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ONSOZ
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1. GIRIS

Kromozom kurulus, gonad olusumu veya anatomik olarak cinsel
organlarin gelisimindeki problemler cinsiyet gelisim bozukluklari
(CGB) olarak adlandirilan bir takim konjenital rahatsizliklara neden
olmaktadir. 46,XY CGB’de dis genital yapinin fenotipi; normal disi,
kuskulu genital yap1 (ambiguous) veya mikropenisi (yasa gore penis
boyunun 2,5 SD’nin altinda olmasi) olan bir erkek olabilir (1).

Androjen reseptdér bozuklugu androjen duyarsizlik sendromu
(ADS) olarak adlandirilan klinik tabloya neden olmaktadir.
Androjenlere karsi reseptdr direncinin diizeyine bagli olarak komplet
formda XY sex reversal ve disi fenotip gériltirken, kismi diren¢ so6z
konusu oldugunda yeni doganlarda sik karsilasilan kuskulu genital
yapr gelismektedir. Ancak benzer fenotipler testis olusumunda ve
androjen biyosentezindeki bozukluklarda da gorilebilir. ADS
yenidoganlarda 1/20,000-64,000 sikliginda bildirilmektedir.

Androjen reseptorii (AR) cok sayida fizyolojik siuirecte ve gelisim
asamalarinda gorev almaktadir. Androjenlerin biyolojik etkileri hticre
icinde bulunan AR tUzerinden yerine getirilmektedir. AR, X
kromozomunun uzun kolunda yerlesen AR geni tarafindan
kodlanmakta olup, ntukleer reseptér Uust familyasina ait bir
transkripsiyon faktéradur.

Androjen reseptdr geni mutasyonlari, farkli derecelerde reseptér
hasarina neden olarak, androjen Uretimi ve metabolizmasi1 normal,
46,XY karyotipe sahip bireylerde farkli agirliktaki fenotiplerin ortaya
cikmasindan sorumludur. ADS’de ortaya cikan fenotip ile genotip
arasinda cogunlukla gticlii bir korelasyon kurulamamaktadir. Mutant
reseptorlerde yapilan fonksiyonel calismalar ve ti¢c boyutlu modelleme
yontemleri, androjenlerin etki mekanizmalarinin anlasilmasinda
faydali bilgiler sunmaktadir. ADS’de, cinsiyet tayini, tGimoér riski
nedeniyle gonadektominin zamanlamasi, hasta ve aileye genetik ve

psikolojik danisma verme sureci, hastaligin yénetiminde en 6nemli



konulardir. Bu baglamda, ADS’de molektler genetik taninin yeri
tedaviye saglayacagi katki nedeniyle biiyltk 6nem tasimaktadir.

T/DHT (testosteron/dihidrotestosteron) testinin spesifisitesi
dtstk olup, ADS’de kesin taniya giderken yardimci bir test olarak
aday hastalarin seciminde kullanilmasi daha idealdir (2). Referans
degerler dogru bicimde belirlendigi takdirde, hCG (human chorionic
gonadotropin) uyar: testi sonrasi elde edilen T/DHT degerleri daha
duyarl sonuclar vermektedir. Ancak bircok merkezde bu testi yapma
imkani1 bulunmamaktadair (3).

ADS o6n tanisina sahip bireylerde yapilan fizik muayene,
hormonal degerlendirme ve gortntlleme yontemleri kesin taniya
ulasmada zayif ve yetersiz kalmaktadir. Yapilan calismada, ADS 6n
tanis1 bulunan hastalarda kesin tani koyabilmek amaciyla AR
geninde dizi analizi yapilmistir. Bu sekilde, yukarida belirtilen hasta
yonetimindeki konularin dogru bir bicimde ve hizla yerine

getirilmesine katk: saglamak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Gonadlarin ilk olusumunda her iki cinsiyette de kritik éneme sahip
Wilms tumor protein (WT1), steroidojenik faktéor 1 (SF1),
LIM/ homeobox protein Lhx1 (LIM1), empty spiracles homolog (EMX) ve
LIM/homeobox protein Lhx9 (LHX9) ve diger bircok gen goérev
almaktadir (4-7). Erkeklerde normal sekstel gelisim 6. haftada testis
farklilagsmasiyla baslamaktadir. Testis farklilasmasi, desert hedgehog
protein (DHH), glia activating factor (FGF9), chromobox homolog 2
(M33), doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (DMRT1),
AMH (antimullerien hormon), SRY (sex-determining region Y) ve
SOX9 (SRY-box 9) gibi genlerin aktivasyonu ve etkilesimleriyle
olmaktadir (8-12). SOX9, testis gelisimini baslatan gen; SRY ise
erkeklerde cinsiyeti belirleyen gen (sex-determining gen factor, SDF)
olarak kabul edilmektedir (13). SRY tarafindan aktive edilen AMH,
mullerien yapilarin dejenerasyonunu saglayarak cinsel organlarin
erkek yonde gelismesine yardim etmektedir. Androjenler, AR
Uzerinden ortaya cikardiklari etki ile wolf kanalindan rete testis,
efferent kanalciklar, epididimis, vas deferens, seminal vezikll ve

prostat olusumunu gerceklestirmektedir (14).

2.1 Genital Sistem Embriyolojisi

Erkek cinsel farklilagsmasi ve gelisiminde bircok gen goérevli olmasina
ragmen, androjenlerin kontrol ettigi genler bu strecte temel bir rol
oynamaktadir. Androjen aktivitesiyle, her iki cinsiyet yoénutnde
farklilasma potansiyeline sahip i¢c ve dis genital yapilar, geri
dontistimsliz olarak erkek yonde farklilagsma gostermektedir (Sekil
2.1).

Embriyonun cinsiyeti genetik olarak fertilizasyon ile
belirlenmektedir. Ancak gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek

veya disi yonde morfolojik 6zellik gbstermemektedirler.



Gonadlar, erken evrede genital veya gonadal kabarti olarak
isimlendirilen bir c¢ift dikey yapidan olusur. Genital kabarti, ¢c6lomik
epitelin proliferasyonu ve alttaki mezensimin yogunlasmasi ile
meydana gelir. Germ hucreleri 6. haftaya kadar genital kabartida
gorilmemektedir.

Insan embriyosundaki primordiyal hticreler gelisimin erken
evresinde allantois yakinindaki yolk kesesi duvarinda endoderm
hiicreleri arasinda olusmaya baslamaktadir. Primordiyal htuicreler
amiboid hareketlerle arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca goc
ederek 5. haftanin baslangicinda primitif gonadlara ulasir ve
gelisimin 6. haftasinda genital kabartilara yerlesirler. Bu goc¢
gerceklesmedigi takdirde gonad gelisimi olmamaktadir. Primordiyal
germ hucreleri, gonadlarin over veya testis yoninde gelismesinde
indtikleyici bir role sahiptir.

Primordiyal hticreler, genital kabartiya ulasmadan kisa bir stre
once buradaki c¢o6lomik epitel hucreleri cogalmaya baslar ve
penetrasyon yoluyla mezenkim altina gecer. Bu sekilde, primitif seks
kordonlar1 adi verilen dizensiz sekilli yapilar olusmaya baslar. Bu
kordonlar disi ve erkek embriyolarda ylizey epiteline yapisiktir ve
herhangi bir yoénde farkhlasmalar1 olanaksizdir. Bu yap:

farklilasmamis gonad olarak isimlendirilmektedir.

2.1.1 Testis Gelisimi

Genetik olarak erkek olan embriyo XY kromozom yapisina sahiptir. Y
kromozomunun sentezledigi testis-determining factor (TDF) etkisiyle,
primitif seks kordonlari cogalmaya devam ederek medullay: gecer;
testis veya meduller kordonlar1 olusturur. Meduller kordonlardan
daha sonra rete testis yapist gelismektedir. Gelisimin ileri
asamalarinda, testis kordonlarinin ytizey epiteli ile baglantis1 koparak
arada tunica albuginea (beyaz tabaka) olarak isimlendirilen fibroz

konnektif doku olusur.
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Sekil 2.1 Testis farklilasmasi ve erkekte dis genital yapmin olusumunda gorevli
genler. Hughes (15)’den uyarlanmustir.

Doérdiincti ayda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve
kordonlarin devaminda rete testis yapisi bulunur. Bu dénemde testis
kordonlar1 primitif germ hucrelerini ve sertoli hucrelerini
icermektedir.

Leydig hucreleri gonad kabartisindaki mezenkimden koken
almaktadir. Leydig hucreleri testis kordonlarinin farklilasmasindan
hemen sonra olusmaktadir. Gebeligin 8. haftasinda fétal gonadlarda
bulunan leydig htucreleri tarafindan  testosteron  Uretimi
baslamaktadir ve bu asamada testisler genital kanal (duct) ve dis
genital yapi farklilasmasini baslatabilecek yetenektedir. Testosteron,
wolf kanallarinda eksprese edilen AR Uizerinde lokal etki yaparak bu

yapilarin dejenerasyonunu oOnlemekte; vas deferens, epididimis ve



seminal veziklliin olusumunu saglamaktadir (16).

Testosteron kana salindiktan sonra etkisini endokrin olarak
gostermektedir. Bu sekilde genital tiiberkiilden dis genital yapinin
farklilasmasinda ve prostat morfogenezinde gorev yapmaktadir.
Testosteronun fotal dokulardaki konsantrasyonu dusuktir. Ancak
dis genital yapi1 ve prostat dokusunda Sa-redtiiktaz tip II enzimi
tarafindan testosterondan dihidrotestosteron meydana gelmektedir
(17). Dihidrotestosteron, testosterona gére 10 kat daha gtcli bir etki
olusturmaktadir (18).

Testis kordonlar1 puberte donemine kadar solid tabiatta kalirlar.
Kordonlarda Itimen olustuktan sonra seminiferéz ttbul olarak
adlandirilirlar. Seminiferéz tiibtuller rete testis ile birlesmektedir. Rete
testislerin devami efferent kanalciklar (ductuli efferentes) olarak
isimlendirilmektedir. Efferent kanalciklar, rete testis ile mezonefrik
kanal veya wolf kanali olarak da bilinen deferens kanal (ductus

deferens) arasinda baglanti kurmaktadir.

2.1.2 Genital Kanallarin Farklilagsmasi

Genital kanallarin gelisimi ve dis genital yapinin olusmasi,
intrauterin hayatta fetliste dolasan hormonlarin etkisi altinda
meydana  gelmektedir. Fetal testislerden salgilanan AMH
paramezonefrik kanalin gerilemesine neden olur. Testosteron,
testislerde Uretilen ve hedef dokulara ulasan majér androjendir.
Testosteron, dokularda 5a  redtktaz enzimi  araciligiyla
dihidrotestosterona donustiralir. Testosteron, mezonefrik kanallarin
virilizasyonuna aracilik ederken; dihidrotestosteron ise erkekte dis
genital yapinin gelismesini saglamaktadir (Sekil 2.1).

Mezonefrozun geriledigi esnada bazi bosaltici (excretory) tubtiller
(epigenital tubules), rete testis kordonlar ile baglanti kurarak efferent
kanalciklar1 meydana getirir. Mezonefrik kanallar, erkekte ana genital

kanallarin koéken aldigi yapidir. Efferent kanalciklardan sonra



mezonefrik kanal uzun ve kivrimli bir hal alir; bu yap1 duktus
epididimis olarak adlandirilmaktadir. Mezonefrik kanal, duktus
epididimis ile seminal veziktil arasinda kalin bir kas tabakasi
kazanir. Bu yapi1 duktus deferens olarak isimlendirilir. Seminal
vezikiilden sonraki yapiya ise ejakiilatdér kanal denilmektedir.

Embriyo gelisiminin 3. haftasinda primitif cizgiden (streak)
koken alan mezenkim htcreleri, kloakal membran civarina goc¢
ederek burada bir cift kloakal katlanma meydana getirir. Bu
katlanmalar membranin kranyal kisminda birleserek genital tiberkil
yapisint olusturmaktadir. Altinci haftada, kloakal membran
Urogenital ve anal membranlara boéltiintir. Kloakal katlanmalar ise
Uretral ve anal katlanmalari meydana getirmektedir. Bu olaylar
devam ederken, Uuretral katlanmalarin yan kisimlarinda genital
sigkinlikler (swelling) olusur. Bu siskinliklerden, erkeklerde skrotal
sigkinlik olarak isimlendirilen yapilar gelismektedir.

Prostat, organogenezin ilk asamalarinda epitelyal tomurcuktan
olusmaya baslamaktadir. Bu dénemde sadece epitelyum cevresinde
bulunan mezenkimde androjen reseptér ekspresyonu gerceklesmekte;
epitelyal tomurcugun gelisiminin, mezenkimden epitele iletilen
androjen bagimli parakrin sinyaller araciligiyla oldugu bilinmektedir
(19). Gebeligin 10-12. haftalarinda, tirogenital sintisten disariya dogru
uzanan bir c¢ikintidan prostat morfogenezi baslamaktadir.

Androjenler prostat morfogenezi ve farklilagsmasi icin yeterlidir.

2.1.3 Testislerin Inisi

Testislerin Urogenital kabartidan skrotuma inisi AR bagmli bir
olaydir. Testis inisi embriyo gelisiminin 10. haftasinda baslar ve iki
fazda gerceklesir (20). Transabdominal faz, fetal testislerde bulunan
leydig hucreleri tarafindan sentezlenen peptid hormon Insulin-like
hormone-3 (Insl3) aracihigiyla gerceklesmektedir (21). Inguinoskrotal
faz (26-35. haftalar arasi), baslica AR araciligiyla kontrol



edilmektedir. Androjen duyarsizlik sendromunda, testis inisindeki
probleme baglhi olarak abdominal veya inguinal yerlesim
gorulmektedir (22). Testiktler iniste AR aktivitesinin baslica etki
yerinin gubernakulum oldugu bildirilmistir; androjen direnci olan
fare ve ADS tanili insanlarda yapilan calismalarda gubernakulum
goclinlin olmadig1 goésterilmistir (23). Ancak AR ekspresyonunun ve
Sa reduktaz aktivitesinin gubernakulumda dustk oldugu ve
androjenlerin gubernakulum tUzerine olan etkilerinin dolayli bir

mekanizma ile gerceklestigi bildirilmektedir (24).

2.1.4 Erkeklerde Di1s Genital Yapi

Erkeklerde dis genital yapilarin gelismesi, fetal testislerden salgilanan
androjenlerin etkisi altinda genital tUberktliin hizli bir sekilde
uzamasi1 ve fallusu olusturmasiyla baslar. Fallus uzadig sirada,
Uretral katlanmalar ileri dogru cekerek Uretral yarigin (groove) yan
duvarlarini olusturur. Uretral yarik fallusun kaudal yéntinde uzar,
ancak en distal kisimda bulunan glans bélgesine ilerlemez. Uretral
yarigin epiteli endoderm koékenlidir ve buradan duretral plak
olusmaktadir.

Uclincti ayin sonunda turetral katlanmalar, tUretral plagin
Uzerine kapanarak penil tiretray: olusturur. Bu kanal, fallusun en uc
kismina kadar uzanmaz. Uretranin distal kismi, 4. ayin sonunda
glans ucundaki ektoderm kokenli hiuicrelerin i¢c tarafa gdc etmesi ve
burada kisa Dbir epitelyal kordon olusturmasiyla meydana
gelmektedir. Bu kordon daha sonra limen kazanarak eksternal
Uretral meatusu olusturmaktadir.

Erkeklerde skrotal siskinlik olarak da bilinen genital siskinlikler,
baslangicta inguinal boélgede bulunurlar; ancak gelisimin ileri
asamalarinda her biri skrotumun bir yarisin1 olusturmaktadir. Ikisi

arasinda skrotal septum bulunmaktadar.



2.2 Androjen Reseptorii

Androjen reseptdrii, Xqll-12’de bulunan yaklasik 90 kb iceren AR
geni tarafindan kodlanmaktadir. Sekiz ekzondan olusan open reading
frame 2760 nukleotit icermekte olup, 920 aminoasit rezidiistinden
olusan androjen reseptériinil kodlamaktadir. AR geni (MIM: 313700)
hemizigot o6zellikte olmasi nedeniyle mutasyon varliginda erkek
cinsiyet gelisimi dogrudan etkilenmektedir. AR geni icin heterozigot
olan kadin, tasiyici durumundadir ve mutasyonu cocuklarina

aktarabilir.

2.2.1 Androjen Reseptor Yapisi

Androjen reseptérd buytik olasilikla ayni atasal genden koéken alan
kromatine baglanan proteinler icinde bulunan steroid reseptdér alt
familyasina mensuptur.

Nukleer reseptoér Uist familyasinda, birbiriyle homoloji gdsteren
androjen reseptoru, glukokortikoit reseptérii (GR), mineralokortikoit
reseptéori. (MR) ve progesteron reseptéori (PR), ortak response
elementlere baglanarak gen transkripsiyonu yapan doértlti bir gruptur.
AR Dbircok ntukleer reseptérde bulunan fonksiyonel domainleri
yapisinda barindirmakla beraber kendine 06zgl oOzelliklere sahiptir.
Ekzon 1 tarafindan kodlanan (1-538. aminoasitler) N terminal
domainde (NTD) ligand bagimsiz AF1 (activation function 1) alt
domaini bulunmaktadir. Ekzon 2-3 tarafindan kodlanan (538-627.
aminoasitler) deoksiribontuikleik aside (DNA) baglanma domaini (DBD)
hedef genlerin promoter ve enhancer bolgelerinde reseptdoriin
androgen response element (ARE)lere tutunmasina aracilik
etmektedir. Ekzon 4-8 tarafindan kodlanan (668-919. aminoasitler)
ligand baglama domaini (LBD) ligand bagimli AF2 (activation Function
2) alt domainini bulundurmaktadir. DBD ve LBD arasinda baglantiy:

saglayan mentese bolgesi (628-669. aminoasitler) hormon



baglanmasiyla yapisal degisiklige ugramaktadir (25, 26) (Sekil 2.2).
NTD icinde, 9-36 glutamin (Q) tekrari ve 10-27 glisin (G) tekrari
bulunmaktadir. Poliglutamin tekrar uzunluguyla AR aktivitesi
arasinda ters oranti olabilir (27). Poliglutamin tekrar sayisinin 40’n
lUzerine cikmasi, spinal ve bulber miuskuler atrofiye (SBMA veya

Kennedy hastaligil) neden olmaktadir (28).

AF1 AF2

1 538 589 628 M T2 Bl6 353 1%
! f i

‘ I1I l[s[s-Lﬁa(s(a[r[ElU
b toc

I 628-B6S
Mentege balgess
DENYLFET AN N LT
Transakthvasyon domaini  DMA baflama domaini Ligand baflama domaini

Sekil 2.2 AR’de fonksiyonel domain ve alt domain yapilari. Numaralar aminoasit
pozisyonlarini, biytk harfler kisaltmalar1 gdstermektedir (X: herhangi bir
aminoasit). Birden 8¢ kadar olan numaralar ekzonlara aittir. Hughes (15)den

alinmistir.

NTD’nin eriyik-globin (molten-globin) benzeri bir yapiya sahip
oldugu ve transkripsiyon regulatérlerinin indiiklemesiyle ileri yapisal
ozellikler elde ettigi distntlmektedir (29). Bunun aksine, DBD ve
LBD ileri diizey yapisal 6zelliklere sahiptir ve steroid reseptdr ailesi
icinde korunmus boélgelerdir. DBD yapisinda bulunan dokuz adet
sistein rezidisinden sekizi, iki adet cinko parmak (zinc finger)
yapisinin meydana gelmesini saglamaktadir. Cinko parmak yapisi,
bircok nukleer reseptdér ve transkripsiyon faktdérinin karakteristik
ozelligidir. P-box, birinci ¢inko parmak yapisidir; ARE’de bulunan

DNA buyuk oluguna (major groove) baglanarak spesifik DNA
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bolgelerinin taninmasini saglamaktadir. ikinci ¢cinko parmak olan D-
box ise reseptor dimerizasyonu ve protein-protein etkilesimlerinde
gorevlidir (30). Cinko parmak yapilari, DNA major olugu ile etkilesime
gecerek AR’nin hedef genlere baglanmasini gerceklesmektedir. LBD,
12 adet a-heliks ve 4 adet tic tabakali bir yap: olusturan kiuctk B-
zincir icermektedir (31). Hormon baglanmasini takiben 12 numarali
heliks, LBD’nin merkezine dogru katlanir ve ligand baglama cebini
tipki bir kiskac gibi yakalar (32). Bu yolla, LBD yuzeyinde ko-
regilatorlerin LXXLL ve FXXLF benzeri motifleriyle ve androjen
reseptorinin 23FQNLF27 motifinin bulundugu NTD ile etkilesime
girebilen hidrofobik bir oluk olusmaktadir (33).

AF1 ve AF2 transkripsiyon aktivasyonunda gorev alan baslica alt
domainlerdir. AF1 ligand bagimsiz, AF2 ise ligand bagimli olarak
calismaktadir ve ayni zamanda steroid receptor coactivator 1 (SRC1),
SRC2 ve SRC3 gibi reseptéor koaktivatorleriyle etkilesime
girebilmektedir  (34). Nukleer reseptérlerin cogunda  AF2,
koaktivatorlerde bulunan LXXLL motifleriyle gticld etkilesimler
kurmaktadir. Ancak ARnin varliginda AF2, NTD yapisindaki AF1 ile
etkilesim kurmaktadir ve AF2’nin koaktivatoérler ile etkilesimi daha
zayif kalmaktadir (35).

N/C etkilesiminin AR’ye 6zgl bir 6zellik oldugu soéylenebilir. N/C
etkilesimine NTD’de bulunan LXXLF motifi aracilik etmektedir. N/C
etkilesimi, AR’yi stabilize ederek reseptor-ligand ayrismasini

(dissociation) yavaslatmaktadir.

2.2.2 Androjen Reseptor Fizyolojisi ve Reseptoriin Genom

Uzerindeki Aktivitesi

Androjenler prenatal doénemden itibaren sekonder cinsiyet
farklilasmasinda  fonksiyon  goérmektedir. = Reseptor-testosteron
kompleksi, embriyoda wolf kanali yapilarinin farklhilasmasini,

hipotalamus-hipofiz aksindan luteotrofik hormon (LH) salgilanmasini
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ve spermatogenezi saglamaktadir. Reseptor-DHT  kompleksi
embriyogenez  sUrecinde prostat farklilasmasi ve  puberte
donemindeki degisikliklerin ortaya ¢cikmasindan sorumludur (36).

Androjen aktivitesinde gorevli baslica androjenler testosteron ve
dihidrotestosterondur. Dihidrotestosteron, testosterondan S5a
rediktaz tip 2 enzimi araciligiyla olusturulmaktadir. DHT baslica
testis dist dokularda gorev yapmaktadir. Bu iki hormon ayrica ARnin
genom Uzerindeki etkilerinin ortaya cikmasinda da asil olarak gérev
yapmaktadir.

Androjen reseptdord ligand bagh degilken, molektler saperon
Heat-Shock 90-kD Protein (Hsp90) ve Hsp90’1n reseptdre baglanmasini
stabilize eden prostaglandin E synthase 3 (p23), siklofilin 40 ve
FK506-baglayan protein-52 (FKBP52) gibi ko-saperonlar ile biiytik bir
kompleks olusturmus halde sitoplazmada yerlesmektedir. Ligand
baglandiktan sonra heat shock protein (HSP) kompleksinin
kompozisyonu degisir ve androjen reseptériinde yapi (conformation)
degisikligi meydana gelir. NTD ve LBD etkilesime girerek saperon
kompleksinin AR’den ayrilmasi gerceklesmekte ve bu etkilesim iki
adet bazik aminoasit grubu iceren mentese boélgesi ve DBD icindeki
nukleer lokalizasyon sinyalinin (NLS) ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. HSPnin reseptéorden ayrilmasi, androgen receptor
associated protein-70 (ARA70), flamin-A ve importin-a gibi ko-
regulatorlerin AR ile etkilesime gecmesini mimkin kilmaktadir. Bu
etkilesim AR’nin ntukleusa gbécline ve dimerizasyonuna yardim
etmektedir (37). Daha sonra hizli bir sekilde ntikleusa goé¢c eden AR,
homodimer olusturarak ARE’lere baglanmaktadir (38) (Sekil 2.3).
ARFE’lerde bulunan promoter ve enhancer dizileri monomerik ve
dimerik AR baglama bolgeleri icermektedir. Bu diziler, AR’nin
kromatine baglanmasini kolaylastiran transkripsiyon faktoérleri icin
de cok sayida bolge bulundurmaktadir (25).

AR, AREye baglandiktan sonra transkripsiyon baslangic

kompleksini (transcription pre-initiation complex) bu bdélgede toplar,
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hedef promoter tizerindeki bazi transkripsiyon faktorleri ile etkilesime
girer veya transkripsiyonu baslatmak veya baskilamak (sirayla
koaktivatéor ve ko-represdér) amaciyla bir takim ko-regtilator
proteinlerin toplanmasini saglar. GUnumuze kadar AR’ye ait 200
kadar ko-reguilator protein tanimlanmaistir (39).

AR ko-reguilatorleri diger transkripsiyon faktérlerinden farkl
olarak DNA’ya dogrudan baglanmadan ve bazal transkripsiyon
duzeyine etki etmeden, enzimatik aktiviteleri sayesinde hedef genlerin
ekspresyon duzeyini artirarak veya Dbaskilayarak fonksiyon
gormektedir. AR ko-reguilatorleri kromatin modifikasyonu tizerine etki
ederler veya bazal transkripsiyon makinesi ile AR arasinda baglanti
kurulmasini saglarlar. Enzimatik aktiviteleri, AR, diger ko-
regulatorler veya kromatin TtUzerinde gerceklesebilir. Enzimatik
aktivite sayesinde posttranslasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon,
ubikitinasyon, sumolasyon, asetilasyon, metilasyon, adenozin difosfat
(ADP)-ribozilasyonu yapilarak devamli bir sekilde kromatin ve
transkripsiyon kompleksinin yenilenmesi saglanmaktadir. SRC ve
adenozin trifosfat (ATP) bagimli SWI/SNF kompleksleri, coactivator
associated arginine methyltransferase (CARM1) veya CBP/p300 gibi
histon asetilazlar lUzerinden transkripsiyon aktivitesinin
indiklenmesine  yardim = etmektedir. Kromatin remodeling
kompleksleri, ribontkleik asit (RNA) polimeraz II'nin transkripsiyon
aktivitesini baslatabilmesi icin gerekli olan ac¢ik kromatin yapisinin
olusmas1 icin gerekmektedir. Kofaktorlerin AR ve transkripsiyon
faktorleri Uzerindeki posttranslasyonel modifikasyonlar: sayesinde
protein stabilitesi, protein-protein etkilesimleri ve yaptiklari
fonksiyonlar, 26S proteazom tarafindan gerceklestirilen degredasyon
ve dontusum islemleri veya transkripsiyon komplekslerine ait
komponentlerin nukleus ile sitoplazma arasindaki gécti mukemmel
bir sekilde kontrol edilerek hedef genlerin ekspresyonu dinamik

olarak gerceklestirilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Klasik AR doéngtisti. Her bir asama numaralandirilmistir (1-7): (1)
Testosteron, Sa-redtiktaz ile DHTye dontsttralir; (2) DHT sitoplazmaya goc eder;
(3) Ligandin ARYe baglanmasiyla HSP ayrilir, ARA70 ve importin-a reseptori
stabilize eder ve (4) ntikleusa géclint saglar; (S) Nukleusta homodimer olusumu; (6)
Diger koaktivatorler niikleusta AR’ye baglanir ve transkripsiyon baslar; (7) Ligand
bagli olmayan AR sitoplazmaya geri go¢ eder; (8) Alternatif olarak E3

ubikitinasyonu ve proteazomal yikim olur. Bennett ve ark.(40)’'dan uyarlanmaistir.

2.3 Androjen Reseptor Gen Mutasyonlar1 ve Fenotipik

Degiskenlik

Androjen duyarsizhik sendromuna neden olan 600den fazla
mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlar ve sebep olduklari klinik ve
molekuler fenotipik degisiklikler bir  veritabaninda (41)
toplanmaktadir.

AR gen mutasyonlarinin cogu kalitsal olmakla beraber; licte bir
kadar1 de novo (yeni) olarak gértilmektedir (42). Mutasyonlar, sirayla
% 20 ve % 60 oraninda C terminal bélgeyi olusturan DBD ve LBD
bolgelerinde bulunmaktadir (43).
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Yanlis anlamli mutasyonlar (missense mutations) farkh
fenotiplere neden olan en sik mutasyon tipidir. DBD ve LBDYi
etkileyen yanlis anlamli mutasyonlar, protein Utizerinde olusturulan
hasar diizeyine baglh olarak ADS’nin butln tiplerine neden olabilir.
NTDYi etkileyen az sayidaki yanlis anlamli mutasyon hafif veya
parsiyel formlar ile iliskili bulunmustur (44).

Tum gen delesyonu, parsiyel delesyonlar, insersiyonlar,
duplikasyonlar ile erken zincir sonlanmasina neden olan nonsense
(anlamsiz) ve kalip kaymasi mutasyonlar1 (frameshift), komplet
androjen duyarsizlik sendromuna (KADS) neden olmaktadir (42, 45).

Splice-site mutasyonlari, hem komplet hem de parsiyel formlarla
iligkili bulunmustur (46). Splice-site mutasyonlarini tespit etmek
zordur. Parsiyel androjen duyarsizlik sendromu (PADS) tanisi ile
izlenen bir hastada AR ekzon 8’deki sessiz bir mutasyonun (silent
mutation) kismi aberrant splicinge neden oldugu gosterilmistir. Bu
hastada rezidtiel olarak devam eden yaban tip AR ekspresyonuna
bagli olarak, fenotipin PADS olarak ortaya ciktigi dUsUntlmustir
(47).

Post-zigotik olarak meydana gelen mutasyonlarin tespit edilmesi
de bazen zor olabilmektedir. AR'de meydana gelen post-zigotik
mutasyonlarin neden oldugu somatik mozaisizm ile birlikte gortilen
az sayida ADS vakasi bildirilmistir (48). Somatik mozaisizmde, degisik
dokulardaki mutant ve yaban tip (wild type) AR ekspresyonu yapan
huicrelerin oranlar1 farklihik gostermektedir. Bu baglamda, belli bir
mutasyon mutant huiicrelerin dagilimina bagli olarak farkli fenotipler
ortaya cikarabilir. ADS tanisi1 konulan hastalarda bilinen butin
mutasyon tiplerine ait somatik mozaiklik bildirilmistir; bu
mutasyonlarin komplet veya parsiyel forma neden oldugu
gorulmustur.

Bazi hastalarda komplet veya parsiyel fenotipe neden olan bazi
mutasyonlarin normal bir bireyde de tespit edildigi bildirilmistir (43,

49). Ornek olarak; Q798E mutasyonunun bazi hastalarda PADS’ye
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neden oldugu ve bu  Dbireylerin kiz olarak buyuttaldiakleri
bilinmektedir (50). Ayni mutasyonu tasiyan farkli bireylerde ise
fenotipin infertilite ve hafif (mild) form olarak ortaya ciktig
bildirilmistir (51).

L712F, 1737T ve F725L mutasyonlar1 ayni aile icinde farkl
dtizeylerde PADS fenotipleri ortaya cikarmistir (52). Bu mutasyonlarin
androjen baglama kapasitesini etkilemeksizin, AF2 yapisinda ve N
terminal/C terminal (N/C) etkilesiminde bozukluga neden oldugu
bildirilmistir. Parsiyel forma neden olan mutasyonlarin ortaya
cikardigr fenotipik degiskenlik, reseptdér Uzerinde belli reziduleri
etkileyen mutasyonlara 6zel bir durum olabilir.

2329G>T degisikliginin (TGC>TTC) KADS’ye neden oldugu
bildirilmistir (53). Ayni nukleotidin sitozine déntismesi (TGC>TCC)
sonucunda bir baska hastada PADS ortaya ciktigi gérilmustir (54).
Bu mutasyonlarin protein TUzerinde neden oldugu aminoasit
degisikliklerine bakildiginda, birinci 6rnekte polar bir aminoasit olan
sistein (cys) yerine nonpolar ve aromatik bir aminoasit olan
fenilalanin (phe); ikinci 6rnekte ise polar bir aminoasit yerine, yine
polar bir aminoasit olan serinin (ser) geldigi gértlmustiir. Ikinci
ornekteki aminoasit degisikliginin protein icinde bu bdélgeye ait iyonik
cevreyi az etkilemesine baglhh olarak PADS’ye neden oldugu
distnulmustir (54).

In-frame delesyonlar nadir goériilen mutasyonlardir. NTD icinde,
dokuz ntkleotitden olusan bir delesyonun PADS’ye neden oldugu
bildirilmistir. NTD icinde ti¢ ntukleotitden olusan bir insersiyonun
tespit edildigi vakada ise fenotip erkek infertilitesi olarak ortaya
ctkmistir. Ancak bu iki degisikligin fonksiyonel olarak hangi
mekanizmayla bu fenotipleri ortaya koydugu anlasilamamaistir (55).

ADS nadir gorulen bir hastalik olmasi nedeniyle, ayni
mutasyonu tasiyan ve parsiyel fenotipe sahip az sayida hasta
bulunmaktadir. Bu durum belli bir mutasyonun ortaya cikarabilecegi

virilizasyon derecesinin Ongdrilmesi icin sorun teskil etmektedir.
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Ancak genetik danismanlik ve hasta yOnetimi acisindan, bir
mutasyonun puberte déneminde hangi dlizeyde virilizasyona izin
verecegi ve puberte acisindan nihai fenotipin ne olacaginin
kestirilmesi gerekmektedir. AR gen mutasyonlarinin neden oldugu
virilizasyon bozukluklarinin ne tir bir mekanizmayla meydana
geldiginin anlasilmas1 amaciyla, hasta populasyonlarinda tespit
edilen bu mutasyonlarin EuroDSD (www.eurodsd.eu) projesi

kapsaminda analiz edilmesi hedeflenmektedir.

2.3.1 Glutamin ve Glisin Tekrar Polimorfizmleri

AR geni, ekzon 1 tUzerinde CAG (glutamin) ve GGC (glisin) tc¢lua
(trinucleotide) tekrar polimorfizmleri gostermektedir. Saglikli
bireylerde, glutamin tekrar sayisi 9-36; glisin tekrar sayis1 10-27
arasinda degismektedir. In vitro deneylerde, poliQ ve poliG tekrar
sayist ile androjen reseptor aktivitesi arasinda iliski bulundugu
gosterilmistir. Uzun poliQ tekrarlari AR aktivitesini azaltirken (56);
uzun poliG tekrarlar1 AR aktivitesini artirmaktadir (57). Tekrar sayisi
polimorfizmlerinin sperm Uretimi ve erkek infertilitesi tizerine olan
etkileriyle ilgili yapilan calismalar birbirinden farkli sonuclar
bildirmektedir.

2.4 Androjen Duyarsizlik Sendromu

Androjen reseptoriyle ilgili bozukluklar normal cinsel gelisimi
etkileyerek, 46,XY kuruluslu bireylerde androjen duyarsizlik
sendromlari olarak isimlendirilen bir dizi fenotipe yol acmaktadir. X’e
bagli kalitim go6zlenmektedir. Androjen duyarsizlhik sendromunda
testis fonksiyonu normaldir. Bu nedenle AR’deki bozuklugun
derecesine gore klinik fenotip olusmaktadir. Hastalarda testis
boyutlar1 normal olabilir. AMH sentez ve aktivitesi normal

oldugundan mullerien yapilara rastlanmaz. Bu nedenle, cocukluk
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caginda Sa-reduktaz eksikligi veya 17f3-hidroksisteroid dehidrogenaz
(17B-HSD) eksikliginden klinik olarak ayirt edilmesi zordur.
Pubertede androjen duyarsizlik sendromunda meme gelisiminin
olmas: (telars) ve virilizasyon eksikligi, diger cinsiyet gelisim
bozukluklarindan ayirt edilmesini kolaylastirmaktadir.

AR gen mutasyonlar:i androjen duyarsizlik sendromunun en sik

nedenidir.

2.4.1 Komplet Androjen Duyarsizlik Sendromu

Androjen duyarsizlik sendromunun en agir formudur. KADS’de,
46,XY kromozom kurulusuna sahip bir bireyde normal disi dis
genital yap:1 bulunmaktadir. Embriyogenezde, vajinanin proksimal
kisminin AMH etkisiyle gerilemesi kisa ve kor vajinaya neden
olmaktadir (58). Labial katlanmalar az gelismistir. Klitoris boyunda
kisalik gortlebilmektedir (59).

Testisler labia major veya kasik boélgesinde bulundugunda
palpasyon yoluyla tespit edilebilmektedir; ancak abdomen ici
yerlesimde bu mUmkin olmamaktadir. Cocukluk caginda,
ultrasonografi (USG)’de veya cerrahi olarak yapilan incelemede
mullerien yapilarin hipoplazisi veya tam yoklugu ile beraber basta
epididimis olmak TUizere prostatin goérilmemesi yol gosterici
olmaktadir. Seminal vezikil ve vas deferens yapilarinin gértilmesi
beklenmemektedir. Ancak bazen androjenlere doku duyarlilig: ile
beraber testosteron seviyesinin yUksek olmasi wolf kanallarinin
gelismesini ve farklilasmasini tetiklemektedir (60). Gelisim stirecinde
aksiller/inguinal killanmanin azlig1 veya yoklugu ve normal meme
gelisimi gortilmektedir (33, 61).

Hannema ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, KADS tanili
bireylerin % 70’inde epididimis ve vas deferens yapilarina
rastlanmistir. Bu yapilar, testislerin olusumu gerceklesip, testosteron

Uretimi  basladiginda  androjenlerin  etkisiyle  olusmaktadir.
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Androjenlere karsi dustk duzeydeki doku duyarliligina, yuksek
testosteron hormon seviyesinin eslik etmesi, wolf kanali gelisimine ve
farklilasmasina neden olmaktadir. Bazi yazarlar bu hastalarin KADS
yerine, agir PADS olarak smniflandirilmalarini énermektedir (62).
KADS tanili hastalarin bazilarinda prostat dokusuna rastlandigi
bildirilmektedir (60).

Puberte donemindeki ana bulgu KADS ve PADS hastalarinin
cogunda feminizasyon gortilmesidir. KADSde meme gelisimi
zamaninda gerceklesmektedir (63). Bu bireylerdeki énemli bir 6zellik
seksuiel killanmanin az olmasidir. Bazi hastalarda seyrek bir sekilde
killanma oldugu rapor edilmektedir; ancak Tanner evre S dlizeyine
hicbir zaman ulasilamamaktadir (64).

Bu bireylerin cinsel yasamlari acgisindan normal kadinlarla
kiyaslandiginda bir fark tasimadiklari bildirilmistir (58).

Inguinal hernisi olan kizlarin % 1,1'inde KADS ile
karsilasilmistir. KADS’de testiktler ozellikler cogunlukla
kriptorsidizmdeki durum ile benzerlik gostermektedir. Testis
torsiyonu, genellikle inmemis testislerde timoér gelismesi neticesinde
olusmaktadir. Cok nadir olarak testis timorti ortaya cikmadan da

testis torsiyonu oldugu bildirilmistir (65, 66).

2.4.2 Parsiyel Androjen Duyarsizlik Sendromu

Parsiyel androjen duyarsizlik sendromunda iki farkli fenotipten
bahsedilmektedir. Disi fenotipin baskin oldugu hastalarda disi dis
genital yapi, anogenital mesafenin uzamasi, Uirogenital sinis, bazen
klitoromegalinin eslik ettigi pubik killanma, labialarin kismi veya tam
fizyonu ve kuskulu genital yap: goérultirken; erkek fenotipin baskin
oldugu hastalarda mikropenis, perineal hipospadias ve kriptorsitizm
gorulmektedir (33). Erkek fenotipin egemen oldugu tablo, Reifenstein
sendromu olarak da bilinmektedir (61).

PADS’de, pubertede feminizasyon ve virilizasyonun beraber
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goruldtigti bir tablo vardir. Hastalarda fallus ve testislerde biytme,
sekstiel killanma ve meme buylumesi olmaktadir. Hormon degerleri
normal eriskinlerdeki referans degerlerde olsa bile, puberte gelisimi
tam olmayabilir; ses kalinlasmasi gérilmeyebilir. Seyrek olarak akne
gorulebilmektedir (64).

Ko-reguilatorlerin ADS patofizyolojisindeki rolti kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak bazi koaktivatér genleri acisindan, knockout
fare modellerinde farkli dizeylerde androjen duyarsizligi oldugu
gosterilmistir. Erkek SRC2 knockout farelerde spermiyogenez defekti
ve yasa bagimli olarak testikililer dejenerasyon goézlenmistir (67).
FKBP52 knockout farelerde penil hipospadias, prostat disgenezisi ve

spermin fertilizasyon kabiliyetinde bozulma oldugu goésterilmistir (67).
2.4.3 Hafif Androjen Duyarsizlik Sendromu

Hafif androjen duyarsizlik sendromuna sahip bireyler normal erkek
dis ve i¢c genital yapisina sahiptir. Bu bireylerde, puberte déneminde
meme bUyUmesi, seyrek vicut ve ylUz killanmasi ve kucuk penis
gorulebilir (51, 68). Bazi hastalarda sperm Turetiminde bozukluk
nedeniyle oligozoospermi ve azospermi gorulebilir (69). Fertil olan

hastalar da bildirilmistir (70).

2.5 Androjen Duyarsizlik Sendromunda Fonksiyonel Ozelliklerin

Belirlenmesi
2.5.1 Genital Doku Hiicrelerinde Androjen Reseptor Fonksiyonu

AR’nin klonlandigi 1979’dan o6nceki yillarda, genital bdlge cilt
biyopsisinden elde edilen fibroblastlarda yapilan androjen baglama
analizleri, ADS tanisimi konfirme etmede kullanilan O6nemli bir
laboratuvar y6ntemi olmustur. Genital dokudan c¢ogaltilan

fibroblastlarda radyoaktif olarak isaretlemis androjen metiltrienolon
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(R1881) gibi ligantlar kullanilarak saturasyon-baglanma egrileri ve
Scatchard plots gibi yontemlerle androjen baglama kapasitesi
Olcimleri yapilmistir. Baglama kapasitesinin (Bmax) distk cikmasi
veya disosiyasyon sabitesinin ylUksek cikmasi, AR ekspresyonunun
distik oldugunu veya ligand baglamada bozukluk oldugunu
gostermektedir; ancak DNA’yva baglanma yetenegi hakkinda bilgi
vermemektedir.

Gunumuzde ADS tanisi molektler genetik analiz ile konfirme
edilmektedir; bunun yapilamadig: hastalarda genital bélge cildinden
biyopsi alinarak biyokimyasal calismalar yapilmaktadir. ADS ile ilgili
biyomarkirlarin arastirildigl bir calismada, 46,XY normal erkekler ile
46,XY KADS tanisi olan hastalarin labiyoskrotal bélgesinden alinan
genital doku fibroblastlarinda microarray yoéntemiyle genome-wide
gen ekspresyonu ve hucrelerin DHT’ye olan cevab:i incelendiginde;
normal skrotal hiicrelerin DHT uyarimi sonrasinda apolipoprotein D
(APOD)’ye ait messenger ribontuikleik asit (mRNA) dtizeylerinde artis
gorultirken, labium major kaynakli fibroblastlarda ayni mRNA’da
herhangi bir artis gézlenmedigi bildirilmistir. Bu calismada, APODun
mutasyon tespit edilemeyen hastalar icin yararlh bir marker

olabilecegi bildirilmistir (71).
2.5.2 In Vitro Transaktivasyon Testleri

AR genindeki belli bir mutasyonun protein tizerinde nasil bir etkiye
yol actig1 ortaya konabilir. Bu amacla, raportér genle birlikte mutant
ARYi tasiyan ekspresyon vektoérlerinin transfeksiyon ile aktarildigi AR
bulunmayan memeli hicre soylari kullanilmaktadir. Bu analiz
yontemi sayesinde, ARmin hormon baglama, nukleer transport,
DNA’ya baglanma ve transaktivasyon yeteneklerini degerlendirmek
mumkuiin olmaktadir. AR fonksiyonunda bir bozukluk olmasi halinde
raportér gen ekspresyonunda yaban tipe goére dusuklik

gorulmektedir. Fonksiyonel calismalarda KADS icin yararl bilgiler
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elde edilirken; PADS veya hafif formda cogunlukla bir sonuc elde

edilememektedir.

2.5.3. N/C Etkilesim Testleri

Androjen reseptériine hormon baglanmasi, LBD’de bulunan heliks
12’de konformasyon degisikligi olusturarak ligand baglama cebinin
fare kapanina benzer bir tarzda kapatilmasini saglamaktadir. Boylece
LBD yuzeyinde LXXLL veya FXXLF motifi iceren koaktivatorler icin
AF2 olarak isimlendirilen baglanma olugu meydana getirilmektedir
(72). AF2, NTD’de bulunan 23FQNLF2"motifi ile de
inter/intramolektler etkilesime girmektedir (73). N/C interaksiyonu
sayesinde heliks 12 ve baglanmis olan androjen daha stabilize hale
getirilmektedir (74). AF2’de meydana gelen mutasyonlar, reseptoériin
androjen  baglama  yetenegini etkilemeden ADS’ye neden
olabilmektedir (75). Bu hastalardaki N/C etkilesimi, mammalian two
hybrid assay yoéntemiyle raportér gen aktivasyonuna bakilarak analiz
edilebilir. Thompson ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, LBDyi
etkileyen yanlis anlamli mutasyonlarin bulundugu vakalarda yapilan
fonksiyon analizlerinde, androjen baglama kinetiginin normale yakin
oldugu; ancak N/C interaksiyonunun bozulmasina bagl olarak,
etkilesim diizeyinde azalma oldugu ve ortaya c¢ikan ADS fenotipinin
siddetinin buna paralel oldugu bildirilmistir (76). Az sayidaki vakada
bunun tam tersi bir durum gérilmustir; F826L mutasyonuna baglh
olarak agir penoskrotal hipospadiast olan bir hastada yapilan
fonksiyonel analizlerde, androjen baglama yeteneginin normal
oldugu, ancak yaban tiple kiyaslandiginda ilgin¢ bir sekilde N/C
interaksiyon dtizeyinde iki katlik bir artis bulundugu saptanmistir
(77).

DBD icinde olusan yanlhs anlamli mutasyonlar, ARnin ARE’lere
baglanmasini timden bozarak veya AR-ARE etkilesiminde (78) afinite

(affinity) ve secicilikte (selectivity) degisiklige neden olarak parsiyel
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veya hafif ADS’lere neden olabilir. Green fluorescent protein (GFP)
isaretli mutant ve yaban tip AR transfeksiyonu yapilmis hticrelerin,
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) (79) veya Fluorescence
Recovery After Photobleaching (FRAP) gibi teknikler kullanilarak,
reseptorin  DNA’yva baglanma yeteneginin ortaya cikarilmasi

mumkundur (80).
2.6 Androjen Duyarsizlik Sendromunda Laboratuvar Bulgular
2.6.1 ilk 3 ay

Hipotalamus-hipofiz-gonad aksi, postnatal ilk birkac¢ ay boyunca aktif
hale gelmektedir (minipuberte). Bu dénemde gonadotropin ve
testosteron seviyeleri gecici bir stre pubertal diizeylerde bulunur.
Zamaninda dogmus saglikli erkek bebeklerde testosteron
konsantrasyonu, yasamin ilk haftasindan baslayip 2. aya kadar
stren bir artigtan sonra, tedricen disis gostererek 6. ay civarinda
prepubertal seviyelere donmektedir (81). Plazma LH konsantrasyonu
da testosterona paralel olarak yasamin ilk 3 ay1 icinde surekli bir
yukselme goOstererek, testosterondan hemen sonra prepubertal
seviyelere inmektedir (81, 82). Bu fizyolojik testosteron piki yasamin
ilk 4-6. aylar1 arasinda gonadotropik aksin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gonadotropinler yaklasik 2-3
yaslarina kadar epizodik pikler gosterebilir (83).

Bu surecte PADS’de LH ve testosteron dtizeyleri normal veya
yuksek olarak saptanabilir. Ancak KADS’de her iki hormon seviyesi
de normalin altindadir. Bu durum gecici LH pikinin
gerceklesmesinde, prenatal donemde hipotalamus hipofiz aksinda
androjen bagimli bir mekanizmanin isledigini gdsteriyor olabilir (84).
Folliktil stimule edici hormon (FSH) seviyeleri her iki grupta da
benzer sonuclar vermektedir (85). Yenidogan déneminde KADS

hastalarinda LH ve testosteron ile ilgili bilgi cok smnirhdir. izole vaka
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raporlarinda LH ve testosteron pikinin yenidogan dénemindeki KADS
hastalarinda olmadig: bildirilmektedir (15). GnRH uyar: testi sonrasi,
PADS’de KADS’ye oranla daha fazla bir artis elde edilmektedir (85).

hCG wuyar testi, Leydig hucrelerinin testosteron biyosentez
kapasitesinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bouvattier ve
ark. tarafindan yapilan calismada hCG uyart testi sonrasinda
KADS’de 5 kattan daha fazla artis tespit edilirken, PADS’de bu artis
2-3 kat olarak bildirilmistir (85). Genellikle 2-3 kathk artislar
fizyolojik kabul edilmektedir (86).

Yasamin ilk birka¢c ay1 icinde, serum testosteron ve DHT
seviyeleri tespit edilebilir diizeye geldiginde, T/DHT oraninin normal
degeri 12’nin altinda beklenir. hCG uyar testi sonras1 17 glin ile 6 ay
arasindaki normal cocuklarda T/DHT oram1 5,2+1,5 olarak

saptanmaktadir (15).

2.6.2 Prepubertal Donem

Prepubertal doénem cocuklarinda LHmnin normal degeri 0,02-0,3
mlIU/mL iken FSH’ninki 0,26-3 mIU/mL degerleri arasindadir. Ancak
dogumda pubertal seviyede bulunan gonadotropinler, 2-3 yaslarina
kadar epizodik pikler go6sterebilir. Goji ve Tanikaze tarafindan
prepubertal donemdeki 8-10,7 yas araligindaki cocuklarda yapilan
bir calismada, LH: 0,09-0,41 mIU/mL, FSH: 0,72-2,63 mIU/mL
olarak tespit edilmistir (87). Bir-10 yas arasindaki prepubertal
erkeklerde testosteronun normal degeri 10 ng/dL’nin altindadir (83).
Prepubertal doénemdeki hastalarda hCG uyari testi sonrasi
T/DHT 6lciimtu yaygin olarak kullanilmaktadir (88). Normal bireylerde
benzer protokoller ile yapilmis olan farkli calismalarda T/DHT
oranlar1 <11 (88), 1.5-17 (89), 6-16,8 (90) ve 11-31 (91) seklinde

sonuclanmaistir.
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2.6.3 Pubertal Donem

Testisleri saglam olan KADS hastalarinda testosteron, normal eriskin
erkek duzeylerinde (350-1030 ng/dL) veya yuksek saptanir. LH
konsantrasyonu da artmis testosteron seviyesine ragmen normal
eriskin erkek duzeylerinin (0,2-7 mIU/mL) tzerinde bulunur. FSH
seviyesi normal (1,8-11,2 mIU/mL) veya hafif ytiksek olabilir (92, 93).
FSH seviyesi -muhtemelen inhibine bagli olarak- daha degisken
seyretmektedir.

Normal erkeklerde T/DHT orani farkli calismalarda 9-19 (94),
307un altinda (91) olarak bildirilmistir. Yasamin ilk yili ve puberte
doneminde bazal veya uyarilmis T/DHT oraninin 30un uzerinde
olmas1 Sa-redtiktaz tip II enzim eksikligi lehine bir bulgudur (91).

Estradiol periferde testosterondan doénustUrilmekte veya
testisten salgilanmaktadir. KADS’de estradiol seviyesi normal
kadinlardaki referans aralikta (3.4-17 ng/dL) bulunur.

PADS’de gonadotropin ve steroid degerlerinin KADS ile benzerlik
gosterdigi bildirilmistir (95).

Pubertede sekonder testikiiler atrofi nedeniyle FSH seviyesi
normal degerlerin TUzerine c¢ikabilir. LH seviyesi normal veya
yukselmis olabilir. Bu degisikliklerin arkasindan testosteron
patlamas: (surge) meydana gelmektedir; ancak bu yltkselmenin
maskulinizasyona herhangi bir katkisi olmamaktadir. Butiin bu

laboratuvar degerleri ADS lehine degerlendirilebilecek bulgulardir.

2.7 Androjen Duyarsizlik Sendromunda Ayirici Tani

Infant ve cocuklarda ADS tanisi koymak zordur; bu nedenle altta
yatan bir AR gen mutasyonunun arastirilmas: gerekmektedir. Ancak
ADS 6n tanisi olan her hastada AR gen mutasyonu tespit edilemez.
Ahmed ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, 278 kisilik bir hasta

serisinde klinik ve biyokimyasal olarak KADS 6n tanisi olan bireylerin
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cogunda AR geninde mutasyon tespit edilirken; klinik bulgularin
daha hafif oldugu az sayidaki hastada herhangi bir mutasyon
saptanmamaistir (96).

Holterhus ve ark. tarafindan ADS 6n tanili cocuklarda yapilan
AR ekspresyonu ve mutasyon analizine yonelik bir arastirmada,
hastalardan alinan genital doku fibroblastlarinda androjen baglama
kapasitesi, transkripsiyon ve translasyon duiizeylerinin tespiti ve dizi
analizi calisiimistir. Komplet form ©6n tanist olan hastalarda
mutasyonlarin degisken (variable) trintkleotid tekrarlarinin oldugu
gen boélgesinde bulundugu tespit edilmistir. PADS tanisi olan bir
bireyde ise transkripsiyon ve translasyon dtizeyinde ciddi bir azalma
olmasina ragmen herhangi bir molektler genetik anormallik
saptanmamistir. Bu bulgular promoter degisikliklerinin androjen
aktivitesinde bozukluga neden olduguna isaret etmektedir (55).

Steroidojenic faktoér 1 (SF 1) mutasyonu tasiyan 46,XY karyotipe
sahip iki cocukta mdullerien yapilara rastlanmazken; hCG uyari
testinde normal Leydig hiicre cevabinin alindig: bildirilmistir. Adrenal
yetmezligi bulunmayan bu hastalarda AR geninde herhangi bir
mutasyon tespit edilememistir (97).

Cocukluk caginda klinik ve laboratuvar verileri spesifik olmadig:

icin ADS tanisina ulasmanin kolay olmadig: anlasilmaktadir.

2.8 Androjen Duyarsizlik Sendromunda Prenatal Tani

ADS’de nadiren prenatal tani konulmakla beraber, bunlarin cogu
rastlantisaldir (98). Ultrasonografide tespit edilen cinsiyet ile
sitogenetik incelemede bildirilen cinsiyet arasindaki tutarsizlik, KADS

tanisini akla getirmektedir (99).

2.9 Androjen Duyarsizlik Sendromunda Tedavi

ADS tanis1 olan hastalarin puberte déneminde yapilacak tedaviler
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acisindan sahip olduklar: iki secenek vardir: 1. Hasta birey disi yénde
cinsiyet secimi yaptigi takdirde, gonadektomi yapilir ve O&strojen
tedavisi verilir; 2. Erkek yonde bir cinsiyet secimi olursa, virilizasyon
yetersizliginin Ustesinden gelmek icin ilave androjen tedavisi
verilmesi gerekir. Bebeklik caginda erkek yoénde cinsiyet secimi
yapilmis ise cerrahi rekonstriiksiyon 6ncesi fallik bliylimeyi uyarmak
amaciyla androjen tedavisi uygulanmaktadir.

Gunumuzde, puberte baslangicinda seks steroid destegiyle ilgili
fikir birligine varilarak hedefler belirlemistir; buna gére sekonder seks
karakterleriyle birlikte secilen cinsiyete uygun olarak pubertal
matlrasyonu tamamlamak, pubertal blUylime atagini uyarmak,
optimal kemik mineralizasyonunu saglamak ve cinsiyete uygun
psikosekstiel olgunlugu yakalamak amaclanmaktadir (100).
Gunumuzde, KADS tanisi1 olan hastalarin gonadektomiden sonra
siklik olmayan (non-cyclic) 6strojen tedavisi almasi standart olarak
kabul gormektedir, ancak uterusu olmayan bir kadinin progesteron
kullanmasinin yarar: hakkinda herhangi bir kanit bulunmamaktadir.
Bazi calismalarda KADS tanisi1 olan bireylere Ostrojen yerine
testosteron verilmesinin libido artis: sagladigi, kas gtictint artirdig: ve
hayat kalitesini yukselttigi kabul edilmekte; ancak bu tedavi
seceneginin kontrolli calismalar yapilarak sonuclarinin daha iyi
degerlendirilmesi gerektigi sdéylenmektedir (33).

PADS tanisi olan erkeklerde maskulinizasyona katki saglamak
icin zaten yuksek olan endojen testosterona ek olarak yliksek doz
androjen tedavisi yapilmaktadir. Bu tedavilerin geri dontstimu ile
ilgili az sayida calisma bulunmaktadir. Weidemann ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada, DBD icinde mutasyon tasiyan bir hastaya
haftada bir kez kas ici 250 mgr testosterone enanthate tedavisi
verilmis ve hastanin virilizasyon dtizeyinde belirgin ilerleme oldugu
bildirilmistir (101).

KADS’de inmemis testislere bagli olarak basta malign seminom

olmak TtUzere neoplastik degisikliklere egilim olusmaktadir. Bu
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nedenle hastalarda gonadektomi oOnerilmektedir. Kanser gelisme
riskinin basit kriptorsitizm ile kiyaslandiginda yuksek olup
olmadigiyla ilgili bilgiler kesin degildir. Basit kriptorsitizmde kanser
gelisme riski % 3 olarak bildirilmistir (102). KADS’de malignite riski
15 yasina dogru % 4 iken, 50 yasma dogru bu risk % 33’%
ulasmaktadir. Buna gore; gonadal timorlerin puberte 6ncesi gelisme
olasiign duistik oldugundan, gonadektomi adolesans sonrasina
birakilarak hastalarda normal pubertal baslangic ve sekonder seks
karakterlerinin olusmasina firsat verilmektedir; ancak carcinoma in
situ veya malignite sUphesi durumunda puberteden 6nce testislerin

cikarilmasi gerekebilir (65, 103, 104).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada etik kurul onayir alindiktan sonra (EK-1); Ankara
Universitesi Tip Faktltesi, Cocuk Endokrinolojisi ve Metabolizma
Bilim Dali ve Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk Endokrinolojisi
Klinigi'nde tanisi1 konulan ve takibi devam eden hastalardan alinan
periferik kan érnekleri, onamlar1 alinarak (EK-2) Ankara Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molektler Laboratuvarinda
calisilmistir.

3.1 Olgular

Calismaya, Ankara Universitesi Tip Faktiltesi, Cocuk Endokrinolojisi
ve Metabolizma Bilim Dali ve Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk
Sagligi ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk
Endokrinolojisi Klinigi'nde takip edilen parsiyel ve komplet form
androjen reseptdér duyarsizligi 6n tanili hastalar dahil edilmistir.
Hasta secim kriterleri Tablo 3.1’de gosterilmektedir. Bu kriterlerden
ilk 3 bulguya sahip olup diger bulgulardan bir veya daha fazlasini
tasiyyan hastalar calismaya davet edilmistir. Hastalarin klinik
degerlendirmesinde daha detayli evreleme yapmaya olanak sagladig:
icin Prader smiflamasi yerine Sinnecker siniflamas: kullanilmistir
(Tablo 3.2). Hastalarin dis genital yap1 fenotipleri, Sinnecker evresi ve
pelvik USG bulgular1 Tablo 3.3’te gosterilmektedir. Génulltlere 1’den

31’e kadar numaralar verilmistir.
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Tablo 3.1 Hasta Secim Kriterleri

1. Karyotip kurulusunun 46,XY olmasi

2. Her iki gonadin testis yapisinda olmasi

3. Bazal ya da hCG ile uyarilmis testosteron duzeyinin

normal ya da ytiksek olmasi

Uygun olan kutuyu isaretleyiniz

Hayir

Evet

Primer amenore

Kuskulu genital yap1 goésteren bireyler

Genital fenotipte disi yap1 egemense:
klitoromegali, fallus goérintimi, palpasyonda
gonad tespit edilmesi; erkek fenotip
egemense: mikropenis, hipospadias, kordi
varligi, bifit skrotum gérinimu

hCG stimtlasyonu sonrasi o6lcilen T/DHT
oranina gore, Sa reduktaz tip 2 enzim
bozuklugundan ayirici taninin yapilamadig:
bireyler
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Tablo 3.2 Sinnecker Siniflamasi

Tip Fenotip Alt grup Fenotip sonucu
1 Erkek la Spermatogenezde bozulma
1b la ve/veya pubertal virilizasyonda
bozulma
2 Baskin 2a izole hipospadias
olarak
erkek 2b Mikropenis ve agir hipospadias, bifit
skrotum
3 Kuskulu 3a Klitoris benzeri glansa sahip
mikrofallus, labia major benzeri bifit
skrotum, perineoskrotal hipospadias
3b 3a gibi; ek olarak kisa, koér vajinanin
bulundugu trogenital sints
4 Baskin 4a Klitoromegali ve labial flizyon, giris
olarak gblgesi genis, kisa ve kor vajinanin
disi bulundugu trogenital sinlis
4b Hafif derecede androjenik etkiler: hafif
klitoromegali veya kismi labial flizyon,
Uretra ve vajina girisleri ayrilmis
5 Disi Sa Puberte doneminde sekonder disi
cinsiyet karakterleri gelismistir (meme,
seyrek pubik ve/veya aksiller
killanma); virilizasyon etkisine
rastlanmaz (klitoromegali, ses
kalinlagmasi, hirsutizm)
5b S5a gibi; ancak androjenik etki

gorilmez (pubik ve/veya aksiller
killanma)
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Tablo 3.3 Hastalarin Dis Genital Yapisi, Sinnecker Evresi, Pelvik USG Bulgular: ve Fenotipi

Hasta D1s Genital Yapi Sinnecker Pelvik USG Fenotip
evresi
1 e Perineoskrotal hipospadias 2a e Sag gonad yerlesimi: inguinal bolge; internal orifis
duizeyinde
e Sol gonad yerlesimi: skrotum
e Seminal vezikul PADS
e Duktus deferens
e Epididimis
e Prostat
2 e Mikropenis 2b-3 e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Kordi e Epididimis
e Perineal hipospadias e Wolf kanali ekleri
e Penil shawl PADS
¢ Bifit skrotum
e Skrotal kivrim
e Labial skrotalizasyon
3 5 2006: gonadektomi
2007: vajinoplasti KADS
4 e Mikropenis 2b ¢ Bilateral abdominal yerlesimli nodtler hipoekoik
e Kordi +/- yapilar, milimetrik ekojeniteler
e Penoskrotal hipospadias PADS
e Skrotal kivrim
5 e Penoskrotal hipospadias 2b e Skrotal yerlesimli gonadlar
e Bifit skrotum e Epididimis
e Skrotal kivrim e Prostat PADS
e Kordi
6 e Penoskrotal hipospadias 2b e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Bifit skrotum e Epididimis
e Skrotal kivrim PADS
e Kordi
7 e Vajina 5 e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Labial kivrim KADS
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Tablo 3.3-devam

Hasta Dis Genital Yap1 Sinnecker Pelvik USG Fenotip
evresi
8 e Mikropenis 3a e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Perineal hipospadias e Seminal vezikul
¢ Bifit skrotum e Prostat PADS
e Kordi
9 ¢ Klitoromegali 4a e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Fallus
e Vajina agikli1 ve tirogenital sintis PADS
e Labia minér ve majoér flizyonu
10 e Vajina 5 e Sag gonad yerlesimi: intraabdominal
e Labial kivrim e Sol gonad yerlesimi: sol inguinal kanalin distali KADS
e Labia minér ve majoér flzyonu
11 e Mikropenis 3 e Skrotal yerlesimli gonadlar
e Kordi ¢ Seminal veziktl
e Glanduler hipospadias e Epididimis PADS
¢ Bifit skrotum
e Skrotal kivrim
12 e Kordi 2b e Skrotal yerlesimli gonadlar
e Glanduler hipospadias e Seminal vezikul
e Bifit skrotum e Epididimis PADS
e Skrotal kivrim
e Penil shawl
13 I . -
Hasta bilgilerine erisilememistir.
14 Operasyon ? 2b-3a e Gonad yerlesimi?
6ncesi e Wolf kanal ekleri
e Prostat
14 Operasyon e Mikropenis 2b e Skrotal yerlesimli gonadlar
sonrasi e Kordi e Wolfkanal ekleri PADS
e Perineoskrotal hipospadias e Prostat
¢ Bifit skrotum
e Skrotal kivrim
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Tablo 3.3-devam

Hasta D1s Genital Yapi Sinnecker Pelvik USG Fenotip
evresi
15 e Mikropenis 2b e Skrotal yerlesimli gonadlar
e Kordi e Seminal vezikul
e Perineal hipospadias e Epididimis PADS
¢ Bifit skrotum
e Skrotal kivrim
16 o Urogenital agiklik tek 3a e Inguinal yerlesimli gonadlar PADS
17 o Urogenital agiklik tek 3a
PADS
18 e Vajina 3a e Inguinal yerlesimli gonadlar
. Féj\llus . e Seminal yemkul PADS
e Hipospadias e Spermatik kordon
o Immatir testis
19 ¢ Klitoromegali 4b e Inguinal yerlesimli gonadlar
o Uretra ve vajina agikliklar1 ayri e Epididimis PADS
20 e Glanduler hipospadias 2a o
PADS
21 e Mikropenis 2 e Sol gonad yerlesimi: skrotum
e Kordi e Sag gonad yerlesimi: intraabdominal
e Penoskrotal hipospadias e Seminal vezikul PADS
e Skrotumda hiperpigmentasyon
22 q . o
Hasta bilgilerine erisilememistir.
23 e Klitoromegali 3 ¢ Inguinal yerlesimli gonadlar
e Fallus e Epididimis PADS
o Tek aciklik
24 e Kordi 2b e Skrotal yerlesimli gonadlar
e Perineoskrotal hipospadias o Wolf kanali ekleri PADS
¢ Bifit skrotum e Prostat
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Tablo 3.3-devam

Hasta D1s Genital Yapi Sinnecker Pelvik USG Fenotip
evresi
25 e Vajina 5 e Sag gonad yerlesimi: ameliyat edilmis
e Labial kivrim e Sol gonad yerlesimi: intraabdominal KADS
26 q . o
Hasta bilgilerine erisilememistir.
27 e Proksimal penis yerlesimli hipospadias 2a
o Testisler palpabl; skrotal yerlesimli PADS
28 e Glanduler hipospadias 2b e Skrotal yerlesimli gonadlar
e Kordi PADS
29 e Mikropenis 3b e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Kordi e Epididimis
e Perineal hipospadias
¢ Bifit skrotum
e Penil shawl PADS
¢ Klitoromegali
e Fallus
¢ Labia major flzyonu
30 ¢ Klitoromegali 4b e Inguinal yerlesimli gonadlar
e Epididimis PADS
e Spermatik kordon
31 ¢ Klitoromegali 4b e Inguinal yerlesimli gonadlar PADS
e Fallus e Spermatik kordon
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3.2 Yontem

3.2.1 Kullanilan Cihazlar

MagNA Pure LC 2.0 (Roche Applied Science)

Mastercycler Gradient (Eppendorf)

Microcomputer Electrophoresis Power Supply E452 (Consort,
Belgium)

Elektroforez tanki (Cleaver Scientific Ltd.)

Gel Logic 200 Imaging System (Kodak)

Autovortex Mixer SA2 (Stuart Scientific)

M-240 R (BOECO Germany)

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

3.2.2. Kullanilan Kimyasallar

AR genine 6zgQ primer ciftleri
dATP, dCTP, dGTP, dTTP

5x TBE

1x TBE

Tris base

Borik asit

EDTA

NaOH tablet

Ethidium Bromide

6x yukleme tamponu

Bromfenol mavisi

Ksilen siyanol

Gliserol

50 bp DNA Step Ladder (Promega)
Sephadex® G-50 medium (Sigma-Aldrich)
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HOT FIREPol® DNA Polymerase (Solis BioDyne)

Buffer B1/B2 (Solis BioDyne)

MgCl»

DMSO

Agaroz

ExoSAP-IT (GML)

ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction mix
(Applied Biosystems)

Formamid

3.2.3 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

dNTP miks calisma soltisyonu: 100 mMlik dATP, dCTP, dGTP,
dTTP soltisyonlarinin her birinden 50 pL alinarak 25 mMlik bir
karisim hazirlanmistir. 25 mMTik karisimdan alinan 20 uL, 80
uL steril distile su ile karistirnlarak SmM konsantrasyonda
calisma solisyonu elde edilmistir. - 20°C’de saklanmistir.

5x TBE (1 L): 54 gr Tris base, 27,5 gr Borik asit ve 20 mL 0,5
mM EDTA karistirilarak dH2O ile 1 litreye tamamlanmistir. + 4
°C’de saklanmistir.

1x TBE: 5x TBE soliisyonu 1:4 oraninda dH2O sulandirilarak
elde edilmistir. + 4 °C’de saklanmuistir.

0,5 M EDTA (100 mL): 18,61 gr EDTA ve 2 gr NaOH tableti, 80
mL distile su icinde coztulmustir. pH 8,0 yapilarak dH2O ile
hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. + 4 °C’de saklanmistir.
Ethidium Bromide (10 mL): 100 mgr Ethidium Bromide, 10 mL
distile su icinde vorteks ile karistirilmistir. Aliminyum folyo ile
sarilarak + 4 °C’de saklanmaistir.

6x yukleme tamponu: 0,025 gr bromfenol mavisi, 0,025 gr
ksilen siyanol ve 0,3 mL gliserol karistirilarak dH20 ile 1 mL’ye

tamamlanmistir.
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o Sefadeks: 14 mL steril distile suya, 1 gr Sephadex® G-50
medium  (Sigma-Aldrich) eklenerek karnstirilmistir. Yeni
hazirlanan sefadeks, ilk kullanimdan once 30 dakika

bekletilmistir. + 4 °C’de saklanmuistir.

3.2.4 Test Protokolleri

3.2.5 DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, hastalardan alinan periferik kandaki
lenfositlerinden, MagNA Pure LC 2.0 cihazi kullanilarak otomatik

olarak yapilmistir.
3.2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

AR genine ait 8 ekzon, intron-ekzon birlesme (junction) bolgelerini
kapsayacak sekilde uygun primerler kullanilarak cogaltilmistir (105).
Bir numarali ekzon icin 4 farkli primer cifti kullanilmistir. Primer
dizileri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonras: elde edilen tirtin

uzunluklar: Tablo 3.4’te gdsterilmistir.
3.2.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kimyasal Karisimlari

AR geni ekzon 1 A-D fragmanlari ve ekzon 2-8’in cogaltilmasinda HOT
FIREPol® DNA Polymerase kullanilmistir. PZR’de kullanilan

kimyasallarin miktarlar: Tablo 3.5’de gosterilmistir.

3.2.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullari

AR geni ekzon 1 A ve D fragmanlarn icin touchdown (TD) PZR
yapilmistir. TD PZR’de uygulanan sicaklik ve sureler Tablo 3.6’da

gosterilmistir. AR ekzon 1 B, C fragmanlar1 ve ekzon 2-8’in
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cogaltilmasinda uygulanan

gosterilmistir.

sicaklik ve sureler Tablo 3.7°de

Tablo 3.4 PZR’de Kullanilan Primer Dizileri

Primer ad:

Primer niikleotit dizisi Uriin uzunlugu

Ekzon 1A-F
Ekzon 1A-R

Ekzon 1B-F
Ekzon 1B-R
Ekzon 1C-F
Ekzon 1C-R
Ekzon 1D-F
Ekzon1D-R

Ekzon 2F
Ekzon 2R
Ekzon 3F
Ekzon 3R
Ekzon 4F
Ekzon 4R
Ekzon S5F
Ekzon SR
Ekzon 6F
Ekzon 6R
Ekzon 7F
Ekzon 7R
Ekzon 8F
Ekzon 8R

AAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAG

521-584
CAACGTGGATGGGGCAGCTGAG
CCCGAGAGAGGTTGCGTCCC 590
TCGCCTTCTAGCCCTTTGGTG
AGCTTCGGGGGGATTGCATGTA 739
GCCGCCAGGGTACCACACATC
CCGCTTCCTCATCCTGGCACAC 617-668
TCTGAAGGTGGCCCGTGCAATAG
AATGCTGAAGACCTGAGACT 318
AAAATCCTGGGCCCTGAAAG
CTAGAAATACCCGAAGAAAG 057
GAGAGACTAGAAAATGAGGG
GTGATTTTCTTAGCTAGGGC 404
ATCCCCCTTATCTCATGCTC
GCTTTTCCCCACCACCCCTTAAT -
TTGGGTGTGAAAGGGGTGGTCTC
CCAGCAGGAGAAACAGCAAGC 378
GGGGAATGAAGAAGGGAAATGTC
AGGCCCCAAGCACACAGACT 516
CCTCCACCCCTTTCACAATATC
GCCACCTCCTTGTCAACCCT 589

AGAGGAGTAGTGCAGAGTTA
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Tablo 3.5 1A-D Fragmanlan ve Ekzon 2-8’in Cogaltilmasinda Kullanilan Kimyasal

Karisim
Kimyasal Hacim (pl) Son konsantrasyon
HOT FIREPol® 0,25 0,05U/ nl
(5 U/uL)
Buffer B1/B2 (10x) 2,5 1x
25 mM MgCly 1,5-2 1,5-2 mM
(25mM)
dNTP miks 1 200 uM
(5 mM)
Forward primer 0,25 0,1 uM
(10 pmol/uL)
Reverse primer 0,25 0,1 uM
(10 pmol/uL)
DMSO 2,3 (ekzon 1 A ve D
fragmanlar i¢in)
DNA 4 ng/ uL
H-20 25 uL’ye tamamlanir
Toplam 25
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Tablo 3.6 1 A ve D Fragmanlarinin Cogaltilmasinda Uygulanan TD PZR Kosullar:

Sicaklik Siire

1 95 °C
2 95 °C
3 64 °C
-0,5
4 72 °C

15 dakika

1 dakika

1 dakika

1 dakika

2—4: 10 dongt

5 95 °C 1 dakika
6 59 °C 1 dakika
7 72 °C 1 dakika
S—7
1A: 22 déngii
1B: 30 doéngu
8 72 °C 10 dakika
9 8 °C 0
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Tablo 3.7 1 B, C Fragmanlari ve Ekzon 2-8’in Cogaltilmasinda Uygulanan PZR

Kosullari
Sicakhik Siire!
1 95 °C 15 dakika
2 95 °C 45 saniye
3 60 °C 45 saniye
4 72 °C 45 saniye
2—4: 30 dongu
5 72 °C 10 dakika
6 8 °C 0

3.2.9 Jel Elektroforezi

% 271ik jel hazirlamak icin 30 mL 1x Tris/Borat/EDTA (TBE) icine 0,6
gr agaroz eklenmistir. Cozelti mikrodalga firinda orta (medium)
ayarda 1,5 dakika 1sitilarak, eriyen jel icine 0,5 pl ethidium bromide
eklenerek karistinlmistir. Jel, elektroforez aparatina doékulerek
sogumaya birakilmistir. Elektroforez tank:i 1x TBE ile doldurularak jel
yurutme islemine hazir hale getirilmistir.

PZR sonrasi 5 pl PZR urtnd, 1 pl 6x yidkleme tamponu ile
karistirilip, karisimin S pl’si agaroz jele ytiklenmistir. 90 volt (V)’da 30
dakika elektroforez uygulanmistir. Jel, Kodak Gel 200 cihazinda
goruntilenerek, Kodak 1D Image Analysis Software (Rochester, New
York) kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen bantlarin boylari, 50
bp DNA Step Ladder (Promega) kullanilarak kontrol edilmistir.

1 1C fragmaninin cogaltilmas: icin uygulanan denatlirasyon, anneal ve elongasyon
sUresi 1 dakikadir.
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3.2.10 PZR Sonrasi Temizleme

PZR sonrasi temizleme islemi icin, ExoSAP-IT (GML) enzimatik
temizleme Urtind kullanilmistir. Protokol dogrultusunda 5 uL PZR
Urinu, 2 pl ExoSAP-IT reaktifiyle karistirilmistir. Karisim 37 °C’ de 15
dakika; 80 °C’de 15 dakika inktibasyona tabi tutularak temizleme

islemi gerceklestirilmistir.

3.2.11 Sekans Reaksiyonu

PZR urtnleri temizlendikten sonra sekans reaksiyonu icin hazirlanan
kimyasal karisim ve sekans reaksiyonunda uygulanan sicaklik ve

sureler tablo 3.8 ve tablo 3.9°da gosterilmektedir.

Tablo 3.8 Sekans Reaksiyonunda Kullanilan Kimyasal Karigim

Kimyasal Hacim (uL)

ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 :1
Ready Reaction mix (Applied Biosystems)

Forward, reverse 12

(1 pmol/ uL)

Kalip : 10-20 ng

Su : 10 uL’ye tamamlanir
Toplam hacim : 10
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Tablo 3.9 Sekans Reaksiyonunda Uygulanan Sicaklik ve Stireler

Sicaklik Siire

1 96 °C : 1 dakika
2 96 °C : 10 saniye
3 50 °C : S saniye

4 60 °C : 4 dakika

2—4: 25 doéngu

5 4 °C e

3.2.12 Sekans Reaksiyonu Sonrasi1 PZR Uriinii Temizleme

Spin kolonlara 650 pL sefadeks aktarilarak 5200 rpm’de 2 dakika
santrifilj edilmistir. Spin kolonlar temiz ve numaralandirilmis yeni
tiplere yerlestirilip, sekans reaksiyonu sonrasi elde edilen 10 pLlik
PZR trtnleri, spin kolonlardaki sefadeksin orta kismini birakilmaistir.
Spin kolonlar, 5200 rpm’de 2 dakika santriftij edilerek Urtn

temizleme islemi tamamlanmaistir.
3.2.13 Dizi Analizi

Dizi analizi, Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer cihazi
kullanilarak yapilmistir. Temizlenen 10 uL’lik PZR Urtnleri, 10 uL
formamid ile beraber 96-Well Plate Utizerindeki kuyulara birakilarak
karistirilmistir. Plate bilesenleri dogru bir sekilde bir araya getirilerek
autosampler lUzerinde B pozisyonuna yerlestirilmistir.
UltraSeq36_POP7 run module ve 3130POP7_BDTv3-KB-Denovo-v5.2
analiz protokolti kullanilarak elektroforez gerceklestirilmistir.
Mutasyon degerlendirmesi icin SeqScape version 2.7 ve Sequencing

Analysis version 5.1 (Windows® XP ve 2000) yazilimlar: kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza Ankara ve diger illerimizden PADS ve KADS 6n tanili1 31
gonullti birey dahil edilmistir. Hastalara ait ttim klinik bilgiler, ilk
basvuru tarihleri baz alinarak takip edildikleri hastanelerdeki
dosyalarindan elde edilmistir.

Hastalarin ilk basvuru tarihindeki takvim yasi, kemik yasi, aile
oykusti, basvuru nedeni ve Tanner Marshall siniflandirmasina goére
meme gelisim evresi Tablo 4.1°‘de gosterilmektedir. Hastalarin
hormonal degerlendirmesi, 0-3 ay, prepubertal ve puberte
dénemlerine gére ayrilarak yapilmistir.

Yapilan calismaya PADS 6n tanisi olan 24, KADS 6n tanisi olan
4 hasta dahil edilmistir. Ug, 13, 17, 20, 22 ve 26 numarali olgularin

klinik bilgilerine erisilememistir.

4.1 Parsiyel Androjen Duyarsizlik Sendromu On Tanili Hasta

Grubu

Ortalama basvuru yasit 3 (6 gliin-138/12 yas) olarak hesaplanmistir.
Yirmi bir hasta prepubertal donemde olup; 3 hasta pubertal
donemdedir. PADS 06n tanili hastalarin en sik basvuru sebebi
kuskulu genital yapi olarak kaydedilmistir. Kemik yasi bakilan 4
hastada herhangi bir anormallik kaydedilmemistir. Pubertal dénemde
basvuran hastalardan olgu 19 ve olgu 23’de meme gelisimi
saptanirken (sirasiyla Tanner evre 2 ve 3), olgu 18de meme

gelisiminin tam olmadigi gézlenmistir (Tanner evre 1) (Tablo 4.1).

4.2 Komplet Androjen Duyarsizlik Sendromu On Tanili Hasta

Grubu

KADS 6n tanisi ile calismaya dahil edilen olgu 3, olgu 7, olgu 10 ve
olgu 25’in yaslar1 sirayla 16%/12 110/12° 14 ve 10512 olarak
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kaydedilmistir. Olgu 7 ve 25’de inguinal herni; olgu 10’da adet
gbérememe ve meme gelisiminin olmamasi (Tanner evre 1) ilk bagvuru

sikayeti olmustur. (Tablo 4.1).
4.3 Hormon Olciimler
4.3.1 Parsiyel Androjen Duyarsizlik Sendromu On Tanili1 Hastalar

Prepubertal dénemde basvuran hastalardan olgu 4’te LH seviyesi
pubertal referans araliga goére normal, FSH seviyesi yuksek; olgu
21’de ise her iki gonadotropin seviyesinin de referans degerlerin
Uzerinde oldugu goézlenmistir. Prepubertal donemde basvuran diger
olgularda saptanan gonadotropin seviyeleri ayni yas gurubundaki
saglikli erkek bireylerin referans degerleri ile uyumlu bulunmustur
(Tablo 4.2).

Pubertal déonemde basvuran 3 hastanin (olgu 18, olgu 19, olgu
23) gonadotropin seviyeleri, referans degerlerin Utizerinde saptanmistir
(Tablo 4.2).

On bir hastada bazal, 7 hastada hCG uyar testi sonras1 T/DHT
orani hesaplanmistir. Dort hastada bazal ve hCG uyar testi sonrasi

T/DHT orani birlikte degerlendirilmistir (Tablo 4.2).
4.3.2 Komplet Androjen Duyarsizlik Sendromu On Tanili Hastalar

Prepubertal dénemde basvuran olgu 7 ve olgu 25’in gonadotropin
seviyeleri kendi yaslarinin referans degerleri ile uyumlu saptanmaistir
(Tablo 4.2). Pubertal dénemde basvuran olgu 10’da LH ytuksek; FSH
normal aralikta bulunmustur. Olgu 3’e ait hormonal veriler elde
edilememistir (Tablo 4.2).

Olgu 7 ve 25de hCG wuyarn testi sonrasi T/DHT orani
hesaplanmistir (Tablo 4.2).
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4.4 Mutasyon Analizi

Androjen reseptdér geninde yapilan dizi analizinde (Resim 4.1), olgu 2
ve olgu 25°de ekzon 4’te, olgu 7’de ise ekzon 1’de androjen
reseptorinde degisiklige neden olan yanlis anlamli mutasyon
saptanirken (Tablo 4.3); olgu 8’de ekzon 1 ve 7’de, olgu 16’da ise
ekzon 1’de androjen reseptérinde herhangi bir degisiklik
olusturmayan sessiz mutasyon saptanmistir. Olgu 8 ve olgu 16’da
saptanan ekzon 1’deki degisikligin ayni oldugu izlenmistir (Tablo 4.4).
CAG tekrar sayilar1 19-22; GGC tekrar sayilar1 17-22 arasinda

bulunmustur.
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Tablo 4.1 ilk Basvurudaki Takvim Yasi, Kemik Yasi, Aile Oykiisti, Basvuru Nedeni

ve Meme Gelisim Evresi

Hasta Takvim yas1 | Kemik yas1 | Aile oykiisii Basvuru nedeni glgl(;;;:'l
evresi
1 22/12 2yl Yok Hipospadias
2 28/12 Yok Kuskulu genital yap1
s | e ;
4 8 ay Yok Kuskulu genital yap1
5 3ay Yok Hipospadias, bifit skrotum
6 27/12 Yok Hipospadias
7 110/12 Yok Bilateral inguinal herni
8 338/12 2,5-3 yil Yok Kuskulu genital yap1
9 55/12 Yok Bilateral inguinal herni
1 1 | Mo mee |
11 57 glin Yok Kuskulu genital yap1
12 15/12 16/12 y1] Yok Kuskulu genital yap1
13
14 34/12 Yok Kuskulu genital yap1
15 9 ay Yok Hipospadias
16 24/12 Yok Bilateral inguinal herni
17
18 138/12 13912 yil Yok Ses ka;;ﬁzr:;zl adet 1
19 13 Yok Adet gérememe, tliylenme 2
20
21 6 glin Yok Kuskulu genital yap1
22
23 1210/12 Yok Adet gérememe, tliylenme 3
24 65/12 Yok Kuskulu genital yap1
25 105/12 10 y1l Yok Sag inguinal herni 1
26
27 39 hafta Hipospadias
28 27 giin Yok Ku@klfigz sggz(iitié:sy apL,
29 10 ay Yok Kuskulu genital yap1
30 2 Yok Kuskulu genital yap1
31 52/12 Yok Kuskulu genital yap1
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Tablo 4.2 Hormon Olctimleri

Hasta Yas bLH bFSH bT bDHT uLH uFSH uT (ng/dL) uDHT (ng/dL) Estradiol |bT/bDHT uT/uDHT
(mIU/mL) |(mIU/mL) | (ng/dL) | (ng/dL) |(mIU/mL) |[(mIU/mL) (pg/mL)
1 22/12 0,36 2,87 19,94 9,2 9,9
2 28/12 0,6 0,98 <20 1. glin: 158 <20
4. giin: 114
10 0,45 67,84 8 0,45 1. gin: 210,8 | 1. giin: 12 8,48 1. gtin: 17,56
4. giin: 166 4. gin: 7 4. gin: 23,71
3 164/12
4 8 ay 4,91 31,62 52,66 6 104,7 6 8,77 17,45
5 3ay 2,96 2,31 72,5 23 3,15
6 27/12 0,65 1,95 <10 1. glin: 275,9 |1. gtin: 32,8 1. glin: 8,41
4. gin: 270,8 |4. glin: 43,6 4. gin: 6,21
7 110/12 2,22 0,94 57,6 264 30 8,8
8 33/12 <20 532
9 55/12 <0,1 1,17 1. glin: 129,6 |4. gtin: 114,64 10,14 1. gun:
4. giin: 161,8 4. glin: 14,1
10 14 18,82 9,22 15,72 <10
11 57 giin 3,02 2,7 270 28,4 9,5
12 15/12 0,49 0,05 10 1. glin: 135 7,6
4. gtin: 216,9
13
14 34/12 <1 0,6 <2 3,34 1. glin: 84,75 |1. gin: 112,58 | 15 0,6 1. gtin: 0,75
4. gin: 82,09 |4. glin: 114,29 4. giin: 0,7




Tablo 4.2-devam

Hasta Yas bLH bFSH bT bDHT uLH uFSH uT (ng/dL) uDHT (ng/dL) Estradiol |bT/bDHT uT/uDHT
(mIU/mL) |[(mIU/mL) | (ng/dL) | (ng/dL) |(mIU/mL) [(mIU/mL) (pg/mL)
15 9 ay 0,1 0,655 2 0,05 251,2 55 4 4,56
16 24/12 <0,2 <1 6,8 260,9 44,3 5,9
17
18 138/12 7,75 35,4 615 46,8 13,1
19 13 22,6 28,7 403,9 19 31,2 21,2
20
21 6 giin 22,38 24,3 99,12 29,03
22
23 1210/12 7,6 19,5 186 21,5 33,4 8,65
24 65/12 0,99 1,3 7,5 140,3
25 105/12 <0,1 0,592 1. gtin: 195,6 |1. gin: 52,75 <5 l.gtin: 3,7
4.gin: 102,8 |4. glin: 81,93 4. gin: 1,25
26
27 39 hafta | 5,42 2,28 163,3 55 2,97
28 27 giin 1,4 3 158 14,9 10,6
29 10 ay <20 352
30 2
31 52/12
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Resim 4.1 Tek baz degisikligi saptanan hastalarin dizi analizi gérintuleri.
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Tablo 4.3 Androjen Reseptoriinde Degisiklise Neden Olan Mutasyonlar

Hasta Ekzon Domain CAG GGC Mutasyonz  Mutasyon tipi Aminoasit Kodon Fenotip

tekrar tekrar degisimi numarasi
2 4 LBD 20 17 c.2134C>G Baz degisimi Q—E 712 PADS
7 1 NTD 22 20 c.88G>A Baz degisimi V—-M 30 KADS
25 4 LBD 22 18 c.2065G>T Baz degisimi G—stop 689 KADS

Tablo 4.4 Androjen Reseptortiinde Degisiklige Neden Olmayan Sessiz Mutasyonlar

Hasta Ekzon Domain CAG GGC  Mutasyon? Mutasyon tipi Aminoasit Kodon Fenotip
tekrar1  tekrari Aumarasi
8 1 NTD 21 17 c.639G>A Baz degisimi E—-E 213 PADS
8 7 LBD 21 17 c.2451T>C Baz degisimi [-I] 817 PADS
16 1 NTD 19 22 c.639G>A Baz degisimi E—-E 213 PADS

2 NCBI NM_000044.2 referans dizisi baz alinarak, complementary DNA’ya gére numara verilmigtir.
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5. TARTISMA

Androjen reseptéri herhangi bir ligand ile etkilesime girmedigi
durumda, sitoplazmada saperonlara baglanarak ligand baglanmasina
uygun bir konformasyonda beklemektedir (106). Androjen baglanmasi
durumunda; androjen reseptéri konformasyon degisikligine ugrar,
saperondan ayrilir, dimerizasyon meydana gelir ve nukleusa goc¢
ederek (107, 108) koaktivatdér proteinlerin AF2’ye baglanmasi
gerceklesir (109). RNA polimeraz 2 ve diger faktorlerin de katilimiyla
fonksiyonel transkripsiyon kompleksi meydana gelmektedir. AF2,
transkripsiyon aktivitesinin ortaya c¢ikmasinda merkezi bir rol
oynamaktadir.

Androjen reseptdr geni mutasyonlar: en sik gértilen 46,XY CGB
nedenidir. Var olan mutasyonun tipine bagl olarak farkli fenotipler
ile karsilasilmaktadar.

ADS’de fenotip, reseptér Uzerinde olusan hasar dulzeyine
baghdir. En hafif formunda normal dis genital yapiya sahip bir
erkekte, hafif virilizasyon defekti ile beraber bazen spermatogenezde
bozulma goérilebilir. En agir formunda ise hasta birey normal disi dis
genital yapiya sahiptir (110).

Etkilenmis bir birey sahip oldugu mutasyonu saglikli tasiyict bir
anneden kalitim yoluyla veya de novo olarak kazanmis olabilir. de
novo mutasyon iki sekilde ortaya cikmaktadir: 1. Annenin germ
hiicresi mozaikligine sahip olmasi, 2. Zigot olusumundan sonra
meydana gelen somatik mutasyon. Sadece klinik degerlendirme
yapilarak elde edilecek bulgular ile ailelere genetik danismanlk
vermek mumkuin degildir. Bu nedenle, molektler genetik analiz
yontemleri kullanilarak mutasyon incelemesi yapilmalidir. AR geninin
protein kodlayan dizisinin herhangi bir yerinde mutasyon goértilme
olasilig1 bulunmaktadir.

Belli bir mutasyonun sebep oldugu fenotip ayni aile icinde bile

klinik farklilik géstermektedir (96). Bu durum, prenatal donemde tani
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koymay1 ve cinsiyet seciminde karar  verme surecini
zorlastirmaktadir. Belli bir kodonu etkileyen ayni veya farklh
mutasyonlar ve bunlarin AR tUzerinde sebep oldugu aminoasit
degisiklikleri ile ortaya cikardiklar1 fenotiplerin bilinmesi, bilgi
birikimini artirarak hastalarda genetik danigsmanlhik strecini
kolaylastiracaktir.

AR’de meydana gelen aminoasit degisikliginin korunmus bir
pozisyonda yer almasi ve aminoasitlerin kimyasal 6zellikleri ortaya
cikacak fenotipin agirligiyla dogrudan iliskilidir.

Kizlarda inguinal herni, KADS ile iliskili olabilmektedir. Inguinal
herni sikayetiyle incelenen kizlarin % 1-2’sinde AR geninde
mutasyona rastlanmaktadir (111). Bizim c¢alismamizda KADS o6n
tanisi ile calismaya dahil edilen, mutant AR genine sahip olgu 7 ve
olgu 25’de ilk basvuru sikayetleri bilateral ve unilateral inguinal herni
olarak kaydedilmistir. Inguinal herni ile basvuran kizlara mutlaka
karyotip analizi o6nerilmelidir. Karyotip sonucunun cinsiyet ile
uyumsuz olmasi halinde, AR geninde mutasyon taramasi yapilmalidir
(112).

Calismamizda, ADS o6n tanisina sahip hastalarin buytuk
kisminda mutasyona rastlanmamistir. Bu durum cinsiyet gelisim
bozuklugu etyolojisinde genetik heterojenitenin fazla oldugunu

gostermektedir.

Olgu 2

PADS 6n tanisiyla takip edilen olgu 2’nin ilk olarak 28/12 yasinda
kuskulu genital yapi nedeniyle incelemeye alindigi goértlmektedir.
Hastanin dis genital fenotipi Sinnecker evre 2b-3a ile uyumludur.
USG incelemesinde wolf kanali eklerine rastlanmistir (Tablo 3.3).
Biyokimyasal incelemede gonadotropin ve  testosteron
seviyelerinin prepubertal doénemdeki referans aralikta oldugu

gbzlenmistir. Hasta, 10 yasinda biyokimyasal olarak tekrar
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incelendiginde, LH ve testosteron seviyesinin Tanner evre 2 referans
araliginda (0,2-4,9 mIU/mL) oldugu saptanmistir. Bazal T/DHT orani
8,48; hCG uyarn testi sonrasi elde edilen T/DHT orani ise 17,56 ve
23,71 olarak sonu¢lanmistir. Olgu 2’deki biyokimyasal bulgular ADS
on tanisiyla uyusmaktadir (Tablo 4.2).

Olguda yapilan dizi analizinde cDNA’da 2134. pozisyonda C—G
degisimi (c.2134C>G) bulunmustur. Bu degisiklik 712. kodonda
CAG>GAG degisimine bagli olarak proteinde Q—E’ye yol acmistir.
ADS’ye neden olan mutasyonlarin cogu LBD’i kodlayan dizide
meydana gelmektedir (84, 113). Sadece ekzon 4’de bildirilmis
degisimlere bakildiginda bunlarin, hastalarin 1/3tnde parsiyel,
2/3"ande komplet fenotipe neden oldugu gortlmektedir. Bizim
hastamizin fenotipi parsiyel olarak ortaya cikmistir.

Q711E degisimi, bizim vakamiz disinda iki defa bildirilmistir.
Lumbroso ve ark. tarafindan bildirilen vakayla ilgili sinirli bilgilere,
ARDB’den ulasilmistir. Parsiyel fenotipe sahip olan bu hastanin
Bmax degeri cok dustk saptanmis ve kiz olarak buyatuldiga
bildirilmistir. Chavez ve ark. tarafindan sunulan diger hastanin
fenotipi de parsiyel olarak ortaya cikmis ve aile cocuklarini kiz olarak
buylttmustir. Ancak bu vakada digerinden farkli olarak Bmax
degerinin normal oldugu bildirilmistir (114).

Olgu 2’de fenotipin parsiyel olarak ortaya cikmasi AR’de bir
miktar rezidtiel aktivitenin bulunmasinin sonucudur. Androjen
reseptérinde meydana gelen fonksiyon bozuklugunun duzeyi,
aminoasit degisiminin proteinde yol actig: fiziksel farkliligin derecesi
ile orantihdir. Bu nedenle ilk olarak, herhangi bir aminoasit
degisiminin bir protein Uzerinde meydana getirdigi hasar diizeyinin
tahmin edilmesinde kullanilan programlardan faydalanilmistir. SIFT
Blink (115) ile yapilan incelemede Q711E degisikliginin proteinde ciddi
fonksiyon bozukluguna neden olabilecegi 6ngdérulmustir. Bu sonucu
teyit etmek amaciyla PolyPhen-2 (116) programui ile yapilan incelemede

de ayni sonug elde edilmistir.
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Bir proteinde belli bir pozisyondaki aminoasit degisiminin
meydana getirebilecegi hasar diizeyinin tahmin edilmesinin bir yolu
da farkl

arastirilmasidir. Androjen

ayni proteinin tirler arasindaki homolojisinin

reseptdérii icin memelilerde yapilan
homoloji incelemesinde; gln711 rezidiistint de iceren genis bir dizinin
iyi korunmus oldugu gértilmektedir (Sekil 5.1). AR, GR, MR ve PR bir
nukleer reseptor tist familyasinin dortlti tiyesidir. AR bu reseptoérler
ile karsilastirildiginda; gln711 rezidiisinUn iyi korundugu, ancak
komsulugundaki aminoasit rezidilerinin ayni derecede korunmadigi
izlenmistir (Sekil 5.2). Bu bulgular 1siginda s6z konusu aminoasit
degisiminin islev bozuklugu olusturabilecegi yorumu yapilabilir.
Hastanin parsiyel fenotipe sahip olmasi mutant proteinin rezidtel

aktiviteye sahip oldugunu distindiurmektedir.

insan lavisaiepgvveaghdnngpdsfaallssinelger
Domuz lovlessepgvvcaghdnngpdsfaallzsinelger
At lnvlessepgvrecaghdnngpdsfaallzsinelFer
Dev lavisaiepgvveaghdnngpdsfaallssinelger
panda

Sifir lovlessepgvrecaghdnngpdsfaallzsinelger
Kopel lavisaiepgvveaghdnngpdsfaallssinelger
Benekli lovlessepgvvcaghdnngpdsfaallzsinelger
sirtlan

Sican lovisaiepgvveaghdnngpdsfaallssinelger
Fars lovlessepgvvcaghdnngpdsfaallzsinelger

Ivhvimwakalpgfrnlhvddgmavgyswmglmviam
Ivhvwiowakalpgirnlhvddgmavigvswmglmviam
Ivhwwinwakalpgfrnlhvddgmavigvewmglmviam
Ivhvwimwakalpgfrnlhvddgmavgyswmglmviam

Ivhvwimwakalpgfrnlhvddgmavgyswmglmviam
Ivhvwiowakalpgfrnlhvddgmavigveswmglmviam

Ivhviowakalpgfrnihvddgmavgyswmglmviam
Ivhvwiowakalpgfrnlhvddgmavigveswmglmyviam

4]
q
q
q
q [Ivhwwimwakalpgirnlhvddgmavigvewmglmviam
q
q
q
4l

Sekil 5.1 Memelilerde AR LBD aminoasit dizilimi. AR LBD icindeki 75 aminoasit

rezidistinden olusan bir dizinin diger memeli tarleriyle homoloji ydéntinden

incelenmesi. Dikdértgen icindeki q rezidisti, olgu 2’de mutasyona ugramaistir.

540 EPEVLYAGYDSSVPDSTH--=----RIMTTLNMLGGRNIAAVEWRKAIPGFRNLELDDQM 593 GR
746 EPEIVYAGYDSSKPDTAR------ NLLSTLMRLAGHDMIQVVEHWAXVLPGFRNLPLEDQI 733 MR
695 EPDVIYAGHDNTKPDTSS====== SLLTELNQLGERDELSVURWEKSLPGFRNLEIDIQL 748 PR
681 EPGVVCAGHDNMQPDSFA------ ALLSSLNELGERDEVEVVEWAKALPGERNLEVDIQM 734 ar
Sekil 5.2 Insan niikleer reseptérlerinin  homoloji yéniinden incelenmesi.

Dikdoértgen icine alinan Q rezidiist, olgu 2’de mutasyona ugramistir.
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LBD tzerinde meydana gelen mutasyonlar, ligandin reseptore
baglanmasini bozarak; bazi durumlarda da ligand baglama
fonksiyonu normal olmasina ragmen reseptdér transaktivasyonunun
bozulmasina neden olarak virilizasyon kusuru ortaya cikarmaktadir.
Bunun nedeni belli bir mutasyonun reseptoér dimerizasyonunu veya
bu bolgelere baglanan ko-modulatorlerin etkilesimlerini engellemesi
olabilir (117).

LBD tzerinde bulunan, agonist molekiltin baglanmasiyla
stabilize edilen AF2, ttrler arasinda cok iyi korunmus hidrofobik bir
yuzeye sahiptir. AF2, SRC/p160 koaktivatéor baglanmasinda goérevli
olan yapidir. AF2, 3, 4 ve 12 numarali helikslerden olusmaktadir ve
komsulugunda zit yukli aminoasit rezidileri bulunmaktadir (118).
Androjenlerin ARye baglanmasiyla birlikte AF2 heliks 12 stabilize
edilerek koaktivatdér baglama ylizeyi uygun hale getirilmektedir (119).
AR, diger nukleer reseptorlerden farkli olarak AR AF2 LXXLL motifleri
tasiyan proteinleri baglamaktadir.

AF2 ayrica, NTD’de bulunan 23FQNLF27 (FXXLF) motifiyle de
androjen bagimli olarak spesifik bir etkilesim kurar. Bu sekilde N/C
etkilesimi (74), reseptor dimerizasyonu (120) ve androjen bagiml
genlerin kontrolliine giden bir stire¢ baslatilmaktadir (121).

Literatiirde bildirilen bazi mutasyonlar, androjen baglama
aktivitesinde herhangi bir azalma olusturmadan, FXXLF motifiyle
etkilesimi bozarak ADS’ye neden olmaktadir. Olgu 2’de mutasyona
ugrayan gln711, AF2 yapisindaki hidrofobik olugu (cleft) olusturan
aminoasit rezidulerinden (L712, V716, V730, M734, 1737) (122) biri
olmamakla Dbirlikte; hidrofobik olugun hemen yaninda yer
almaktadir. AF2 icindeki mutasyonlar komplet veya komplet forma
yakin fenotiplerin ortaya cikmasina neden olmaktadir (123). Olgu 2’de
mutasyonun AF2 icinde olmamasi, rezidiiel protein aktivitesinin
varligi ile iliskili olabilir. S6z konusu degisikligin hidrofobik olugun
hemen yaninda bulunmasi, olgu 2’de fenotipin parsiyel olarak ortaya

cikmasiyla iliskilendirilebilir. Belli bir aminoasit degisiminin yol actigi
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hasar1 kesin olarak ortaya koyabilmek icin androjen baglama
calismalar: yapmak gerekmektedir.

Sharma ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada, K (lizin)
Asetiltransferaz 7 (HBO1)’nin AR ile etkilesimi incelenmistir. HBO1
testis ve prostatta eksprese edilen bir proteindir. Ligand bagimh
yoldan AR LBD ile etkilesime girerek transkripsiyonu
baskilamaktadir; ancak bu kontrolin normal bir sekilde
yapilabilmesi icin DBD ve LBD’nin intakt olmasi zorunludur (124).
S6z konusu calismada deneysel olarak tek bir aminoasit
degisikliginin AR-HBO1 etkilesimini nasil etkileyecegi arastirilmamais
olsa da, literatiire gbére bazi aminoasit reziduleri ko-regtilatorler ile
etkilesimde kritik 6neme sahip olabilmektedir (125).

LBD tuzerindeki aminoasit degisimleri, reseptéoriin bir miktar
rezidlel aktivite gosterebilmesine bagli olarak, nonsense ve frameshift
mutasyonlara gore daha az virilizasyon defekti olusturmaktadir. Bu
nedenle KADS olarak takip edilen bazi hastalarda bile wolf kanali
tirevlerine rastlamak muUmkindiur (62). Olgu 2’de parsiyel
virilizasyon kaybiyla iliskili olarak dis genital fenotipin kuskulu
olmasi; i¢ genital fenotipte de wolf kanali tlirevlerine rastlanmasi,
reseptérin reziduiel aktiviteye sahip oldugunu géstermektedir.

Proteinde meydana gelen aminoasit degisimine bakildiginda, her
iki aminoasidin de polar 6zellikte oldugu goértilmektedir. S6z konusu
aminoasitlerin polaritesinin benzer olmasi, protein icindeki fiziksel
dinamiklerin fazla etkilenmedigine isaret edebilir. Bu durumda
proteinin steroid baglama yetenegi bir miktar korunuyor olabilir.

Q711E degisiminin, daha o6nce bildirilen iki vakada ve bizim
olgumuzda parsiyel fenotip ortaya cikardigi goértlmektedir (41, 114).
Bu durumda, s6z konusu degisimin genotip-fenotip korelasyonu

acisindan PADS’a neden oldugu soOylenebilir.

58



Olgu 7

KADS 6n tanisiyla takip edilen olgu 7’nin ilk olarak 22 aylikken
bilateral inguinal herni sikayetiyle incelemeye alindig: ve fenotipinde
vajina ile labial kivrima sahip oldugu goérilmektedir. Olgunun dig
genital fenotipi Sinnecker evre 5’e uymaktadir (Tablo 3.3).

Biyokimyasal incelemede gonadotropin ve  testosteron
seviyelerinin prepubertal dénemdeki referans aralikta oldugu
gozlenmistir. hCG uyar: testi sonrasi elde edilen T/DHT orani 8,8
olarak sonuclanmistir. Olgu 7’deki biyokimyasal bulgular ADS 6n
tanisiyla uyusmaktadir (Tablo 4.2).

Olguda yapilan dizi analizinde 450GTG>ATG degisimi
saptanmistir. Bu mutasyon, NTD’de V30M degisimine neden
olmaktadir. Androgen Receptor Gene Mutations Database (ARDB) (41)
ve diger veritabanlarinda (NCBI HGMD, 1000 genomes, UCSC,
Ensembl) yapilan taramada bu degisimin daha o6nce bildirilmedigi
gorulmustur.

Homoloji yoninden yapilan incelemede val30 ve
komsulugundaki aminoasit rezidtlerinin memelilerde iyi korundugu,
ancak nukleer reseptorlerde korunmus bir rezidi olmadig
izlenmistir. SIFT Blink (115) ve PolyPhen-2 (116) ile yapilan tahminde,
V30M degisiminin ytiksek bir skor verdigi gériilmektedir. Bu nedenle
agir bir mutasyon olabilecegi yorumu yapilabilir.

Protein tizerinde meydana gelen bu degisim, AR NTD’de bulunan
FXXLF motifi olarak adlandirilan 23FQNLF27 aminoasit dizisinin
hemen yakininda yer almaktadir. FXXLF motifi AF2 ile etkilesim
kuran primer androjen bagmli etkilesim bélgesi olarak kabul
edilmektedir. FXXLF motifi ayni domaindeki WXXLF motifiyle
(*33WHTLF437) birlikte AR LBD tuzerinde degisik bolgeler ile etkilesim
kurarak, hormon-reseptér kompleksinin stabilize edilmesini
saglamaktadir. He ve ark. tarafindan yapilan deneysel calismada, bu

motifleri iceren dizinin silinmesi veya bu motifler icindeki
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aminoasitlerde olusturulan mutasyonlarin N/C etkilesimini ve
disosiyasyon kinetigini bozduklari, ancak motif disindaki ilk
aminoasit olan gln28 degisikliginin patolojik bir sonu¢ dogurmadig:
gorulmektedir (73). Benzer sekilde, gln28 ve bu motife yakinlig
nedeniyle val30’daki herhangi bir degisimin de deneysel olarak N/C
etkilesiminde bir bozukluga neden olmayacagi 6ngoértlebilir. Ancak
deneysel olarak olusturulan mutasyonlarin in vivo karsiligi farkh

olabilir.

Olgu 25

KADS 6n tanisiyla takip edilen olgu 25’in, ilk olarak 105/12 yasinda
sag inguinal herni sikayetiyle incelemeye alindigi, fenotipinde vajina
ve labial kivrima sahip oldugu goértilmektedir. Hastanin dis genital
fenotipi Sinnecker evre S ile uyumludur. Olguda, sag gonadin
inguinal herni nedeniyle yapilan operasyonda alinmis oldugu; sol
gonadin ise USG incelemesinde abdomen icinde yerlestigi
gorulmektedir (Tablo 3.3).

Biyokimyasal incelemede gonadotropinlerin  prepubertal
dtizeylerde oldugu gozlenmektedir. hCG uyar: testi sonrasi elde edilen
T/DHT oranlar1 3,7 ve 1,25 olarak sonuclanmistir (Tablo 4.2).

Olguda yapilan dizi analizinde 2424GGA—TGA degisimi
saptanmistir. Bu mutasyona bagh olarak gly688, zincir sonlandirma
kodonuna (UGA) doéntsmektedir. Olguda saptanan bu nonsense
mutasyon, protein trunkasyonuna neden olarak AR LBD’nin
tamamina yakininin  kaybiyla  sonuclanmaktadir.  Nonsense
mutasyonlarin neden oldugu ADS’de degisken ekspresyon
goriulmemektedir; bu mutasyonlarin tamamina yakini KADS’ye neden
olmaktadir (62). S6z konusu mutasyon, Ahmed ve ark. tarafindan
komplet formda fenotipe sahip bir hastada daha 6nce bildirilmis olup;

androjen baglama kapasitesini tamamen ortadan kaldirmaktadir (96).
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Sessiz Mutasyonlar

AR geninde bu glne kadar yaklasitk 40 tane sessiz mutasyon
bildirilmistir (43). Bizim calismamizda olgu 8 ve olgu 16’da aminoasit
degisikligine yol agmayan sessiz mutasyonlar tespit edilmistir.

Olgu 8 ve olgu 16’da saptanan 995GAG—GAA (E211E) degisimi,
ADS tanisina sahip birka¢ hastada (126) ve bazi infertil erkeklerde
(127) AR geninde yapilan dizi analizinde saptanan tek degisiklik
olarak bildirilmistir. Gottlieb ve ark. tarafindan yapilan diger bir
calismada E211E degisimine sahip bir bireyde AR ve mRNA
dtizeylerinin ¢ok dustuk oldugu goézlenmistir (128). ‘Open reading
frame’deki bazi sessiz mutasyonlarin aberrant splicinge neden olarak
ADS’ye neden oldugu bilinmektedir (47). E211E degisimine sahip
hastalarin cogunda AR ve mRNA duzeylerinin calisilmadig dikkat
cekmektedir.

Normal populilasyonda 995GAG—GAA (rs6152) degisimine % 8
oraninda rastlandig ve bu degisimin Stul kesim bdélgesini degistirdigi
bilinmektedir (129, 130). Hindistan veya Orta Dogu halklarinda ise %
10-1571ik sikliklarda karsilasilmaktadir (127). Bu nedenle s6z konusu
degisiminin tek basina bir etkisinin olacagini séylemek yaniltici
olabilir.

Olgu 8’de ayrica 2810ATT—ATC (I816I) degisimi saptanmistir.
Bu da aminoasit degisimine yol a¢cmayan bir transizyondur. ARDB
(41) ve diger SNP veritabanlarinda yapilan taramada bu degisikligin
daha 6nce bildirilmedigi gérilmustur.

Bizim calismamizda mutasyon tespit edilen hasta sayisi
literatire gore dusik kalmistir (31 hastanin 37inde). Bunun bir
nedeni calismaya katilan hastalardan komplet formda fenotipe sahip
olanlarin az sayida olmasi (KADS: 4, PADS: 24) olabilir. KADS’de
mutasyon tespit etme olasiligi, PADS ile kiyaslandiginda daha
yuksektir (41).
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ADS, X’e bagh kalitim modeli gosteren bir hastaliktir.
Calismamizda sadece 12 hastadan pedigri bilgisi elde edilebildi.
Pedigri analizinde olgularin hepsi de sporadik olarak izlenmistir.
Sadece olgu 3"in aile 6ykltistinden benzer fenotipe sahip bir kardesi
oldugu 6grenilmistir. X’e bagli kalitim 6zelliginin izlendigi hastalarda
mutasyon saptama olasiligi artabilir (94). Ozellikle PADS’de genetik
heterojeniteye bagli olarak benzer fenotipe yol acabilecek durumlar
olmasi1 nedeniyle, pedigri analizinin X’e bagh kalhtim 06zelligi
gostermemesi mutasyon saptama oranini diisirmektedir (96).

Postpubertal hastalarda jinekomasti bulunmasi PADS lehine bir
bulgu olarak ele alinabilir (94). Bizim calismamizda, PADS 6n tanisina
sahip 3 hasta pubertal dénemdeydi ve bunlardan ikisinde (olgu 19 ve
olgu 29) jinekomasti bulgusu kaydedilmisti. Ancak bu hastalarda AR
geninde mutasyon saptanmada.

Yaptigimiz calismada hasta poplilasyonunun buytk bir kismi
PADS 6n tanist olan ve en sik kuskulu genital yap1 sikayetiyle
basvuran prepubertal donemdeki cocuklardan olusmustur.
Prepubertal dénemde degerlendirilen olgu 4 ve olgu 21’de LH ve FSH
seviyelerinin puberte duizeylerinin de Uizerinde saptanmasi parsiyel
androjen duyarsizhiginda karsilasilabilecek bir bulgudur (85).
Prepubertal dénemde degerlendirilen diger olgularda gonadotropin
seviyeleri normal saptanmistir. Puberte déneminde degerlendirilen
olgu 18, olgu 19 ve olgu 23'de LH ve FSH seviyeleri puberte
dlizeylerinin Uzerinde saptanmis olup, bu bulgu parsiyel androjen
duyarsizligi ile uyusmaktadir. Ancak Q711E degisimine sahip olan
olgu 2 disinda diger olgularda AR geninde mutasyon saptanmamis
olmasi- klinik ve laboratuvar bulgular1 dikkate alindiginda- CGB
etyolojisindeki heterojeniteyi géstermektedir.

hCG uyar testi sonras1 T/DHT oraninin ytkselmesi Sa-redtiktaz
tip II enzim eksikligi lehine olsa da, beklenen yltikselmenin olmamasi
bu taniy1 dislamaz (131). Ozellikle parsiyel enzim eksikliklerinde, yas

ve enzim eksikliginin derecesine bagh olarak T/DHT oranindaki
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beklenen yukselme gortilmeyebilir; hatta normal degerler elde
edilebilir (132). Hiort ve ark. tarafindan prepubertal doénemdeki
hastalarda yapilan bir calismada, hCG uyari testi sonrasi elde edilen
T/DHT oranlarinin klasik formdan farkli olarak, kismi enzim
eksikliginde hafif duizeyde arttignr gosterilmistir (88). Bizim
calismamiza dahil edilen olgularda bazal ve/veya hCG uyar testi
sonrast elde edilen T/DHT oranlarinin heterojenite gosterdigi
izlenmektedir. Bu durum hasta seciminde hormonal profilin her
zaman ADS lehine olamayacagini gosterir (94). Ayrica, bazal ve hCG
uyar1 testinin birlikte degerlendirildigi hastalardan olgu 2’de T/DHT
oraninin 8,48 den 23,71%; olgu 4’te ise 8,77’den 17,45’ yukseldigi
gozlenmektedir. Olgu 2’de mutasyon saptanirken olgu 4’te
saptanmamistir. Yine bu durum hCG uyar: testi sonrasi elde edilen
T/DHT oranlarinin PADS ve Sa-rediktaz tip II enzim eksikliginin
parsiyel oldugu hastalarda 6rtiisebildigini géstermektedir.

KADS 6n tanist ile basvuran olgulardan 2’sinde mutasyon
saptanmamistir. Bu hastalarin KADS olmadiklarini kesin olarak
soyleyebilmek icin promoter bolgesini de mutasyon varligi agisindan
taramak gerekebilir. PADS 6n tanili hastalarin cogunda mutasyon
saptanmamis olmasi genetik heterojenitenin bir sonucu olup;
androjen reseptoriyle etkilesimde bulunan ko-regulatorlerle ilgili

mutasyonlar, benzer fenotiplere neden olabilmektedir.
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6. SONUCLAR

Androjen reseptdr geninde dizi analizi yapilan 31 bireyden olusan
hasta grubunda, 24 olguda PADS 6n tanisi, 4 olguda KADS 6n tanisi
bulunmakta olup, 3 hastanin klinik bilgisine erisilememistir. Cogu
prepubertal donemde olan PADS 6n tanili olgularin en sik kuskulu
genital yap1 nedeniyle; KADS 6n tanili olgularin ise inguinal herni ve
adet gbrememe sikayetiyle basvuruda bulunduklari gézlenmistir.

Olgularimizin gonadotropin ve steroid seviyelerinin androjen
duyarsizligi 6n tanisi ile uyustugu goérilmustir. Ancak uyarilmis
T/DHT orani calisilan olgulardan bazilarinin degerleri, Sa-rediktaz
tip 2 enziminin kismi eksikliginde elde edilebilecek degerler ile
ortismektedir.

PADS 6n tanisi olan 24 hastadan 1’inde (% 4) mutasyon
saptanmis olmasi genetik heterojeniteyi gostermektedir. KADS 06n
tanis1 olan 4 hastadan 2’sinde (% 50) androjen reseptérinde
degisiklige neden olan mutasyon saptanmistir.

V30M degisimi ilk defa bizim calismamizda bildirilmis olup,
proteinde korunmus bir boélgeyi etkilemektedir. Olgumuzda komplet
androjen duyarsizligina neden olmustur.

G688X degisimi reseptérti tamamen islevsiz bir hale getirerek
komplet androjen duyarsizligina neden olmaktadir.

Q711E degisimi genotip-fenotip korelasyonunda parsiyel
androjen duyarsizligina yol ac¢maktadir. S6z konusu degisim
proteinde korunmus bir bolgeyi etkilemesine ragmen, reseptdrin
rezidiel aktiviteye sahip oldugu anlasilmaktadir.

Calismamizda, AR'de aminoasit degisikligi olusturmayan 2 adet
sessiz mutasyon saptanmistir. E211E daha o6nce tanimlanmaistir.
[816I ilk defa bu calismada bildirilmektedir.

Olgu 2’de uyarilmis T/DHT orani yuksek cikmasina ragmen,
hastada mutasyon tespit edilmis olmasi kesin tanida molektuler

genetik analiz yapilmasinin gerekliligini gdstermektedir.
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OZET

46,XY Kromozom Kuruluslu Cinsel Gelisim Bozuklugu Gosteren
Bireylerde Androjen Reseptor Gen Degisikliklerinin Arastirilmasi

Androjen reseptér gen mutasyonlari, farkli derecelerde reseptor
hasarina neden olarak, androjen Uretimi ve metabolizmasi1 normal,
46,XY karyotipe sahip bireylerde farkli agirliktaki fenotiplerin ortaya
cikmasindan sorumludur.

Komplet androjen duyarsizliginda sadece fenotipik 6zelliklere ve
laboratuvar bulgularina bakarak tani konulabilir; ancak parsiyel
androjen duyarsizligi, fenotipik ozellikleri ve laboratuvar bulgular
acisindan, basta Sa-rediktaz tip 2 enziminin kismi eksikligi olmak
lUzere, genetik nedenli bircok hastalik tarafindan taklit edilebilir.
Bizim calismamizda, cogu parsiyel androjen duyarsizligi 6n tanisina
sahip bir hasta grubunda androjen reseptdér geninde direkt dizileme
analizi ydntemiyle mutasyon taramasi yapilmistir.

Calismamiza ADS o6n tanisi olan 31 hasta katilmistir.
Hastalarin basvuru yasi, nedeni ve fenotipik 6zelliklerine ait bilgiler
hasta dosyalarindan elde edilmistir. Periferik kan lenfositlerinden
yapilan DNA izolasyonu sonrasi, androjen reseptdr geninde kodlama
yapan dizi junction bolgelerini kapsayacak sekilde dizayn edilen
primerler yardimiyla cogaltildiktan sonra dizi analizi yapilmistir.

Androjen reseptér geninde yapilan dizi analizinde, parsiyel
androjen duyarsizligi 6n tanisi olan 24 hastadan 1’'inde Q711E
degisimi; komplet androjen duyarsizligi 6n tanisi olan 4 hastadan
1'inde V30M degisimi, diger hastada ise protein trunkasyonuna
neden olan G688X degisikligi saptanmuistir.

G688X ve Q711E, literatirde daha once bildirilmis olup
olgularimiz ile ayni fenotipe neden olduklar: gézlenmistir. S6z konusu
mutasyonlar genotip-fenotip iliskisinin daha kesin bir sekilde ortaya
konmasina katki saglamistir. V30M, ilk defa bizim calismamizda
bildirilmektedir. V30M, NTD’de iyi korunmus bir boélgeyi etkilemesi
nedeniyle komplet androjen duyarsizligina yol acmis olabilir.

ADS’de dis genital yap1 fenotipi ve laboratuvar bulgulari 6n
taniy1 destekleyebilir, ancak kesin tani icin molektller genetik analiz
yapilmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: androjen reseptéri, 46,XY cinsiyet gelisim
bozuklugu, androjen duyarsizlik sendromu, dizi analizi, aminoasit
degisimi.
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SUMMARY

Detection of Androgen Receptor Gene Alterations in Subjects
with 46,XY Disorders of Sex Development

Androgen receptor gene mutations are responsible for varying degrees
of severity of phenotypes in 46,XY subjects with normal androgen
biosynthesis and metabolism

Complete androgen insensitivity syndrome (CAIS) can be
diagnosed by evaluating phenotypic features and laboratory findings
solely; whereas many other genetic diseases-particularly Sa-
reductase type 2 deficiency- may mimic partial androgen insensitivity
syndrome (PAIS), with respect to phenotypic features and laboratory
findings. In this study, we detected androgen receptor gene
alterations in a group of patients who were prediagnosed as partial
androgen insensitivity by using direct sequencing analysis.

In our study, 31 subjects were included. The data about the
age of patients, cause of admission and phenotypic features were
obtained from hospital records. Following DNA isolation from
peripheral blood lymphocytes and PCR amplification of androgen
receptor gene open reading frame with appropriate primer pairs
comprising exon/intron junctions, we directly sequenced the
amplicons.

In direct sequence analysis of androgen receptor gene, we
detected Q711E substitution in 1 out of 24 patients suspected with
PAIS. Out of 4 patients prediagnosed as CAIS, one revealed a V30M
substitution and another revealed a G688X alteration causing protein
truncation.

G688X and Q711E with similar phenotypes in our cases had
been reported before. These mutations contribute to reveal genotype-
phenotype correlation more precisely. V30M is reported for the first
time in our study. It is considered that this mutation resulted in
complete phenotype by altering a highly conserved amino acid
residue in NTD.

External genitalia phenotype and laboratory findings may point
out androgen insensitivity syndrome, however, final diagnosis
depends on molecular genetic analysis.

Key Words: androgen receptor, 46,XY disorders of sex development,
androgen insensitivity syndrome, sequence analysis, amino acid
substitution.
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Androjen reseptor proteini, cinsiyet farklilasmasi ve normal erkek cinsiyet gelisiminde gorev
almaktadir. Androjen reseptér proteini, androjen reseptér geni tarafindan kodlanmaktadir. Androjen
duyarsizlik sendromu, X'e bagl kalitilan bir hastaliktir. Bu hastalikta androjen reseptér gen
degisikligine bagli olarak, androjen reseptériinde tam veya kismi fonksiyon kaybi ortaya ¢ikar ve
46,XY kromozom kuruluslu bireylerde cinsiyet gelisim bozukluguna neden olur. 5a-rediktaz-2
enzim bozuklugu da benzer bir klinik tabloya neden olmaktadir. Bazi olgularda sadece klinik
degerlendirme ve laboratuvar verileriyle bu iki hastalidin ayirici tanisini yapmada buytk zorluklar
yasanmaktadir. Androjen duyarsizlk sendromunun kesin tanisi genetik inceleme ile
konulabilmektedir. Planlanan bu ¢alisma, tilkemizde ilk defa yapilacak olup goniillti popllasyonda
tam veya kismi reseptér duyarsizligina neden olan androjen reseptér gen degisikliklerinin tespit
edilmesi hedeflenmektedir.

Caligma kapsaminda gdnullulere verilecek herhangi bir ilag bulunmamaktadir. Bu galigmaya katilan
géndllulerin tedavi ya da izlemine midahale ediimeksizin, kan drneklerinde ¢alisma yapilacaktir ve
incelemelerin sonuglar kaydedilecektir. Bu bilgi bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Bu ¢alismaya
katilan gonullilerin sonuglari yasal temsilcileri ve ilgili hekimleriyle paylagilacaktir. Planlanan
calismanin 1 yillik siire igerisinde tamamlanmasi hedeflenmektedir.

Galismaya tam veya kismi androjen duyarsizlik sendromu &n tanili 50 birey alinacaktir. Bu
calismaya, ¢ocugunuz/yasal temsilcisi oldugunuz birey androjen duyarsizlik sendromu &n tanisi
aldidi icin davet edilmistir. Calismaya katiima zorunlulugu bulunmamaktadir. Arastirmada,
hormonal analiz amaciyla gocugunuzun/yasal temsilcisi oldugunuz bireyin kolundan alinmig kanin
artan miktan kullanilacaktir veya bir kez 15 damla (0,5 ml) kan alinacaktir. Bu kandan DNA elde
edildikten sonra, androjen reseptér geninin protein kodlayan dizileri ve bu dizilerin birlesme
bélgeleri godaltilacaktir. Elde edilen Urlinlerde direkt dizileme olarak isimlendirilen bir genetik test
y6éntemi uygulanarak, androjen reseptdr gen dedisiklikleri arastirilacaktir. Dusuk bir olasilikla
gocugunuzdakifyasal temsilcisi oldugunuz bireydeki klinik tabloyu agciklayacak herhangi bir
androjen reseptor gen degisikligi bulunamayabilir. Katilacaginiz bu arastirma ile s6z konusu
hastaligin tanisi kesinlik kazanarak bundan sonraki izlemler buna gére planlanabilecektir.

Kan alma iglemi sterilite kurallarina uyularak yapildi§l takdirde enfeksiyon bulasma riski
bulunmamaktadir. Kan alma isleminin ciddi bir riski yoktur; sadece islem sirasinda gok hafif bir agn
ve sonrasinda bir miktar morarma olabilmekte, ancak 2 dakika sure ile kan alinan noktaya pamuk
ile bastinldiginda morarma olasiligi gok azalmaktadir.

Galisma grubuna alinacak goéniillilerde, androjen reseptdr gen degisikligine yonelik yapilacak
testier UCRETSIZ OLUP SIZDEN VEYA BAGLI BULUNDUGUNUZ SIGORTA KURUMUNDAN
HICBIR UCRET TALEP EDILMEYECEKTIR.

Bilgilendirilmis olur verdiginiz takdirde, gocugunuz/yasal temsilcisi oldugunuz birey galigmaya dahil
edilecektir. Caligma slresince, herhangi bir zamanda higbir mazeret bildirmeden olurunuzu geri
alma hakkina sahipsiniz ve bundan dolay! gocugunuzun/yasal temsilcisi oldugunuz bireyin sonraki
tibbi takip ve tedavileri esnasinda mevcut haklarindan herhangi bir kayba ugramasi séz konusu
degildir. Arastirma konusuyla ilgili, arastirmaya katlmaya devam etme isteginin etkilenebilecegi
yeni bilgiler s6z konusu oldugunda, size derhal bilgi verilecektir.

Kaydedecegimiz g¢ocugunuzalyasal temsilcisi oldugunuz bireye ait veriler (muayene bulgulari,
patolojik bulgu fotograflari, hormon analiz sonuglari, androjen reseptér (Androgen receptor-AR) gen
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46,XY Kromozom Kuruluglu Cinsel Geligim Bozuklugu Gésteren Bireylerde Androjen Reseptor Gen Degigikliklerinin
Arastiriimasi

Gonlli adi bag harfleri Tarih ! !

Gonulld numaras!

degisiklikleri) gizlilik kurallarina uygun olarak saklanacak ve sonuglar bilimsel amagcla
yayinlandiginda, ¢ocugunuzun/yasal temsilcisi oldugunuz bireyin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Bu
arastirmaya g¢ocugunuzun/yasal temsilcisi oldugunuz bireyin katilmasini kabul ederseniz,
¢cocugunuzunfyasal temsilcisi oldugunuz bireyin ismi ve tibbi kayitlan gizli tutulacak ve hastane
diginda aciklanmayacaktir. Bu belgeyi imzalayarak gocugunuzun/yasal temsilcisi oldugunuz bireyin
tibbi bilgilerinin bu sartlar altinda kullaniimasina izin vermektesiniz.

Eder galisma ile ilgili daha detayh bilgi aimak isterseniz veya galisma slresince akliniza takilan bir
soru olursa, ¢aligmanin sorumlu ylritiictst/yardimer arastiricisi olan Dog. Dr. Hatice ILGIN RUHI/
Dr. Vehap TOPCU’ ya danigabilirsiniz.

Tel: (0 312) 310 30 10/363-327
GSM: 0 505 234 76 90
Goniilli Oluru

Bu sayfayl imzalamakla goénullt olarak gocugumun/yasal temsilcisi oldugum bireyin bu calismaya
katiimasini kabul etmis olacagim konusunda bilgilendirildim. Yukardaki bilgileri okudum. Ayni
zamanda bana sozli agiklama da yapildi. Bu kosullar altinda, kendi rizam ile gocugumun/yasal
temsilcisi oldugum bireyin bu ¢alismaya katiimasini kabul ediyorum. Cocugumalyasal temsilcisi
oldugum bireye ait tibbi kayitlarin sadlik otoritelerince incelenebilecegini anladim ve bu kisilere izin
veriyorum.

Alinan kan o6rnedinin asagidaki kosullarda kullaniimasina izin veriyorum. (Asagidaki siklardan
yalniz birini seginiz)

[0 Cocugumdan/yasal temsilcisi oldugum bireyden alinan kan érneginin yalnizca bu galisma igin
kullamimasini onayliyorum. lleride yapilmasi olas! diger galigmalar igin onay vermiyorum.

[0 Cocugumdan/yasal temsilcisi oldugum bireyden alinan kan &érneginin yalnizca bu galigma igin
kullanilmasini onayliyorum. lleride yapiimasi olasi dijer ¢aligmalar igin tekrar bilgilendiriimek
ve yeni onay vermek istiyorum.

[0 Gocugumdan/yasal temsilcisi oldugum bireyden alinan kan &meginin aragtirma konusu ile
baglantili diger galismalarda kullanilmasini onayliyorum. Ancak, farkli caligmalar icin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

[ Cocugumdan/yasal temsilcisi oldugum bireyden alinan kan érneginin énerilen galisma icin
kullanilmasini onayliyorum. Gelecekte yapiimasi olasi her tirlll galigmada da isimsizlestirilerek
kullanilmasini onayliyorum.

Gonullunun yasal temsilcisinin adi soyadi: Tarih: / /

Adres: imza:

Tel:

Aciklamalar yapan kisinin adi soyad!: Tarih: / /
imza:

Bu formun imzali bir kopyasi yasal temsilciye verilecek, bir kopyasi arastiricida kalacaktir.
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Gonillt adi bag harfleri : Tarih: / !
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BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU
(Riza/olur alma igleminin olanakli oldugu pediatrik yas grubu igin)

Aragtirmanin Adi: 46,XY Kromozom Kuruluslu Cinsel Geligim Bozuklugu Gésteren Bireylerde
Androjen Reseptér Gen Degigikliklerinin Arastiriimasi

Arastirmanin Kolay Anlasilir Adi: Androjen duyarsizlik sendromu ile izlenen hastalarin molekiler
genetik analiz yéntemi ile kesin tanilarinin konulmasi

Sorumlu Arastirici: Dog. Dr. Hatice ILGIN RUHI
Katilacak oldugunuz galigma bir aragtirma niteligindedir.

Androjen reseptér proteini, cinsiyet farklilasmasi ve normal erkek cinsiyet gelisiminde gorev
almaktadir. Androjen reseptér proteini, androjen reseptér geni tarafindan kodlanmaktadir. Androjen
duyarsizlik sendromu, X'e bagh kalitilan bir hastaliktir. Bu hastalikta androjen reseptér gen
degisikligine bagli olarak, androjen reseptériinde tam veya kismi fonksiyon kaybi ortaya cikar ve
46,XY kromozom kuruluslu bireylerde cinsiyet gelisim bozukluguna neden olur. 5Sa-rediiktaz-2
enzim bozuklugu da benzer bir klinik tabloya neden olmaktadir. Bazi olgularda sadece klinik
degerlendirme ve laboratuvar verileriyle bu iki hastaligin ayirici tanisini yapmada buytk zorluklar
yasanmaktadir. Androjen duyarsizlk sendromunun kesin tanisi genetik inceleme ile
konulabilmektedir. Planlanan bu calisma, tlkemizde ilk defa yapilacak olup gonilli popllasyonda
tam veya kismi reseptdr duyarsizligina neden olan androjen reseptdr gen degisikliklerinin tespit
edilmesi hedeflenmektedir.

Calisma kapsaminda gdndlltlere verilecek herhangi bir ilag bulunmamaktadir. Bu ¢alismaya katilan
gondlldlerin tedavi ya da izlemine midahale ediimeksizin, kan drneklerinde galisma yapilacaktir ve
incelemelerin sonuglar kaydedilecektir. Bu bilgi bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Bu ¢alismaya
katilan géndllilerin sonuglari kendileri, yasal temsilcileri ve ilgili hekimleriyle paylasilacaktir.
Planlanan ¢alismanin 1 yillik sire icerisinde tamamlanmasi hedeflenmektedir.

Calismaya tam veya kismi androjen duyarsizlik sendromu 6n tanili 50 birey alinacaktir. Bu
calismaya, androjen duyarsizlik sendromu &n tanisi konulan kisilerden oldugunuz igin davet
edildiniz. Galismaya katilma zorunlulugu bulunmamaktadir. Arastirmada, hormonal analiz amaciyla
kolunuzdan alinmis kanin artan miktarn kullanilacaktir veya bir kez 15 damla (0,5 ml) kan
alinacaktir. Bu kandan DNA elde edildikten sonra, androjen reseptér geninin protein kodlayan
dizileri ve bu dizilerin birlesme bélgeleri gogaltilacaktir. Elde edilen Urlinlerde direkt dizileme olarak
isimlendirilen bir genetik test yoéntemi uygulanarak, androjen reseptér gen degisiklikleri
arastirlacaktir. Duslk bir olasilikla sizdeki klinik tabloyu agiklayacak herhangi bir androjen reseptdr
gen degisikligi bulunamayabilir. Katilacaginiz bu arastirma ile s6z konusu hastaligin tanisi kesinlik
kazanarak bundan sonraki izlemler buna gére planlanabilecektir.

Kan alma iglemi sterilite kurallarina uyularak yapildigi takdirde enfeksiyon bulasma riski
bulunmamaktadir. Kan alma igleminin ciddi bir riski yoktur; sadece islem sirasinda ¢ok hafif bir agn
ve sonrasinda bir miktar morarma olabilmekte, ancak 2 dakika sire ile kan alinan noktaya pamuk
ile bastinldiginda morarma olasili§i gok azalmaktadir.

Caligma grubuna alinacak goénillilerde, androjen reseptdr gen degisikligine yonelik yapilacak
testler UCRETSIZ OLUP SIZDEN VEYA BAGLI BULUNDUGUNUZ SIGORTA KURUMUNDAN
HICBIR UCRET TALEP EDILMEYECEKTIR.

Caligmaya, siz ve yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur verdiginiz takdirde dahil edileceksiniz.
Caligsmaya katildiginiz takdirde, herhangi bir zamanda higbir mazeret bildirmeden olurunuzu geri
alma hakkina sahipsiniz ve bundan dolayr sonraki tibbi takip ve tedavi esnasinda mevcut
haklarinizdan herhangi bir kayba ugramaniz séz konusu degildir. Aragtirma konusuyla ilgili,
arastirmaya katilmaya devam etme isteginin etkilenebilecegi yeni bilgiler s6z konusu oldugunda,
gonillt ve yasal temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir.

13.08.2010/versiyon no: 1.0 1

87



EK 2-devam
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Gonillt adi bag harfleri : Tarih: / !

Gonallid numaras!

BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU
(Riza/olur alma igleminin olanakli oldugu pediatrik yas grubu igin)

Aragtirmanin Adi: 46,XY Kromozom Kuruluslu Cinsel Geligim Bozuklugu Gésteren Bireylerde
Androjen Reseptér Gen Degigikliklerinin Arastiriimasi

Arastirmanin Kolay Anlasilir Adi: Androjen duyarsizlik sendromu ile izlenen hastalarin molekiler
genetik analiz yéntemi ile kesin tanilarinin konulmasi

Sorumlu Arastirici: Dog. Dr. Hatice ILGIN RUHI
Katilacak oldugunuz galigma bir aragtirma niteligindedir.

Androjen reseptér proteini, cinsiyet farklilasmasi ve normal erkek cinsiyet gelisiminde gorev
almaktadir. Androjen reseptér proteini, androjen reseptér geni tarafindan kodlanmaktadir. Androjen
duyarsizlik sendromu, X'e bagh kalitilan bir hastaliktir. Bu hastalikta androjen reseptér gen
degisikligine bagli olarak, androjen reseptériinde tam veya kismi fonksiyon kaybi ortaya cikar ve
46,XY kromozom kuruluslu bireylerde cinsiyet gelisim bozukluguna neden olur. 5Sa-rediiktaz-2
enzim bozuklugu da benzer bir klinik tabloya neden olmaktadir. Bazi olgularda sadece klinik
degerlendirme ve laboratuvar verileriyle bu iki hastaligin ayirici tanisini yapmada buytk zorluklar
yasanmaktadir. Androjen duyarsizlk sendromunun kesin tanisi genetik inceleme ile
konulabilmektedir. Planlanan bu calisma, tlkemizde ilk defa yapilacak olup gonilli popllasyonda
tam veya kismi reseptdr duyarsizligina neden olan androjen reseptdr gen degisikliklerinin tespit
edilmesi hedeflenmektedir.

Calisma kapsaminda gdndlltlere verilecek herhangi bir ilag bulunmamaktadir. Bu ¢alismaya katilan
gondlldlerin tedavi ya da izlemine midahale ediimeksizin, kan drneklerinde galisma yapilacaktir ve
incelemelerin sonuglar kaydedilecektir. Bu bilgi bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Bu ¢alismaya
katilan géndllilerin sonuglari kendileri, yasal temsilcileri ve ilgili hekimleriyle paylasilacaktir.
Planlanan ¢alismanin 1 yillik sire icerisinde tamamlanmasi hedeflenmektedir.

Calismaya tam veya kismi androjen duyarsizlik sendromu 6n tanili 50 birey alinacaktir. Bu
calismaya, androjen duyarsizlik sendromu &n tanisi konulan kisilerden oldugunuz igin davet
edildiniz. Galismaya katilma zorunlulugu bulunmamaktadir. Arastirmada, hormonal analiz amaciyla
kolunuzdan alinmis kanin artan miktarn kullanilacaktir veya bir kez 15 damla (0,5 ml) kan
alinacaktir. Bu kandan DNA elde edildikten sonra, androjen reseptér geninin protein kodlayan
dizileri ve bu dizilerin birlesme bélgeleri gogaltilacaktir. Elde edilen Urlinlerde direkt dizileme olarak
isimlendirilen bir genetik test yoéntemi uygulanarak, androjen reseptér gen degisiklikleri
arastirlacaktir. Duslk bir olasilikla sizdeki klinik tabloyu agiklayacak herhangi bir androjen reseptdr
gen degisikligi bulunamayabilir. Katilacaginiz bu arastirma ile s6z konusu hastaligin tanisi kesinlik
kazanarak bundan sonraki izlemler buna gére planlanabilecektir.

Kan alma iglemi sterilite kurallarina uyularak yapildigi takdirde enfeksiyon bulasma riski
bulunmamaktadir. Kan alma igleminin ciddi bir riski yoktur; sadece islem sirasinda ¢ok hafif bir agn
ve sonrasinda bir miktar morarma olabilmekte, ancak 2 dakika sire ile kan alinan noktaya pamuk
ile bastinldiginda morarma olasili§i gok azalmaktadir.

Caligma grubuna alinacak goénillilerde, androjen reseptdr gen degisikligine yonelik yapilacak
testler UCRETSIZ OLUP SIZDEN VEYA BAGLI BULUNDUGUNUZ SIGORTA KURUMUNDAN
HICBIR UCRET TALEP EDILMEYECEKTIR.

Caligmaya, siz ve yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur verdiginiz takdirde dahil edileceksiniz.
Caligsmaya katildiginiz takdirde, herhangi bir zamanda higbir mazeret bildirmeden olurunuzu geri
alma hakkina sahipsiniz ve bundan dolayr sonraki tibbi takip ve tedavi esnasinda mevcut
haklarinizdan herhangi bir kayba ugramaniz séz konusu degildir. Aragtirma konusuyla ilgili,
arastirmaya katilmaya devam etme isteginin etkilenebilecegi yeni bilgiler s6z konusu oldugunda,
gonillt ve yasal temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir.
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46,XY Kromozom Kuruluglu Cinsel Geligim Bozuklugu Gésteren Bireylerde Androjen Reseptor Gen Degisikliklerinin
Aragtiriimasi

Gonillt adi bag harfleri : Tarih: / !

Gonallid numaras!

Kaydedecegimiz size ait veriler (muayene bulgulan, patolojik bulgu fotograflari, hormon analiz
sonuglari, androjen reseptor (Androgen receptor-AR) gen degisiklikleri) gizlilik kurallarina uygun
olarak saklanacak ve sonuglar bilimsel amagla yayinlandiginda, kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.
Bu arastirmaya katiimayi kabul ederseniz, isminiz ve tibbi kayitlariniz gizli tutulacak ve hastane
disinda agiklanmayacaktir. Bu belgeyi imzalayarak tibbi bilgilerinizin bu sartlar altinda
kullanilmasina izin vermektesiniz.

Eder calisma ile ilgili daha detayh bilgi aimak isterseniz veya caligma slresince akliniza takilan bir
soru olursa, ¢alismanin sorumlu yUritictst/yardimer arastiricisi olan Dog. Dr. Hatice ILGIN RUHI/
Dr. Vehap TOPCU’ ya danigabilirsiniz.

Tel: (0 312) 310 30 10/363-327
GSM: 0 505 234 76 90
Goniilli Oluru
Bu sayfayl imzalamakla géntlll olarak bu galismaya katiimayi kabul etmis olacagim konusunda
bilgilendirildim. Yukaridaki bilgileri okudum. Ayni zamanda bana sozli aciklama da yapildi. Bu

kosullar altinda, kendi rizam ile bu ¢aligmaya katiimay kabul ediyorum. Bana ait tibbi kayitlarin
saglik otoritelerince incelenebilecegini anladim ve bu kigilere izin veriyorum.

Alinan kan 6rneginin asagidaki kosullarda kullaniimasina izin veriyorum. (Asagidaki siklardan
yalniz birini seciniz)

[0 Tarafimdan alinan kan érneginin yalnizca bu calisma igin kullanilmasini onayliyorum. ileride
yapilmasi olasi diger ¢alismalar igin onay vermiyorum.

[J Tarafimdan alinan kan érneginin yalnizca bu ¢alisma igin kullaniimasini onayhyorum. ileride
yapilmasi olasi diger ¢calismalar igin tekrar bilgilendiriimek ve yeni onay vermek istiyorum.

[J Tarafimdan alinan kan 6meginin aragtirma konusu ile baglantili diger calismalarda
kullamiimasini onayliyorum. Ancak, farkli calismalar icin tekrar bilgilendirimek ve yeni onay
vermek istiyorum.

[J Tarafimdan alinan kan érneginin énerilen caligma igin kullaniimasini onayliyorum. Gelecekte
yapilmasi olasi her tirl ¢alismada da isimsizlestirilerek kullaniimasini onayliyorum.

Génullunun adi soyadi: Tarih: ! /

Adres : imza:

Tel

Génilluntn yasal temsilcisinin adi soyadi: Tarih: I

Adresi : imza:

Tel

Aciklamalari yapan kisinin adi soyad:: Tarih: / /
imza:

Bu formun imzali bir kopyasi génulliye verilecek, bir kopyasi arastiricida kalacaktir.
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Gonillt adi bag harfleri : Tarih: / !

Gonallid numaras!

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
(Erigkin bireyler igin)

Aragtirmanin Adi: 46,XY Kromozom Kuruluslu Cinsel Gelisim Bozuklugu Gésteren Bireylerde
Androjen Reseptér Gen Degigikliklerinin Arastiriimasi

Aragtirmanin Kolay Anlagilir Adi: Androjen duyarsizlik sendromu ile izlenen hastalarin molekiler
genetik analiz yéntemi ile kesin tanilarinin konulmasi

Sorumlu Aragtirici: Dog. Dr. Hatice ILGIN RUHI
Katilacak oldugunuz galisma bir arastirma niteligindedir.

Androjen reseptér proteini, cinsiyet farklilasmasi ve normal erkek cinsiyet gelisiminde gorev
almaktadir. Androjen reseptér proteini, androjen reseptoér geni tarafindan kodlanmaktadir. Androjen
duyarsizlik sendromu, X'e bagh kalitilan bir hastaliktir. Bu hastalikta androjen reseptér gen
degisikligine bagli olarak, androjen reseptériinde tam veya kismi fonksiyon kaybi ortaya cikar ve
46,XY kromozom kuruluslu bireylerde cinsiyet gelisim bozukluguna neden olur. 5a-rediktaz-2
enzim bozuklugu da benzer bir klinik tabloya neden olmaktadir. Bazi olgularda sadece klinik
degerlendirme ve laboratuvar verileriyle bu iki hastaligin ayirici tanisini yapmada buylk zorluklar
yasanmaktadir. Androjen duyarsizlk sendromunun kesin tanisi genetik inceleme ile
konulabilmektedir. Planlanan bu ¢alisma, tlkemizde ilk defa yapilacak olup goniillti popllasyonda
tam veya kismi reseptdr duyarsizligina neden olan androjen reseptdr gen degisikliklerinin tespit
edilmesi hedeflenmektedir.

Calisma kapsaminda génullilere verilecek herhangi bir ilag bulunmamaktadir. Bu galismaya katilan
gonulltlerin tedavi ya da izlemine midahale edilmeksizin, kan 6rneklerinde galisma yapilacaktir ve
incelemelerin sonuglar kaydedilecektir. Bu bilgi bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Bu ¢alismaya
katilan génulllerin sonuglan kendileri ve ilgili hekimleriyle paylasilacaktir. Planlanan caligmanin 1
yillik stire icerisinde tamamlanmasi hedeflenmektedir.

Calismaya tam veya kismi androjen duyarsizlik sendromu &n tanih 50 birey alinacaktir. Bu
calismaya, androjen duyarsizlik sendromu &n tanisi konulan kisilerden oldu§unuz igin davet
edildiniz. Galismaya katilma zorunlulugu bulunmamaktadir. Arastirmada, hormonal analiz amaciyla
kolunuzdan alinmis kanin artan miktari kullanilacaktir veya bir kez 15 damla (0,5 ml) kan
alinacaktir. Bu kandan DNA elde edildikten sonra, androjen reseptdr geninin protein kodlayan
dizileri ve bu dizilerin birlesme bélgeleri gogaltilacaktir. Elde edilen Urtinlerde direkt dizileme olarak
isimlendirilen bir genetik test yontemi uygulanarak, androjen reseptér gen degisiklikleri
arastirilacaktir. DUslk bir olasilikla sizdeki klinik tabloyu agiklayacak herhangi bir androjen reseptdr
gen degisikligi bulunamayabilir. Katilacaginiz bu arastirma ile s6z konusu hastaligin tanisi kesinlik
kazanarak bundan sonraki izlemler buna gore planlanabilecektir.

Kan alma iglemi sterilite kurallarina uyularak yapildigi takdirde enfeksiyon bulasma riski
bulunmamaktadir. Kan alma isleminin ciddi bir riski yoktur; sadece islem sirasinda gok hafif bir agr
ve sonrasinda bir miktar morarma olabilmekte, ancak 2 dakika stre ile kan alinan noktaya pamuk
ile bastinldiginda morarma olasili§i gok azalmaktadir.

CGaligma grubuna alinacak gonillllerde, androjen reseptdr gen degisiklidine yonelik yapilacak
testler UCRETSIZ OLUP SIZDEN VEYA BAGLI BULUNDUGUNUZ SIGORTA KURUMUNDAN
HICBIR UCRET TALEP EDILMEYECEKTIR.

Caligmaya, bilgilendiriimis olur verdiginiz takdirde dahil edileceksiniz. Calismaya katildiginiz
takdirde, herhangi bir zamanda higbir mazeret bildirmeden olurunuzu geri alma hakkina sahipsiniz
ve bundan dolay sonraki tibbi takip ve tedavi esnasinda mevcut haklarinizdan herhangi bir kayba
ugramaniz séz konusu dedildir. Aragtirma konusuyla ilgili, aragtirmaya katilmaya devam etme
isteginin etkilenebilecedi yeni bilgiler s6z konusu oldugunda, géniillti zamaninda bilgilendirilecektir.

Kaydedecegimiz size ait veriler (muayene bulgulari, patolojik bulgu fotograflari, hormon analiz
sonuglari, androjen reseptodr (Androgen receptor-AR) gen dedisiklikleri) gizlilik kurallarina uygun
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EK 2-devam

46,XY Kromozom Kuruluglu Cinsel Geligim Bozuklugu Gésteren Bireylerde Androjen Reseptor Gen Degisikliklerinin
Aragtiriimasi

Gonillt adi bag harfleri : Tarih: / !

Gonallid numaras!

olarak saklanacak ve sonuglar bilimsel amagla yayinlandiginda, kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.
Bu arastirmaya katilmayi kabul ederseniz, isminiz ve tibbi kayitlarimiz gizli tutulacak ve hastane
diginda aciklanmayacaktir. Bu belgeyi imzalayarak, tibbi bilgilerinizin bu sartlar altinda
kullanilmasina izin vermektesiniz.

Eger calisma ile ilgili daha detayli bilgi aimak isterseniz veya calisma suresince akliniza takilan bir
soru olursa, galismanin sorumlu ylritiictist/yardimer arastiricisi olan Dog. Dr. Hatice ILGIN RUHI/
Dr. Vehap TOPGU’ ya danigabilirsiniz.

Tel: (0 312) 310 30 10/363-327
GSM: 0 505 234 76 90
Goniilli Oluru
Bu sayfay! imzalamakla goéndlll olarak bu ¢aligmaya katiimayi kabul etmis olacagim konusunda
bilgilendirildim. Yukaridaki bilgileri okudum. Ayni zamanda bana s6zli aciklama da yapildi. Bu

kosullar altinda, kendi rizam ile bu ¢aligmaya katiimay kabul ediyorum. Bana ait tibbi kayitlarin
saglik otoritelerince incelenebilecegini anladim ve bu kisilere izin veriyorum.

Alinan kan érnegimin asagidaki kosullarda kullanilmasina izin veriyorum. (Asagidaki siklardan
yalniz birini se¢iniz)

[0 Taraefimdan alinan kan &reginin yalnizca bu galigma igin kullaniimasimi onayliyorum. lleride
ginin y ¢aligma ig ylty
yapilmasi olasi diger ¢alismalar igin onay vermiyorum.

Tarafimdan alinan kan 6rneginin yalnizca bu galigma igin kullaniimasini onayliyorum. ileride
yapilmasi olasi diger galismalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

O

[J Tarafimdan alinan kan érmeginin aragtirma konusu ile baglantili diger calismalarda kullanimini
onayliyorum. Ancak, farkli caligmalar igin tekrar bilgilendiriimek ve yeni onay vermek istiyorum.

O

Tarafimdan alinan kan 6rneginin énerilen calisma icin kullaniimasini onayliyorum. Gelecekte
yapiimasi olasi her turlt calismada da isimsizlestirilerek kullanilmasini onayliyorum.

Génullinun adi soyadi: Tarih: / /

Adres : imza:

Tel

Agiklamalari yapan kiginin adi soyadi: Tarih: I
imza:

Bu formun imzali bir kopyasi génulliye verilecek, bir kopyasi arastiricida kalacaktir.
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