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Bu vaka takdiminde, 2010 yilinda Selguk Universitesi, Veteri-
ner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Klinigine getirilen ve her-
mafroditizm olgusu saptanan Maltiz melezi bir kecinin klinik
muayenesi ile sitogenetik ve molekiiler genetik analizleri ger-
ceklestirildi. Anamnezde keginin tek olarak dogdugu, klinik
muayenede boynuzsuz, klitorisin 1.9x0.9 cm biiyiikliglinde,
vajinanin normalden daha kisa oldugu gozlendi. Palpasyon
ve ultrasonografik muayenede inguinal bolgede, deri altinda
sag (4.88 cm) ve sol (2.87 cm) testis tespit edildi. Meme ve
meme baslar1 normal konumunda ve biiyiikliikte belirlendi.
Deri alt1 riidimenter penis varligl tespit edildi, ancak scrotum
ve acik prepisyum gozlenmedi. Karyotip analizi icin perife-
rik kandan hazirlanan kromozom preparatlar1 GTG bantlama
teknigi ile boyanmis ve image analyzer program ile uygun
metafazlar belirlenerek analiz edildi. Kan 6rneginden DNA
izolasyonu geceklestirildi, sex-determining region Y (SRY) ve
amelogenin gen bolgeleri pozitif ve negatif kontroller kulla-
nilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ytikseltgendi.
Karyotip analizinde metafaz plag1 60,XY olarak tespit edildi.
PZR analizlerinde SRY lokusu negatif, amelogenin lokusunda
ise yalmizca AMX alleli tespit edildi. Kegilerde yaygin olarak
gozlenen hermafroditizm vakalarinin sekillenmesinde farkl
mekanizmalar bildirilmektedir. Hermafroditizm vakalarinin
karyotip ve molekiiler genetik analizler ile detayli incelen-
mesi ve boynuzsuz kecilerin damizliktan ¢ikarilmasi tavsiye
edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Keg¢i, hermafroditizm, karyotip, SRY,
amelogenin

This case report describes clinical examination and cytoge-
netic and molecular genetic analyses of a hermaphrodite
mixed Maltese breed goat that was referred to the Gynecolo-
gy Clinic of the Faculty of Veterinary Medicine, Selcuk Univer-
sity in 2010. In anamnesis, goat was a single kid at the birth
and was polled. Clitoris was 1.9x0.9 cm in size and vagina
was shorter than normal. By palpation and ultrasonographic
examination, it was determined that the right (4.88 cm) and
left (2.87 cm) testicles were located under skin in the ingui-
nal region. Breast and nipples were in normal size. There
was a rudimentary penis located under skin but no scrotum
or prepitium was observed. After chromosome preparation
using peripheral blood samples and GTG staining, appropri-
ate metaphases were analyzed using an image analyzer pro-
gram. Genomic DNA was isolated from the blood sample. Sex-
determining region Y (SRY) and amelogenin gene regions
were amplified using polymerase chain reaction (PCR) in-
cluding positive and negative controls. In karyotype analysis,
metaphase plaque was observed as 60,XY. In PCR analysis, no
SRY amplification was determined and only AMX allele was
observed for amelogenin locus. Hermaphroditism is widely
observed in goats and a number different mechanisms were
reported. It is suggested that polled rams should be culled
and karyotype and molecular genetics analyses should be
performed to evaluate hermaphrodite cases in detail.

Keywords: Goat, hermaphroditism, karyotype, SRY, amelo-
genin
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Memelilerde hermafroditizm (interseks) erkek veya disi hay-
vana ait goriiniim ve iireme organlarin bir arada olmasidir.
Gonad dokusunun varligina goére yalanci ve gercek olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Gercek hermafroditler, birlikte er-
kek ve disi gonadlara veya ovotestis(ler)e sahiptirler. Yalanci
hermafroditlerde tek bir gonad dokusu bulunur ve fenotipik
olarak genellikle disi goriiniimdedirler (Basrur ve Kochhar
2007).

Hermafroditizm en ¢ok domuz ve kegilerde gozlenmektedir.
Libnan’da Shami kegilerinde hermafroditizm %6 oraniyla
en sik gozlenen (%27.02) anomali olarak rapor edilmistir
(Al-Ani ve ark 1998). A.B.Dde Saanen (%11) ve Toggenburg
(%6) Kkegileri ile Hindistan’da Avrupa siit¢li kegi 1rklarinin
melezlerinde (%2) 6nemli oranda hermafroditizm olgusu
tespit edilmistir. Siit verimi yiiksek olan irklarda ve boynuz-
suz kecilerde hermafroditizm daha yaygin gozlenmektedir
(Basrur ve Kochhar 2007, Dennis 1993). Hermafroditizm ol-
gular1 Canarian (Batista ve ark 2000), Lori melezi (Pourjafar
ve ark 2012), Saanen (Basrur ve Kochhar 2007, Karan ve ark
2011, Arican ve ark 2012), Boer, Cashmore ve Rangeland (Ki-
jas ve ark 2013) irki kecilerde rapor edilmistir.

Keci hermafroditizm olgularinin yaygin olarak yalanci erkek
hermafroditizmi oldugu belirtilmistir. Bu hayvanlar genel-
likle disi olarak dogarlar ve cinsel olgunluk déneminde er-
kek goriinimi almaya baslarlar. Hipertrofik Klitoris, kiiglik
meme baslar1 ve hypospadias gozlenebilir. Testisler intra-ab-
dominal, skrotumda veya deri altinda bulunabilir (Basrur ve
Kochhar 2007).

Bu calismanin hayvan materyalini 2010 yilinda biiytimus kli-
toris sikayeti ile Selcuk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Do-
gum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinigine getirilen 3.5 aylik,
fenotip olarak disi goriintimli Maltiz melezi bir keci olustur-
du (Sekil 1). Anamnezde keginin tek olarak dogdugu, klinik
muayenede boynuzsuz, Kklitorisin 1.9x0.9 cm biiyiikligiinde
(Sekil 2), vajinanin normalden daha kisa oldugu gozlendi.
Palpasyon ve ultrasonografik muayenede inguinal bolgede,
deri altinda sag (4.88 cm) ve sol (2.87 cm) testis tespit edildi
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(Sekil 3). Meme ve meme baslar1 normal konumunda ve bii-
ytkliikte belirlendi. Deri alt1 riidimenter penis varlig1 tespit
edildi, ancak scrotum ve agik prepisyum goézlenmedi.

Hermafroditizm vakalarinin detayli incelenmesinde rad-
yolojik ve postmortem muayeneler yapilmaktadir (Arican
ve ark 2012). Sunulan bu vakada hasta sahibinin onami ol-
madig1 icin laparoskopik ve postmortem muayeneler ger-
ceklestirilmemis, uterus ve olas1 gonadlar makraskopik ve
histopatolojik olarak detayl incelenememistir. Dolayisiyla,
olgunun ayirici tanisi (gercek veya yalanci hermafroditizm)
yapilamamistir. Genetik analizler i¢in periferal kan drnekleri
alinmistir.

Hermafroditizmin olusmasinda rol alan en 6nemli et-
kenin genetik faktorler oldugu (Karan ve ark 2011),
dolayisiyla karyotip ve molekiiler genetik analizler ile
detayli incelenmesi tavsiye edilmektedir. Kromozom
preperatlar literatiirden modifiye edilen metot (Mo-
orhead ve ark 1960) kullanilarak phytohemagglutinin
(PHA) ile stimiile edilen periferik kan lenfositlerinden
hazirlanmistir. Kromozomlarin boyanmasinda GTG
yontemi kullanilmistir. GTG bantlama 6ncesi preperat-
lar tripsin ile muamele edilmis. Metafazlar CytoVision
Metaphase Finder sistemi (Applied Imaging, Santa Cla-
ra, CA) kullanilarak analiz edilmis ve fotograflanmistir.
Analiz sonucunda karyotip 60,XY olarak tespit edilmis-
tir (Sekil 4).

Ruminantlarda erkek ve disi ikiz gebeliklerinde, fotal
membran kan damarlarinin anastomozlari sonucunda
fotlisler arasinda hiicre ve hormon gecisleri nedeni-
yle kimerizm ve freemartinism sekillenebilmektedir
(Basrur ve McKinnon 1986). Freemartinism yaygin
olarak sigir ve koyunlarda gozlenmektedir. Kecilerde
ikizlik oranmi yiliksek olmasina ragmen interplazental
vazkiiler anastomozlar yaygin degildir ve genellikle
cinsiyet farklilagsmasinin sekillendigi kritik donemden
sonra olusmaktadir. Dolayisiyla, ke¢i hermafroditizm
vakalarinda freemartinism oram1 (%6) distiktir

Sekil 1. Calismaya konu olan Maltiz melezi
hermafrodit kegi.
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Sekil 2. Hipertrofik klitoris (1.9x0.9 cm).

Sekil 3. Inguinal bélgede deri alti testisler.
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Sekil 4. Karyotip analizi. Metafaz plagi 60,XY olarak tespit edilmistir.

(Basrur ve Yadav 1990, Basrur ve Kochhar 2007, Chris-
tensen ve ark 2009).

Bu calismada spesifik DNA belirtecleri kullanilarak
X ve Y kromozomlarinin varligi arastirilmistir. Kan
orneginden (Ks-EDTA'l1) standart fenol /kloroform yon-
temi (Sambrook ve ark 1989) kullanilarak DNA izolas-
yonu gerceklestirilmistir. Pozitif ve negatif kontroller
ile birlikte DNA 6rneklerinden amelogenin ve sex-de-
termining region Y (SRY) genom bolgeleri polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ylikseltgenmistir. PZR pro-
tokolli 1x Mg** free PCR buffer (Fermentas, Maryland,
A.B.D.), 200 mM dNTP (Fermentas, Maryland, A.B.D.),
1.5 mM MgCl**, 0.375 iinite Taq polimeraz (Fermentas,
Maryland, A.B.D.), 5 pM SRY (F-5’-GCTATGTTCAGAG-
TATTGAACGACG-3, R-5"-GCGCTATGACTGTCTGTG-
CAC-3") veya amelogenin (F-5’-CAGCCAAACCTCCCTCT-
GC-3’, R-5-CCCGCTTGGTCTTGTCTGTTGC-3’) primer
cifti (Pourjafar ve ark 2012) ve ~50 ng template DNA
olacak sekilde toplam 15 pL hacimde hazirlanmistir.
Touchdown PZR profili (Don ve ark 1991) BioRad My-
Cycler (Hercules, ABD) 1s1sal dongii cihazi kullanilarak
iki asamada gergeklestirilmistir 95°C’de 4 dakika
ile tam bir denatiirasyon sonrasi ilk asamada 16
dongii icin 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 60°C’den
baslayarak her bir doéngiide 0.5°C diisiiriilen ve 30
saniye siiren annealing ve 72°C’de 30 saniye elonga-
tion saglanmistir. ikinci asamada 94°C’de 30 saniye,
52°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye olacak sekilde
25 dongii kullanilmistir. Son olarak 6rnekler adeni-
zasyon icin 72°C’de 10 dakika tutulmustur. Tiim PZR
tiriinleri %2.5 agaroz jel elektroforezinde ayristirilmis,
ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak 365 nm UV’de
goriintilenmistir (Sekil 5). Amelogenin geni 5. ekzon
bolgesindeki delesyondan (60 b¢) dolay1 Y-kromozom

Sekil 5. Hermafrodit (olgu), erkek ve disi ke¢i DNA ve negatif kontrol (NK)
amelogenin (A) ve SRY (B) PZR sonuglar1. Amelogenin lokusunda AMX al-
leli 262 bg, AMY alleli 202 bg ve SRY lokusu 110 bg olarak yiikseltgenmistir.
DNA bantlar1 100 b¢ DNA standardi kullanilarak karsilastirilmistir.

kopyas1 (202 b¢) X kromozomu kopyasindan (262 bg)
ayrilabilmektedir. Calismaya konu olan hermafrodit
kecide amelogenin lokusunda yalnizca X kromozomu
kopyasi olan AMX alleli tespit edilmistir. PZR analizle-
rinde SRY lokusu i¢in gen amplifikasyonu gézlenme-
mistir (Sekil 5).

Keci hermafroditizm olgulari nispeten daha az oranda
boynuzlu kegilerde de tespit edilmistir. Bu hayvanlar
genellikle kimerik (60,XX/XY) yapidadirlar ve yalanci
erkek hermafrodit olarak tanimlanmaktadirlar (Bong-
so ve ark 1982, Batista ve ark 2000, Pourjafar ve ark
2012). Batista ve ark (2000) bir ¢alismada, 20 aylik
Canarian 1rki boynuzlu bir kecide hipertrofik klitoris
(2x0.9 cm) tespit edilmis ancak serviks, testis, penis
ve skrotum goézlenmemistir. Laparoskopik muayenede
atrofik farklilagsmis ovaryum benzeri yapilar 15x0.8 cm
biiytikliiglinde tubiiler bir yapiile servikse baglanmistir.
Plazma testesteron seviyesi saglikli kog¢lara gore bazal
seviyede bulunmustur. Periferal 16kositler kullanilarak
gerceklestirilen sitogenetik analizlerde 60,XX /XY kary-
otip gozlenmis olup bulgularin kimerizmi destekledigi
bildirilmistir. Boynuzlu, Lori melezi hermafrodit bir
kecide hipertrofik klitoris (1.8x0.8 cm) kisa ve kor vaji-
na, inguinal bélgede skrotum ve testisler gézlenmistir.
PZR analizleri ve 6l¢lilen hormon degerleri ke¢inin
kimerik XX/XY oldugunu gdstermistir (Pourjafar ve
ark 2012).

Hermafroditizmin olusumunda ikinci mekanizma ola-
rak genetik faktorler kabul edilmektedir. Hermafrodi-
tizme neden olan resesif bir genin boynuzsuzluktan
sorumlu otozomal dominant bir gen ile bilesik oldugu
bildirilmistir (Pourjafar ve ark 2012, Anonim 2014).
OMIA (Online Mendelian Inheritance of Animals) veri
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tabaninda polled/intersex sendromu (PIS, #000483-
9925) olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2014). Link-
age (Vaiman ve ark 1997) ve fiziksel (Vaiman ve ark
1999) gen haritalar ile PIS'unun genom bdlgesi 1q43
olarak tanimlanmistir. Mikroarray analizleri (Kijas ve
ark 2013) ile PIS'unun genom bdlgesinin validasyonu
yapilmis, ancak hermafroditizm ve boynuzsuzluk 6zel-
liklerinin kalitiminin bilinenin aksine gére daha kom-
pleks oldugu bildirilmistir (Anonim 2014). {lgili genom
bolgesini kapsayan BAC klonlarinin DNA dizi analizleri
sonucunda PIS regulated transkript 1 (PISRT1) geni
tespit edilmistir. PIS'unda, genellikle tekrar dizilerini
iceren 11.7 kb biiyiikliigiinde genom bdlgesinin dele-
syonunun telomer yoniinde 20 kb uzaklikta bulunan
PISTR1 ve 200 kb uzaklikta bulunan forkhead box L2
(FOXL2) genlerinin transkripsiyonunu etkiledigi tespit
edilmistir (Pailhoux ve ark 2001). PIS'larinda iki farkli
LINE elementi ile kusatilmis PISRT1 geninin yiiksek
oranda delesyonu (%80) gozlenmistir (Pailhoux ve ark
2005). FOXL2 mutasyonu nedeniyle insanlarda PIS'na
benzer blepharophimosis ptosis epicanthus inversus
sendromu (BPES; MIM#110100) meydana gelmekte-
dir (Anonim 2014). FOXL2'nin ovaryum, PISRT1’nin
ise testis farklilasmasinda sorumlu olduklar1 ve tes-
tis gelisimi ve farklilagsmasi i¢in bu iki genin SRY
tarafindan baskilandigi bildirilmistir (Pailhoux ve ark
2005). Gen ekspresyon calismalan ile sigir boynuz
gelisiminde FOXL2 etkisi tespit edilmistir (Allais-Bon-
net ve ark 2013). Boulanger ve ark (2014), FOXL2'nin
kecilerde gercek bir cinsiyet belirleyici gen oldugunu
ve fonksiyon kaybinin PIS'nun gelismesi i¢in yeterli
olacaginmi belirtmektedir. Dolayisiyla, FOXL2'nin cin-
siyet ve boynuz gelisimi lizerine potansiyel pleiotropik
etkisinden bahsedilebilir.

Bu ¢alismada, hermafrodit Maltiz melezi bir keci klinik
ve genetik acidan incelenmistir. Klinik ve sitogenetik
bulgular yalanci erkek hermafroditizmi desteklemek-
tedir Anamnezde tek dogum olarak belirtilmesine
ragmen erken intrauterin 6liimlerden dolay1 kimerizm
olasiligl g6z ardi edilmemelidir. Bu ¢alismada alinan
kan 6rneginden yalnizca bir adet metafaz plag: ince-
lenebilmis ve elde edilen karyotip 60,XY olarak tespit
edilmistir. Ancak, esnek touchdown PZR profilinde iki
farkli DNA belirte¢i kullanilmasina ragmen Y kromo-
zomu DNA's1 ylikseltgenememistir. SRY ve amelogenin
bolgelerini kapsayan mikro mutasyonlarin kullanilan
sitogenetik yontemler ile tespit edilebilmesi miimkiin
degildir. Keg¢inin fenotipik olarak boynuzsuz olmasi
PIS’'unu diisiindiirmektedir. Ancak bu ¢alismada PIS
genom bolgesini kapsayan genetik analizler gercekles-
tirilmemistir.

Yukarida da tartisildign  gibi  hermafroditizm
olusmasinda farkli mekanizmalar bulunmaktadir.
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Boynuzsuzluk ve cinsiyet gelisimini kontrol eden bazi
genler arasinda tespit edilen genetik iliskiden dolay,
pratik olarak boynuzsuz kecilerin damizlik olarak
kullanilmamasi tavsiye edilmektedir.
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