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OZET

Kuskulu genital yap1 cinsel gelisim bozukluklarinin en sik karsilagilan fenotipik
yansimasi olarak goriilmektedir. Kuskulu genital yapinin en sik karsilasilan nedeni ise
Konjenital Adrenal Hiperplazi (KAH)’ dir. KAH vakalarinin %90-95’ inden fazlasindan
21-Hidroksilaz eksikligi sorumludur.

Calismamizda 21-Hidroksilaz eksikligine bagli klasik konjenital adrenal
hiperplazi tanili 26 hastada PCR-RFLP ve MLPA teknikleriyle saptanan CYP21
geninin mutasyonlar1 derlenmis, saptanmis olan mutasyonlarin dagiliminin ortaya
konulmasi, hastalikla ilgili genotip fenotip iliskisi kurulmasi ve bu iki teknigin
etkinliginin karsilagtirilmas1 amaglanmistir. Bu amagcla calismaya yas araligi
gozetmeksizin 2005-2010 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Genetik Anabilim Dali ile Pediatri Anabilim Dali Genetik ve Endokrinoloji Bilim
Dallar1 tarafindan takip edilen 21-Hidroksilaz Eksikligine bagh Klasik Tip Konjenital
Adrenal Hiperplazi tanili sitogenetik ve CYP21 iligkili molekiiler genetik caligmalari
tamamlanmis 26 hasta dahil edilmistir.

Hasta popiilasyonunun % 96,19’ unda mutasyon saptanmis, bolgemize ait bir
mutasyon dagilimi ortaya konulmustur. Calismamiza katilan hasta grubunda mutasyon
saptanabilen hastalarin tiimiinde tam bir genotip-fenotip iliskisi kurulabilmistir. PCR-
RFLP ile etkinligi karsilastinlan MLPA yonteminin, PCR-RFLP ile saptanan
delesyonlarin tamamini, saptanabilir nokta mutasyonlarinin %83’ iinii onayladigi

gosterilmistir.
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ABSTRACT

Genital ambiguity is being defined as the most common phenotype of the sexual
differentiation disorders. Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is the most common
cause of genital ambiguity, and 90-95% of CAH cases are caused by 21-hydroxylase
deficiency.

In this study we aimed to identify the frequency of the mutations detected with
PCR-RFLP and MLPA methods in the CYP21 gene, to correlate genotype with
phenotype and to compare the efficiency of these two molecular genetic methods.

To establish this data 26 patients diagnosed with 21-Hydroxylase deficiency
were checked for CYP21 ene mutations retrospectively.

Mutations were found in 96,19 % (25/26) of the patients. All mutation detected
patients well correlated with phenotype. The method MLPA was able to detect all of the
deletions. Point mutations detected by PCR and RFLP were partially detected by
MLPA.
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1. GIRIiS VE AMAC

Cinsel gelisim, yumurtanin X ya da Y kromozomu igeren bir sperm tarafindan
dollenmesiyle baslamaktadir. Kromozomlarin yonlendirmesiyle farklilasan gonadlar
hormonlar1 diizenleyerek cinsel farklilasmay1 yonetmektedirler. Normal kromozomal
yapi, normal gonad gelisimi ve hormonlarin dogru diizenlenmesi normal cinsel
farklilasma ve olgunlagsma icin gereklidir. Cinsel gelisim bozukluklarinda kuskulu
genital yapi; i¢c ve dis genitallerin uyumsuzluklari; gonadlarin, i¢ genital, dis genital
yapilarin yetersiz gelisimleri ve gonadal gelisim bozukluklar1 goriilebilmektedir.

Kuskulu genital yapi, cinsel gelisim bozukluklarinin en sik karsilagilan fenotipik
yansimasi olarak goriilmektedir. Kuskulu genital yapinin en sik kargilasilan nedeni ise
Konjenital Adrenal Hiperplazi (KAH)’ dir. Hastaligin temelinde yatan Kkortizol
sentezinde gorevli enzimlerin yetersizliklerinden KAH’ a en sik neden olam 21-
Hidroksilaz enziminin eksikligidir (3, 5, 7, 11). 21-Hidroksilaz enziminin eksikligine
bagh ortaya c¢ikan Klasik KAH’da, disiler prenatal donemde yiiksek androjen etkisine
maruz kalp virilize dis genitalya ile dogabilmektedirler. Etkilenmis hastalarda
aldosteron yetersizligi, hayat1 tehdit edici elektrolit dengesizliklerine neden
olabilmektedir.

Bindokuzyiizseksendort yilinda CYP21 geninin klonlanmasi ve KAH ile
iliskilendirilmesi, 21-Hidroksilaz eksikligine bagli KAH’da molekiiler genetik
calismalar1 hizlandirmistir (20). Giiniimiize kadar gerceklestirlen ¢alismalarda CYP21
lokusunda hastalikla ilgili 127 farkli mutasyon saptanmustir (17). Saptanan
mutasyonlarin fenotipik etkilerinin tartisilmasi, hastalikla ilgili bazi net genotip-fenotip
ilgkilerinin kurulmasma imkan vermistir. 21-Hidroksilaz eksikligine bagli Klasik
KAH’da en sik goriilen allel olan nt656g’nin intron 2’de “anormal splicing” e neden
olarak enzim aktivitesinin tama yakin kaybina yol a¢cmasi, klinikte tuz kaybettiren ve
agir virilizan etkileri ortaya cikarmaktadir (3). Benzer sekilde saptanan mutasyonlarin
fenotiple ilskilendirilmesi, etkilemis hastalarla ilgili prognostik bilgiler verebildigi gibi
prenatal tam ve tedavi yaklagimlarini da yonlendirebilmektedir. Ulkemizde ise KAH ve
CYP21 gen mutasyon caligmalar1 simirli sayilarda gergeklestirilmis oldugundan
hastalikla iliskili mutasyonlarin tilkemize 6zgii dagilimlar: ve klinik iliskileri ile ilgili

bilgiler sinirhdir.



Calismamizda 21-Hidroksilaz Eksikligine Bagh Klasik KAH hastalarinda, PCR,
RFLP ve MLPA yontemleriyle gergeklestirilmis olan CYP21 geni molekiiler
analizlerinin sonuclar1 derlenmistir. Molekiiler genetigin en temel tan1 araglarindan PCR
ve RFLP ile goreceli olarak yeni bir molekiiler tam1 yontemi olan MLPA’ nin
kullanmldigr c¢alismamizda, mutasyonlarin sikliklarinin  belirlenmesi, hastalarinin
fenotipleriyle iliskilendirilmesi ve kullamilan molekiiler analiz  y&nteminin

etkinliklerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Erkek ve Disinin Normal Cinsel Gelisimi

Normal cinsel gelisim bircok basamaktan olusan komplike bir olaydir. Bu
basamaklarin basari ile tamamlanmasi, erkek ve disiyi birbirinden ayiran en 6nemli
ozelligin, cinsel kimligin belirlenmesini saglar. Cinsiyetin belirlenmesi X kromozomu
tasiyan bir ovumun, X ya da Y kromozomu tasiyan bir sperm ile dollenmesiyle baslar.
Iki X kromozomu tasiyan embryo disi yonde, bir X ve bir Y kromozomu tasiyan

embryo ise erkek yonde farklilasir.

2.1.1 Erkekte Farkhlasma

Gonadlar

Erkekte Y kromomunun kisa kolundaki cinsiyet tanimlayici bolgede yerlesmis
spesifik genler testis farklilagsmasini yonetir. Gestasyonel ilk 5-6 haftada aktif olan
WT1, LIMI, FTZF1 ve GATA4 gibi genler notral i¢ ve dis genital yapilar saglar. 6.
haftadan itibaren aktive olan SRY, SOX3 ve SOX9 gibi genler ise bipotansiyel
gonaddan testikiiler farklilasmay1 yonetir ve Miillerian yapilarin gelisimini baskilayan

Anti-Miillerian Hormon (AMH) tiretimini baslatir (1, 2, 6).

Ic Genital Yap1

Erkek embryonun bipotansiyel i¢ genital yapisi, 6-7. haftada AMH’ nin Sertoli
hiicrelerinden salgilanarak Miillerian yapilarin geriletmesiyle ve 8.haftada testesteronun
Leydig hiicrelerinden salgilanarak, epididimis ve vaz deferens’i olusturmak icin
Wolffian kanal gelisimini indiiklemesiyle, erkek yoniine farklilagir. Wolffian kanaldan
kaynak alan erkek i¢ genital organlar1 olan epididimis, duktus deferens, ejekiilator
kanallar ve seminifer tiibiiller gelismek icin yiiksek testesteron salinimina ihtiyag

duyarlar (1, 2, 6).



Dis Genital Yap1

Dordiincii. gestasyonel haftada belirginlesmeye bagslayan genital tiiberkiiliin
biiyiikliigli baslangicta her iki cinsiyette aynidir. Fetal testislerde androjen iiretilmeye
baslanmasi1 ve 6zellikle dihidrotestesteron’ un varligi genital tiiberkiiliin genislemesine
ve iirogenital katlantilarin 6ne ¢ekilmesine neden olur. Bu da uretral katlanti meydana
getirir. Urogenital katlantilarin birlesmesiyle penil iiretra olusur. Uretranin etrafindaki
dokuda corpus cavernosum gelismeye baglar. Labioskrotal siskinlikler ortada birleserek
skrotumu olusturur. 14. gestasyonel haftaya gelindiginde fallus biiylimesi ve testin
inmesi disindaki erkek dis genital farklilagmasi tamamlanmigstir. Testisler yaklasik

gestasyonel 32. haftada skrotuma girmis olurlar (1, 2, 6).

2.1.2 Diside Farkhlasma

Gonadlar-i¢ Genital Yapi-Dis Genital Yapi

Disi embryoda Y kromozomu yoklugunda bipontasiyel gonad over yOniinde
farklilasir; testis olmadigindan AMH iiretilmez; uterus, fallopian tiipler ve {iist vajina
gelisimi siirer. Baslangicta genital tiiberkiil hizli biiyiir fakat androjenlerin olmayisi
bliylimeyi yavaglatip penis yerine klitoris dokusunun ortaya c¢ikmasina neden olur.
Benzer sekilde androjen etkisi altinda olmayan labioskrotal siskinlikler ortada birlesmez

labia majora olusur. 11. haftada notral dis disi genital yapi tamamlanmustir (1, 2, 3).



Geniral Katlann

DIS GENITALYA-Dhs Gorimiunia

/\(\/\/\/\,ﬂ

o W e E
e B L T L

NORMAL DIST NORMAL FREFK

\
{
o
<

¢ 1 2 3 4 5 d
[TROGENTTAL SINUS VE DI§ GENITALYA Kesitsel G
NDRJ\IAI.D[&'I :' Eﬁmk
2 4
Sekil 1. Erkek ve diside iirogenital siniis ve dis genital yapmin normal ve

anormal farkhlasmasi (Speiser ve ark. degistirilerek alinmistir) (3).

2.1.3 Ureme Hiicrelerinin Gelisimi

Over veya testisi olusturacak gonadlarin gelisimi 5. haftada tirogenital kivrimin
medioventral kenarindaki kalinlagsmayla baglar. Bu bolgedeki c¢olomik ya da
mesodermik epitelyumdaki ve alttaki mezankim dokusundaki proliferasyon, ileryen
giinlerde gonadal ¢ikintiy1 olusturur. Gonadal cikinti i¢indeki epitelyal projeksiyonlar
gonadin korteks ve medulla bolgelerini ortaya ¢ikarir. Primordial germ hiicreleri ise ilk
olarak Yolk kesesi duvarinda 4. gestasyonel haftada goriiniirler yani ekstragonadal
kaynakhdirlar. Hizla ¢ogalan ve gonadal cikintiya dogru goé¢ eden bu hiicreler, 6.
haftada gonadal ¢ikintiya girerler ve primer seks korduna yerlesirler. Bu agsamadan 6nce
morfolojik olarak iki cins ayirt edilemez. Primordial germ hiicrelerinden farklilagmaya
kadar gonadal cikintiya ulasamayanlar ileride ekstragonadal germ hiicre tiimorlerine
neden olabilirler (1, 2, 6).

Erkek fetiiste yaklasik 7. haftada testikiiler farklilasma belirginlesir. Bundan
sonra primitif seks kordu seminifer kord adini alir, gelisen gonad dokusu igine

medullaya dogru ilerler. Seminifer kordlar1 birbirinden mezankim tabakasi ayirir ve bu



tabaka sonradan interstisyel hiicreleri ya da Leydig hiicrelerini olusturur. Seminifer
korda primitif germ hiicreleri disinda yiizey epitelyumu kaynakli sertoli hiicreleri de
vardir. Leydig hiicreleri testiste plasental hCG etkisi ile 8-9. gestasyonel haftalarda
testesteron sentezine baslar. Leydig hiicrelerinden testesteron sentezini uyaran 2. temel
faktor LH’ dir, fakat fetal hipofiz ancak 12.haftalarda LH salgilamaya baslar. Dogumda
seminifer tiipler spermatogonia ile doludur. Bunlar son prepuberteal donemde primer
spermatositlere doniisiir. Pubertede ise mayozla matiir spermatositler olusur (1, 2, 6).
Disi fetiiste ise testis belirleyici faktorlerin olmayis1 gonad farklilasmasini overe
yonlendirir. Testis gelisimi yOniine kayamayan bipotansiyel gonad, 12. gestasyonel
haftaya kadar farklilasmamis halde kalir. Bu donemden sonra germ hiicreleri oogonia
olarak cogalmaya baslar. Dogumdan sonra oogonia olugsmaz. 12. haftadan sonra
oogonia oositlere doniisiir ve gercek over yapisi gelismeye baslar. 16. haftada
primordial follikiiller gelismeye baslar, fakat folliikiil gelisimi fetal FSH etkisi ile 20-25
gestasyonel haftalarda 6-7 milyon ile en yiiksek diizeyine ulasir. Bundan sonraki 7 aylik
intrauterin donemde sag kalan ve 1. Mayoz’ un profazinda kalmig olan oosit sayis1 iyice
azalir. Pubertede baslayan ovulasyona kadar bu hiicreler bu fazda kalir. Erkekteki sertoli
ve Leydig hiicrelerinin disideki homologlar1 olan Graniilosa ve Teka hiicrelerinin disi
genital gelisimine katkilar1 tam bilinmese de graniilosa hiicrelerinin oositler iizerinde

anti-mayotik etkisi oldugu bildirilmistir (1, 2, 3) (Sekil 2).



Sertoli Hicreleri

>

Leydlg Hiicreleri
& Testilerin Inigi
GONADLAR —

Ongnnla Oaosit Follikiiller
e
WOLFFIAN I Vas Deferens. Epididimis. Ejekiilatir Bezler, seminal Vezikiiller

KANALLAR | . -
9 Gerileme

MULLERIAN

07‘ Gerlleme
KANALLAR ‘ | Vajina, Uterus -

Fiizyon

Labioskrotal Katlantulann Fizyonu
DIS OZI l Penil Biiyiime

GENITALYA
| Labia Majora, Labia Minora

Fallus' un Yentrale ddniigii

UROGENITAL G I Prostat
SINUS | Vajen >

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
GESTASYONEL HAFTA

Sekil 2. Erkek ve disi fetiislerin gestasyonel haftalara gore prenatal cinsel

farklilagsmasi (Speiser ve ark. degistirilerek alinmastir) (3).

2.2 Cinsel Gelisim Bozukluklari

Cinsel gelisim, yumurtanin dollenmesiyle belirlenen kromozomal seks,
kromozomlarin yonlendirmesiyle belirlenen gonadal seks ve cogunlukla gonadal
hormonlarin yonetmesiyle olusan fenotipik seks ile sonlanan c¢ok basamakli bir
mekanizmadir (4, 5, 6). Bu mekanizmay1 farkli noktalardan bozan bir¢cok etken cinsel
gelisim bozukluklarina neden olur. Cinsel gelisim bozukluklarinda kuskulu genital yapi,
i¢ ve dis genitallerin uyumsuzluklari, cinsiyet organlarinin yetersiz gelisimleri, cinsiyet
kromozom anomalileri ve gonadal gelisim bozukluklar1 goriilmektedir. Bu anormal
fenotiplerin ortaya ¢ikisinda etkisi olan faktorler etkiledikleri gelisim agamasina gore su

sekilde orneklenebilir:



2.2.1 Kromozomal Cinsiyet Gelisimin Hastaliklar:

Cinsiyet kromozomlarinin mayoz esnasinda ayrilamamasi sonucu, bu hatay1 tagiyan

tireme hiicresinin olusturdugu embryoda 2 hastalik ortaya cikabilir:

Klinefelter Sendromu

1/500 yenidogan erkekte bir goriiliir. Etkilenmis hastalarin karyotipi 47,XXY’
dir fakat 46,XY/46,XXY mozaisizmi ve ikiden fazla X kromozomu ve bir Y
kromozomuyla seyreden varyantlar1 da vardir. Klinik olarak puberte Oncesi
normal erkek fenotipiyle kiiciik testislere sahip hastalar puberte sonrasi buna ek
olarak jinekomasti gelistirirler. Fenotipik olarak erkek goriiniimiindedirler ve

ejekiilatlarinda sperm yoktur (5).

Turner Sendromu

Primer amenore, yetersiz sekonder seks karakterleri, kisa boy, coklu organ
anomalileriyle seyreden fenotipin nedeni, monozomi X’ in 6n planda oldugu bir
X kromozomun kismi ya da tamamimnin yoklugu ile iligkili kromozom

kuruluslaridir.

2.2.2 Gonadal Cinsiyet Gelisiminin Hastaliklar:

Kromozomal cinsiyet belirlenmesinin saglikli oldugu fakat gonadal farklilasmanin

anormal oldugu durumlar Gonadal Cinsiyet Gelisiminin Hastaliklar1® ni1 icerir.

Gonadal Disgenez

Normal 46,XY ya da 46, XX karyotipi olan bireylerde, yetersiz bir disi fenotip
ve “streak” gonadlar bulunur. Kromozomal seks XX ya da XY olsa da cinsel
fenotip disidir. Bunun nedeni gonadal gelisimin yetersiz olmas1 ve farklilasmay1
erkek yOniine kaydiramamasidir. Bu da gonadlarin gelisiminin AMH salimindan

ve androjen iiretiminden daha énce durmus olmasindan kaynaklanir (4, 5, 6).

Tam Gonadal Disgenez ve SRY



Saf Gonadal Disgenezde oldugu gibi tam gonadal disgenezde de gonadlar
farklilagsmay1 erkek yoniine kaydiramamaktadir, sebebi siklikla SRY genindeki
mutasyonlardir. 46, XY Tam Gonadal Disgenez’ li hastalarin %10-20" sinde
SRY geninde mutasyonlar saptanmistir. SRY disinda WT-1, SF-1, SOX9 ve
DAX-1 genlerinin etkilendigi durumlarda da 46, XY Tam Gonadal Disgenezi
goriilebilmektedir(4, 5, 6).

e Miks Gonadal Disgenez
Bir tarafta streak gonad, diger tarafta disgenetik ya da normal testis gelisimi
vardir. Miillerian ve Wolffian kanal gelisimleri o tarafta bulunan gonadla
paraleldir. Genotipik olarak siklikla 45,X /46,XY mozaik yapr goriiliirken,
fenotipik olarak mozaiklik oranina bagl olarak, kuskulu genitalyadan normal
erkek yada disi goriiniimiine kadar degiskenlik vardir. Gonadal tiimor gelisme

riski artmustir (5, 8).

2.2.3 Fenotipik Cinsiyet Gelisiminin Hastahklari

Bu gruptaki hastaliklar cinsiyet kromozomlariyla belirlenen cinsiyetin hormonlarin
uygunsuz sentezine, defektif hedef hiicre yanitina ya da miillerian kanal regresyon

problemlerine bagli anormal fenotipik yansimalarini icermektedir.

¢ Disi Psodohermafroditizmi
Genotipi XX, gonadlar1 over, fakat dis genital yapisi virilize olan hastalardir.

Disi psddohermafroditizminin en sik nedeni konjenital adrenal hiperplazidir.

Disi Psodohermafroditizme yol acan Konjenital Adrenal Hiperplazi

Disi Psodohermafroditizme yol acan Konjenital Adrenal Hiperplazi cinsel
farklilasma sirasinda in utero asir1 androjen maruziyeti sonucu gelisir. 21-
Hidroksilaz en sik olmakla birlikte 7/ f-Hidroksilaz ve 3 [-Hidroksisteroid
Dehidrojenaz eksikligi de disi psddohermafroditizme yol agabilir (4, 5, 6).

Plasental Aromataz Eksikligi



Gebelik boyunca fetal ve maternal adrenal kaynakli androjenlere maruz kalan
plasenta bu androjenleri Plasental Aromataz aktivitesiyle Ostrojenlere
dontstiiriir. Plasental Aromataz Eksikliginde disi genotipli fetiiste dis genital

virilizasyon gelisebilmektedir (4, 5, 6).

Erkek Psodohermafroditizmi
Genotipi XY, gonadlar testis olan fakat dis genital yapis1 ve fenotipi degisik

derecelerde karsi cinse ait 6zellikler bulunduran hastalardir.

Erkek Pstodohermafroditizme yol acan Konjenital Adrenal Hiperplazi ve
Androjen Sentez Bozukluklari

Steroidojenik enzim sentezinin erken basamaklarindaki enzimlerin (P450scc, 3
[p-Hidroksisteroid — Dehidrojenaz  ve  17a-Hidroksilaz) — defektleri  hem
kortikosteroid hemde androjenik hormonlarin sentezini etkileyerek adrenal
yetmezlik ve Erkek Psddohermafroditizm tablosu olusturabilirler. Yine hormon
sentezinin ilk basamagindaki Steroidojenik Akut Regiilator protein (StAR)
eksikligi tiim basamaklar etileyerek androjen sentezini bozabilir. Bu enzimlerin
eksiklikleri erkek psodohermafroditizme yol acan Konjenital Adrenal Hiperplazi
nedenleridir.

17-Hidroksiprogestron’ un sonrasindaki androjenik sentez enzimlerinin (/7,20-
Liyaz ve 17-Hidroksisteroid Dehidrojenaz) defektleri de androjen yetersizligine
yol acgabilmektedir. Bu iki enzim yalmzca gonadlarda aktif olduklarindan
adrenal yetersizlik bulgular1 olamadan erkek psddohermafroditizme yol agarlar.

4,5, 6).

Leydig hiicre Aplazisi/Hipoplazisi

Liiteinizan hormon (LH) reseptér mutasyonlar1 sonucu gelisebilir. Erkek genotip
ile tamamen disi dis genital fenotip goriilebilir. Gonadal disgenezidekinin aksine
AMH iiretimi normal oldugunda miillerian i¢ genital yapilar normal regrese

olabilir.

Androjen Etkinliginde Defekt Olan Durumlar:
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Sa-Rediiktaz Eksikligi

Periferik dokularda Testesteron’ dan Dihidrotestesteron doniisiimii yetersizdir.
Di1s genital yap1 disi fenotipte ya da “interseks” kuskulu genital yap1
goriinimiindedir. Erkek i¢ genital yapt normal gelismistir. Bu da
Dihidrotestesteronun prostat ve dis genital yapinin virilizasyonundaki 6zel

roliiniin bir kanitidir (6).

Androjen Reseptor Defektleri

Androjen reseptOriiniin tamamen fonksiyon kaybi1 ‘“Komplet Androjen
Duyarsizlig1 Sendromuna” na (KAIS ya da Testikiiler Feminizasyon) yol acar.
Erkek genotipli bu hastalarda dis genital yap: tamamen disidir, vajinal bosluk
kisa ve kor sonlanmaktadir. Testisler normal boyuttadir ve abdomende, inguinal
kanalda ya da labia majora icinde olabilir. Iceride Miillerian ve Wolffarian
kanallar yoktur. Meme gelisim olur fakat tliylenme olmaz. Androjen
resptoriindeki daha hafif etkili mutasyonlar “Parsiyel Androjen Insesitivite
Sendromu” na yol acar, fenotip yetersiz virilizasyonla iligkilidir. Siklikla

jinekomasti gelisebilir (6).

2.3 Cinsel Gelisim Bozukluklarina Yaklasim

Kugkulu genital yapiyla dogan bir cocugun tanisi hizli ve multidisipliner
yaklagim gerektiren bir durumdur.

Yaklasim detayl bir aile ve gebelik Oykiisiiyle baglamalidir. Hastaligin kalittm
bicimi acisindan yonlendirici olabilecek, benzer etkilenmis bagka aile iiyelerinin varlig
sorgulanmalidir. Annenin gebeklikte, 6zellikle ilk 3 ayda maruz kaldig ilaglar, alkol ve
hormonlar dikkatli sorgulanmalidir.

Etkilenmis yenidoganin fizik muayenesinde ek anomaliler ve dismorfik
ozellikler dikkatli incelenmeli, saptanan kuskulu genital yapinin bir sendromun ya da
bir kromozomal anomalinin parcasi olabilecegi unutulmamalidir. Penis ve Kklitoris
Ol¢ciimleri yapilmalidir, tiretral acikligin yeri saptanmali, tek ortak agiklik olasiligl goz
ardi edilmemelidir. Labioskrotal kivrimlar hem fiizyon agisindan hem de

barindirabildikleri gonad dokusu a¢isindan degerlendirilmelidir. Benzer sekilde inguinal
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kanal palpasyonu da gonad varligin1 gosterilebilmesi agisindan Onemlidir. Gonad
palpasyonunda epididimis varligina dikkat edilmelidir.

Konjenital adrenal Hiperplazi kuskulu genital yapili bir yenidoganda her zaman
akilda tutulmalidir. Standart tanisal testler bazal serum 17-OHP seviyelerini, Kortizol,
ACTH, Testesteron ve DHEA-S seviyelerini, ACTH uyaris1 sonrast serum 17-OHP
seviyelerini igcermelidir. Disi Psodohermafroditizminin en sik nedeni olan 21-
Hidroksilaz eksikligine bagli Konjenital Adrenal Hiperplazi’ de goriilen tuz kaybi ve
oOldiiriicii olabilen adrenal kriz acisindan serum elektrolit seviyeleri denetlenmelidir (3,
7, 14).

Hastalig1 etyolojisinin aydinlatilmasinda kromozom ve FISH analizleri,
abdominal ultrasonografi, ilk basamakta uygulanmalidir. Sonraki basamakta gereginde,
46,XX yenidoganlarda i¢ genitoiiriner anatomiyi incelemek icin kontrastli radyolojik
tetkikler uygulanabilmektedir. 46,XY yenidoganda Sa-Rediiktaz eksikligi agisindan
hCG uyar testi kullanilabilmektedir (3) (Sekil 3).

GONADLAR
PALPE EDILEMIYOR PALPE EDILEBILIYOR
1
MEﬁLERlAN YAPILAR MULLERIAN YAPILAR
VAﬂR YOK VﬁR YOK
170HP 170HP 170HP 170HP

W T

1 [NORMAL] [NORMAL|
a a

!

XX] XX, XY, XOXY

]

E ﬂ ﬂ Disgenetik Erkek
Erkek  PsGdohermafrodit
Konjenital Gergek 3pHSD Erkek Psédohermafrodit
Adrenal Hermalreditism Eksikligi Psddohermafrodit
Hiperplazi
Disgenetik
Erkek

Psédohermafrodit

Sekil 3. Kuskulu genital yapiya yaklasim (Shah ve Sujit’ den degistirilerek
alinmustir) (7)



2.4 Adrenal Bez

2.4.1 Adrenal Bez Gelisimi

Bobrekiistii bezleri bobrek iist pollerinde yerlesmistir ve her biri yaklasik 8 gr
agirhgindadir. Her bir bez 2 farkli boliimden olusmustur (Sekil 4) . I¢ kistmda bezin
9%10-20° sini olusturan Medulla’ dan sempatik sinir sistemi etkisi ile Epinefrin ve
Norepinefrin salgilanir. Korteks bolgesinden ise tiimii kolesterolden sentezlenen
kimyasal yapilar1 ¢cok benzer fakat fonksiyonlar1 cok farkli olan Kortikosteroid
hormonlar1 sentezlenir. Adrenal bez korteksi embryonik hayatta 4. haftada kolomik
epitelyum kaynakli mezodermden gelisir. 4-10 haftalar aras1 bu kolomik epitelyum
hiicreleri cogalir go¢ eder ve 2 farkli zon ortaya ¢ikar. I¢ fetal zon ve dis belirleyici
korteks olarak ayrilan bezin korteksinin %90’1 i¢ fetal zondadir. Adrenal biiyiime ve
remodelling 10. hafta civar1 baslar dogumdan sonra 1. yila kadar siirebilir. 28-30.
haftalarda Zona Glomerulasa, Zona Fasikiilata, Fetal korteks ve medulla bellidir.
Dogumdan kisa siire sonra fetal korteks atrofiyle kaybolur. Fetal adrenal gelisiminde
endokrin parakrin ve otokrin faktorler etkilidir. Fetal hipofiz kaynakli ACTH ve lokal
adrenal biiylime faktorleri [basic fibroblast growth factor (bFGF), epidermal growth
factor (EGF), transforming growth factor alfa (TGF-a), insuline like growth factor 1 ve
2 (IGF-1/2), transforming growth factor beta (TGF-f), Steroidojenik Faktor -1 (SF-1),
dosage sensitive sex reversal adrenal hypoplasia congenita critical region (DAX-1) ve
Ostrojen reseptorii (ER)] onemli rol oynar. SF-1 bir doku ve hiicre spesifik orphan
niikleer reseptordiir ve steroidojenik enzimler de dahil bircok enzimin transkripsiyonel
regiilatoriidiir. Yapilan ¢alismalarda SF-1 distriipsiyonunun yenidogan farelerde adrenal
agenezisine yol actig1r gosterilmistir. DAX-1 de benzer sekilde bir orphan niikleer
reseptordiir ve insanda DAX-1 mutasyon ya da delesyonlarinin sonucunda X’e bagh
Adrenal Hipoplazi ya da Hipogonadotropik Hipogonadism ortaya ¢cikmaktadir. Adrenal
gelisimde uyarici diger bir faktér olan ACTH’ 1n Onemi de biiyiiktiir. Yapilan
calismalarda anensefali gibi ACTH yoklugu durumlarinda, fetal adrenal bezlerin 2.

trimestrda gerilemis oldugu gozlenmistir (4, 8, 9).
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Sekil 4. Adrenal bez (Molina ve ark. dan degistirilerek alinnmstir) (8).

2.4.2 Fetal Adrenal Steroidogenez

Fetoplasental iinite, fetal adrenal, plasental ve maternal steroidogenez arasindaki
kompleks koordinasyonu yonetmektedir. Fetal adrenaller 6-8. haftalarda steroidogeneze
baslamaktadir. Hipotalomo-hipofizer-adrenal aks ise 10. haftada “feedback” ozelligini
kazanmaktadir. Bunun bir gostergesi olarak Konjenital Adrenal Hiperplazili kiz
fetiislerdeki intrauterin “ambiguous” genitalya gelisimi Ornek verilmektedir. 6-8.
haftalarda steroidler fonksiyonel korteks olan fetal zondan salgilanmaya baslar. Bu
steroidler aym1 zamanda karaciger icin DHEA-S kaynagini olusturur, ki bu da, 16a-

hidroksilasyonla 16a-DHEA-S iiretimini saglar. 16a-DHEAS’ dan plasentada fetal
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canliligin gostergelerinden Ostriol {iiretilir. Gebeligin son donemlerinde bu plasental
Ostrojen fetal adrenal bezin steroid biyosentezini uyarir. Bu uyan fetiisiin akciger,
karaciger, tiroid ve barsaklar gibi hayati organlarinin matiirasyonu icin gerekli kortizoli
sentezlemesini saglar. Fetoplasental Ostrojenin fetal steroidogenez disinda gebelik
devamliliginda saglanmasinda, maternal kardiovaskiiler sistem regiilasyonunda,
uteroplasental kan akimi diizenlenmesinde ve progestron iliskili immunsupresyonda da

etkileri vardir (8).

2.4.3 Adrenal Steroidogenez

Adrenal korteks morfolojik olarak 3 zona ayrilmistir. Bu 3 zon ayni zamanda
farkli hormonlarin sentezinden sorumludur. Bu ii¢ grup hormon Glukokortikoidler
(Kortizol ve kortikosteron), Minerakortikoidler (Aldosteron ve deoksikortikosteron) ve
seks steroidleri (DHEA ve androstenedion) ‘nden olusmaktadir (Sekil 4). Adrenal
hormanlarin tamami kolesterol kaynaklhidir ve kandan 6zellikle diisiik dansiteli
lipoproteinlerden (LDL) endositozla absorbe edilirler. Endositozla alinan vezikiiller
lizozimlerle birlestirilir kolesterol esteraz ile hidrolize edilir ve serbest kolesterol elde
edilir. Alternatif kolesterol kaynagi olarak adrenal bez korteksinde Asetil Koenzim A
‘dan kolesterol sentezlenebilir. Ayrica adrenal bez SR-B1 isimli 6zel HDL reseptorleri
sayesinde HDL ‘den de kolesterol alabilir (8).

Hormon sentezinin ilk adiminda intraselliier kolesterol dis mitokondrial
membrandan i¢ mitokondrial membrana “Steroidojenic Acute Regulatory Protein”
(StAR) vasitasiyla transport edilir. Bu basamak steroid sentezinde hiz-kisitlayici
basamak olarak kabul edilmektedir. ACTH’ 1n kendi reseptoriine baglanmasiyla artan
hiicre i¢ci cAMP, StAR aktivitesini regiile etmektedir. Transport edilen kolesterol tiim
steroidojenik hiicrelerin i¢ mitokondrial membranlarinda bulunan “Sitokrom P450 Side
Chain Cleavage” (P450scc ya da CYP11A ya da Cholesterol Desmolase) enzim etkisi
ile pregnenolona cevirilir. Bu reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan pregnenolon bundan sonra
gelecek bir dizi enzimatik reaksiyonun siibstratidir. Adrenal korteksin farkli kisimlarini
Ozgiin enzimatik Ozellikleri olan farkli hiicre gruplari olusturdugundan, sentez yolu,
reaksiyonun siirdiigii korteks bolgesine 6zgiin mineralokortikoid, glukokortikoid ya da

androjenik hormon iiretimi tercihi ile sonlanir (8, 9, 10, 11, 13, 14).
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Sekil 5. Steroid biyosentezinin yollari

Glukokortikoid Hormon Sentezi

Glukokortikoidlerden kortizolii ve kortikosteronu zona fasikiilata ve zona
retikiilaris hiicreleri sentezler.
Mitokondrideki Pregnenolon Progesteron ya da 17a-OH-Prenenolon’ a

cevrilir.

e Pregnenolon’ dan 17a-OH-Pregnenolon’ a doniisim [/7a-Hidroksilaz' la
olurken, 17a-OH-Pregnenolon’ dan 17a-OH-Progesteron’ a doniisim 34-
Hidroksisteroid  Dehidrogenaz ile  olur. 170-OH-Progesteron 11-
Deoksikortizol’ e ya da Andostenedion’ a cevrilebilir. 17a-OH-Progesteron’
dan 11-Deoksikortizol’ doniisiimiinii 2/f-Hidroksilaz saglar ki bu da hemen
11f5-Hidroksilaz ile kortizole doniistiiriilebilir. 17a-OH-Progesteron’ dan
Andostenedion’ a doniisiimii /7,20-Liyaz saglar. 17a-OH-Prenenolon ve 17a-
OH-Progesteron [7,20-Liyaz ile sirasiyla DHEA ya da Androstenediaon’
doniistiiriilebilir. Ayrica DHEA’ da Androstenediaon’ a 34-Hidroksisteroid

Dehidrogenaz enzimiyle doniistiiriilebilir (Sekil 5).
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e Prenenolon” dan Progesteron c¢evrimi 3f-Hidroksisteroid Dehidrogenaz
enzimiyle olur. Progesteron ise 2/ f —Hidroksilaz enzimi ile 11-
Deoksikortikosteron ‘ a cevirilir. Daha sonra 11-Deoksikortikosteron (DOC)

11 p-Hidroksilaz (b2) ile Kortikosteron’ a doniistiiriiliir (Sekil 5).

Mineralokortikoid Hormon Sentezi

Adrenal Zona Glomerulosa hiicreleri oncelikle ve tercihan mineralokortikoid
sentezi yaparlar. Bu hiicrelerde [/7a-Hidrokislaz aktivitesi yoktur bu nedenle burada
Prenenolon sadece Progesteron’ a cevirilebilir. //4-Hidroksilaz aktivitesi de olmayan
bu hiicrelerde 11-Deoksikortikosteron Kortikosteron’ a //p-Hidroksilaz ile
dontstiiriilemez. Fakat bu hiicrelere 6zgii Aldosteron Sentaz enzimi yardimiyla 11-
Deoksikortikosteron, 6nce Kortikosterona sonra 17-OH Kkortikosteron’ a ve son

olarak Aldosteron’ a doniistiiriilebilir (Sekil 5).

Adrenal Androjen Hormon Sentezi

Kortizolden DHEA sentezi glukokortikoid ve mineralokortikoidlerdekine benzer
olarak gerceklesmektedir. Ilk enzimatik cevrim iiriinii olan Pregnanolon P450c17
mikrozomal enziminin [7a-Hidroksilasyon ve 17,20-Liyaz aktiviteleriyle DHEA’ a
doniistiiriiliir (Sekil 5).

2.4.4 Adrenal Steroidlerin Etkileri

¢ Glukokortikoidler
Kortizol : Tiim glukokortikoid aktivitenin %95’ indan sorumludur.
Kortikosteron : Tiim glukokortikoid aktivitenin %4’ tinden sorumludur.
Glukokortikoidlerin etkileri
Glukokortikoid hormonlar, karbonhidrat metabolizmasinda glikoneogenezin
(protein ve diger bazi maddelerden karbonhidrat sentezi) uyarilmasina, glikoz

kullanimin azalmasina ve kan glukoz konsantrasyonunda artisa neden olurlar. Protein
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Metabolizmasinda ise protein depolarinda azalma, katabolizma artis1 ve kan aminoasit
konsantrasyonunda artisa neden olurlar. Glukokortikoidlerin yag metabolizmasindaki
etkileri yag asitlerinin mobilizasyonunun artis ve kan yag asidi konsantrasyonunda artis

ile sinirhidir . Inflamasyonda anti-inflamatuar etkileri vardir (9).

¢ Mineralokortikoidler
Aldosteron : Ttim mineralokortikoid aktivitenin %90’ indan sorumlidur.
Dezoksikortikosteron : Aldosteronun %6-8’ i oraninda giicliidiir.
Kortikosteron : Hafif mineralokortikoid etkilidir.
Kortizol : Mineralokortikoid etkisi aldosterona gore cok az fakat dnemli

bir mineralokortikoid etkisi mevcuttur.

Mineralokortikoidlerin etkileri

Mineralokortikoidlerin yoklugunda ekstraselliier stvida potasyum
konsantrasyonu belirgin derecede artarken sodyum ve klor konsantrasyonlar1 azalir.
Total eksraselliier sivi ve kan hacmi belirgin azalir sok tablosu gelisir. Bu tabloyu
Oonlemede esas gorevi hormon %90’ Ik payr ile aldosterondur. Kortizoliin
mineralokortikoid etkisi aldosteronun 1/400 ° ii oraninda olsa da aldosterona gore 80 kat

fazla salinmasi kortizolii de 6nemli bir role tasimaktadir (9).

¢ Adrenal Androjenler
DHEA
DHEA-S

Androstenedion

Adrenal Androjenlerin etkileri

Ozellikle fetal hayatta 6nemi bulunan adrenal androjenler, normal kosullarda
insanda zay1f etkiye sahiptirler. Erkek seks organlarinin gelisiminde etkileri vardir fakat
diside hafif etki gostermektedir. DHEA ve DHEAS’ tan testesteron doniisiimii ¢ok
azdir. Zona retikiilarisin gelisimi ve adrenal androjenlerin yasla artmasi sonucu 5-8 yas

civarinda Adrenarj ismi verilen koltukalt1 ve genital killanma baslar (3).

2.4.5 Adrenal Steroidlerin Salinimin Kontrolii
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Adrenal bezde aldosteron salinimini uyaran faktorler “Zona Glomerulosa” da
hipertrofiye neden olabilirken, diger tabakalar iizerinde etkisizdirler. Benzer sekilde
kortizol ve adrenal androjenlerin salinimini uyaran faktorler de “Zona Fasikiilata” ve
“Zona Retikiilaris” iizerinde hipertrofik etkide bulunabilirken “Zona Glomerulosa” ya
etkisizdir. Bunun nedeni ‘“Zona Glomerulosa” dan salgilanan mineralokortikoidlerin
Renin-Anjiotensin sistemi kontroliindeyken, “Zona Fasikiilata” ve “Zona Retikiilaris”
den salgilanan steroid hormonlarin hipotalamo-hipofizer aksin kontroliinde olmasidir.
Hipofiz kaynakli Adrenokortikotropik hormon (ACTH) kortizol salinimini kontrol eden
temel faktordiir. ACTH’ 1 ise hipotalamustan salman kortikotropin serbestlestirici
hormon (CRH) kontrol eder. Fiziki ya da mental stres, doku zedelenmesi ve agr1 gibi
faktorlerle 6nce beyin sapina oradan median eminensiaya ulasan uyarilar CRH salinima
dolayistyla ACTH salimimina neden olur. Hizla artan kortizol konsantrasyonlar1 direkt
olarak 6n hipofizde “negatif feedback™ ile ACTH salinimin1 baskilayici etki gosterir. Bu
noktada dikkati ceken ACTH’ 1n uyaricit faktorlerle ya da diisiik kan kortizol
konsantrasyonlariyla saliniminin arttigi durumlarda adrenal bez {iizerinde “‘pozitif

feedback” etkisiyle adrenal androjenlerin saliniminin da arttirmasidir (8).

2.5 Konjenital Adrenal Hiperplazi

Konjenital adrenal hiperplazi kortizol sentezinde gorevli enzimlerden birinin
aktivitesindeki yetersizlik sonucu ile ortaya c¢ikan otozomal resesif bir hastalik
grubudur. Kortizol sentezindeki defekt sonucu ortadan kalkan “negatif feedback”
ACTH salimimim arttirir, adrenal bezde hiperplazi olusur ve adrenal steroidlerin asiri
salinimi ortaya ¢ikar. Biyokimyasal belirleyiciler ve klinik semptomlar hangi steroidin
eksik ve hangilerinin asin iiretildigine gore degiskenlik gosterir ama genel olarak,
konjenital adrenal hiperplazide karakteristik 6zellik slipheli genital yap1 ve bozulmus
cinsel gelisimdir. XX genotipli bir yenidogan 2I-Hidroksilaz ve 11 -Hidroksilaz
enzim eksikliklerinden dig genital yapidaki asir1 virilizasyonla etkilenirken, XY
genotipli bir yenidogan 17a -Hidroksilaz ve 3f-Hidroksisteroid Dehidrogenaz Tip-2
eksikliginden dis genital yapidaki yetersiz virilizasyonla etkilenir. P450 Oksidorediiktaz
Eksikligi (ORD) dogumda her iki cinsiyeti de etkileyebilecek tek tip KAH’ dir. Asir
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virilize XX yenidogana neden olabilecegi gibi yetersiz virilize XY yenidogana da neden
olabilir. Ayrica ORD iskelet sistemi bulgulariyla kendini gosterebilecek tek KAH
varyantidir (8, 11, 16).
2.5.1 11p -Hidroksilaz Ezim Eksikligine Bagh Gelisen KAH (OMIM +202010)

Tiim KAH vakarlinin %5-8’ ini olusturur. Otozomal resesif olarak kalitilir.
Insidans1 yaklagik 100.000 canli dogumda 1° dir (18).

11 —Hidroksilaz enzimi kortizol sentezinin son basamaginda 11-Deoksikortizol’
u Kortizole’ e doniistiiriir. Ayrica  11-Deoksikortikosteron’ dan Kortikosteron
doniisiimiinde de katalizleyici etkisi vardir. Bu enzimin yetersizligi sonucunda kortizol
sentezi azalirken, 11-Deoksikortizol ve 11-Deoksikortikosteron birikimi olur. Biriken
bu ara metabolitler sirasiyla glukokortikoid ve mineralokortikoid Onciilleridirler.
Mineralokortikoid etkili 11-Deoksikortikosteron’” un mineralokortikoid reseptoriinii
aktive etmesi sonucu bu tip KAH igin tipik olan hipertansiyon ortaya cikar. Yine bu
metabolilerin androjen sentez yoluna kaymasi sonucu; agir virilize 46,XX yenidoganlar
ve erken puberte ile karsimiza gelen 46,XY ¢ocuklar goriiliir.

118 —Hidroksilaz enziminin geni 8q21° de yerlesmis olan CYP11B1’ dir.
Gendeki mutasyonlar ¢cogunlukla klasik tip hastalikla sonu¢lanmaktadir (6, 11,13, 16,
18).

2.5.2 170 -Hidroksilaz Enzim Eksikligine Bagh Gelisen KAH (OMIM #202110)

Nadir goriilen, KAH vakalarinin % 1° inden sorumlu bir enzim eksikligidir.
Otozomal resesif olarak kalitilir. insidansinm yaklasik 50.000 canli dogumda 1’ oldugu
diistiniilmektedir.

17a —Hidroksilaz cift enzimatik etkinlige sahiptir. 17a —Hidroksilasyon
etkisiyle Pregnenolon’ dan 17a-OH-Pregnenolon’ a ve Progesteron’ dan 17a-OH-
Progestron doniisiimiine gerceklestirir. Ayrica 17,20-Liyaz etkisiyle 17a-OH-
Pregnenolon ve 170-OH-Progesteron sirasiyla DHEA ve Androstenedion’
doniistiiriilebilir. ikili enzimatik etkinin yetersizligi sonucunda glukokortikoid ve seks
steroid  yetersizligi; mineralokortikoid ~ prekiirsor ~ (11-Deoksikortikosteron,
Kortikosteron) birikimi sonucu mineralokortikoid fazlaligi ortya ¢ikar. Klinikte

hipokalemik hipertansiyon tipiktir.  17,20-Liyaz etkisindeki yetersizlik sonucu ise
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yetersiz virilize 46,XY yenidoganlar ile primer amenore’ 1i 46,XX hastalar goriiliir. Her
iki cinsiyette yetersiz pubertal gelisim ve hipergonadotropik hipogonadism vardir.

170 —Hidroksilaz enziminin geni CYP17A1’ dir. Bu gendeki mutasyonlar 17a -
Hidroksilaz enzim eksikligine yol agabilmektedir. Nadiren CYP17A1 molekiiliiniin
kofaktor sitokrom b5 ile iliskide oldugu noktada meydana gelen mutasyonlar izole

17,20-Liyaz enzim eksikligine neden olabilmektedir (6, 11,13, 16, 18).

2.5.3 3p-Hidroksisteroid Dehidrogenaz Tip-2 Enzim Eksikligine Bagh KAH
(OMIM +201810)

KAH tipleri i¢inde nadir goriilen bir varyanttir. KAH vakalarinin % 1’ inden
azindan sorumlu bir enzim eksikligidir. 3p-Hidroksisteroid Dehidrogenaz Tip-2
(HSD3B2) 3 farkli steroidojenik reaksiyonda gorev alir. Prenenolon’ dan Progesteron,
170-OH-Pregnenolon’ dan 170-OH-Progesteron ve DHEA’ dan Androstenediaon 3/-
Hidroksisteroid Dehidrogenaz enzimiyle olusturulur. 3 grup steroidojenik hormon
iretimi de etkilendiginden ¢ok genis ve degisken cerceveli bir klinik ortaya cikar.
Hastalik agir tuz kaybettirenden tuz kaybettirmeyene; yenidoganda erkeklerde yetersiz
virilize dis genital yapidan, erkek ve diside erken puberteye ve hatta pubertede mentrual
diizensizlik ve hirsutisme kadar farkli sekillerde kendini gosterebilir.

3p-Hidroksisteroid Dehidrogenaz eksikligi, HSD3B2 genindeki mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikar (6, 11,13, 16).

2.5.4 P450 Oksidorediiktaz Eksikligine (ORD) bagh KAH (OMIM #201750)

P450 Oksidorediiktaz otozomal resesif kalitimla gecen bir hastaliktir.

P450 Oksidorediiktaz enzimi (POR) 17a —Hidroksilaz (CYP17A1) ve 21 —
Hidroksilaz (CYP21A2) enzimlerine elektron vericisi olarak gorev yapan bir enzimdir.
Dolayisiyla POR enzim eksikligi sonucu hem 17a —Hidroksilaz hemde 21 —Hidroksilaz
enzimlerinin fonksiyonlar1 etkilenir. Klinikte de her iki cinsiyetli hastalarin da cinsel
gelisim problemleri agisindan etkilendikleri gozlenebilir. Agir virilize 46,XX vakalar
olabildigi gibi yetersiz virilize 46,XY vakalar da vardir. 17a —Hidroksilaz ve 21 —
Hidroksilaz eksikliklerinden farkli olarak prenatal androjen fazlalifindan etkilenmis
olan yenidoganlar, hiperandrojenizmin postnatal etkilerini gostermezler. ORD’ nin

diger bir dikkat cekici oOzelligi diger hicbir KAH tipinde olmayan kranio-fasial
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malformasyonlardir. Bunlardan bazilari; brakisefali, mikrosefali, yonca yaprag: sekilli
kafatasi, midface hipoplazisi, hipertelorizm, vertebral defektler, uzun kemik egrilikleri

ve kiriklari, sinostozlar seklinde siralanabilir (6, 11,13, 16).

2.5.5 StAR Eksikligine bagh Konjenital Lipoid Adrenal Hiperplazi (OMIM
#201710)

Steroid hormon sentezinin tiim basamaklar1 kolesteroliin mitokondri i¢indeki
steroidojenik komplekse verilmesini gerektirir. Bu gorevi Steroidojenik Akut regiilator
protein (StAR) gerceklestirir. StAR ayrica Kolesterol’den Pregnonolon doniisiimiinii de
saglamaktadir. StAR geninin mutasyonlar1 nadir goriilen Konjenital Lipoid Adrenal
Hiperplazi’ ye yol acar. Otozomal resesif kalitilir.

StAr-bagimsiz steroidogenez glukokortikoid yetersizligini belli bir oranda
kapatabilmektedir. Bu nedenle etkilenmis yenidoganlarda mineralokortikoid eksikligi
bulgular1 6n plandadir. Ayrica etkilenmis erkek cocuklar ileri derecede yetersiz virilize
dis genitalyaya sahiptirler. Disilerde genital farklilasma spontan feminizasyonla
stirdiigiinden fenotipik olarak StAr eksikliginden etkilenmemis goriiniirler. Tim
vakalarda tuz kayb1 vardir ve tedavi edilmezlerse siklikla 6liimciildiir. Adrenal bezler
goriintiilendiginde hiperplazik olduklar1 ve kolesterol kaynakli lipid dolu globiiller
icerdikleri goriiliir. Gonadlarda da biriken kolesterol ve esterleri hem erkek hemde

diside gonad hiicrelerinin hasarina neden olur (6, 11, 13, 16).

2.5.6 21-Hidroksilaz Eksikligine Bagh Konjenital Adrenal Hiperplazi

Kuskulu genital yapinin en sik nedeni Konjenital Adrenal Hiperplazi iken,
KAH’ nin en sik nedeni %90-95’ lik bir oranla 21-Hidroksilaz eksikligidir (3, 6, 11, 13,
14, 16). Hastalik 6p21.3’ de yerlesmis olan CYP21A2 genindeki mutasyonlar sonucu
ortaya cikar. Otozomal resesif kalitilir. Hastaligin siklig1 klasik formda yaklasik 15.000
canli dogumda 1 iken, daha hafif formlarda 1000 canli dogumda 1’ e kadar cikar (14).
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Sekil 6. CYP21 geni ve 6p21.3 bolgesindeki yerlesimi

21-Hidroksilaz Progesteron’ dan 11-Deoksikortikosteron ve 17a-OH-
Progesteron’ dan 11-Deoksikortizol iiretilmesini saglar (Sekil 5). Hastaligin, enzim
aktivitesiyle paralel seyreden Klasik (Agir) ve Non-Klasik (Hafif) formlar1 vardir.
Klasik formda etkilenmis disi virilizasyonu in utero olarak baslar. Non-Klasik formda
ise androjen fazlaligmin etkileri ge¢ ¢ocuklukta, pubertede ya da postpubertal bulgu
vermeye baslar. Enzim defekti nedeniyle biriken ve serumda yiikselen prekiirsorlerden
170-OH-Progesteron hastaligin tanisinda da kullanilan bir belirtectir. Bazal serum
170-OH-Progesteron (17-OHP) seviyeleri genellikle 10.000 ng/dl ‘ nin iizerindedir.
Tanida kullanirken dikkat edilmesi gereken bir nokta agir etkilenmis de olsa
yenidoganin  ilk  birka¢ giinde yiiksek 17a-OH-Progesteron seviyeleri
gostermeyebildigidir. ACTH uyarimi sonrasi dlgiilen 17-OHP seviyeleri agir etkilenmis
tuz kaybettiren tipli hastalarda 100.000 ng/dl seviyelerine kadar cikabilir. Genellikle
basit virilizan tipte daha diisiik seviyeler beklense de agir vakalarin seviyeleri ile
ortiigen degerler goriilebilir (3). Non-Klasik formdan etkilenmis hastalar o6zellikle
yenidogan doneminde diisiik 17-OHP seviyeleri gosterirler. Klasik ve non-klasik
mutasyonlart birlesik heterozigot olarak tasiyan hastalar, non-klasik mutasyonlari
homozigot tasiyanlara gore daha yiiksek ACTH ile uyarilmig 17-OHP seviyeleri
gosteririler. Heterozigot tasiyicilar icin 17-OHP dl¢iimleri bir belirte¢ olarak ¢ok hassas

degildir. Yapilan calismalarda ACTH ile uyarilmis 17-OHP olgiimii  yapilan
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heterozigotlarin ancak %50’ si genotip olarak normal kisilerden ayirt edilebilmistir.
Progestron ve Androstenedion’” da serumda artmistir. Ayrica 2/-Hidroksilaz
eksikliginde serum seviyeleri karakteristik olarak artan bir diger anormal steroid 21-

deoksikortizol’ diir (3, 14, 16).

21-Hidroksilaz Eksikligine Bagh Klasik Tip KAH’ da Fenotip

Ortaya cikan prekiirsorlerin androjenik yollara kaymasi 21-Hidroksilaz eksikligi
(21-OHD) olan hasta i¢in prenatal donemde baslayan bir androjenik yiik getirmektedir.
Bu androjen fazlalig1 erkek fetiislerin cinsel gelisiminde ciddi bir etki getirmezken, disi
fetiiste virilizasyona yol agmaktadir. Fetal adrenal bezlerin 6-8. haftalarda enzim
sentezine baslamalari; bu donemde vajinal ve iiretral kanallara ayrilma asamasina
gecmis olan iirogenital siniiste ayrilamamaya neden olabilecegi gibi androjene hassas
klitoris dokusunda genisleme, labial kivrintilarda birlesme ve vajinal/iiretral kanal
acikliginin rostrale kaymasi gibi etkilerde de bulunabilmektedir. 12. haftada vajina
tirogenital siniisten ayrildigindan bu donemden sonra androjen maruziyeti yalnizca
kliteromegaliye neden olabilmektedir. Etkilenmis disi fetiis tipik olarak, kuskulu
genital yapiyla ya da hipospadiasli ve inmemis testisli erkege benzer goriiniimlii dis
genitalya ile dogmaktadir.

Progestrondan Aldosterona ilerleyen sentez yolundaki defekt nedeniyle klasik
KAH hastalarinin 4’ te 3’ i yeterli seviyede aldosteron liretemezler. Ekstraselliier sivida
potasyum konsantrasyonu belirgin derecede artar, sodyum ve klor konsantrasyonlar
azalir. Total eksraselliier s1ivi ve kan hacmi belirgin azalir. Sok tablosu gelisebilir. 21-
OHD’ de tuz kaybi olan yenidoganlarin hizla kaybedilme riskinde aldosteron
yetersizligi yam sira kortizol yetersizliginin de katkist vardir. Tedavi edilmemis vakalar
dogumun ardindan 1-4 hafta icinde hiponatremi-hiperkalemi ve hipovolemik sokla,
“Adrenal Kriz” ile kaybedilebilir.

Enzim aktivitesindeki kayip oranina bagli olarak mineralokortikoid iiretiminin
cok etkilenmedigi, androjen fazlalifinin etkilerinin 6n planda oldugu durumlarda
fenotip, Basit Virilizan Tip olarak tanimlanmaktadir. Hem androjen fazlaligi etkileri
hemde mineralokortikoid yetersizligi bulgular1 6n planda olan hastalar Tuz

Kaybettiren Tip fenotip ile iligkilidirler.
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Siirmekte olan androjen fazlaligi tam tedavi edilmemis hastalarda postnatal
etkilere yol acabilir. Erkeklerde hizlanmis lineer biiyiime, pubik killanma, penis
biiyiikliigiinde artis ve testikiiler genisleme goriilebilir. Disilerde ise klitoral genisleme,
adeldsan donemde akne, ovarian disfonksiyon ve tilylenme artig1 goriilebilir.

KAH hastas1 olan bayanlarda ge¢ menarj, diizensiz menstriiel sikluslar ve
polikistik over hastaligi benzeri bulgular iireme sorunlarina yol agabilmektedir. KAH
hastalarinin gebeliginde, artmis maternal androjenlere ragmen etkilenmemis disi fetiiste
plasental aromatazlar sayesinde virilizasyon goriilmemektedir. KAH hastas1 erkeklerde
ise belirgin bir iireme problemi beklenmemekle birlikte nadiren Non-Klasik erkek KAH

hastalarinda infertilite vakalar1 bildirilmistir.

21-Hidroksilaz Eksikligine Bagh Non-Klasik Tip KAH’da Fenotip

Kugkulu genital yapiyla dogmayan fakat postnatal androjen fazlaligindan
etkilenen hastalar Non-klasik hasta grubunu olusturmaktadir. ACTH uyaris1 sonras1 17-
OHP seviyeleri 100.000ng/dl’ ye ulasabilen Klasik KAH hastalar1 ile 17-OHP seviyeleri
normal sinirlarda kalabilen heterozigot’ larin taninmasi goreceli olarak kolayken, Non-
Klasik hastalarin normale yakin 17-OHP yanitlar1 taniy1 giiclestirmektedir. Disiler Non-
Klasik hastaliktan adet diizensilikleri, tiiylenme artisi, akne ve erken pubarj gibi
bulgularla daha fazla etkilenmektedir. Erkeklerde goriilebilen akne ve infertilite ise
¢cogu zaman asemptomatik olan bu bireylerdeki nadir bulgulardir. Hastalardaki hafif ya
da asemptomatik seyir ve laboratuar bulgularindaki siliklik taniy1 giiglestirdigi gibi
insidansinin belirlenmesini de giiclestirmektedir. Genel popiilasyonda hastalik frekansi

% 0.1 olarak ongoriilmektedir (14).

21-Hidroksilaz  Eksikligine Bagh Konjenital Adrenal Hiperplazi’ nin
Etyopatogenezi

Steroid 21-Hidroksilaz (P450c21), CYP21 (CYP21B ya da CYP21A2) geni
tarafindan kodlanan bir mikrozomal sitokrom p450 enzimidir. 6. kromozom kisa
kolunda 21.3 bolgesinde yerlesmistir, yaklasik 2 centriMorgan mesafesindeki HLA
kompleksi ile siki baglanti Ozellikleri tasimaktadir (Sekil 6). 494 amino asidin

25



kodlandig1 10 ekzonluk genin 3.3 kb’ lik dizisi ve 2 kb’ ik cDNA’ s1 yaklagik 52kDa’
luk bir protein kodlar.

1984 yilinda CYP21 geni klonlandiginda CYP21 geninin serum komplemam C4
icinde yerlestigi saptanmistir (20). Yapilan calismalar sonucu CYP21 ve C4 genlerinin
bulundugu kromozomal bolgenin duplike olarak CYP21’ in ve C4’ iin izoformlarinin
(CYP21P ve C5) ortaya ¢ikmis olduklar1 anlasilmistir. Dizi ve protein analiz ¢alismalari
bir CYP21 izoformunun (CYP21P) sentezi kesintiye ugramis (truncated) ve
fonksiyonel olmayan iiriinle sonu¢landigin1 géstermis, bundan sonra da bu izoforma
psodogen (CYP21P, CYP21A1P ya da CYP21A) tanimlamas1 yapilmigtir. CYP21P’ nin
tamamen kayip oldugu ailelerde yapilan calismalar bu genin tiimiiyle fonksiyonsuz
oldugunu kanitlamistir. CYP21 ve CYP21P’ nin yaklasik %98 dizi homolojisine sahip
olmasi ve yaklasik 30 kb’ lik bir mesafede yerlesmelerinin sonucu olarak mayozda
kromatidlerin  yanhs  eslesmeleri ve  “Unequal Crossing-over*  olaylar
yasanabilmektedir. Bunun sonucu olarak da gende delesyonlar ve duplikasyonlar
meydana gelebilmektedir. Cogu 2/-Hidroksilaz Eksikligi hastalar1 CYP21P geninde
bulunan mutasyonlar1t CYP21 geninde de tasimaktadir. Bu durumu agiklamada CYP21P
geninden homolog yerlesimdeki CYP21 genine “gen konversiyonu” ile mutasyonlarin
aktarilmas1 mekanizmasi one siiriilmektedir (3, 19, 25).

CYP21 genininin zona fasikiilatadaki ekspresyonunu temel etkileyen faktor
ACTH’ dir. ACTH uyarirm cAMP vasitasiyla transkripsiyonun artimmna neden
olmaktadir.

21-Hidroksilaz eksikligi otozomal resesif sekilde gecen bir monogenik hastalik
oldugundan ve HLA kompleksi ile siki baglanti icinde oldugundan 21-OHD olan
kardesler nerdeyse her zaman ayn1 HLA yapisina da sahiptirler. ki ya da daha fazla
lokustaki allellerin rastgele olmayan iliskisini tanimlayan “baglant1 esitsizligi” ilkesi,
cesitli 21-OHD formlanyla cesitli HLA tipleri arasindaki iliskide de gegerlidir. CYP21
geninin klonlanmasindan once prenatal tanida HLA haplotiplemesi sik kullanilan bir
yontem olmustur. Tuz kaybettiren tip hastalik ile HLA-A3, HLA-Bw47 ve HLA-DR7
birlikteligi; non-klasik tip hastalik ile HLA-B14, HLA-DRI1 birlikteligi baglant1 ilkeleri
dogrultusunda dagilan allellerin etkileyici bir kanmitidir. Yine HLA-A1, HLA-BS ve
HLA-DR3’ de, 21-OHD ile negatif iliskisi olan haplotiplerdir (3).
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21-Hidroksilaz Eksikligine yol acan mutasyonlar

CYP21A2 geninde psodogen kaynakh olan ve psodogen kaynakh olmayan
mutasyonlar tanimlanmistir. 15.03.2010 tarihine kadar Human Gene Mutation

Database’ de kayith 127 farkli mutasyon tanimlanmistir (16).

Tablo 1. Human Gene Mutation Database (HGMD) 15.03.2010 tarihine kadar
tanimlanmis CYP21A2 mutasyonlarinin tipleri (16)

Mutasyon Tipi Mutasyon Sayisi
Missense/nonsense 81
Splicing 8
Regiilator 1
Kiiciik delesyon 12
Kiiciin Insersiyon 9
Kiiciik indel 3
Biiyiik delesyon 5
Biiyiik insersiyon 3
Kompleks Yeniyapilanma 5
Tekrar Varyasyonlari 0
Toplam 127

21-Hidroksilaz eksikliginde goriilen CYP21P (psodogen) kaynakli mutasyonlar

21-Hidroksilaz eksikligine yol acan mutasyonlarin c¢ogunlugu “Unequal
Crossing-over (Sekil 7) ve “Gen Konversiyonu” gibi iki temel rekombinasyon sonucu
CYP21P’ den (psodogen) aktarilarak ortaya c¢ikmaktadir. CYP21P’ deki mutasyonlar
Intron 2’ deki Adenin ya da Sitozin’ den Guanin’ e doniisiim mutasyonu (IVS2-
13A/C—G), ekzon 3’de bulunan 8 baz delesyonu (G110A8nt) ve 318. kodondaki
nonsense mutasyonu (Q318X) icermektedir. Bunlar disinda CYP21P’ de saptanmis 7

missense mutasyon da 21-Hidrokslaz ekligi hastalarinda goriilmektedir (3).
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Genis Delesyonlar ve genis konversiyonlar

C4B ve CYP21 genlerini iceren genis delesyonlar cogu popiilasyonlarda
klasik 21-Hidroksilaz eksikligi hastalarinin allellerinin %20’sini kapsamaktadir.
Cogu delesyonlu allel HLA-A3, HLA-Bw47 ve HLA-DR7 haplotipleriyle
iligkilidir (3, 19, 25). “Unequal Crossing-over* rekombinasyonu sonucunda
ortaya cikan delesyonlar genellikle CYP21P’ nin ekzon 3 ve ekzon 8’ i arasinda
bir noktasindan bagslayip, C4B’ ye ve CYP21’ e dogru 30 kb kadar
uzanabilmektedir. Rekombinasyon sonucu 5’ ucu CYP21P’ ye 3’ ucu CYP21’ e
ait olan bir CYP21 geni ortaya cikmaktadir. CYP21P’ nin tasidig1 delesyonlar
aktivitenin olmadig1 bir 21-Hidroksilaz’ a yol acabilir. Homozigot delesyonlar
her zaman tuz kaybettiren tip klinikle iligkilidir. “Unequal Crossing-over*
rekombinasyonu sonucunda 30-kb’ lik gen bolgesi i¢inde duplikasyonlara yol
acarak 1 ya da 3 kopya kromozomal bolge ortaya cikmasina neden olabilir (Sekil
7). CYP21 geninin i¢inde ya da 3’ tarafinda gelisen “crossing-over” lar 21-
hidroksilaz aktivitesini etkileyebilir (3, 25, 34, 38).

Genis konversiyonlar klasik 21-Hidroksilaz eksikligi hastalarinin
allellerinin %10’unu kapsar (3). Konversiyon sonucu psédogenden aktif gene

aktarilan mutasyonlar enzim aktivitesini bozmaktadir.

C4A CYP21P CaB  CYP21

Kromozom 6

MAYOZ' da "Misalignment”
Kromozom 6

caa CYP21P CaB CYP21

\

3 kopya C4A-CYP21 - £— o— = Kromozom &
Tek Kopya C4A-CYP21 (DELESYON) ==[ = |ffje————

Kromozom 6

Sekil 7. “Unequal Crossing Over” ile delesyon olusumu (Speiser ve ark.

dan degistirilerek alinmustir).
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Nonsense ve Frameshift Mutasyonlar
Genis delesyonlar disinda enzim aktivitesinde tam kayba yol acan diger
mutasyonlardan ikisi: 318. kodondaki nonsense mutasyon olan Q318X ve ekzon

3’de bulunan 8 baz delesyonu’ dur (3).

(GIn-318—term) Q318X
Mutasyon ekzon 8 de 318. pozisyonda prematiir terminasyona neden olan
Nonsense bir mutasyondur. Mutant enzimin kalan aktivitesinin %0 oldugu

gosterilmistir. Tuz kaybettiren tip hastalikla iliskilidir (3, 11, 19, 31).

(G110A8nt) 8-baz Delesyonu
8-baz delesyonu ekzon 3’ de bulunmaktadir. Frameshift’ e neden olur. Mutant
enzimin kalan aktivitesinin %0 oldugu gosterilmistir. Tuz kaybettiren tip

hastalikla iligkilidir (3, 11, 19, 31).

Intron 2’ deki A /C den G’ ye doniisiim mutasyonu (IVS2-13A/C—G)
nt656g

Intron 2’de sondan 13 baz oOnceki niikleotid normalde Adenin ya da
Sitozin’ dir. Bu Adenin ya da Sitozin’ in Guanin’ e doniisiimii (nt656g) klasik
21-Hidroksilaz eksikligine bagli KAH’ de en sik goriilen alleldir. Mutasyon,
intron 2’ nin yanhs splice’ sina, 19 niikleotidin mRNA’ disinda kalmasina ve
okuma cercevesinin kaymasina neden olur (Anormal splicing). Cok az normal
enzim aktivitesi saptanabilir (<%5) fakat bu mutasyon icin homozigot ya da
hemizigot olan hastalarin tuz kaybettirici tip hastalikla iligkili olduklari
bilinmektedir. Siklikla bu mutasyonu tasiyan hastalarin fuz kaybi bulgular

ilerleyen aylarda ¢cikmaktadir (3, 11, 19, 31).

Ile-Val- Met-236-239—Asn-Glu-Lys (I1236N/V237E/M239K)
E6 Cluster Mutasyonlari
Ekzon 6’ da bu 3 mutasyonun toplandigr bolgedeki G heliksinin

etkilenmesi, enzim aktivitesinde tamamen kayba yol ag¢maktadir. Enzimin
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hedefine baglanmasini bozdugu gosterilmistir. Tuz kaybettiren tip ile iligkilidir
(3, 31, 38).

(Arg356— Trp) R356W
Ekzon 8 deki bu mutasyon enzim aktivitesi tamamen yok etmektedir.

Tuz kaybettiren tip ile iliskilidir (3, 31).

(Pro-30 —Leu) P30L

Ekzon 1’ de saptanmaktadir. Kiiltiire edilmis hiicrelerde %30-60
oraninda normal aktiviteye neden olan bir mutasyon olsa da enzimin anstabil
olabilecegine dair kanitlar gosterilmistir. Diger P50 enzimleri gibi CYP21’ de
enzimatik aktivitesi ve stabilitesi i¢cin amino terminus bdlgesinde diger
polipeptid alanindan prolin’ler ile ayrilmis hidrofobik bir “tail” tasimaktadir.
P30L mutasyonunun bu prolin’ leri etkileyerek enzim aktivitesi ve stabilitesinde
kayba yol actigr tartistlmistir. P30L Non-klasik 21-Hidroksilaz eksikligi
hastalarinin yaklasik %15’ inde bulunmaktadir (3, 11, 19, 38).

(Ile-172—Asn) 1172N

Ekzon 4’de bulunan Frameshift bir mutasyondur. Normalin %1’ i civar
enzim aktivitesine yol acan bu mutasyon ozellikle basit virilizan tip hastalikla
iliskilendirilmistir. Izolosin bolgelerinin 1172N mutasyonu sonucu etkilenmesi
enzimin endoplazmik retikulum ile iliskisini zayiflatarak, enzimin uygun
olmayan bir sekilde yerlesmesine neden olabilcegi tartisilmistir. Enzimin kalan
%1’ lik aktivitesinin aldosteron sentezi i¢in yeterli olabildigi ve tuz kaybina

neden olmadig1 gosterilmistir (3, 11, 19, 31, 38).
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e (Val-281—Leu) V281L
Ekzon 7°deki bu mutasyon endoplazmik retikulum ile iligkisini
zayiflatarak kalan enzim aktivitesinin %20-50 oranina diismesine neden
olmaktadir. HLA-B14;DR1 haplotipini tasiyan neredeyse tiim Non-klasik
hastalarda V281L mutasyonu goriilmektedir. Yaklasik %70 Non-klasik allel bu
mutasyonu tasimaktadir (3, 11, 19, 31, 38).

21-Hidroksilaz ekliginde goriilen CYP21P (psodogen) kaynakl olmayan mutasyonlar

21-Hidroksilaz eksikligine yol acan mutasyonlarin cogu CYP21P’ de bulunsa ve
CYP21’ e buradan aktarilsa da %5-10 oranindaki mutasyonlar bu sekilde ortaya
cikmamaktadir. Otomatize dizi analizi calismalarinin yayginlasmasi bu nadir goriilen
mutasyonlarin tanimlanmasim1 saglamistir (3). Psodogen kaynakli olmayan mutant
alleller genelikle intergenik rekombinasyonlar sonucu ortaya ¢iksada, de novo delesyon

ve gen konversiyonlar1 sonucunda da ortaya ¢ikabilmektedir.

Tablo 2. CYP21’ de sik saptanan mutasyonlar, fonksiyonel etkileri ve klinik iliskileri
3).

Degisikligin Adi Mutasyon Etki Enzim Akt.
Delesyqn Ve - Enzim yok %0
konversiyonlar
G110A8nt A708-715 Frameshift %0
E6 cluster mutasyonlari: .
1236N 1382 T—A Bozuk siibstrat %0
V237E 1382 T—A baglama ¢
M239K 1382 T—>A
Q318X 1996 C—T Nonsense %0
R356W 2110 c»T | Bozuk Rediktaz %0

iligkisi
IVS2-13A/C—G 656 A/IC—G Anormal splice <%5
1172N 1001 T—=A | Bozuk ER’ ye giris %1
V28I1L 1685 G—T | Bozuk ER’ ye giris %20-50
P30L gocr | BorukER'de %30-60
yerlesim
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172N

Orta
V281L
Hafif

Intron 2
Splice site

Adir

Sekil 8. Sik goriilen 8 mutasyon, gen i¢indeki pozisyonlari ve fenotipik etkileri.

2.6 Konjenital Adrenal Hiperplazi’ de Genotip Fenotip iliskisi

Klinik siniflandirmada, 21-Hidroksilaz eksikligi hastalarinin Aldosteron sentez
edemeyenleri tuz kaybettiren grupta yer alirken, tuz kaybettirmeyen fakat prenatal
virilizasyon bulgular1 gosterenleri basit virilizan grubunda yer alirlar. Etkilenmis
disilerin virilize olmadig1 daha hafif form Non-klasik tiptir. Bu siniflandirma genotip-
fenotip uyumlulugunu ortaya koymada da kullanilmaktadir. Delesyonlar ve genis
konversiyonlar genellikle tuz kaybettiren tip hastalikta saptanirken, nt656g (IVS2)
mutasyonu hem tuz kaybettiren hem basit virilizan formlarda saptanmaktadir. 1172N
karakteristik olarak basit virilizan tip hastalarda saptanir. P30L ve V281L mutasyonlar1
nonklasik 21-Hidroksilaz eksikligi ile daha cok iligkilidir (Sekil 9). Bu dagilim
hastalarin geri kalan enzim aktivitesi ile de uyumludur (3, 31, 39). Farkli mutasyonlar

icin birlesik heterozigot olan hastalarda bu yaklasimin dngériiciiligii azalmaktadir.
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Tablo 3. CYP21’ de sik saptanan mutasyonlar ve klinik iligkileri.

Mutasyon Tip Klinik iliskisi
Delesyon ve konversiyonlar Agr (Tip-A) Tuz kaybettiren
G110A8nt Agwr (Tip-A) Tuz kaybettiren
E%ggsﬁg;‘gaﬁggfﬁ Agr (Tip-A) Tuz kaybettiren
Q318X Agwr (Tip-A) Tuz kaybettiren
R356W Agir (Tip-A) Tuz kaybettiren
IVS2-13A/C—G Orta ( Tip-B) Basit virilizan
1172N Orta ( Tip-B) Basit virilizan
V281L Hafif (Tip-C) Non klasik
P30L Hafif (Tip-C) Non klasik

Mutasyonlarin enzim aktivitesinin etkilenmesi derecesine gore :
-agir ya da Tip-A (enzim aktivitesinin tamamen kayboldugu genotipler: Genis
delesyonlar, genis konversiyonlar, 8 baz delesyonu, E6 cluster mutasyonlari, Q318X ve
R356W
-orta ya da Tip-B (IVS2 ve enzim aktivitesinin %1 civar1 kaldig1 genotip 1172N)
-hafif ya da Tip-C (%20-60 enzim aktivitesinin kaldig1 genotipler V281L ve P30L)
seklinde siniflandirildiginda (Tablo 3):

Tuz kaybettiren tip; agir/agir genotip

Basit virilizan tip; agir/orta ya da orta/orta genotip

Non-klasik  tip;  agw/hafif, orta/hafif ve  hafif/hafif  genotipler  ile
iliskilendirilebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu iligki yaklasik %80 oraninda dogru
Ongoriim getirmektedir (3).

Genotip-fenotip uyumlulugu yiiksek olan bu hastalikta da bazi uyumsuzluklar
rapor edilmistir (3, 40). Raporlanan uyumsuzluklar 6zellikle nt656g, 1172N
mutasyonlarim1 ve birbirinden c¢ok farkli enzimatik aktiviteye sahip mutasyonlarin
birlesik heterozigot olduklar1 durumlari icermektedir. Nt656g mutasyonu agir klinikle
iligkilendirilse de bazi vakalarda yeterli enzimatik aktiviteye izin vermektedir. Yine
172N mutasyonu %1 civarindaki enzimatik aktivitesiyle basit virilizan tiple

iliskilendirilirken bazi1 vakalarda tuz kaybini engelleyemedigi raporlanmistir (40).
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Fenotipi, kalan 21-Hidroksilaz aktivitesi diginda etkileyen baska genetik ya da
cevresel faktorlerin varligi tartisilmaktadir. Ayni mutasyona sahip kardeslerin farkli
siddette tuz kaybi1 yasamalar1 ya da enzim aktivitesi olmayan hastalarin tuz kaybi

siddetinin zamanla azalabilmesi bunlara en iyi drneklerdir (3).

Genig delesyonlar
Genig konversiyonlar

8 baz delesyonu

E6 cluster mutasyonlan

Q318X

R356W
=
[71]
(]
a
[T
x
a
9
T

Agir yadaTip-A Orta va da Tip-B  Halfifya da Tip-C

TUZ KAYBETTIREN BASIT VIRILIZAN NON-KLASiK ~ ENZIM AKTIVITESI

Sekil 9. Sik gorillen mutasyonlar, enzim aktivitesine etkileri ve fenotipik
sonuglart.

2.7 Konjenital Adrenal Hiperplazi’ de Prenatal Tani ve Tedavi Yaklasimlar:

Konjenital Adrenal Hiperplazi prenatal tanisi miinkiin olan hastaliklardandir.
Prenatal tan1 endikasyonu ve talebi olan aileler oncelikle genetik danigma ile prenatal
taninin amaci, siireci ve muhtemel sonucglar1 hakkinda bilgilendirilmelidirler. Genetik
danismada prenatal taninin temel amaclari ailenin etkilenmis bir cocuga sahip olmasini
engellemek, ailenin dogacak cocukla ilgili endiselerini azaltmak ya da genetik hastalikli
dogacak bir cocuga hazirlamak olmalidir. Genetik damismada, prenatal taniyi
tamamlayic1 prenatal tedavi yaklasimlariyla etkilenmis disi fetiisiin virilizasyonunun

azaltilabilcegi agciklanmalidir (3,11,41).
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2.7.1 Prenatal Tam Yaklasimlari

Prenatal tanida CYP21 mutasyon analizlerini CYP21 dis1 molekiiler genetik
incelemeleri ve biyokimyasal testleri iceren bir¢ok yontem kullanilabilmektedir.

Ailede etkilenmis bireyin oldugu durumda, etkilenmis bireyin CYP21
genotipinin bilinip bilinmemesi prenatal tan1 planinm1 yonlendirmede ilk etkendir.

CYP21 mutasyonunun bilindigi ailelerde 21-Hidroksilaz eksikligine bagl
konjenital adrenal hiperplazinin prenatal tanisi gebeligin ilk trimesterinde CVS ya da
amniosentez sonucu elde edilen fetal DNA’ nin kullanilmasiyla direkt molekiiler
genetik analiz ile yapilabilmektedir.

Etkilenmis bireyin CYP21 genotipinin bilinmedigi durumlarda CYP21 lokusuyla
olan siki baglantist nedeniyle HLA haplotiplemesi tanida kullanilabilen
yontemlerdendir. Prenatal tanida ancak etkilenmis birey varliginda kullanimi miimkiin
olan HLA haplotiplemesi, gerceklestirilebilmesi durumunda yiiksek giivenilirlige
sahiptir (3, 37).

Ailede etkilenmis bireyin ve spesifik genetik tammin miimkiin olmadig
durumlarda biyokimyasal yaklasimlarla 17-OHP seviyelerinin amniotik sivida
Ol¢tilmesi uzun zamandir kullanilabilen bir yontem olsa da, 17-OHP’ un amniotik sivida
artmadig1 Non-klasik ve basit virilizan formlar ile deksametazon tedavisi alan annelerde
kullanilamamasi gibi dezavantajlart nedenleriyle ¢ok tercih edilmemektedir. Benzer
sekilde diger spesifik yaklasimlarin gerceklestirilemedigi durumlarda fetal cinsiyetin
belirlenmesi prenatal tami icin yonlendirici olabilmektedir. Prenatal sitogenetik
yontemlerle fetal cinsiyetin XX saptandigi durumlarda ultrasonografi ile fetiisiin dis
genital yapilarinda virilizasyon bulgular1 tanimlanmasi fetiisiin etkilenmis oldugunu

isaret edebilmektedir.

2.7.2 Prenatal Tedavi Yaklasimlari

Konjenital adrenal hiperplazide disi fetiiste dis genitalyanin virilizasyonu
postnatal donemde cerrahi yaklasimlarla biiyiik oranda diizeltilebilmektedir. Bu durum
virilizasyonun agirligi temelinde probleminin etkili bir ¢6ziimii gibi gériinse de hasta ve
aileye fiziki ve ruhsal yiikler getirmektedir. Prenatal dénemde plasentay1 gegebilen,

giiclii bir yan sentetik steroid olan “Dexamethasone’” un anneye uygulanmasi, fetal
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adrenaldeki asir1 androjenik aktiviteyi baskilayabilmekte ve hastalarin %60’1nda
prenatal virilizasyonu engellemekte ya da azaltmaktadir (3, 13, 37).

Ozgiin prenatal tedavi protokolleri, prenatal tan1 yontemlerinin kullanimin artist
ile paralel bicimde gelismektedir. Prenatal tedavi yaklasimlar1 detayli bir genetik
damsmayla baslamaktadir. Genetik danismada vurgulanmasi gereken esaslar verilen
tedavinin muhtemel maternal yan etkilerini, fetiis {izerindeki muhtemel fakat suanda
bilinmeyen yan etkilerini ve tedavinin degisken etkinligini icermektedir. Annenin
tedaviden etkilenebilecek bilinen bir rahatsizliginin olup olmadigi sorgulanmaktadir.
Gestasyonel diabet, overt diabet ya da hipertansiyon gibi durumlar verilecek tedaviden
etkilenebilmektedir.

Tedavinin 8-9. gestasyonel haftadan 6nce baslamasi1 onerilmektedir (3, 13, 18).
Tedavide Dexamethasone toplamda 20pg/kg/giin olacak sekilde 3 esit doza ayrilarak
verilmelidir. 10.hafta civar1 CVS gerceklestirilmeli fetal cinsiyet ve fetiisiin KAH’ dan
etkilenip etkilenmedigi CYP21 genotiplemesi ya da HLA haplotiplemesiyle
saptanmalidir.

Erkek ya da etkilenmemis disi oldugu saptanan gebelerin tedavisi kesilmelidir.

Fetiis disiyse ya da KAH prenatal tanist miimkiin degilse tedavi devam

etmelidir.

Benzer sekilde 14-15. haftalarda amniosentez ile de fetal cinsiyet ve KAH
prenatal tanis1 gerceklestirilip tedavi planlamasi yapilabilmektedir (3, 13, 18).

Tedavi alan anneler hiperglisemi, hipertansiyon, asir1 kilo alimi ve psikiatrik
problemlere kars1 takip edilmelidir. Tedavinin giivenilirligi tam olarak ortaya
konulmamis olsa da diisiik dozda dexametasone ile tedavi edilmis fetiislerin bu
durumdan olumsuz etkilenmedikleri diisiiniilmektedir. Fakat yine de fetal takipte
biiyiime geriligi, hidrosefali, hidrometrokolpos gibi problemlere dikkat edilmesi
onerilmektedir (18).Yapilan calismalar ve 10 yili bulan uzun dénem takipleri sonucunda
herhangi bir yan etki raporlanmamustir (15). Kisa 6nemde ise perinatal takipte fetal

adrenal supresyon olasilig1r mutlaka akilda tutulmalidir (Sekil 10).
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Genetik Damsma Bilgilenditme Dogrlama

indeks Vakanm
21-OHD oldugunun Tedavi etkinligi Amne Non-diabetik
0LAYL. Yan etkiler Anne Non- Hipertansif|

Fetal USG ile gebelil
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Dogumn

Sekil 10. KAH’ de prenatal tedavi yaklasimi. (Milunsky’ den degistirilerek
alinmustir) (18).

2.8 Konjenital Adrenal Hiperplazi tamisinda kullanmilabilecek Genetik Tam

Yontemleri

Konjenital Adrenal Hiperplazi tanisinda fizik muayene, biyokimya ve
goriintileme yaklagimlariyla es zamanli yiiriitilmesi gereken kromozom analizi ve
FISH analizleri, sonraki basamakta uygulanacak olan molekiiler genetik tam

yontemlerinin gerekliligini belirleyebilmektedir.

¢  Kromozom Analizi
Kromozomlarin yap1 ve sayilariyla ilgili ¢aligmalar 1956 yilinda Tijo ve
Levan tarafindan baslatilmis, insan kromozom sayis1 46 olarak tanimlanmistir
(41). Insandaki 46 kromozom, 22 cift otozom ve bir cift cinsiyet

kromozomundan olugmaktadir. Bu 23 cift kromozomun sayisal ve yapisal
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degisikliklerinin saptanabildigi kromozom analizleriyle bu degisikliklerin

hastaliklarla iligkileri ortaya konulabilmektedir.

Bu cercevede kromozom analizi gerceklestirlmesi gereken bazi durumlar
sunlardir:
1. Biiyiime ve gelisme sorunlar1 (Mental retardasyon, biiyiime ve gelisme
geriligi, dismorfism, multiple konjenital malformasyonlar, kuskulu genital yap1)
2. Ailesel kromozomal anomali dykiisii
3. Fertilite problemleri (Infertilite ya da tekrarlayan diisiik oykiisii olan ciftler,
amenore ile bagvuran kadinlar)
4. Neoplaziler
5. lleri yas gebelikleri (Prenatal sitogenetik yaklasimlar)
6. Gebelikte USG anomalileri
7. Olii dogum ve neonatal 6liim.
8

. Rekiirren spontan abortuslarda, diisiik materyalinin sitogenetik analizi

Yukarida bahsedilen amaclarla kromozom analizi gerceklestirmek i¢in en
stk periferik kandaki beyaz kiireler kullanilmaktadir. Hastadan alinan kan
orneginden hiicre kiiltiirii olusturulur, beyaz kiirelerin boliinmesi uyarilir. Belli
siireler sonunda boliinmeleri hiicre dongiisiiniin metafaz fazinda durdurulur ve
metafaz kromozomlari elde edilir. Analize uygun yontemlerle boyanmak iizere
lamlara yayilir. Rutin sitogenetik analizde en sik kullanilan ydtem olan G-
Bantlama’ da preperatlar Giemsa boyasiyla boyanir ve 1sitk mikroskobunda
incelenir. Kromozomlarin ayirt edilmesinde ve bantlarin tanimlanmasinda
uluslararast kabul gormiis “International System For Human Cytogenetic

Nomenclature” (ISCN) siniflandirma sistemi kullanilir (41).

e FISH
Bir kromozomun tamaminin ya da bir kromozom bdlgesinin sayisini ve
organizasyonunu degerlendirmek i¢in ve 6zel bir DNA dizisinin varligim ya da
yoklugunu gosterebilmek icin Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi

gelistirilmistir. Bu yontemde ilgilenilen kromozoma, kromozom bdlgesine ya da
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DNA dizinine 6zgii problar kullanilir. Problar sitogenetik yontemlerle
hazirlanmis preperatlara uygulanir ve hem metafaz kromozomlart hem de
interfaz hiicreleri iizerinde etkindirler. Problarin 6zgiin olarak hazirlandiklari
DNA dizinlerini floresan boya ile isaretlemesi ve preperatin uygun floresan
mikroskopta incelenmesiyle, o dizinin varligi ya da yoklugu ve metafazda
kromozomlar iizerindeki lokalizasyonu belirlenebilir. Bu molekiiler sitogenetik
yontem rutin sitogenetik analizin hem kapsamini hem de kesinligini belirgin
sekilde genisletmistir. Ayrica hizli sonu¢ alma ve interfaz nukleuslarinda
kullanim imkami saglamasindan dolay1 prenatal tamida siklikla kullanilmaktadir
(41).

KAH gibi kugkulu genital yapiya neden olan hastaliklarda genotipik
cinsiyetin hizla belirlenmesi kritik bir 6neme sahip oldugundan X ve Y

kromozomlarina yonelik FISH analizleri siklikla kullanilmaktadir.

PCR ve Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR ve RFLP)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu iki oligoniikleotid primer arasindaki bir
DNA fragmanin enzimatik c¢ogaltilmasidir. Bu primerler ilgilenilen DNA
dizisini, her iki zincirde birbirine zit yonde sinirlayacak sekilde hedef DNA
dizisine komplamenter olarak dizaynedilmistir. Primerler arasinda kalan dizin
DNA polimeraz enzimiyle sentez edilerek kopyalanmuis olur.

Reaksiyon “Denatiirasyon”, “Annealing” ve “Elongasyon”dan olusan 3
adimda tamamlanir. “Denatiirasyon” adim 95°-100°°de gerceklesir ve hedef
DNA ikili zincirinin Hidrojen baglar1 kopar iki tekli zincir haline gelir.
Primerlerin tekli zincir hedef DNA’ ya ideal hibridize oldugu 1s1 “Annealing”
1s1s1dir ve primerlein niikleotid dizilimine gore degiskenlik gosterir (40°-60°). 3.
adim olan “Flongasyon” da DNA polimeraz enzimi aktive olur ve ortamdaki
Deoksi-Adenozin (dATP), Deoksi-Timidin (dTTP), Deoksi-Guanozin(dGTP) ve
Deoksi-Sitidin  (dCTP) Trifosfat molekiillerini kullanarak hedef DNA’ ya
komplementer zincirin sentezini gerceklestirir. Bu adimda 70°-75°" de
gergeklesir. Bu iic adimim her tamamlanis1 (bir siklus) hedef DNA dizisinin
miktarmin iki kat artistyla sonuclanir. Bir PCR reaksiyonu ortalama 20-40

siklustan olusur (Sekil 11).
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Sekil 11. PCR reaksiyonu.

Restriksiyon enzimleri (Restriksiyon Endoniikleazlar1) DNA dizininde
kendilerine 6zgiil niikleotid dizilerini tamiy1p ikili ya da tekli zincir DNA’ y1
kesen enzimlerdir. DNA dizilerindeki degisiklikler (mutasyonlar ya da
polimorfizmler) restriksiyon enzimlerinin belirli kesim boélgelerini bozabilir ya
da yeni kesim bolgesi yaratabilirler. Bunun sonucunda da DNA dizisindeki
degisikligin farkli kesim {iriinleri ortaya cikacaktir. RFLP yoOntemi ile tek
niikleotid polimorfizmleri gosterilebilecegi gibi bilinen mutasyonlar da
tanimlanabilir. Mutasyonlarin olusturduklar1 ya da yok ettikleri “restriksiyon
enzimi tamima bolgeleri” nin olusturduklar1 6zgiin kesim iiriinlerinin ethidium
bromide ile boyanmis agaroz jelde yiiriitiillmesiyle taninmast miimkiindiir (41).

Bu yontem 21-Hidroksilaz eksikligine bagli Konjenital Adrenal
Hiperplazi’ nin de dahil oldugu mutasyonu bilinen bir cok genetik hastalikta
kullanildig1 gibi, preimplantasyon genetik tanida da mutasyonlarin taranmasi

icin kullanilmaktadir.

e Allele Ozgii Oligoniikleotid Hibridizasyonu — Klonlanmis DNA Problari ile
Southern Blot Analizi

Bir genetik hastalia ait tanimlannmis mutasyonlarin taranmasinda

kullanilan etkili bir yontemdir. Allele-specific Oligonucleotide (ASO) mutant ya

da normal DNA dizinine komplementer hazirlanmis bir probdur. Bu sentetik

oligoniikleotidler hedef DNA ile aralarinda tek baz uyumsuzluk oldugu durumda
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bile hibridize olmazlar. Boylece hedef DNA’ daki tek baz dizi degisikliklerini
bile yansitabilirler.

21-Hidroksilaz eksikligine bagli Konjenital Adrenal Hiperplazi® de
bilinen nokta mutasyonlar1 Allele Ozgii Oligoniikleotid (Allele-specific
oligonucleotide-ASO) problar1 kullanilarak taninabilmektedir.

Ayrica CYP21 cDNA klonu elde edilmesiyle delesyonlarin ve
konversiyonlarin etkiledikleri gene-6zgii kesim (restriction) noktalar1 Southern
Blot ile taninir hale getirilebilmektedir. Bu da ¢ogu popiilasyondaki allellerin

%25’ ini kapsamaktadir (3, 41).

Single strand conformation polymorphism (SSCP)

Tekli zincir DNA molekiiliiniin niikleotid dizisindeki degisikliklerin
olusturdugu bi¢im (konformasyon) farkliliklarinin kullanildigi bir yontemdir.
SSCP analizi, Orneklerin nondenatiiran poliakrilamid jel elektroforeziyle
yiiriitiilmesi ve niikleotid dizilimleri dolayist ile konformasyonlari farkl
olanlarin, farkli hareketlerinin gozlenmesiyle yapilir. Bu yontemle allele 6zgii

calismalarda tamimlanamayacak yeni mutasyonlar saptanabilir (43).

Ligation detection reaction (LDR)

DNA ligaz bir oligoniikleotidin hedef DNA’ ya hibridize oldugunda
fosfodiester baglar1 olusturan bir enzimdir. Baglarin olugsmast ve
oligoniikleotidin DNA’ kenetlenmesi (seal) bu ikisinin uyumu ile paraleldir. Tek
bazlik uyumsuzluk reaksiyonu engeller. Bu sayede nokta mutasyonlart 6zgiin

oligoniikleotidler kullanilarak saptanabilir (43).

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

2002 yilinda tanimlanmis olan yontem ile aym anda 50 genomik DNA
dizisinin anormal kopya sayist multipleks PCR reaksiyonu temelinde
saptanabilmektedir. Denetlenen genomik DNA dizilerinin bir baz farkliliklari
dahi saptanabilmektedir. Reaksiyonda alisilmis hedef DNA amplifikasyonunun
aksine MLPA problar1 amplifiye edilir. Reaksiyonun ilk asamasinda denatiire
edilmis DNA’ ya problar hibridize edilir. Denetlenecek her bir DNA dizisi i¢in 2
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yari-prob mevcuttur. Her bir yari-prob hedef DNA’ ya komplementer olan
(Hibridizasyon dizisi) bir kisim ve PCR Primer kismi icerir (Sekil 12-1).
Denatiirasyon ve hibridizasyon sonrasi 2 yari-prob hedef DNA’ ya tutunmustur.
Eger Hibridizasyon dizisi hedef DNA’ ya tam hibridize olmussa (Hedef DNA
dizisinde bir degisiklik yoksa) Ligasyon reaksiyonu 2 yar1 probu birbirine
baglar, tek bir prob olusur (Sekil 12-2). Bu problar 6zgiin uzunluktadir.
Ligasyon sonucu ortaya cikan prob iki PCR primerine sahip oldugundan sonraki
adimdaki PCR isleminde bu prob amplifiye edilir (Sekil 13-3). Hedef DNA’ ya
tam hibridize olamayan yari-problar ligasyonla birlestirlmez ve PCR isleminde
iki primeri olmadigindan amplifiye edilmez. Kapiller elektroforezde
yiiriitiildiiginde amplifiye olmus olan problar uzunluklarina 6zgiin piklerle
kendilerini gosterir (Sekil 23). Piklerden elde edilen “Relatif Peak Area” lar
referans kontrollerle karsilastirilip, problarin hibridize olduklart DNA dizileri

hakkinda kopya sayis1 agisindan bilgi elde edilir.
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1. DENATTTRASYON ve HIBRIDIZASYON
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Sekil 12. MLPA  reaksiyonun basamaklar1 (www.mlpa.com’ dan

degistirilerek alinmistir)

DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ilgilenilen DNA bolgesinin niikleotid dizilimi ortaya
koydugundan, yeni mutasyonlarin tanimlanma sansi dogmaktadir. DNA dizi
analizi diger yoOntemlerin mutasyonu tanimlayamadigi durumlarda ve

popiilasyon ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir.



DNA dizi analizinde giiniimiizde kullanilan en yaygin yaklasim 1980
yilinda gelistirilen Sanger yontemidir. Yontemin temelinde orijinal kalip dizi
icin komplamenter DNA dizisini sentezleyen DNA polimerazin terminator
niikleotidlerle reaksiyonun durdurulmasi yatmaktadir. Normade DNA, dort ¢esit
deoksiniikleotid trifosfatla sentezlenir. Her bir niikleotid 3’ -OH ucundan bir
sonraki niikleotide baglanir. Sanger yontemiyle sentetik oligoniikleotid
sentezinde 3’ -OH molekiilii kritik rol oynar. Sentez sirasinda zincire bir
dideoksiniikleotid eklenmesi zincir uzamasini sonlandirir. Ciinkii 3. karbon
atomundaki 3'-OH molekiiliniin oksijen atomu bulundurmamasi zincirin
uzamasina izin vermez. Reaksiyonda asimetrik amplifikasyon ile elde edilmis
tek iplikcikli DNA; DNA Polimeraz enzimi ile ddNTP ve bir tanesi radyoaktif
olarak isaretlenmis dNTP kullanilir. Ortama radyoaktif P32, S35 veya P33
eklenir. Isaretleme primerlere ya da ortama eklenen dNTP'lerden birisine de
yapilabilir. DNA zincirinin uzamasinin durdugu bu reaksiyon sonucunda, primer
sonundan baslayip; prematiire sonlanmalarin oldugu bélgeler kadar uzunluktaki
DNA parcalari ortaya cikar. Dort farkli enzimatik reaksiyonda, dort farkli
ddNTP kullanilarak (A,C,G,T) birer reaksiyon elde edilir. Yiiksek hassasiyetli
poliakrilamid jel elektroforezi ya da kapiller elektroforezde yiiriitiilen ornekler,

ilgilenilen DNA boélgesinin dizinini ortaya koyar.

44



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Hasta Grubu

Bu calismaya yas araligi gozetmeksizin 2005-2010 yillar1 arasinda Ondokuz
May1s Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali ile Pediatri Anabilim
Dali Genetik ve Endokrinoloji Bilim Dallar1 tarafindan takip edilen 21-Hidroksilaz
Eksikligine bagl Klasik Tip Konjenital Adrenal Hiperplazi tanil sitogenetik ve CYP21
iliskili molekiiler genetik calismalar1 tamamlanmis 26 hasta dahil edilmistir. Hastalarla
ilgili bilgilere Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Pediatrik Genetik Bilim Dali hasta
dosyalarindan ulagilmistir. Tiim calismalar hasta ailelerinden onam alinarak

ylriitiilmiistiir.

3.2 Metod

Hasta popiilasyonunda, literatiirde farkli popiilasyonlarda yapilan caligmalarda
sik rastlanan 7 nokta mutasyonu ve 2 delesyona yonelik RFLP ve MLPA uygulamalar

ylriitiilmiistiir.

3.2.1 Molekiiler Tam Testleri

Hastalardan alinan periferik kan orneklerinden High Pure PCR Template
Preperation Kit (Roche) kullanilarak DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Kan
orneklerinin 200 pl’ si ependorf tiipiine aktarildi. Tiipe 200 ul Binding Buffer eklendi
ve pipetaj yapildi. Ardindan 40 pl Proteinaz K eklendi ve pipetaj yapildi. Tiip
vorteksendi ve 70°C” de 10 dakika bekletildi. Siire sonunda tiipe 100 ul izopropanol
eklendi, pipetaj yapild1 ve tiim soliisyon filtreli tiipe aktarildi. 8000 Rcf” de 1 dakika
santrifiij edildi. Filtreli tiipiin altindaki ependorf atildi, fitreli tiip yeni ependorfa
yerlestirildi. Filtreli tiipe 500 pl Inhibitor Removal Buffer eklendi ve 8000 Ref” de 1
dakika santrifiij edildi. Alt tiip atild1 yenisi yerlestirildi. Filtreli tiipe 500 ul Washing
Buffer eklendi ve 8000 Rcf” de 1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan sivi atild1 ve ayni
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islem tekrarlandi, alt tiip atildi, yenisi yerlestirildi. 13000 Rcf” de 10 saniye santrifiij
edildi. Alt tiip atild1. Filtreli tiip DNA’ nmin saklancagi ependorfa yerlestirildi. 70°C’ de
1sitilmis olan Elution Buffer’ dan 50 pl eklendi 10 saniye beklendi. 8000 Ref’ de 1
dakika santrifiij edildi. DNA’ nin i¢inde toplandigi Ependorf tiipii hasta bilgileriyle
etiketlenerek -20°C’ ye kaldirildi.

3.2.2 Cyp21 Geninde Incelenen Bolge ve Kullanilan Primerler

Literatiirde farkli popiilasyonlarda yapilan c¢aligmalarda rastlanan 7 nokta
mutasyonu, 8-bp’ lik delesyon ve daha genis delesyonlar PCR amplifikasyonunu
takiben RFLP yontemiyle incelendi. Bu 9 degisiklkigin incelenmesi igin 0zgiin
primerlerle 6 farkli pcr amplifikasyonun gergeklestirildi (Tablo 4) (Sekil 13).

7 nokta mutasyonu i¢in CYP21 genine 6zgiin 4 farkli PCR amplifikasyonu i¢in
psodogeni amplifiye etmeyen 6zgiin primerler kullanildi (Tablo 4). Elde edilen PCR
tirtinleri uygun Restriksiyon Enzimleriyle kesildi (Tablo 8-9). PCR-RFLP yontemiyle
taranan P30L, IVS2-13A/C, 1172N, E6 Cluster (1236N/V237E/M239K), V281L,
Q318X ve R356W mutasyonlarinin allellerine 6zgiin DNA fragmanlar1 (Tablo 9)
agaroz jelde gosterildi.

8-bp delesyonu ya da genis delesyonlarin saptanabilmesi icin 2 farkli PCR
amplifikasyonu gerceklestirildi. Birinci amplifikasyonda CYP21 ve CYP21P genlerinin
3. ekzonundaki bolgeyi 6zgiin olmayan bir sekilde amplifiye eden P7 ve P8 primerleri
kullanild1 ve delesyon gosterildi. 8-bp delesyonu ve genis delesyon ayirimi yapabilmek

icin CYP21 genine 6zgiin ikinci bir pcr amplifikasyonu gerceklestirildi.
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Tablo 4. CYP21 geni PCR amplifikasyonunda kullanilan primerlerin dizileri.

(Listede reverse primerler koyu ve italik yaz tipiyle belirtilmistir. Alt1 ¢izilen bazlar ilgili primerin

CYP21 genine 6zgiin olmasim saglamaktaydi.)

Primer Sekans (5°-3")

P1 GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC

P2 GCCGTGTGGTGCGGTGGGGCAAGGCTA
P3 AGGTCAGGCCCTCAGCTGCCTTCA

P4 GGCTTTCCAGAGCAGGGAGTAGTC

P5 TCTCCGAAGGTGAGGTACCAG

P6 TCGGTGGGAGGGTACCTGAA

P7 GTCTAGGAACTACCCGGACCTGTC

P8 CTTCTTGTGGGCTTTCCAGAGCAG

P9 AGCTGCATCTCCACGATGTGA

Tablo 5. PCR calismasinda kullamlan primerler ve elde edilen PCR
fragmanlarimin biiyiikliikleri.

FRAGMAN FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER PCR URUNU
Fragman I P1 (Ekzon 3) P2 (Ekzon 8) 1460 bp
Fragman II P3 (Intron 2) P4 (Ekzon 3) 128 bp
Fragman IIT P1 (Ekzon 3) P5 (Ekzon 4) 330 bp
Fragman IV P6 (Promoter) P4 (Ekzon 3) 854 bp
Fragman V P7 (Ekzon 3) P8 (Ekzon 3) 56-64 bp
Fragman VI P3 (intron 2) P9 (Ekzon 6) 789 bp
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3.2.5 PCR iiriinlerinin elde edilmesi

Pz

PCR’ da elde edilen fragmanlarin gendeki ekzonlarla iliskisi.

Her bir hasta i¢in 6 farkli PCR amplifikasyonu gergeklestirildi. Fragman 1 icin

50ul total hacimde, diger fragmanlar icin 25ul total hacimlerde PCR amplifikasyonlar1

gerceklestirildi (Tablo 6 ve 7).

Tablo 6. PCR calismasinda kullanilan bilesenlerin miktarlari.

50 ya da 25 pl REAKSIYON HACMI ICIN
REAGENT Sgggs ggfgglNG GEREKLI MIKTAR
F1 F2 F3 F4 F5 Fé
10X Tagbuffer [10X 10x Sul  |2,5ul  [2,5u1  |2,5u1  |2,5ul  [2,5ul
dNTP mix 20mM 2mM 6ul  |3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Primer T 1600ng/ul [160ng/ul  [0,8ul |0,4ul  [0,4ul  [0,4ul  |0,4ul  ]0,4ul
Primer IT 1600ng/ul [1600ng/ul 10,8ul [0,4ul |0,4ul  (0,4ul ]0,4ul |0,4ul
Tag Polymerase |Su/ul Su/ul 0,4ul (0,2pul  10,2ul  (0,2ul  ]0,2ul  [0,2ul
MgCl; 25mM 25mM - (10X Tag buffer iginde mevcuttu)
DISTILE SU 35ul (17,51 |17,5ul |17,5u1 |17,5u1 [17,5ul
TEMPLATE DNA  (2ul |1ul Tul 1ul Tul Tul
REAKSIYON HACMI |50 ul [25ul 25ul 25ul 25ul 25ul

PCR amplifikasyonunda kullanilan primerler, liyofilize halden 1600ng/ul
konsantrasyonda olacak sekilde sulandirilip stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyondan

160ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde working soliisyon hazirlandi. Stok dNTP
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soliisyonu her biri 100mM konsantrasyondaki ATP, CTP, GTP ve TTP stok
soliisyonlarindan esit miktarlarda alinip bir birim distile su eklenerek 20mM
konsantrasyonda hazirlandi. Stok dNTP soliisyonun sulandirilarak 2 mM’ lik working
soliisyon elde edildi (Tablo 6).

Tablo 7. PCR calismasinda kullanilan Thermal Cycler programlar:

PCR Programlari
ISI SURE SIKLUS

F1 F2 F3 F4 F5 Feo
Denatiirasyon : 95° 95° 95° 95° 95° 95° 5 dakika 1

Denatiirasyon : 95° 95° 95° 95° 95° 95° 1 dakika
Annealing :60° 58°  58°  56° 58°  56° 1 dakika 33
Elongasyon :72° 72° 72° 72° 72° 72° 1 dakika

Elongasyon :72° 72° 72° 72° 72° 72° 10 dakika 1

Saklama 140 4° 4° 4° 4° 4° 00

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilene kadar saklanmak icin 4°’ deki

sogutucuya kaldirildi.

3.2.6 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

PCR iiriinleri %5 oraninda Ethidium Bromiir iceren %3’ liikk Agaroz jelde UV
151k kaynagi araciligi ile goriintiilendi. Bunun i¢in 6nce 3 gr agaroz tartildi ve 100ml 1x
TBE soliisyonuna eklendi. Mikrodaga firinda 30 saniyede bir karistirilarak pisirildi.
Tamamen seffaflasan cozeltiye 5ul Ethidium Bromiir eklendi ve karistirildi. Ceker
ocakta, hava kabarcigi kalmayana ve 1s1s1 diisene kadar bekletildi. Elde edilen jel uygun
sayida kuyu iceren tarak yerlestirilmis olan jel tablasina dokiildii. Tamamen donmus
olan jel, tablasiyla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. PCR iiriinlerinin
gosterilmesi igin, birinci kuyuya 1ul marker DNA, 1ul 6x Jel Yiikkleme Tamponu ve
4ul distile sudan olusan karisim yiiklendi. Diger kuyulara Sul PCR {iriinii ve 1ul “6x Jel

Yiikleme Tamponu” ndan olusan karisimlar yiiklendi. Elektroforezde 80 voltta 60
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dakika yiiriitiildii. Bu siirenin sonunda jel UV goriintii analizi sisteminde goriintiilendi

ve resimlendi.

3.2.7 Enzimle Kesim

Calismada taranan 7 nokta mutasyonu, PCR yontemiyle amplifiye edilmis 4
DNA fragmaninin ilgili restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle denetlendi.

Fragman 1’e ait PCR iiriinleri Mbol, Alw211, Pstl ve Acil enzimleriyle kesilerek
strastyla E6 Cluster, V281L, Q318X ve R356W mutasyonlar1 acisindan degerlendirildi.

Fragman 2’nin Alul enzimiyle kesilmesi sonucunda IVS2-13A/C mutasyonu,
Fragman 3’iin Bsel I enzimiyle kesilmesi sonucunda I1172N mutasyonu ve Fragman
4’iin Acil enzimiyle kesilmesi sonucunda da P30L mutasyonu denetlendi.

Enzimle kesim icin 10ul PCR fiiriiniine, restriksiyon enzimin {ireticisinin
onerdigi miktarlarda buffer, distile su ve enzim karisimi eklendi ve bu karisim enzimin
calisma 1s1sinda 16 saat inkiibe edildi. Kesim iiriinleri agaroz jelde goriintiilene kadar
4°° 1lik sogutucuda saklandi.

Enzimle kesim calismalar bilegenleri ve ilgili 1silar Tablo 8 de gOsterilmistir.

Tablo 8. RFLP’ de kullanilan bilesenlerin miktarlari.

Fragman Mutasyon Enzim Is1 Tanmima Bolgesi Bilesenlerin Miktarlar
Enzim Buffer PCR dH20 BSA

F1 E6 Cluster Mbol 37°  GATC 1ul 2ul 10ul 18ul -

F1 V281L Alw211  37°  GTGCT 1ul 2ul 10ul 18ul -

F1 Q318X Pstl 37°  CTGCA 0,7ul  3ul 10ul 16ul  0,3ul

F1 R356W Acil 37° CCGC Tl 2ul 10ul 18ul -

F2 IvVS2 Alul 37°  AGCT 1ul 2ul 10ul 18ul -

F3 1172N Bsell 65° ACTGGN lul 2ul 10ul 18ul -

F4 P30L Acil 37°  CCGC 1l 2ul 10ul 18ul -
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3.2.8 Restriksiyon Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Analizi

Enzim kesim iiriinleri, Ethidium Bromiir ile hazirlanmis %3’ liik agaroz jelde
goriintiilendi. Agaroz jel yukarida aciklandigi gibi hazirlandi, ornekler yiiklendi ve
yiriitiilldi. Enzimle kesim sonrasi normal ve mutant allellere ait beklenilen DNA

fragmanlar1 Tablo 9’ da gosterilmistir.

Tablo 9. Enzimle kesim iiriinlerinin beklenilen DNA segment uzunluklari.

Fragman Mutasyon Enzim Enzimle Kesim Sonrasi DNA Segment Uzunluklari
(bp)
Wild Type Homozigot Mutant
F1 E6 Cluster Mbol 349,336,332,257,183 685,332,257,183
F1 V281L Alw211 991,205,170,91 1161,205,91
F1 Q318X Pstl 584,300,298,154,121 584,452,300,121
F1 R356W Acil 420,272,189,166,131,65, 420,272,219,166,
56,55,34,30,12,10,9,8 131,65, 56,55,34,
12,10,9,8
F2 1VS2 Alul 60,51,15 60,34,17,15
F3 1172N Bsell 231,95 217,95,14
F4 P30L Acil 464,167,153,43,27 464,196,167,27
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3.2.9 MLPA

MLPA calismasi i¢cin MRC Holland firmasimin iirettigi SALSA MLPA KIT
P050-B2 CAH (Lot0408) kiti kullanildi. Kit icinde CYP21A2, CYP21A1P, TNXB,
C4A, C4B ve CREBLI1 genlerine yonelik hazirlanmis problar bulunmaktaydi (Tablo
11).

33 probdan olusan setin 14’ii KAH lokusunu kapsamaktaydi.

Bunlardan 5 prob CYP21A2’ ye 6zgii problardi (Tablo 8). Bu 5 probdan Ekzon
1, 3, 4, 6 ve 8 e yonelik hazirlanmis olanlar bu lokuslardaki 4 mutasyonun “Wild

Type” DNA dizisine gore tasarlanmisti (Tablo 10).

Tablo 10. Ekzon 1, 3, 4, 6 ve 8’ e yonelik hazirlanmis problar, ilgili mutasyonlar

Prob Uzunluk (bp) Ekzon Prob (")zelligi
CYP21A2 probe 4804-L4179 202 Cyp21A2 Ekzon 1 -
CYP21A2 probe 1974-L1507 172 Cyp21A2 Ekzon 3 Wild Type 8-bp del
CYP21A2 probe 1975-L1508 211 Cyp21A2 Ekzon 4 Wild Type I172N
CYP21A2 probe 1976-L1509 229 Cyp21A2 Ekzon 6 Wild Type E6 Clust
CYP21A2 probe 5477-L4895 283 Cyp21A2 Ekzon 8 Wild Type Q318X

KAH lokusuyla iligkili 14 probun kalan 9 tanesini C4A Ekzon 17, C4B ekzon
10, TNXB Ekzon 32, TNXB ekzon 15, TNXB ekzon 1, CREBL1 ekzon 1, CYP21A1P
5’ ekzon 1, CYP21AIP intron 2 ve CYP21A1P ekzon 10 problar1 olusturmaktaydi. Bu
problar lokustaki rekombinasyonlar sonucu ortaya c¢ikan delesyon ve duplikasyonlarin
gosterilemesine yonelik dizayn edilmisti.

Bunlar disinda 6p21.3° e yonelik diger 2 prob, 1 Y kromozom probu ve 16
referans probu ile toplam prob sayist 33 olmaktaydi (Tablo 11).
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Tablo 11. SALSA MLPA KIT P050-B2 CAH (Lot0408) kiti prob icerigi.

Uzunluk (nt)

SALSA MLPA problari

‘ Kromozomal Pozisyon

64-70-76-82

Q-Fragmanlari: DNA miktarini gosterir.

88-92-96 | D-Fragmanlari: Denatiirasyonu gosterir.
100 X-Fragmani: X kromozomuna spesifiktir.
105 Y-Fragmani: Y kromozomuna spesifiktir.
REFERANS | DiGER | KAH
1 130 Referans Prob 0797-L0463 5q31
2 136 LTA probu 0662-1.0158 6p21.3
3 142 Referans Prob 4199-1.3535 20q13
4 148 Referans Prob 0594-1.0011 11q13
5 154 C4B probu 2357-1.2586 C4BExon 19
6 160 Referans Prob 5266-L.4649 2p22
7 166 Referans Prob 1565-L1137 22926
8 172 CYP21A2, probu 1974-L.1507 Exon 3
9 178 C4A probu 4802-1.4177 C4AExon 17
10 184 Referans Prob 2516-L.1947 17q11.2
11 193 Referans Prob 0486-L0083 11p13
12 202 CYP21A2, probu 4804-1.4179 Exon 1
13 211 CYP21A2, probu 1975-L.1508 Exon 4
14 220 Referans Prob 5038-1.4424 9p13
15 229 CYP21A2, probu 1976-L.1509 Exon 6
16 238 UTY probu 1071-L.0464 Chr. Y
17 247 Referans Prob 1604-L1186 13p
18 256 Referans Prob 2469-.1913 15921
19 265 CYP21A1P probu 4805-1.4180 5’ exon 1
20 274 Referans Prob 2319-1.1810 19p13
21 283 CYP21A2, probu 5477-L.4895 Exon 8
22 292 TNXB probu 1982-1.1515 Exon 32
23 301 Referans Prob 1575-L.1147 22ql2
24 310 TNXB probu 3033-1.2588 Exon 15
25 319 TNXB probu1980-L.1513 Exon 1
26 328 Referans Prob 1918-1.1462 1921
27 337 CREBL1 probu 1979-L.1512 CREBLI
28 346 BAK probu 1994-1.0363 6p21.3
29 355 CYP21A1P probu 4807-1.4182 Exon 10
30 364 Referans Prob 1252-1.0902 2pl6
31 373 Referans Prob 4362-L.3782 Tp
32 382 CYP21A1P probu 4806-1.4181 Intron 2
33 391 Referans Prob 2184-1.1682 6926
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Hastaya ait DNA o6rneginden 1-2ul si (yaklasik 100ng DNA) 200ul’ lik PCR
tipiine aktarildi, total hacim TE buffer ile Sul’ ye tamamlandi. Buharlagmay1
engellemek i¢in 10ul mineral yag eklendi ve PCR cihazina yerlestirildi. Cihazda MLPA
Hibridizasyon programi baslatildi. Bu sirada MLPA Probe Mix ve MLPA Buffer’in her
birinden 1,5 pl almarak miks-1 hazirland1 ve 98°C 5 dakika adimindan sonraki 25°C
adiminda PCR tiiptine eklendi. Karisim asagidaki programa gore PCR cihazinda
tutuldu. 60°C” de 16 saat bekletildi.

Hibridizasyon

1. 25°C 20 dakika (safety step)
2. 98°C 5 dakika

3. 25°C sonsuz (Miks-1 Eklenir)
4.95°C 1 dakika

5.60°C 16 saat

16 saatlik inkiibasyonun tamamlanmasindan 6nce 25ul distile su, 3ul Ligase-65
Buffer A, 3ul Ligase-65 Buffer B ve 1ul Ligase-65" den olusan Ligase-65 Miksi (miks-
2) (32ul) hazirland1. Hazirlanan miks PCR cihaz1 54°C’ ye gelince PCR tiipiine eklendi.
Asagidaki programa gore devam edildi. Reaksiyon tamamlaninca Ligasyon iiriinleri

4°C’ ye ya da -20°C’ ye kaldirildi.

Ligasyon

6. 54°C sonsuz (Mik-2 Eklenir)
7.54°C 15 dakika

8. 98°C 5 dakika

9. 4°C sonsuz

Yeni PCR tiipii hazirlandi. Bu tiipe 26ul distile su ve 4ul SALSA Buffer eklendi.
30ul’ lik bu karistma 10ul Ligasyon iiriinii eklendi ve karistirildi. Bu sirada 5,5 distile
su, 2 SALSA Primer, 2 SALSA enzyme Dilution Buffer ve 0,5 SALSA Poimeraz’ dan
olusan miks-3 hazirland1. PCR cihaz1 60°C’ ye gelince tiipteki Ligasyon Uriinii - Buffer
karisimina miks-3 eklendi. PCR programi asagidaki gibi siirdiiriildii.
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PCR

10. 60°C sonsuz (Mik-3 Eklenir)
11. 95°C 30 saniye

12. 60°C 30 saniye 35 kez
13.72°C 1 dakika

14. 72°C 20 dakika

15. 4°C sonsuz

Reaksiyon tamamlaninca iiriinler 4°C’ ye stoklandi.

3.2.10 MLPA Uriinlerinin Kapiller Elektroforezde Yiiriitiilmesi ve Analizi

MLPA islemi sonucunda elde edilen pcr iiriinleri Beckman Coulter CEQ8800
kapiller elektroforez cihazina yiiklendi. Her bir ornek icin 1ul PCR iiriinii, 1ul SS600
(Beckman Coulter Size Standart) ve 38ul SLS (Beckman Coulter Sample Loading
Solution) karigimiyla kuyuya yiiklendi. CEQ8800 cihazinda 50°C kapiller 1sisinda,
90°C 9saniye denatiirasyonda, 2KV’ de 60 saniye injeksiyon siiresinde ve 4,8 KV’ de
60 dakika yiiriitme siiresinde drnekler yiiriitiildii. Islem sonucunda CEQ programinda
her bir 6rnege ait problarin pik goriintiileri ve pik alanlar1 elde edildi.

Elde edilen verilen analizi icin excel tabanli Coffalyser 9.4 programi kullanildi.
CEQ programindan elde edilen prob uzunlugu, pik yiiksekligi ve alan bilgileri non
spesifik pikler kaldirilarak, her bir hasta ve 4 normal kontrol icin Coffalyser’ a yiiklendi.
Non spesifik pikler kaldirilirken MLPA kiti prob miksinin standart pikleri dikkate
alindi. Analiz CEQ programindan elde edilen veri dosyalarinin Coffalyser programina
hasta Ornekleri ve referans oOrnekleri seklinde tamitilmasiyla basladi. Elde edilen
verilerden DNA konsantrasyonu (64bp, 72bp, 76bp ve 82bp), Ligasyon ve
Denatiirasyon (88bp, 92bp ve 96bp) islemlerinin kontroliinii saglayan pikler
degerlendirildi. Her bir prob uzunluguna gore veriler filtre edildi. Elde edilen veriler
programin “Tumor Analysis” metoduyla analiz edildi. Bu metodda slope dogrulama i¢in
tiim problar kullanilmakta fakat referans problar ile normalize edilmekteydi (44).

Her bir 6rnege ait problarin relatif pik alani (Relative Peak Area-RPA) elde

edilmek iizere her prob alani o Ornegin tiim pik alanlar1 toplamina boliinmekteydi.
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Relatif pik oran1 (Relative Reak Ratio-RPR) elde etmek icin RPA, kontrollerden elde
edilen ortalama RPA’ ya boliinmekteydi. RPR sonuclar1 0,7 altinda delesyon, 1,3
istiinde duplikasyon (gain) diisiindiirmekteydi. 0,7-1,3 arasindaki RPR degerleri normal
kabul edilmekteydi. Elde edilen verilerden olasilik bilgisine ulasabilmek icin RPR
sonuglart Gaussian dagilim gosteren dagilim tablosuna yerlestirilmekteydi. Bunun
sonucunda elde edilen RPR’ nin anlam1 (Prediction) belirlenmekteydi. Bir probun RPR’
si 0,7’ nin altinda ya da 1,3’ {in iistiinde ciksa da prediction sonucu normal dagilima
girebilmekteydi. Dagilimda ara degerlere sahip problar “ambiguous” olarak

tanimlanmaktaydi (25, 44).

Gene Chr pos. |Length (bp) 21.RS
C44 probe 4802-14177 06p21.3 178 Ambiguous ([0.62) |

CYP21A1P probe 4805-L4180 |  06p21.3 265 Ambiguous (0.35
CYPZ1A1P probe 4806-L4181|  06p21.3 382
CYP2Z1ATP probe 4307-L4182|  06p21.3 355
C4B probe 2357-L2586 06p21.3 154

CYP21A2 probe 4304-1417% 06p21.3 202 Ambiguous ([0.49)

CYP21AZ probe 1974-11507 06p21.3 172 Ambiguous (0.57
CYPZ1A2 probe 15975-L1508 06p21.3 211
CYP21AZ probe 1576-L150% 06p21.3 229
CYPZ1A2 probe 5477-1L48%5 06p21.3 283
THXE probe 1982-L1515 06p21.3 2582
THXE probe 3033-L2588 06p21.3 310
THHE probe 1980-L1513 06p21.3 319
CEEBL1 probe 1579-L1512 06p21.3 337
Eeference probe 1918-L1462 01921 328
Eeference probe 1252-L0302 02pl6 364
Eeference probe 5266-L464% 02p22.3 160
Eeference probe 0797-L0463 05q31 130
Eeference probe 0662-L0158 06p2l.3 136
Eeference probe 1994-L0363 06p21.3 346
Eeference probe 2184-L1682 06926 391
Eeference probe 4362-L3782 07p 373
Reference probe 5038-14424 09p13 220
Eeference probe 0486-LO0E3 11p13 1583
Eeference probe 05%4-L0O011 11413 148
Eeference probe 1604-L1186 13p 247
Eeference probe 2463-L1913 15921 256
Eeference probe 2516-11947 17429 184
Eeference probe 2319-L1310 19p13 274
Eeference probe 4193-L3535 20q13 142
Eeference probe 1575-L1147 22912 301
Eeference probe 1565-L1137 22926 166
Sekil 14. Coffalyser prediction sonucu érnegi.

PCR-RPLP’ de Ekzon 6’da E6 Cluster homozigot mutasyonu saptanmis bir hastaya ait
MLPA Coffalyser Prediction sonucunun goriintiisii. CYP21A2 Ekzon 6 E6 CLUSTER
mutasyonuna 0zgii probdu. Bu mutasyon varliginda prob hedef DNA’ ya hibridize
olamadigindan MLPA analizinde prob 0,02 RPR ile delesyon gostermekteydi. Ayrica 4
prob 0,62, 0,36, 0,49 ve 0,57 RPR degerleri ile delesyon diisiindiirsede Gaussian

dagilim ile prediction sonucunda ambiguous olarak tanimlanmaktaydhi.
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3.2.11 Kullamilan Kimyasal Maddeler

DNA izolasyonu i¢in ;

1.

Periferik kandan DNA Izolasyon kiti (Roche High Pure Template Preperation
Kit)

2. 1zopropanol (MERCK)
3. Etanol (MERCK)
PCR i¢in ;

1. 9 Primer (AlphaDNA) Liyofilize halden 1600ng/ul konsantrasyonda olacak
sekilde sulandirlip stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyondan 160ng/ul
konsantrasyonda olacak sekilde working soliisyon hazirlandi.

2. Taq DNA polimeraz, Taq Buffer ve MgCl, (Fermentas-Bio)

3. dNTP miks (Fermentas) Stok dNTP soliisyonu her biri 100mM
konsantrasyondaki ATP, CTP, GTP ve TTP stok soliisyonlarindan esit
miktarlarda almip bir birim distile su eklenerek 20mM konsantrasyonda
hazirlandi. Stok dNTP soliisyonun sulandirilarak 2 mM’ lik working soliisyon
elde edildi.

4. Distile Su

RFLP i¢in ;

1. Mbo I Restriksiyon Enzimi (Fermentas)

2. Alw21 I Restriksiyon Enzimi (Fermentas)

3. PstI Restriksiyon Enzimi (Fermentas)

4. Aci I Restriksiyon Enzimi (Fermentas)

5. Alu I Restriksiyon Enzimi (Fermentas)

6. Bsel I Restriksiyon Enzimi (Fermentas)

Agaroz jel ve Jel Goriintiilenmesi

1.
2.
3.

Agaroz (Sigma)
Ethidium bromide (Sigma)
Marker DNA (Fermentas-Gene Ruler 50 bp DNA ladder)
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N o ok

10X gel loading dye (Fermentas)
Trizma bazi (Sigma)

Borik asit (AppliChem)

EDTA (Sigma)

MLPA ve MLPA Uriinlerinin Kapiller Elekroforezde Yiiriitiilmesi icin

A

SALSA MLPA KIT P050-B2 CAH (Lot0408) Kit
TE Buffer

Mineral Yag

Size standart 600 (Beckman Coulter)

Sample Loading Solution (Beckman Coulter)

Kapiller Elektroforez Jeli (Beckman Coulter)

3.2.12 Kullanilan Alet ve Cihazlar

1.

e N AU R e

L e S S S e Sy
~N O L B~ WD = O

Elektronik terazi (Precisa)

pH metre (Jenway)

Santrifiij (Niive)

Sogutmali santrifiij (Hermle)
Spektrofotometre (Jenway Genova)
Mikroskop ( Olympus BX2)
Mikroskop ( Olympus BX51)

Kromozom Goériintiileme ve Analiz Sistemi (Applied Imaging, CytoVision)
Otomatik mikropipetler 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl (Boeco)

. Mikropipet uglar1 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl (Corning)

. 0,5 ml’lik ependorf tiipii

. 2 mI’lik ependorf tiipii

. Su banyosu (Niive)

. Isitmali manyetik karistirici (Falc)

. Thermal cycler (Thermo-Quanta Biotech)

. Electrophoretic gel system (Bio-Rad)

. Derin dondurucu (Sanyo)
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18. Jel goriintiileme ve analiz sistemi (Vilber Lourmat)
19. Cam beher

20. Cam meziir

21. Cam sale

22. Plastik pastor pipeti

3.2.13 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
Fiksatif soliisyonu

1 kisim asetik asit / 3 kisim metanol
Hipotonik soliisyonu

5,6 gr KC1/ 1000 ml distile su
Tripsin soliisyonu

40 mg tripsin / 80 ml PBS
Boya soliisyonu :

A soliisyonu: 9,10 gr/LL KH2PO4

B soliisyonu: 9,48 gr/LL Na2HPO4

40ml A soliisyonu, 40ml B soliisyonu ve 5 ml Giemsa birlestirilir.
PBS :

0,2 gr KCl1

0,2 gr KH2PO4

8 gr NaCl

0,92 gr Na2HPO4 (1 litre distile suda ¢oziiliir)
20XSSC:

175,3 gr NaCl

88,2 gr Na Sitrat

Toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlanir.

2XSSC : 100 ml 20XSSC soliisyonuna 850 ml distile su eklenir. pH NaOH ile
7,0’ye

ayarlanir. Toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlanir.
2XSSC/0,1 NP-40 yikama soliisyonu

100 ml 20XSSC soliisyonu 850 ml distile suya eklenir. 1 ml NP-40 eklenir ve

total voliim 1 1t’ye tamamlanir. pH NaOH ile 7,0’a ayarlanr.
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Yikama Soliisyonu (0,4XSSC/% 0,3 NP-40 soliisyonu)

20 ml 20XSSC 950 ml distile suyla karistirilir. Uzerine 3 ml NP-40 eklenir. pH
NaOH ile 7,0’a ayarlanir.
10X TBE

108 gr Tris Base

55 gr Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA

800 ml distile suda 1sitilarak ¢oziindiiriiliir ve total voliim distile su ile 11t’ye
tamamlanir.
0,5SM EDTA

186 gr EDTA 800 ml distile suda 1sitilarak ¢oziindiiriiliir. pH NaOH ile 8,0’e
ayarlanir. Total hacim 1 1t’ye tamamlanir.
Ethidyum bromide

1 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanip aliiminyum folyoya sarilarak +4 0C’de

saklanir.
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4. BULGULAR

Hastalarimizin basvuru nedenleri, akrabalik oOykiileri, klinik 6zellikleri ve
gonozomal yapilanma bilgileri 6zetlenmis; Molekiiler genetik inceleme (PCR, RFLP ve

MLPA) sonuglar1 sunulmustur.

4.1 Klinik Bulgular

Basvuru oykiisii-Akrabalk

26 hastamizin 15’ 1 kuskulu genital yapi, 1’1 pubik ve aksiller tiiylenme, 1’1 dis
genital yapilarda hiperpigmentasyon ve 1’i yasina gore asir1 virilize male dis genital
yap1 nedenleriyle hastanemize basvurmustur. 8 hastamiz ise kusma ve uzamis sarilik
gibi sikayetlerle bagvurmustur.

26 hastamizin 10° unde anne baba arasinda akrabalikk tanimlanmaktadir. 26
hastamizin 7’sinde ise ailede benzer sekilde etkilenmis birey tariflenmektedir. 3

hastamizda ailede erken donemde kaybedilen bebek mevcuttur.

Fenotip-Gonozomal Yapilanma

Bagvuru anindaki muayenede 16 hastamizin dis genital yapist “kuskulu” , 11
hastamizin dis genital yapisi erkek olarak tanimlanmistir (Tablo 12). Kuskulu genital
yap1 saptanan hastalarin tlimiiniin gonozomal yapilanmast XX olarak dis genital yapisi
erkek saptanan hastalarin tiimiiniin gonozomal yapilanmasi XY olarak saptanmustir.

Kuskulu genital yapr saptanan 16 hastanin 5° inde tek ortak iirogenital agiklik
saptanmistir (Tablo 12).

26 hastanin 11’ inde (16 XX hastanin 6’ sinda 10 XY hastanin 5’ inde) genital
hiperpigmentasyon saptanmistir.

26 hastanin 4’ iinde KAH disinda ek anomaliler saptanmistir. 3 hastada
kardiovaskiiler sistemi ilgilendiren degisiklikler [1° inde (EZ) Ventrikiiler Septal Defekt
; 17 inde (IUS) Foramen Ovale ve Atrial Septal Anevrizma ve 1’ inde (IS) Pulmoner
yetmezlik ve Patent Ductus Arteriozus] ve bir hastada motor mental retardasyon

saptanmistir.
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26 hastanin 15’ inde basvuru aninda hiponatremi saptanmistir. Bu hastalarin
tiimiinde virilizasyon bulgular1 da mevcut oldugundan, hastalar tuz kaybettiren fenotip

ile tannmlanmisglardir (Tablo 13).

Tablo 12. Hastalarin basvuru yaslari, nedenleri ve muayene bulgulari
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No | Adi 3::1 Basvuru Nedeni Tag::fllgliltam Fallus?, Uretra?, Labioskrlr)/lt:il)l;eﬁnzeyon?, Hiperpigmentasyon?
1 AU | 11 giin Sarilik KGY Fallus, Tek ortak iirogenital siniis, Kismi labioskrotal fiizyon, Lab. Majusta Hiperpigmentasyon
2 BU 7 giin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra dogal yerlesimli, Labioskrotal fiizyon yok, Hiperpigmentasyon yok
3 EZ | 26 glin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Fallus ventralinde tek aciklik, Kismi labioskrotal fiizyon Lab. Majusta Hiperpigment.
4 GC 9 yas Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaninda, Labioskrotal Fiizyon Yok, Hiperpigmentasyon yok
5 HB 2 yas Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Fallus ventralinde tek aciklik, Kismi labioskrotal fiizyon, Hiperpigmentasyon yok
6 0s 1 giin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra dogal yerlesimli, Labioskrotal fiizyon yok, Hiperpigmentasyon yok
7 ZSK | 1,5yas Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra dogal yerlesimli, Labioskrotal fiizyon Yok, Hiperpigmentasyon yok
8 N 3 giin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaninda, Kismi labioskrotal fiizyon, Labium Majusta Hiperpigmentasyon
9 or 16 ay Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaninda, kismi labioskrotal fiizyon, Hiperpigmentasyon yok
10 | ANS | 5giin Kugkulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaninda, kismi labioskrotal fiizyon, Hiperpigmentasyon yok
11 AO 5 ay Kusma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Skrotal Hiperpigmentasyon
12 HG 1ay Genital hiperpigmentasyon Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Skrotal Hiperpigmentasyon
13 HY | 39giin Kusma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Skrotal Hiperpigmentasyon
14 | HA 5 ay Kusma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Hiperpigmentasyon yok
15 | IUS 2yas Hipervirilize male dis genital Erkek Penis, Uretra dorsale yakin yerlesimli, Skrotum mevcut, Hiperpigmentasyon yok
16 | MTK | 15 saat Kusma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Hiperpigmentasyon yok
17 | MYA 2ay Kusma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Hiperpigmentasyon yok
18 | ErK 2giin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus,Uretra fallus tabaninda, Kismi labioskrotal fiizyon, Fallik Hiperpigmentasyon
19 RS lay Kusma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Labioskrotal Hiperpigmentasyon
20 FA 17 yas Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaninda, kismi labioskrotal fiizyon, Hiperpigmentasyon yok
21 Is 1giin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaninda,Kismi labioskrotal Fiizyon, Labioskrotal Hiperpigmentasyon
22 HS 18giin Kugkulu Genital Yap1 KGY Fallus, Fallus tabaninda tek ag¢iklik, Kismi labioskrotal fiizyon, Hiperpigmentasyon yok
23 | DAK | lgiin Kuskulu Genital Yap1 KGY Fallus, Uretra fallus tabaminda, kismi labioskrotal fiizyon , Hiperpigmentasyon yok
24 AK lay Sarilik Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Hiperpigmentasyon yok
25 | OAt (10y) Pubik-Aksiller Killanma Erkek Penis, Uretra dogal yerlesimli, Skrotum mevcut, Hiperpigmentasyon yok
26 BC 2giin Kugkulu Genital Yap1 KGY Fallus, Fallus tabaninda tek agiklik, Kismi labioskrotal fiizyon, Labioskrotal Hiperpigmentasyon
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4.2 Molekiiler Genetik Sonuclar

4.2.1 RFLP Sonuclari

Enzimle kesim sonrasi elde edilen DNA fragmanlarinin uzunluklar1 wild type,
homozigot mutant ya da heterozigot tanimlamasinin yapilmasini sagladi.

Amplifiye edilen Fragman 1’ de 4 allelle iliskili mutasyon bakildi. E6 Cluster
(I1236N/V237E/M239K) (Sekil 16), V281L (Sekil 17), Q318X (Sekil 18) ve R356W (Sekil
19) mutasyonlarinin varligir durumunda ilgkili restriksiyon enzimlerinin (Mbol, Alw21I,
Pstl ve Acil) bir tamima bolgesi kaybolmaktaydi. Bu durumda enzimle kesim
tiriinlerindeki iki fragmanin yerine onlarin toplam uzunluklarindan olusan tek bir
fragman saptanmaktaydi. Benzer sekilde Fragman 4’ te de P30L (Sekil 20)
mutasyonunun varliginda Acil enziminin bir enzim tanima bolgesi yok olmaktaydi.

Sekil 15° de E6 Cluster mutasyonlarinin taranmasi icin gerceklestirilen PCR
iriintinlin DNA dizisi goriilmektedir (Fragman 1). 1460bp’lik bu fragmanin GATC
dizininden taninip Mbol enzimiyle kesimi sonucu ortaya ¢ikan DNA fragmanlar1 349bp,
336bp ,332bp ,257bp ve 183bp’ seklindedir. E6 Cluster 1236N mutasyonu (ATC’den
AAC’ye doniisiim mutasyonu) sonucunda bir enzim tanima bolgesini kaybedilmekte ve

349bp ve 336bp’ lik iki fragman yerine 685bp lik tek fragman gozlenmektedir.
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_"/ Pl GGACCTGTCCITGEGAGACTACTCCC —~ WILD TYPE MUTANT

/
TGCTCTGGAAAGCCCACRAGAAGCTCACCCGC TCAGCCC TGO TGC TGGGCATCCGTGACTCCATGGAGCT

AGTGGTGGAGCAGCTEACCCAGGAGTTCTGTGAGGTAAGGC TGGGCTCCTGAGGCCACCTCGGGTCAGCT

w
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=

L]

TCECCTCTCACAGTAGCCCCCGUCCTGCCCGC TGC ACAGCGGCCTGC TGAAC TCACAC TGTTTC TCCACK
GCGCATGAGAGCCCAGCCCGGUACCCCTGTGGCCATTGAGGAGGARTTCTC TCTCCTC ACCTGC AGCATC
ATCTGTTACCTCACCTTCGGAGACAL/ GATCAAGGTGCCTCACAGCCCCTCAGGCCCACCCCCAGCCCCTC = -
CCTGAGCCTCTCCTTGTCC TGAACTGARAGTACTCCCTCCTTTTC TGGCAGGACGACAACTTAATGCCTG
CCTATTACAARTGTATCCAGGAGGTGTTALAALCC TGGAGCCACTGGTCCATCCALATTGTGGACGTGAT

| = 349bp
{ TCCCTTTCTC AGGGTGAGGACC TGGAGCC TAGACACCCC TGGGTTGTAGGGGAGAGGC TGGGETGGAGGS 4

/_/
— "’/

AGAGGCTCCTTCCCACAGCTGCATTC TCATGC TTCCTGCCGC AGTTC TTCCCCAATCCAGGTCTCCGGAG |
c (MUT)
/ GCTGARGCAGGCCATAGAGAAGAGGIGiICACATCGTGGAGATGCAGCTGAGGCAGCACAAGGTGGGGACT - “— 685hp

—

/

AL /
1460[‘1‘{\‘ GTACGTGGACGGCCTCCCCTCGGCCCACAGCCAGTGATGC TACCGGCC TCAGCATTGC TATGAGGCGGGT
i TCTTTTGCATACCCCAGTTATGGGCCTGTTGCCACTCTGTACTCCTCTCCCCAGGCCAGCCGCTCAGCCO

\ GCTCCTTTCACCCTCTGCAGGAGAGC CTCGTGGCAGGCC AGTGGAGGGACATGATGGAC TACATGCTCCA

AGGEGTGGCGCAGCCGAGCATGGAAGAGGGCTCTGGACAGCTCCTGGAAGGGCACGTGCACATGGCTGC L

GTGGACCTCCT/ GATCGGTGGCACTGAGACCACAGCAMACACCCTCTCCTGGGCCGTGGTTTTTTTGCTTE _ -

ACCACCCTGAGGTGCG TCC TGGHGGAC AAGCAAALGGCTCCTTCCCAGC AACCTGGCCAGGGCGETGGGCL

— T~

¥
ra
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21
=

=

CCCTCACTCAGCTCTGAGC ACTGTGCGGC TGGGGC TGTGCTTGCCTCACCGGCACTCAGGC TCACTGGGT

TGCTGAGGGAGCGGCTGGAGGC TGGGCAGC TG TGGGC TG TGEGGCAGGACTCCACCC/ GATCATTCCCCA

\‘_‘\./“_’}h\‘—=\z

GATTCAGCAGCGACTGCAGGAGGAGC TAGACCACGAACTGGGCCCTGGTGCCTCCAGC TCCCGGGTCCCT

| TRCAAGGACCGTGCACGGUTGCCCTTGCTCAATGCCACCATCGCCGAGGTGCTGCGCCTGLGGCCCGTTG

185hp

Y TGCCCTTAGCCTTGCCCCACCECACCACACGEC P2

b

Sekil 15. E6 Cluster I1236N mutasyonunun enzimle kesim yontemiyle gosterilmesi.

685hp
345hp
336hp
332hp
25Thp

183hp

S0bp DNA ; .
Ladder 1 3 4 = € S0bp Normal Heterozigot Homozigot
Marker Marker Mutant

Sekil 16. CYP21 Geninin Fragman 1 PCR iiriiniiniin E6 Cluster

mutasyonunun incelenmesi icin Mbol enzimiyle kesim goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme
gorilintiisti B. Sematik Cizim) E6 Cluster mutasyonunun incelenmesi i¢in PCR iiriinii Mbol enzimiyle
kesildiginde wild type ise 349,336,332,257,183 baz c¢ift’ lik 5 bant, homozigot mutant ise
685,332,257,183 baz cift’ lik 4 bant ve heterozigot ise 685,349,336,332,257,183 baz cift’ lik 6 bant

goriilmektedir.

Fragman 1° in diger mutasyonlarla ilgili enzimle kesim jel goriintiileri:
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1161bp
991bp

- = = = -——-—--

S0bp Normal Heterozigot Homozigot
Marker Mutant

Sekil 17. CYP21 Geninin Fragman 1 PCR iiriiniinde V281L mutasyonunun

incelenmesi icin Alw21l Enzimiyle kesim goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme goriintiisii B.
Sematik Cizim) V281L mutasyonunun incelenmesi i¢in PCR iiriinii Alw21 enzimiyle kesildiginde wild
type ise 991,205,170,91 baz cift’ lik 4 bant, homozigot mutant ise 1/61,205,91 baz cift’ lik 3 bant,
heterozigot ise 1161,991,205,170,91 baz ¢ift’ lik 5 bant goriilmektedir.

M 12 3 ¢ EH s s I 50bp Nonmal Heterozigot Homozigot
Marker Mutant

384bp

300bp

154bp
121bp

Sekil 18. CYP21 Geninin Fragman 1 PCR iiriiniinde Q318X mutasyonunun

incelenmesi icin Pstl enzimiyle kesim goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme goriintiisii B. Sematik

Cizim) Q318X mutasyonunun incelenmesi i¢in PCR iiriinii Pstl enzimiyle kesildiginde wild type ise
584,300,298,154,121 baz cift’ lik 5 bant, homozigot mutant ise 584,452,300,121 baz cift’ lik 4 bant,
heterozigot ise 584,452,300,298,154,121 baz ¢ift’ lik 6 bant goriilmektedir.
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M 1 2 3 5 6 7 s 9 0w 11 12 S0bp Noimal Heterozigot Homozigot
. — Marker Mutant
S R = o e o e e -
100
600hp
500bp

420
300hp
250hp

272

219
189

166
131

-
-
-
-
-
-

Sekil 19. CYP21 Geninin Fragman 1 PCR iiriiniiniin R356W mutasyonunun

incelenmesi icin Acil enzimiyle kesim goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme goriintiisii B. Sematik

Cizim) R356W mutasyonunun incelenmesi icin PCR {iriinii Acil enzimiyle kesildiginde wild type ise

420,272,189,166,131,65, 56,55,34,30,12,10,9,8 baz cift’ lik bantlar, homozigot mutant ise 131,65,
56,55,34, 12,10,9,8 baz ciftlik bantlar goriilmektedir.

464hp

196bp
167hp
153bp

S0bp Normal Heterozigot Homozmgot
Marker Mutant

Sekil 20. CYP21 Geninin Fragman 4 PCR iiriiniinde P30L mutasyonun

incelenmesi icin Acil enzimiyle kesim goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme goriintiisii B. Sematik

Cizim) P30L mutasyonunun incelenmesi icin PCR iiriinii Aci I enzimiyle kesildiginde wild type ise
464,167,153,43,27 baz cift’ lik bantlar, homozigot mutant ise 464,196,167,27 baz ciftlik bantlar

goriilmektedir.
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Fragman 2 ve Fragman 3’ de IVS2 (Sekil 21), 1172N (Sekil 22) sirasiyla Alul
ve Bsell enzimleri i¢in yeni bir enzim tanima bdlgesi yaratmakta, o noktadaki bir

fragman iki daha kiiciik fragmana ayrilmaktaydi.

S0bp Normal Heterongot Homongot
Marker Mutant

G0bp

Sty

Sekil 21. CYP21 Geninin Fragman 2 PCR iiriiniiniin Alul Enzimiyle Kesim

Goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme goriintiisii B. Sematik Cizim) IVS2 mutasyonunun incelenmesi icin

PCR iiriinii Alul enzimiyle kesildiginde wild type ise 60,51,15 baz ¢ift’ lik bantlar, homozigot mutant ise
60,34,17,15 baz ciftlik bantlar goriilmektedir.
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231
217

aae
o
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=
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95

S0bp Normal Heterozigot Homozgot
M 1 2 & 4 - 8 9 10 11 = =
El Marker Mutant

Sekil 22. CYP21 Geninin Fragman 3 PCR iiriiniiniin Bsell Enzimiyle Kesim

Goriintiisii (A. Jel’ de yiiriitme goriintiisii B. Sematik Cizim) 1172N mutasyonunun incelenmesi igin

PCR iirtinii Bsel enzimiyle kesildiginde wild type ise 231,95 baz cift’ lik bantlar, homozigot mutant ise
217,95,14 baz ciftlik bantlar goriillmektedir .

Calismamizda CYP21 genotipleri incelenen 26 hastadan 25° inde nokta
mutasyonu ya da delesyon saptanmistir (%96.1). Mutasyonlar 25 hastanin 18’ inde
homozigot (I’ inde E6 Cluster, 3’ iinde Q318X, 2’ sinde R356W, 4’ iinde 1VS2, 2’ sinde
1172N ve 6’ sinda genis delesyon) 3’ iinde ‘“compound heterozigot” (I’ inde
Q318X/1172N, 1’ inde V281L/P30L ve 1’ inde Q318X/P30L) ve 4’ tinde heterozigot (1’
inde V28IL, 1’ inde Q318X, 3’ iinde 1172N) formda bulunmustur. incelenen allellerin
icinde en yiiksek oranda (%23) genis delesyon saptanmistir. Daha sonra sirasiyla
9%17,3 oraninda Q318X , %15,3 oraninda nt656g (IVS2), %15,3 oraninda 1172N, %7,7
oraninda R356W, %3,8 oraninda P30L, %3,8 oraninda E6 cluster ve %1,9 oraninda
V281L mutasyonlar1 gelmektedir. 8-bp delesyonu saptanmamaistir.

Saptanan mutasyonlar fenotipik agirliklarina gore genotipik klasifikasyonla

(Tablo 3) yorumlanmustir.

69



70

Tablo 13. Tuz kaybettiren fenotipli hastalarin basvuru nedenleri, ilk bulgulari
ve genotipleri.
Na K Basvuru Saptanan
(135-145) | (3,5-5,5) Nes deni Dis Genitalya M 1i)tas on
mEq/L mEq/L ¥
Kuskulu Genital Yap1 .
1 AU 128 7 Uzamis Sarilik Fallus-Urogenital Honvlomgo.t 1vs2
- Agwr (Tip-A)
siniis
. . Homozigot
3 | EZ 131 7,57 Kusk‘f{‘; ?emtal K;ilfﬁ:_%?:a}kﬁpl Genis Delesyon
P ¢ Agr (Tip-A)
Kuskulu Genital | Kuskulu Genital Yap:1 | Homozigot Q318X
6|05 1 4,94 Yapt Fallus Agir (Tip-A)
. . Homozigot
] 7V 123 9.3 Kuskuxl(lzl (;Jemtal Kuskulqu}lir:;tal Yapi Genis Delesyon
P Agr (Tip-A)
Kuskulu Genital | Kuskulu Genital Yap1 | Homozigot Q318X
10| ANS 133 >1 Yapi Fallus-Tabanda iiretra | Agwr (Tip-A)
-- Male dis genitalya | Homozigot R356W
I A0 121 6 Kusma Skrotal Hiperpigment. Agr (Tip-A)
Male dis genitalya | Heterozigot Q318X
13| HY 118 8 Kusma Skrotal Hiperpigment. |  Agwr (Tip-A)
. Homozigot IVS2
14 | HA 120 5,6 Kusma Male dis genitalya Agwr (Tip-A)
Homozigot
17 | MYA 125 5 Kusma Male dis genitalya R356W
Agir (Tip-A)
Kuskulu Genital | Kuskulu Genital Yap1 | Genis Delesyon
18 | ERK 130 6,98 Yapt Fallus-Tabanda iiretra |  Agwr (Tip-A)
. Homozigot E6 Cl.
Male dis genitalya . .
19 | RS 122 8,8 Kusma Skrotal Hiperpigment. Agir (Tip-A)
1 is 133 45 Kuskulu Genital | Kuskulu Genital Yap1 | Homozigot Q318X
’ Yapi Fallus-Tabanda iiretra | Agwr (Tip-A)
. . Homozigot
2 | HS 97 7.4 Ku5k“§l{‘; Glemtal K;ilﬁ‘ﬂ: fefgafkﬁp‘ Genis Delesyon
P usekag Agr (Tip-A)
. . Homozigot
23 | DAK 128 4 Kuskuﬁl{t; Cl}emtal E;?Esl,}la(szzg:lui?; Genis Delesyon
P Agir (Tip-A)
Homozigot
24 | AK 123 Halsizik Male dis genitalya Genis Delesyon
Agwr (Tip-A)
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Tablo 14. Basit virilizan fenotipli hastalarin basvuru nedenleri ve genotipleri.
. | Gonozomal .
No | Adi | Bagvuru Nedeni Yapilanma Di1s Genitalya Saptanan Mutasyon
2 | BU XX -
. . Fallus Homozigot 1172N
4 | GC | Genital anomali XX Uretra fallus tabaninda Orta (Tip-B)
Compound Heterozigot
. . Fallus Q318X/1172N
> | HB | Genital anomali XX Uretra fallus tabaninda Agir/Orta
(Tip-A/Tip-B)
7 | ZSK | Genital anomali XX Fallus HetOC:_;)aZl(g;,)i;{lezN
4 . . Fallus Homozigot 1172N
9 | OT | Genital anomali XX Uretra fallus tabaninda Orta (Tip-B)
Compound Heterozigot
N . Male dis genitalya V281L/ P30L
12| HG | Genital hiperpig. XY Skrotal hiperpigmentasyon Hafif/Hafif
(Tip-C/Tip-C)
15 | TUS Yasina gore ileri XY Male dis genitalya, Heterozigot 172N
dis genitalya penis iri, liretra dorsale yakin Orta (Tip-B)
Compound Heterozigot
16 | MTK | Emmeme,Kusma XY Male dis genitalya ngfi/(I/iZ;;L
(Tip-A/Tip-C)
Kuskulu Genital Fallus Heterozigot 1172N
201 FA Yapt XX Uretra fallus tabaninda Orta (Tip-B)
Pubik-Aksiller . Homozigot IVS2
2 Al XY Mal 1 .
> | OAt Killanma ale duy genitalya Agir-Orta (Tip-A-B)
Kuskulu Genital . Homozigot IVS2
26 | BC Yapt XX Male dis genitalya Agir-Orta (Tip-A-B)
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Tablo 15. Hasta grubunda saptanan mutasyonlar
SIRA |iSIM| F1 F1 F1 F1 F2 | F3 | F4 F5 F6
Mbo 1 Alw21 Pst1 Acil Alul | Bsell Acil
E6 C1|V281L | Q318X | R356W |IVS2 | 1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
1 | AU +/+
2 | BU
3 EZ +/+
4 | GC +/+
5 | HB +/- +/-
6 | OS +/+
7 ZSK +/-
8 | zv +/+
9 | OT +/+
10 | AS +/+
11 | AO +/+
12 | HG +/- +/-
13 | HY +/-
14 | HA +/+
15 | iUS +/-
16 |MTK +/- +/-
17 | MA +/+
18 | ErK +/+
19 RS | +/+
20 | FA +/-
21 IS +/+
22 | HS +/+
23 |DAK +/+
24 AK +/+
25 OAt +/+
26 | BC +/+
Tablo 16. Hasta grubunda saptanan allel frekanslari.
Mutasyon Allel Sayisi FrtIgSL51 Klinik iliskisi
Delesyon 12 %23 Tuz kaybettiren
G110A8nt - - Tuz kaybettiren
E6 cluster mutasyonlari 2 %3,8 Tuz kaybettiren
Q318X 9 %17,3 Tuz kaybettiren
R356W 4 %71,7 Tuz kaybettiren
IVS2-13A/C—G 8 %15,3 Basit virilizan/Tuz kaybettiren
172N 8 9%15,3 Basit virilizan
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V281L 1 91,9 Non klasik

P30L 2 %3,8 Non klasik
Asagida mutasyon saptanan olgulara ait jel goriintiileme ornekleri sunulmustur.

Tablo 17. AU kodlu hastada saptanan homozigot IVS2 mutasyonunun PCR ve
RFLP jel goriintiisii

E6 Cl1| V281L | Q318X | R356W | IVS2 | 1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
|1 ]AU +/+

PCR-RFLP SONUCU:
Homozigot Intron 2° de A yada C’ den G’ ye
doniigiim mutasyonu saptanmisti.
(IVS2-13A/C—G, nt656g)

Wild Type: 60bp,51bp,15bp
Homozigot Mutant: 60bp,34bp,17bp,15bp

60bp
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Tablo 18. EZ kodlu hastada saptanan homozigot genis delesyonun PCR ve

RFLP jel goriintiisii.

E6 C1| V281L | Q318X | R356W | IVS2 |1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
+/+

|3 [EZ

PCR SONUCU:

Fragman 5’de normal aleller i¢in
beklenen 64-bp ve 56-bp’ lik
fragmanlar yerine 56-bp’ lik tek
fragmanin goriilmesi delesyon
varligin1 gostermekteydi. Fragman 6’

PCR isleminin sonucunda 789-bp’ lik

iirtiniin goriilmemesi homozigot
formda

GENIS DELESYON varligin

onaylamaktaydi.

789-bp YOK

Tablo 19.

GC kodlu hastada saptanan homozigot 1172N mutasyonunun PCR
ve RFLP jel goriintiisii

E6 C1| V281L | Q318X | R356W | IVS2 [ 1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
+/+

| 4 |GC

PCR-RFLP SONUCU:
Ekzon 4’ de
Homozigot 1172N mutasyonu
saptanmigti.

Wild Type: 231,95
Homozigot Mutant: 217,95,14
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Tablo 20. OS kodlu hastada saptanan homozigot Q318X mutasyonunun PCR
ve RFLP jel goriintiisii

E6 C1| V281L | Q318X [R356W |IVS2 | 1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
| 6 |0S +/+

PCR-RFLP SONUCU:
Ekzon 8’ de Q318X homozigot mutasyonu saptanmisti.

584
452

Wild Type: 584,300,298,154,121
300 Homozigot Mutant: 584,452,300,121
121

Tablo 21. AO kodlu hastada saptanan homozigot R356W mutasyonunun PCR

ve RFLP jel goriintiisii
E6 C1| V281L | Q318X | R356W | IVS2 | I172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
11 |AO +/+
M 1 2 3 5 3 7 8 9 o 11 12
- e Y
| PCR-RFLP SONUCU:
Ekzon 8’ de
Homozigot R356W mutasyonu
saptanmugt.

Wild Type:
420,272,189,166,131,65, 56,55,34,30,12,10,9,8
Homozigot Mutant:

420,272,219,166, 131,65, 56,55,34,12,10,9,8

IO
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Tablo 22. HG kodlu hastada saptanan ‘“compund heterozigot” V281L/P30L
mutasyonunun PCR ve RFLP jel goriintiisii

E6 C1] V2811 | Q318X | R356W | IVS2 [ 1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
| 12 [HG +- -

PCR-RFLP SONUCU:
Ekzon 7’ de V281L heterozigot mutasyonu ve Ekzon 1’ de P30L heterozigot mutasyonu
“Compound Heterozigot” saptanda.

V281L P30L
Wild Type: 991,205,170,91 Wild Type: 464,167,153,43,27
Homozigot Mutant: 7161,205,91 Homozigot Mutant: 464,196,167,27

Tablo 23. RS kodlu hastada saptanan homozigot E6 CLUSTER mutasyonunun
PCR ve RFLP jel goriintiisii

E6 Cl|V281L | Q318X | R356W | IVS2 | 1172N | P30L | 8-bp Del | Large Del
|19 |[RS| +/+

PCR-RFLP SONUCU:
Ekzon 6’ de E6 Cluster homozigot mutasyonu saptanmisti.

Wild Type: 349,336,332,257,183
Homozigot Mutant: 685,332,257,183
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Tablo 24.

RFLP jel goriintiisii

77

DAK kodlu hastada saptanan homozigot genis delesyonun PCR ve

E6 C1|V281L

Q318X

R356W

IVS2 | 1172N

P30L | 8-bp Del | Large Del

+/+

23| DAK

PCR-RFLP SONUCU:

Fragman 5’de normal aleller i¢in
beklenen 64-bp ve 56-bp’ lik
fragmanlar yerine 56-bp’ lik tek
fragmanin goriilmesi delesyon
varligin1 gostermekteydi. Fragman
6’ PCR isleminin sonucunda 789-
bp’ lik iiriintin goriilmemesi
homozigot formda

GENIS DELESYON varligim

onaylamaktaydi.

64-bp YOK 789-bp YOK

4.2.2 MLPA Sonuclar:

MLPA calismamiz, klasik molekiiler genetik tam1 yontemleri olan PCR ve
RFLP’ de saptanan delesyon ve mutasyonlarin, goreceli olarak yeni bir metod ile
karsilagtirilmast amaciyla on c¢alisma temelinde gerceklestirilmis oldugumuz bir
caligmadir.

MLPA c¢alismasi i¢in MRC Holland firmasinin iirettigi SALSA MLPA KIT
P050-B2 CAH (Lot0408) kiti kullanildi. Kit icinde CYP21A2, CYP21A1P, TNXB,
C4A, C4B ve CREBLI1 genlerine yonelik hazirlanmis problar bulunmaktaydi.

Toplam 33 probun 14 tanesi CYP21A2 geni ile iliskiliydi. Bunlarin 5’i
CYP21A2 geninin ekzon 1, 3, 4, 6 ve 8" ine 0zgii problardi. Bu problar aym1 zamanda
ekzon 3’teki 8-bp delesyonu, ekzon 4’teki I172N, ekzon 6’daki E6 Cluster, ve ekzon
8’deki Q318X mutasyonlarinin wild type’larina gore tasarlanmiglardi. Bu sekilde bu 4
prob hem hibridize olduklar1 bélge hakkinda delesyon-duplikasyon bilgisi hem de adi
gecen mutasyonlarin varligi hakkinda bilgi verebilmekteydi. Kalan 9 tanesini C4A
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Ekzon 17, C4B ekzon 10, TNXB Ekzon 32, TNXB ekzon 15, TNXB ekzon 1, CREBL1
ekzon 1, CYP21AIP 5 ekzon 1, CYP21A1P intron 2 ve CYP21A1P ekzon 10
problartydi. Bu problar lokustaki delesyon ve duplikasyonlarin gosterilemesine
yonelikti.

PCR calismalart sonucunda homozigot genis delesyona sahip oldugu saptanan
EZ (Sekil 23-A), ZV, ErK, HS, DAK ve AK kodlu hastalarin MLPA pik analizi ve
Coffalyser Prediction Sonucu ilgili problar icin delesyon gostermekteydi. PCR
yontemiyle delesyon saptanan 6 vakanin tiimiinde MLPA yontemi delesyonlar
onaylamisti. MLPA ile delesyon saptanan hastalarin delesyona ugramig bolgelerin
tanimlanmas1 miimkiin olmustu. MLPA analiziyle bu bolgeler EZ’de C4B ekzon 19,
CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3; ZV’ de CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon
3, CYP21A2 Ekzon 4; ERK’ CYP21A2 Ekzon 1 ve CYP21A2 Ekzon 3 HS’ de C4A
Ekzon 17, CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3; DAK’ da C4B Ekzon 19, CYP21A2
Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3, CYP21A2 Ekzon 4, CYP21A2 Ekzon 6, CYP21A2
Ekzon 8 ve AK’ de C4B Ekzon 19, CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3, CYP21A2
Ekzon 4, CYP21A2 Ekzon 6 ve CYP21A2 Ekzon 8’ olarak tanimlanmisti (Tablo 25).
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Tablo 25. PCR yontemiyle delesyon saptanmis hastalarin MLPA sonuclari

S;R II\S/II PCR MLPA’ da delesyon saptanan problar
Genis
03 EZ C4B ekzon 19, CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3
Delesyon
Genis CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3, CYP21A2
08 | zZv
Delesyon Ekzon 4
18 | ERK Genis CYP21A2 Ekzon 1 ve CYP21A2 Ekzon 3
Delesyon
22 | HS Genis C4A Ekzon 17, CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3
Delesyon
DA Geni C4B Ekzon 19, CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3,
23 enis CYP21A2 Ekzon 4, CYP21A2 Ekzon 6, CYP21A2
K Delesyon
Ekzon 8
Geni C4B Ekzon 19, CYP21A2 Ekzon 1, CYP21A2 Ekzon 3,
24 | AK enis CYP21A2 Ekzon 4, CYP21A2 Ekzon 6 ve CYP21A2
Delesyon Ekzon 8

PCR ve RFLP yontemleriyle homozigot 1172N mutasyonu saptanan hastalardan
GC, OT ile heterozigot 1172N mutasyonu tasiyan hastalardan ZSK, IUS ve FA’ nin
MLPA pik analizi ve Coffalyser Prediction Sonucu CYP21A2 Ekzon 4’ de delesyon
gostermekteydi. CYP21A2 Ekzon 4 probu I172N mutasyonuna 6zgii probdu. MLPA
sonuglar1 bu mutasyonlarin varliginm1 dogrulamaktaydi.

MLPA calismasiyla saptanabilen mutasyonlardan Q318X mutasyonu PCR ve
RFLP yontemleriyle homozigot tagidigi saptanan hastalar OS, AS ve IS ile heterozigot
tasidig1 saptanan hastalardan HY MLPA pik analizi ve Coffalyser Prediction Sonucu
CYP21A2 Ekzon 8 de delesyon gostermekteydi. CYP21A2 Ekzon 8 Q318X
mutasyonuna 6zgii probdu. MLPA sonuglart Q318X mutasyonunu dogrulamaktaydi.

PCR ve RFLP ile homozigot E6 Cluster mutasyonunun saptandig: tek hasta RS’
nin MLPA pik analizi (Sekil 23-C) ve Coffalyser Prediction Sonucu CYP21A2 Ekzon
6’ da delesyon gostermekteydi. CYP21A2 Ekzon 6 E6 CLUSTER mutasyonuna 6zgii
probdu, MLPA RFLP sonucunu dogrulamaktaydi.
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Tablo 26.

80

RFLP yontemiyle Q318X, I172N ya da E6 cluster mutasyonu

saptanmis hastalarin MLPA sonuclar:

SIR | iSi Mutasyon Iliskili MLPA

A | M PCR-RFLP Prob Sonucu

04 | GC Homozigot 1172N 211bp RPR: 0,37

Compound Het. Q318X/ RPR:

05 | HB p 17N Q 283bp/211bp 1 08/0,55

06 | OS Homozigot Q318X 283bp RPR: 0,1

07 | ZSK Heterozigot I172N 211bp RPR: 0,26

09 | OT Homozigot 1172N 211bp RPR: 0,04

10 | AS Homozigot Q318X 283bp RPR: 0,48

13 | HY Heterozigot Q318X 283bp RPR: 0,44

15 | iUS Heterozigot I172N 211bp RPR: 0,25

16 | N | Compound Het Q318X/P30L 283bp RPR: 1,22

19 | RS Homozigot E6 Cl1 229bp RPR: 0,02

20 | FA Heterozigot I172N 211bp RPR: 0,35

21 | 1S Homozigot Q318X 283bp RPR: 0,58

_ 100000 E 154bp P i |MLPA CAH G.G01_10030318GT |
% 75000 £ 4 Pt l 172bp l 134bj: C4B probu-173bp: CYP214P Ekzon 3 probu-202bp CYP21A2 Ekzon 1 probu
gsouao-g ¢Jj ;J\j ¢l* . *ﬁ 4“‘]1 JLA /k ) J\

i - :*HJ:}* Mehk Mifn'tﬁt bk RIAARANGANELE £ 0k

::EEEE :g " . 283 |MLPA CaH A5.411_10030318H4
EHJUUUU -é A + 5 P 283bp: CYP21A2 Ekzon 8 Probu(Q3 18X mutasyonuna &zgi)
= L oo ol
exmg, Al WU L D el i1

_ 22333 ~ . 223bp [MLPA C&H RS 270110 (271 D01_10030318HM |
g 40000 £ 4i { Mj NET, " l» 229bp: CYP21A2 Ekczon 6 Probu (B6 CLUSTER mutasyonuna Gzgii prob)

& 30000 £ i s . i 1 s 3 4

gQDDﬂD-; + + i . "*bw+&l¢¢ L+*l

Sromo J«AM * MMM JUJLLJQ{ b LA AL g did
Sekil 23. MLPA kapiller elektroforezi 6rnek pik goriintiileri

(A-Genis delesyon ornegi B-Q318X mutasyonu 6rnegi C-E6 Cluster mutasyonu 6rnegi)

80




81

S.TARTISMA

Konjenital Adrenal Hiperplazi’de vakalarin %90’ dan fazlasinin sebebi 21-
Hidroksilaz eksikligidir. Hastalik steroid 21-Hidroksilaz geni olan CYP21’ deki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Mutasyonlarin %90’indan fazlas1 CYP21 ile
psodogeni olan CYP2IP arasindaki intergenik rekombinasyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir. Bunlarin yaklasik %20’si ise mayozdaki ‘“unequal crossing over”
neticesinde CYP21P’deki delesyonlarin CYP21’e aktarildig1 “gene conversion” olaya
sonucunda hastaliga neden olmaktadir.

21-Hidroksilaz eksikligine bagh klasik KAH’ da mutasyonlarin sikliklarinin
saptanmasi i¢in farkli toplumlarda bir ¢cok calisma gerceklestirilmistir. 2005 yilinda
Dolzan ve ark. orta Avrupali KAH hastalarinda (Klasik ve Non Klasik)
gerceklestirdikleri ¢alismada, PCR-SSP, PCR-SSO, Southern Blot ve dizi analizi
yontemleriyle CYP21 genotiplemesi yapmislar ve 348 hastanin 341’ inde (%98 inde)
hastaliga neden olan mutasyonlar1 saptamislardir. Mutasyonlarda, %31.2 oraninda
nt656g (IVS2), %28.4 oraninda delesyon, %14,5 oraninda 1172N, %3,7 oraninda P30L ,
%?3,4 oraninda V281L, %?2,6 oraninda Q318X, %2,4 oraninda R356W ve %0,3 oraninda
E6 Cluster mutasyonlarin1 gostermislerdir. Bu mutasyonlarin tiim mutant allellerin
9%95.2° sini kapsadigi ve geriye kalan allellerin nadir mutasyonlar, kiiciik
konversiyonlar tarafindan olusturuldugu belirlenmistir (20).

1999 yilinda Ohlsson ve ark., tarafindan Danimarka’ da gerceklestirilen calismada,
68 KAH tanili (Klasik ve Non Klasik) hastanin dizi analizi yontemiyle CYP21
genotiplemesi yapilmis 68 hastanin 67’ sinde (%98.5) hastaliga neden olan mutasyonlar
saptanmistir. Mutasyon saptanan allellerin %36’ sinda delesyon , %33,8" inde nt656g
(IVS2), %10,3’ iinde 1172N, %8,8” inde Q318X, %4,4’ iinde V281L, %2,2’ sinde P30L
ve R356W, %1,5” sinde A362V ve E6 Cluster mutasyonlar1 raporlamiglardir (21).

2004 yilinda Kharrat ve arkadaslarinin 51 Tunuslu Klasik KAH tanili hastada PCR,
RFLP ve dizi analizi yontemleriyle gerceklestirdikleri CYP21 genotiplemesinde
hastalarin 50’ sinde (%98) hastaliga neden olan mutasyon tanimlamislardir. Bu
mutasyonlarin %35,3’ ii Q318X, %19,6’ s1 delesyon, %17,6’ s1 nt656g (IVS2), %10,8’
u [172N, %2,9’ u R356W, %2’ si R483W, %1’1 W19X ve 2669insC mutasyonlaridir.
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%3,9 oraninda kompleks alleller saptanirken, %35,9 allelde mutasyon saptanmadigi
raporlanmistir (22).

Ramazani ve ark. (2008) Iran’da gerceklestirilen caligmada allel spesifik PCR
kullanilarak 50 KAH hastasinin CYP21 genotiplemesini yayimnlamiglardir. Hastalarin
%80’inde mutasyon saptandigi belirtilmis, %28 orammnda nt656g (IVS2), %13
oraninda 8-bp delesyonu, , %9 oraninda Q318X, %9 oraninda 1172N, %3 oraninda
V281L, %3 oraninda E6 cluster, %5 oraninda R356W ve %0 oraninda ve P30L
mutasyonlart saptanmistir (23).

2008 yilinda Sadeghi ve ark.’ nin iilkemizde gerceklestirdigi calismada, 100 Klasik
KAH tanil1 hastada PCR ve RFLP yontemleriyle CYP21 genotiplemesi raporlanmustir.
Hastalarin %78’ inde hastalifa neden olan mutasyonlar saptanmis oldugu
raporlanmistir. Calismada %28,5 oraminda nt656g (IVS2), %17 oraninda delesyon,
%11,5 oraninda Q318X, %4 oraninda I1172N, %3,5 oraninda V281L, %3,5 oraninda
R356W, %3 oraninda 8-bp delesyonu, %2 oraninda kompleks alleller ve %1 oraninda
E6 cluster ve P30L mutasyonlarini saptamislardir (24).

Calismamizda da {istte sozii edilen calismalardaki mutasyonlardan E6 Cluster,
V281L, Q318X, R356W, IVS2, I172N, P30L mutasyonlar1 ve 8 baz ve daha genis
delesyonlar1 incelenmis ve 26 cocuk hasta popiilasyonumuzda CYP21 geninde %96.1
(25/26) hastada mutasyon saptanmistir. Hastalarin 18’ inde (%69.3) homozigot, 3’ iinde
(%11.6) “compound heterozigot” ve 4’ iinde (%15.4) heterozigot mutasyon saptanirken
bir hastada (%3.7) incelenen mutasyonlardan herhangi biri saptanmamustir.

26 hastanin incelenen 52 allelinin 46’ sinda (%88.4) mutasyon saptanmistir. Mutant
allellerin icinde en yiiksek oranda (%23) genis delesyon saptanmustir. Nokta
mutasyonlarindan %17,3 oraninda Q318X , %15,3 oraninda nt656g (IVS2), %15,3
oraninda I172N, %7,7 oraninda R356W, %3,8 oraninda P30L, %3,8 oraninda E6 cluster
ve %1,9 oraninda V281L mutasyonlar saptanmistir. 8-bp delesyonu saptanmamustir.

Calismamizda elde edilen sonuclarin literatiirdeki diger calismalarla karsilagtirmasi
Tablo 27’ de 6zetlenmistir.

Calismamizda en sik saptanan 4 mutasyon olan genis delesyonlar, Q318X, IVS2 ve
[172N mutasyonlar1 hastalarin %85’ inde saptanmigir. Ayrica bu mutasyonlar saptanan

tiim mutasyonlarin %80.6’ s kapsamaktadir. Bolgemizde bundan sonra yiiriitiilecek
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benzer ¢aligmalarda Oncelikle bu mutasyonlarin denetlenmesi hastalardaki genetik
bozukluklarin yiiksek oranlarda saptanmasini saglayabilecektir.

Calismamizda saptanan mutasyonlarmn dagilimi literatiirde raporlananlardan
farkliliklar gostermektedir. Orta Avrupa, Danimarka’ da, Iran’ da ve iilkemizde daha
once yapilmis olan 4 calismada (Tablo 27) IVS2 mutasyonu ve delesyonlar en sik
degisikliklerken, Tunus’ da gerceklestirilen calismada Q318X mutasyonu ve
delesyonlar en sik saptanmistir. Calismamizda en sik saptanan iki degisiklik delesyonlar
ve Q318X mutasyonudur. Cogu toplumda en sik rastlanilan degisiklerden olan
delesyonlarin ¢alismamizda da sik rastlanilmasi, hastaligin etyopatogenezinde etnik
faktorlerin etkisinin az da olsa bulundugunu fakat daha cok benzer genetik
mekanizmalarin hastaligin  gecisinde etkili oldugu fikrini desteklemektedir (20).
Calismamizda 2. siklikta saptanan Q318X mutasyonun literatiirdeki diger serilerde
tanmimlanan %0,5-13,8 oranlarindan yiiksek saptanmasi (%17,3), ¢calismamizin kii¢iik bir
hasta popiilasyonunda ve Karadeniz gibi goreceli olarak izole bir bolgede
gerceklestirilmis olmasina bagli oldugu spekiile edilebilir. Ayrica Kharrat ve ark.
Tunus’ da gerceklestirdikleri calismada %35,3 oraninda sapatamis olduklar yiiksek
Q318X mutasyon oranin1 kendi toplumlarindaki “founder effect” e bagl olabilecegini

spekiile etmislerdir.

83



84

Tablo 27. Cahsmamizda ve literatiirdeki cesitli calismalarda saptanan allel

frekanslari
8bp/Lar
E6 Cl1 | V281L | Q318X | R356W | 1VS2 1172N P30L ge Diger
Delesyo
n
Dolzan ve ark.
Orta Avrupa | %0,3 | %3,4 | %2,6 %2,4 | %31.2 | %i4,5 | %3,7 | %294 | %12
2005 (%100)
Ohlsson ve
a}rk. %1,5 | %44 | %8,8 92,2 | %33,8 | %10,3 | %22 % 36 %5
Danimarka
1999(%104.2)
Kharrat ve
ark. %0 | %0 | %353 %29 | %17.6 | %108 | %0 | %19,6 | %7.9
Tunus
2004 (%94,1)
Ramezani v
ark. %3 | %3 | %9 | %5 | %28 | %9 | %0 | %l13- | -
Iran
2008 (%70)
Sadeghi ve
ark. Bl | %45 | %12,5| %45 | %285 | %4 | W15 | w21 | -
Tiirkiye
2008 (%78)
Calismamiz
Tiirkiye %3,8 | %19 | %17,3| %7,7 | %153 | %153 | %3,84 | %23
2010 (%88.,4)

21-Hidroksilaz eksikligine bagli klasik KAH’ da mutasyonlar, kalan enzim
aktivitesine gore alleller Agir (Tip-A), Orta (Tip-B) ve Hafif (Tip-C) genotipler seklinde
smiflanabilmektedir. Genotipin bu siniflandirmasiyla, fenotip de hastanin iki allelinin
sahip oldugu mutasyon gruplarina gére Tuz kaybettiren tip [agir/agir (Tip-A/ Tip-A)
genotip], Basit virilizan tip [agir/orta (Tip-A /| Tip-B) ya da orta/orta (Tip-A/ Tip-A)
genotip] ve Non-Klasik tip [agir/hafif (Tip-A/ Tip-C), orta/hafif (Tip-B/Tip-C) ve
hafif/hafif (Tip-C/Tip-C) genotip] ongdriimii saglanabilmektedir (3).

1997 yilinda Jaaskelainen ve ark. nin Finlandiya’ da gergeklestirdikleri

caligmada mutasyon analizi gerceklestirilebilen 78 hastada genotip fenotip iligkisinin iyi

bir sekilde kurabildiklerini raporlamislardir. Calismada daha 6nceki calismalarda bazi
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klinik varyasyonlarin raporlandigi IVS2 mutasyonunun siddetli mineralokortikoid
yetersizligine neden oldugu ve agir fenotiple ilskili olduguna dikkat cekilmistir (45).

Wedell ve ark. 1994 yilinda Isve¢’ de gergeklestirdikleri ¢alismada 127 hastanin
CYP21 genotiplemesini ve klinik ilskilendirmesini raporlamislardir. Arastirmacilar
farkli kombinasyonlardaki mutasyonlarin ortaya konulmasinin ve klinikle
ilskilendirilmesinin, prenatal tedavi endikasyonunun koyulmasinda ve heniiz klink
bulgular ¢cikmadan postnatal hastalik prognozunun belirlenmesinde yardimci oldugunu
belirtmislerdir (46).

Speiser ve ark. 1992’ de 88 ailede gerceklestirdikleri ¢alismada, yukarida da
sozii edildigi bicimde Tip-A, Tip-B ve Tip-C genotipik siniflandirmanin uygulandigi
mutasyon gruplart ile hastalik siddeti arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
raporlamiglardir (47).

Tiim bu yapilan c¢aligmalarda genotip fenotip korelasyonun yaklagik %80
oraninda dogru 6ngdriim getirdigi belirlenmistir. (3).

Calismamiza katilan hastalardan basvuru aninda tuz kaybi bulgulart olan 15
hastanin genotipleri degerlendirildiginde, mutasyon saptanan 15 hastanin tiimiinde Agwr
ya da Tip-A tipte mutasyonlar (Delesyonlar, E6 Cluster mutasyonlari, Q318X, IVS2 ve
R356W mutasyonlar1) saptandigr goriilmektedir. Bunlardan 6’s1 delesyon, 3’i
Homozigot Q318X mutasyonu, 1’1 heterozigot Q318X, 2’ si R356W, 2’ si IVS2, 1’1 E6
Cluster ve mutasyonlaridir.

Genis delesyon saptanan 6 hastada da Kuskulu Genital Yap1 ve tuz kaybi
bulgular1 saptanmistir.

Benzer bicimde homozigot Q318X mutasyonu saptanan 3 hasta da klinik tuz
kaybettiren agir tip ile uyumludur. Q318X mutasyonu ekzon 8  de 318. pozisyonda
prematiir terminasyona neden olan Nonsense bir mutasyondur.

Heterozigot Q318X mutasyonu saptanan hastammz HY’ de kusma sikayetiyle
basvuran bir hastadir ve dis genitalyasinda hiperpigmentasyonu mevcutur. Laboratuar
incelemesinde agir forma uygun tuz kaybimi gosteren hiponatremi ve hiperpotasemi
saptanmistir. Q318X in heterozigot formunun direkt agir klinik iliskisi literatiir
bilgilerine gore beklenen bir durum degildir. Ancak ‘“compound heterozigozite”

tanimlanmistir. Bu nedenle de hastamizin heterozigot formda saptanan Q318X
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mutasyonu diginda diger allellinde, panelimizde mevcut 7 nokta mutasyonu ve 2
delesyon disinda, farkl bir allel degisikligi oldugu diistiniilmektedir.

I'VS2 mutasyonu saptanan 2 hastamiz (AU ve HA), R356W mutasyonu saptanan
2 hastamizda (AO ve MYA) ve E6 cluster Mutasyonu saptanan tek hastamiz RS kusma
sikayetleriyle basvurmuslar, laboratuar degerledirmeleri tiimiinde tuz kaybim ortaya
koymustur. Bu hastalarda saptanan IVS2, R356W ve E6 Cluster mutasyonlarinin tiimii
literatiirde tuz kaybettiren fenotip ile iliskilendirilmis mutasyonlardir (3,47).

Calismamizda, 26 vakanin, tuz kaybiyla seyreden 15 vakasi disindaki 11
olgumuz basit virilizan klinik seyir gostermektedir. Literatiir verileri basit virilizan
KAH 1 agir/orta (Tip-A /| Tip-B) ya da orta/orta (Tip-A/ Tip-A) genotiple birlikte
tamimlamuslardir (3,47). Bu gruptaki hastalarimizda 2 tanesinde homozigot 1172N, 3
tanesinde heterozigot 172N, 2 tanesinde homozigot IVS2 mutasyonlar1 saptanmistir. 3
hastada mutasyonlar “compound heterozigot” formda saptanmistir. Bir hastamizda
taranan mutasyonlardan herhangi biri saptanmamustir.

Literatiir verilerine gore I172N mutasyonu basit virilizan tipin bilinen en sik
nedenidir. Mutasyonu homozigot formda tagiyan hastalar, normal enzim aktivisinin
yaklasik %1 ine sahiptirler. 1172N alleli saptanan 6 hastamizdan 2’si (GC ve OT) nde
homozigot, 3’ii (ZSK, IUS ve FA) nde heterozigot ve birinde (HB) I172N ve Q318X
mutasyonu birlikte olmak tizere “compound heterozigot” form bulunmaktadir.

[172N mutasyonu icin heterozigozite saptanmis oldugumuz 3 olguyu yalniz bu
genotiple basit virilizan KAH klinigi ile bagdastirmak giictiir. Zira bu olgularin resesif
bir kalitm modeli olan KAH da asemptomatik olmalar1 beklenmektedir. Bu nedenle
klinik bulgular1 belirgin olan vakalarimizda panelimizde olmayan bir baska orta (Tip-B)
ya da agir (Tip-A) genotipinin olabilecegi ve bu hastalarin “compund” heterozigozite
gostermis olabilecekleri one siiriilebilmektedir. Bu temelde dizi analizi ¢6ziimleyici
olacaktir.

Basit virilizan tip fenotip uyumlu bir diger mutasyon homozigot IVS2 dir.
Homozigot IVS2 mutasyonu CYP21 intron 2 “splice site” ini etkileyerek prekiirsor
mRNA’ dan matiir mRNA olusumu sirasinda normalde atilmasi gereken 19 bazin matiir
mRNA’ da kalmasina ve okunma cergevesinin kaymasina neden olmaktadir. Bu sekilde
enzimin neredeyse tamami anormal yapidadir. [lging olarak kiiltiire edilmis hiicrelerde

cok az (%1) normal enzim aktivitesi saptanabilmektedir. Bu nedenle IVS2 mutasyon
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hem tuz kaybettiren hem basit virilizan tip klinikle iliskilidir. Calismamizda homozigot
IVS2 mutasyonu saptanan 4 hastanin (AU, HA, OAT ve BC) 2’si tuz kaybettiren
fenotip gosterirken diger 2’si (OAT ve BC) basit virilizan klinik gostermektedir. Bu

durum mutasyonun tanimlanan dogasina uygundur.

Yukarida da sozii edildigi bicimde Q318X homozigot genotipi, enzim
aktivitesinde tam kayba yol acan agir klinik iligkili bir mutasyon olarak
siniflanmaktadir. Ancak Kharrat ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, Q318X mutasyonunun
[172N, ve P30L mutasyonlar1 ile “compound heterozigot” olduklar1 durumlarda,
hastalarin basit virilizan klinige sahip olabilecekleri tartisilmistir. Q318X/I172N
Compound Heterozigot genotipine sahip hastamiz da bu goriisii dogrular bicimde basit
virilizan fenotipe sahip olan bir hastadir.

Q318X icin Compound Heterozigot olan (Q318X/ P30L) diger hastamiz (MTK)
yenidogan doneminde emmeme ve genital hiperpigmentasyon nedenleriyle
degerlendirilmis olan ve tetkiklerinde hafif 17-hidroksiprogestron ve ACTH artislar
saptanmis olgumuzdur Hastamiz bir siire medikal tedavi aldiktan sonra takipten
cikarilmistir. Fenotip ve prognoz olarak basit virilizan klinik ile uyumludur.

Speiser ve ark. ¢alismalarinda, V281L ve P30L mutasyonlarinin her ikisini hafif
klinik ile (basit virilizan veya non-klasik form)  iliskilendirmislerdir (3,47).
Calismamizda da bir hastamizda saptanan “Compound” Heterozigot form V281L/ P30L
mutasyonu hiperpigmente dis genital yapr ve hafif yiiksek 17-hidroksiprogestron ve
ACTH artis1 ile birlikte izlenmistir. Bu hastamiz bir siire medikal tedavi aldiktan sonra
takipten ¢ikarimistir.

Okten ve ark. 2009 yilinda raporladiklar1 caligmalarinda “distal phalanges”
agenezisi saptadiklar1 hastalarinda homozigot P30L mutasyonu varligini tartigmiglardir.

Sonug olarak calismamiza katilan tuz kaybettiren fenotipe sahip tiim hastalarin
agir (Tip-A)/agir (tip-A) genotipe sahip olduklari, basit virilizan fenotipe sahip tiim
hastalarin agir/orta (Tip-A /| Tip-B) ya da orta/orta (Tip-A/ Tip-A) genotipe sahip
olduklar1 saptanmistir. Klasik KAH olarak degerlendirilp caligmaya dahil edilen 2
hastamizda agwr/hafif (Tip-A | Tip-C) ve hafif/hafif (Tip-C/ Tip-C) genotipler
saptanmistir. Bu genotiplerle Non-klasik fenotipe uymasi beklenen hastalarin, cok hafif

bulgularla klasik hastalik grubuna dahil edilmis olduklari ve bu hastalarin bir siire
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medikal tedavi aldiktan sonra takiplerinin kesildigi saptanmistir. Calismamiza katilan
hasta grubunda mutasyon saptanabilen hastalarda genotip-fenotip iliskisi tam

kurulabilmistir.

PCR-RFLP ve MLPA Yontemlerinin Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Calismamiza katilan 26 hastanin CYP21 genotiplerinin belirlenmesi i¢in PCR,
PCR-RFLP ve MLPA yontemleri kullanilmistir. Incelenen allellerin %88.4° iinde
mutasyon saptanmistir.

Delesyonlarin ¢alisilmasi icin literatiirde siklikla Southern Blot ve PCR
yontemleri kullanilmistir. Calismamizda her vaka icin 8-bp deleyonunu ve genis
delesyonlar1 saptamak amaciyla 2 farkli PCR gergeklestirilmisti ve 26 hastanin 6’ sinda
(%23) homozigot genis delesyon saptanmisti. PCR yontemi delesyonun genisliginin
belirlenmesinde  yetersiz ~ kalabilmektedir ve  duplikasyonlar1 da  siklikla
saptayamamaktadir. Ayrica PCR reaksiyonunda yalanci pozitiflige yol acabilecek
etkenler 8-bp delesyonu ve genis delesyon ayiriminda yanhis karara neden
olabilmektedir.

MLPA yontemi delesyon duplikasyon gibi gen dozaj anomalileri saptayabilen
yeni bir yontem olarak tanimlanmistir.

Literatiirde KAH tanis1 icin kullanilan diger yontemleri MLPA ile karsilastiran
sadece bir ¢alisma mevcuttur. Concolino ve arkadaslarinin 2009 yilinda yayinladiklar:
bu calismada daha once Southern Blot ve dizi analizi yontemleriyle saptadiklart 7
delesyon ve 2 duplikasyonun tiimiiniin MLPA y6temiyle onaylandigini raporlamislardir.
Aragtirmacilar MLPA yonteminin KAH molekiiler tanisinda oldukga bilgi verici bir
yontem olabilecegini tartigmig, fakat bilinen en polimorfik genlerden biri olan
CYP21A2 geninin kompleks yapisi nedeniyle bu calismalarin CYP21A2 genetigi
hakkinda derin tecriibe gerektirdigini vurgulamislardir. Calismada sonug¢ olarak MLPA’
nin CYP21A2/CYP21A1P delesyon/duplikasyonlarini tanimada basit, hizli ve hassas
bir yotem olarak tantmlanmistir (25).

Calismamizda, PCR yontemiyle delesyon saptanan 6 vakanin tiimiinde MLPA

yontemi delesyonlar onaylamistirt. PCR’ da delesyonlar saptanmakla birlikte ilgili
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lokuslarin tanimlanmast miimkiin degildir. MLPA ile delesyon saptanan hastalarin
delesyona ugramis bolgelerin tanimlanmasi miimkiin olmustur (Tablo 25).

Ulkemizde 21-Hidroksilaz eksikligine baglhi Klasik KAH vakalarinin
degerlendirildigi Sadeghi ve arkadaslarinin ¢alismasi ve bizim calismamizda siklik
acisindan sirastyla ikinci ve birinci sirada saptanan genis delesyonlarin tanisi igin
MLPA yontemi 6nemli bir secenek olarak degerlendirilmelidir (24).

Calismamizda kullanilan MRC Hollanda firmasinin KAH MLPA kitinde
delesyon ve duplikasyonalarin taninmasi disinda sik karsilasilan 4 mutasyona yonelik
dizayn edilmis 4 prob mevcuttur. Problar ekzon 3, 4, 6 ve 8’ e de sirasiyla saptanabilen
8-bp delesyonu, I172N, E6 cluster ve Q318X mutasyonlarinin “Wild Type” larina
gore dizaynedildiginden bu mutasyonlarin varliginda ilgili problar icin delesyon/kayip
gosterebilmektedir. Calismamizda PCR-RFLP yonteleriyle taranan 7 nokta
mutasyonundan 3’ii olan I172N, E6 Cluster ve Q318X mutasyonlar1 ve PCR ile
incelenmis 8-bp delesyonu MLPA kitinin ilgili 0zgiin problariyla da
degerlendirilmistir. Problar nokta mutasyonlarin varlifinda da hedef DNA dizisine
hibridize olamamaktadir bu durumda MLPA analizinde Relative Peak Ratio (RPR)’ de
azalma beklenmektedir. Calismamizda I172N, E6 cluster ve Q318X mutasyonlarindan
en az birini tasiyan 12 hastamizdan 10° unda MLPA analizinde mutasyon varligini
destekleyen 0,7’ den diisiik RPR degerleri saptanmustir. 2 hastada RPR degeri diisiik
degildir, bu hastalarin RFLP’ de ilgili problarin mutasyonlar1 i¢in ‘“compound
heterozigot” formda bulunmast MLPA’ da RPR’lerinin diisiik saptanmamasini
aciklayabilmektedir.

MRC-Holland firmas1 tarafindan iiretilen PO5S0-B2 KAH MLPA analiz kitinin
esasen delesyon ve duplikasyonlarin taninmasi i¢in dizaynedildigi vurgulanmaktadir.
Ligasyon bolgesinde olmasa bile hedef bolgedeki nokta mutasyonlart ve
polimorfizmler, ayrica hedef DNA’min saflii ve optimalize edilemeyen kosullar
uygulandiginda hedef DNA’ya baglanmasinda degisikliklere neden olabildigi
bilinmektedir. Bu degisiklikler, kimi zaman referans problarda bile RPR’ lerde diisiise
ve delesyon yorumuna neden olabilmektedir.

Calismamizda 26 hastanin 3’iinde referans problarda delesyon saptanmistir.
Ayrica 4 hastada PCR-RFLP sonuclariyla uyumsuz olarak 178-bp probunda delesyon

saptanmistir. Referans problarda saptanan ? delesyon ©On c¢alisma temelinde
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gerceklestirdigimiz MLPA calismamizin optimize edilememesine bagli olabilir. 178-bp
icin ise retici firmanin son dénemde yayinladigi bilgilerde 178-bp probunun daha az
giivenilir oldugu ve 154-bp, 160-bp, 364-bp ve 382-bp problarinin degisken olduklar:
raporlanmigtir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda MLPA analizi, PCR ve RFLP ile saptanan
delesyonlarin tamamini saptamistir. PCR ve RFLP nokta mutasyonlar1 panelimizde
bulunan ve MLPA ile saptanabilen mutasyonlar olan E6 Cluster , [172N ve Q318X

mutasyonlarinin %83’ ii MLPA yoOntemi ile onaylamistir.

90



91

6. SONUCLAR

Calismamizda 21-Hidroksilaz eksikligine bagh klasik konjenital adrenal
hiperplazi tanili 26 hastada PCR-RFLP ve MLPA teknikleriyle saptanan CYP21
geninin mutasyonlar1 derlenmis, saptanmis olan mutasyonlarin dagiliminin ortaya
konulmasi, hastalikla ilgili genotip fenotip iliskisi kurulmasi ve bu iki teknigin
etkinliginin karsilastirilmas: amaclanmastir.

Yapilan ¢alismanin sonucunda;

1. Hasta popiilasyonunun % 96,19’ unda mutasyon saptanmustir.

2. Degerlendirilen 52 allelden 46’sinda (%88,4) mutasyon saptanmistir. En sik
olarak %23 oraninda genis delesyon saptanmistir. Nokta mutasyonlarindan
9%17,3 oraninda Q318X %15,3 oraninda nt656g (IVS2), %15,3 oraninda 172N,
%7,7 oraninda R356W, %3,8 oraninda P30L, %3,8 oraninda E6 cluster ve %1,7
oraninda V281L mutasyonlar1 saptanmaistir.

3. Calismamizda en sik saptanan 4 mutasyon (genis delesyonlar, Q318X, IVS2 ve
1172N) hastalarin %85’ ini tanimlamaktadir.

4. Calismaya katilan hastalardan klinik temelde hastalik bulgular1 allelik
mutasyonlarin kategorize edildigi alt gruplarla uyumludur (Tablo 2). Tuz
kaybettiren fenotipe sahip tiim hastalarin agir/ agir genotipe sahip olduklari,
basit virilizan fenotipe sahip tiim hastalarin agir/orta ya da orta/orta genotipe
sahip olduklari ve hafif fenotipe sahip tim hastalarin agiv/hafif ve hafif/hafif
genotipe sahip olduklar1 saptanmistir. Caligmamiza katilan hasta grubunda
mutasyon saptanabilen hastalarin tiimiinde tam bir genotip-fenotip iliskisi
kurulabilmistir.

5. Mutasyonlarin saptanmasinda kullanilan 2 yontemden MLPA analizi, PCR-
RFLP ile saptanan delesyonlarin tamamini, MLPA ile saptanabilir nokta
mutasyonlarinin %83’ iinli onaylamstir.

6. KAH hastaliginin {ilkemizdeki mutasyon dagiliminin daha net ortaya

koyulabilmesi icin yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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