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OZET

idiyopatik Hipogonadotropik Hipogonadizmli Erkek Hastalarda
KAL1, GnRH1, GnRHR, PROK2 ve PROKR2'nin Multipleks Ligasyon
Bagimh Prob Amplifikasyon (MLPA) Yontemiyle Analizi

Hipogonadizm, gonadotropin sekresyon bozukluguna
(hipogonadotropik hipogonadizm) veya primer testikiler yetmezligine
(hipergonadotropik hipogonadizm) bagli, gonadal hormonlarin Uretiminde
bozukluk olarak tanimlanir. Bunlarin ayirrmi  serum gonadotropin
konsantrasyonlarinin  6lgimu ile yapiimaktadir. Subnormal testosteron
dizeyleri olan bir bireyde serum LH ve FSH konsantrasyonlari normalin
Uzerindeyse hipergonadotropik hipogonadizmden, serum LH ve FSH
konsantrasyonlari normal veya azalmig ise hipogonadotropik
hipogonadizmden bahsedilir. Hipogonadotropik hipogonadizm anosmi veya
hiposmi ile iligkili olabilecegi gibi (Kallmann sendromu), normal koku duyusu
ile de iliskili olabilir (normosmik hipogonadotropik hipogonadizm). Klinik ve
genetik olarak heterojen bir hastaliktir.

Gunumuze kadar, hastaligin nedeni olarak bir dizi mutasyon
tanimlanmistir.  Ancak  bunlar, tim idiyopatik  hipogonadotropik
hipogonadizmli  hastalarin sadece %10-20’sinin  molekiler temelini
olusturmaktadirlar, ki bu da kesfedilmesi gereken ilave genlerin oldugunu
dusundurmektedir.

Hipogonadotropik hipogonadizmli 86 erkek hasta (76’si normosmik
idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizmli ve 10'u Kallmann sendromlu) ve
95 saglkh kontrol KAL1, GnRH1, GnRHR, PROK2 ve PROKR2 gen
mutasyonlari yonunden arastirildi. Beyaz kan hucrelerinden butun
katilimcilarin DNA’lari standart teknikler kullanilarak izole edildi. 125 ng DNA,
MLPA kitinin prob setleri ile bir gece boyunca hibridize edildi. Hibridizasyonun
ardindan, bir ligasyon reaksiyonu ve 35 dongulik PCR amplifikasyonu
gerceklestirildi. Amplifikasyon drtnleri, kapiller elektroforez araciligiyla
aynigtirildi ve bir yaziim programi yardimiyla fragment analizi yapildi. Her

fragmentin pik alani kontrol grubundakilerle karsilastirildi.



Calismamizda, Kallmann sendromlu 3 farkh hastada KAL1 geninin 9.
ekzonunda heterozigot delesyon ve bu hastalarin birinde KAL1 geninin 11.
ekzonunda ilave olarak bir duplikasyon saptandi. Ayrica, normosmik
idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizmli 3 farkli hastada, PROK2 geninin
3. ekzonunda duplikasyon, GnRHR geninin 2. ekzonda heterozigot delesyon
ve ayni genin 1. ekzonunda duplikasyon tespit edildi. Calismaya dahil edilen
hasta grubunda PROKR2 ve GnRH1 genlerinde mutasyon saptanmadi.
Ayrica, bu mutasyonlarin hi¢ biri saglikli kontrol grubunda gosterilemedi.

Hastaligin genetik temelini tanimlamak, bu kompleks bozuklugu daha
iyi kavramamiza yardimci olmasi yaninda, genetik danisma ve tedaviyi
yonlendirmek amaciyla zorunludur. Ayrica, genetik mutasyonlar ile hastalik
arasindaki iligkiyi ortaya koymak, normal Ureme fonksiyonunu daha iyi
anlamamiz acisindan énemlidir. ilave genetik defektleri aydinlatabilmek icin,
hipotalamo-hipofizer gelisimini ve fonksiyonlarini dizenleyen genlerle ilgili,

daha fazla galigmaya ihtiya¢ vardir.
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SUMMARY

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA)
Analysis of KAL1, GnRH1l, GnRHR, PROK2 and PROKR2 in Male
Patients with Idiopathic Hypogonadotropic Hypogonadism

Hypogonadism is defined as the failure in production of gonadal
hormones, which may be due to lack of gonadotropin secretion
(hypogonadotropic hypogonadism) or due to primary testicular failure
(hypergonadotropic hypogonadism). The distinction between these disorders
is made by the measurement of the serum concentrations of gonadotropins.
An individual with subnormal testosterone levels has hypergonadotropic
hypogonadism if the serum LH and FSH concentrations are above normal
and has hypogonadotropic hypogonadism if the serum LH and FSH
concentrations are normal or reduced. Hypogonadotropic hypogonadism may
be associated with anosmia or hyposmia (Kallmann syndrome), or with a
normal sense of smell (hormosmic hypogonadotropic hypogonadism). This is
a clinically and genetically heterogeneous disease.

To date, several mutations have been identified as the underlying
cause of disease. However, they account for the molecular basis of only 10-
20% of all patients with idiopathic hypogonadotropic hypogonadism, which
suggest that additional genes need to be discovered.

86 unrelated males with hypogonadotropic hypogonadism (76
diagnosed with normosmic idiopathic hypogonadotropic hypogonadism and
10 with Kallmann syndrome) and 95 healthy control individuals were studied
for the presence of KAL1, GnRH1, GhRHR, PROK2 and PROKR2 mutations.
DNA was extracted from white blood cells in all participants using standard
techniques. A total of 125 ng of DNA was hybridized overnight to the probe
sets of the MLPA kits. Following hybridization, a ligation reaction and 35
cycles of PCR amplifications were performed. The amplification products
were separated by capillary electrophoresis and the fragment analysis was
performed using a software program. Peak areas for each fragment were
compared with those of the control group.
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In the present study, we detected a heterozygous deletion of the KAL1
gene in exon 9 in three different patients with Kallmann syndrome.
Additionally, one of these patients also carried a duplication of exon 11.
Furthermore, we found a duplication of the PROK2 gene in exon 3, a
heterozygous deletion of the GnRHR gene in exon 1 and a duplication of the
same gene in exon 2 in three patients with normosmic idiopathic
hypogonadotropic hypogonadism. No abnormalities were found in the patient
group for the PROKR2 and GnRH1 genes. In addition, no mutations were
identified in the healthy control individuals for the described genes.

Defining the genetic basis of disease is essential to improve our
understanding of this complex disorder, and can be useful for genetic
counseling and for directing therapy. In addition, discovery the association
between genetic mutations and disease is important for our better
understanding of normal reproductive function. Further studies of genes that
regulate hypothalamic-pituitary development and functions should be carried
out to clarify the additional genetic defects.

Key words . Normosmic Idiopathic Hypogonadotropic
Hypogonadism, Kallmann Syndrome, KALL,
GnRH1, GnRHR, PROK2, PROKR2, mutation
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GiRiS
Hipogonadizm, vyetersiz gonadal fonksiyon olarak tanimlanir.
Hipotalamik ya da hipofizer dizeyde bozukluk sonucu ortaya c¢ikarsa

sekonder hipogonadizmden, testikuler bozukluk sonucu ortaya ¢ikarsa primer

hipogonadizmden bahsedilir.

Pulsatil gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH), gonadotroplar
Uzerindeki GnRH reseptorlerine etki ederek, gonadotropin gen
ekspresyonunu, hormon sentezini ve sekresyonunu stimile etmektedir.
Hipofizer gonadotropinler, luteinize edici hormon (LH) ve follikGl uyarici
hormon (FSH), erkeklerde ve kadinlarda steroid Uretiminde ve
gametogenezde gorev alir. Gonadotropin uretimi, hipotalamik GnRH ureten
noronlarin  ve hipofizer gonadotrop hucrelerin normal gelisim ve
fonksiyonlarini gerektirmektedir. Bu akstaki bozulma hipogonadotropik
hipogonadizm olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hipotalamo-hipofizer aksin
radyolojik goruntilemesinin ve 6n hipofizin diger endokrin fonksiyonlarinin
normal oldugunun gdsterilmesi ile idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm
(iIHH) tanisi konmus olur. iIHHde koku duyusu korunmus olabilecegi gibi,
bozulmus da olabilir. Anosmi veya hiposminin eslik ettigi bu tabloya Kallmann

sendromu (KS) denir. KS, IHH'in konjenital formudur.

Bugune kadar yapilan arastirmalarda, GnRH ve gonadotropin sentez
ya da sekresyonunu bozarak gonadotropin eksikligine yol agan bir dizi
genetik kusur tanimlanmistir. iHH'li hastalarin yaklasik olarak %5-10'unu
olusturan bu mutasyonlar dort baglik altinda 6zetlenebilir: GnRH noéronlarinin
migrasyonu ve fonksiyonunu bozanlar (Kallmann Syndrome 1 Sequence,
KAL1; Fibroblast Growth Factor Receptor 1, FGFR1; Nasal Embryonic LHRH
Factor 1, NELF1; Prokineticin 2, PROK2 ve Prokineticin Receptor 2,
PROKR2 mutasyonlari); GnRH sentez ve sekresyonunu bozanlar
(Gonadotropin-Releasing Hormone 1, GnRH1; Kisspeptin 1, KiSS1; G
Protein-Coupled Receptor 54, GPR54; Steroidogenic Factor 1, SF1; Nuclear
Receptor Subfamily 0, Group B, Member 1 (NROB1), DAX1; Leptin, LEP ve
Leptin Receptor, LEPR mutasyonlari); GnRH’ya hipofizer dizeyde cevabi
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bozanlar (Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor, GnRHR mutasyonu)
ve gonadotropin biyosentezini bozanlar (Luteinizing Hormone Beta
Polypeptide, LHB; Follicle Stimulating Hormone Beta Polypeptide, FSHB,;
Nuclear Receptor Subfamily 0, Group B, Member 1 (NROB1), DAX1 ve
Steroidogenic Factor 1, SF1 mutasyonlari). Bu gen defektlerindeki her bir

bozukluk farkli fenotipik veya hormonal 6zellikler ile iligkilidir.

Calismamizda, ureme ile ilgili basamaklarin daha iyi anlasiimasi
amaciyla, KS ve normosmik idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizmin
(niHH) patogenezinde rol oynayan KAL1, GnRH1, GnRHR, PROK2 ve
PROKR2 genlerindeki mutasyonlarin sikliginin saptanmasi ve genotip-
fenotip arasindaki iligkinin belirlenmesi hedeflenmistir. Hipogonadotropik
hipogonadizmli 86 erkek hasta (76’s1 niHH'li ve 10’'u KS’lu) ile fizik muayene
ve laboratuvar sonugclari normal olarak degerlendirilen 95 saglikh katihimci
calismaya dahil edildi. Genomik delesyon ve duplikasyonlarin
saptanmasinda geleneksel yontemlere gére daha hassas oldugundan MLPA
(multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu) yéntemi tercih edildi.



GENEL BILGILER

2.1. Puberte

Puberte, seksuel Ureme kapasitesinin kazanildigi donemdir. Puberte
sirasinda gozlenen fiziksel degisiklikler boyun ve agirhigin hizla artisi, ikincil
seks karakterlerinin gelisimi, yag ve kas dokularinin dagiliminin ve miktarinin
degismesi seklinde siralanabilir. Sonug¢ olarak puberte tamamlandiginda
birey yetigkin gorinumu kazanmis olur. Puberte terimi ile genellikle
karigtirilan adoélesans terimi ise, gocukluk déneminin sonundan erigkinlige
kadar uzanan tum fiziksel, seksiel ve psikolojik evreleri kapsamaktadir.
Kisaca, puberteden farkli olarak, bireyin yetiskin gibi duaslinmesi ve

davranmasi ile sonuglanan psikososyal degisiklikleri icermektedir (1, 2).

Pubertenin tamamlanmasi bireyden bireye farklilik gosterir ve baglama
yasl buylk olgude genetik faktorlerce belirlenmektedir. Puberteyi etkileyen
diger onemli faktorler ise beslenme ve iklim gibi cevresel faktorler, etnik
Ozellikler, fiziksel ve ruhsal stresler ile her turli hastalik durumudur (2). Bu
sure¢ ayni yastaki cocuklarda fiziksel agidan farkli gérinumlere neden

olabilir.

2.1.1. Puberte Sirasinda Gozlenen Fiziksel Degisiklikler

Erkek cocuklarda pubertenin ilk fiziksel bulgusu testis hacimlerinin
artmasidir. Testis volumindn 4 ml'nin Gzerine gikmasi ya da uzun aksinin 2,5
cm veya uzerinde olmasi puberteye girildigini gosterir. Testis buylmesi
ortalama olarak 12 yasindan oOnce baglar, ancak 9,5 yasindan itibaren
gozlenebilir (1, 2).

Bundak ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir calismada 1975-1980 yillari
arasinda dogmus ve yuksek sosyoekonomik dizeye sahip Turk erkek
cocuklarinda 4 ml ve tzerindeki testis volimiine ortalama 11,1 + 2,1 yaginda
ulasildigr ve 14 yasindaki olgularin %99,9'unda testis voliminin 4 ml ve

Uzerinde oldugu saptanmistir (3).



Erkek c¢ocuklarda testis hacimlerinin artmasi ile birlikte dis genital
degisiklikler gézlenmeye baslar. Bu donemde erektil dokunun boyu yaklasik
olarak 6.2 cm’den 13.2 cm’ye ulasir. Dis genital degisiklikler 9 yasindan
itibaren baglayabilmekle birlikte, 14 yas veya sonrasina kadar infantil
gorandm korunabilmektedir. Dis genital gelisiminin tamamlanmasi 5 yil veya
daha uzun surebilir. Genellikle 13 yaslarinda tamamlanabilmekte, ancak bazi
cocuklarda bu gelisim sureci 18 yasina ve hatta daha ileri yaga kadar devam
edebilir. Diger taraftan, bu gelisim slreci 2 yildan kisa da olabilir. Ayrica,
pubertenin baslama yasi ile dis genital degisikliklerinin gergeklesme hizi

arasinda dogrudan bir iligki yoktur.

Pubik killanma dis genital gelisiminin baslamasindan hemen sonra
olusur, nadiren de oncesinde go6zlenebilir. Bazi erkek gocuklarda ise dis
genital gelisim 4. evreye ulasana dek goérulmeyebilir. Kinik ve ark.’lari
tarafindan 1987'de yapilan bir calismada, Turk erkek cocuklarinda pubik
killanmanin ortalama baslama yasinin 12,04 + 1,74 oldugu saptanmigtir (4).
Bundak ve ark.’larinin pubik killanma i¢in 2000 yilinda bildirdikleri deger ise
12,3 £ 0,9 yas ile benzerdir (3).

Aksiller killanma pubertenin ortalarinda baslar ve bunu androjene
duyarh bolgelerde (yuz, gogus, sirt, karin ve uyluklarin st bolumu) killarin
cikmasi takip eder. Bundak ve ark.’lari, aksiller killarin 13,1 + 1,0 yasinda
gelismeye basladigini bildirmislerdir (3). Bu dénemde pubik killanma ve dis

genital gelisim oldukga ilerlemigtir.

Sesin “catlamasi” genellikle aksiler killanma basladiginda ve dis
genital gelisim ilerlediginde olur. Ses ortalama 14,5 yaslarinda “catlamaya”

baglar ve 1 yil kadar sonra kalinlasir.

Adodlesan buylime sigramasi erkek ¢ocugu erigkin boyutuna ulastirir
ve ikincil seks karakteristikleri sayilabilecek beden sekli degisiklikleri ile es
zamanl olarak gerceklesir. 14,9 + 1,6 yasinda Ust dudagin koselerinde biyik
gelisimi baslar ve 16,2 + 1,3 yasinda yanaklarda sakal gelisimi gdzlenir.
Cenede sakal, genellikle dis genital gelisim tamamlandiktan ve pubik

killanma gelisimi basladiktan 3 yil kadar sonra gozlenir. Neyzi ve ark.’lari
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tarafindan yapilan baska bir calismada, pubik killanma, aksiller killanma,
biyilk ve sakal gelisimi ile ses kalinlasmasinin zamanlamasi acgisindan

sosyoekonomik farkhliklarin etkili oldugu gosterilmistir (5).

Spermatogenez histolojik olarak 11-15 yas arasinda baslayabilir.
Erken sabah idrarinda spermatozoa belirmesi spermars olarak adlandirilir ve
genellikle evre 3-4'te ortaya cikar. Aristo 2000 yil 6nce spermarsin 14
yasinda gerceklestigini “iki kere 7 yasinda olunca erkek tohum olugturur’

sozleriyle ifade etmigtir.

Erkek cocuklarinin %75’inde pubertenin ilk evrelerinde degdisen
derecelerde jinekomasti ve akne go6zlenebilir ancak, coju olguda meme

dokusu 2 yil iginde geriler.

2.1.2. Erkeklerde Geligim

Tanner evreleri ile degerlendirilir. Bu degerlendirme ydnteminde
genital gelisim ve pubik gelisim ayri ayri yorumlanir. Ancak, genital bdlge

degerlendiriimesi gorsel yontemle oldugundan yanilgi payr mevcuttur.

2.2. Erkekte Hipotalamo-Hipofizer-Testikuler Aks

Erkek Ureme fonksiyonu, hipotalamus, hipofizer bez ve testislerden
olusan geri besleme sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Median
eminens’e yonelen aksonlarla preoptik alanda yerlesmis hipotalamik
ndronlar, hipotalamohipofizer sant ile hipofizer portal sistem icine pulsatil
olarak GnRH salgilarlar. GnRH sekresyonunda birgcok hormon,
norotransmitter ve sitokin goérev almaktadir. On hipofiz bezi gonadotropin
sekresyonu igin 6zellesmis olan gonadotropik hucreler icerir ve bu hicreler
GnRH tarafindan stimile edilir (6). GNnRH hipofizer gonadotropik hicrelerin
yuzey reseptorlerine baglanarak, kalsiyum bagimli bir mekanizma ile
cAMP'den bagimsiz olarak gonadotropin salinimina neden olmaktadir (7).

Hipofizer gonadotroplar tarafindan sekrete edilen gonadotropinler, LH ve
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FSH'dir. Gonadotropinlerin sekresyonu icin GnRH’nin pulsatil olarak salinimi
gereklidir. GnRH veya GnRH agonistlerinin slrekli olarak uygulanmasi LH ve
FSH sekresyonunu baskilamaktadir. GnRH'ya ilave olarak, yapilan
calismalarda dimerik peptid yapisindaki aktivinin de hipofizdeki lokal Gretimi
araciliiyla FSH sekresyonunu uyardigi gosterilmistir (8). LH ve FSH iki
glikoprotein zincirinden olugsmaktadir. Her iki zincirin a subUnitleri benzer
olup, her iki hormonun farkli immunolojik ve fonksiyonel oOzellikleri B
subunitleri tarafindan belirlenir. FSH, Sertoli hicrelerini uyararak seminifer
tubul epitelyumunda spermatogenezi uyarirken, LH interstisyumdaki Leydig
hicrelerinden testosteron dretimini uyarir. FSH, Sertoli hiicre membran
reseptorlerine (9); LH, Leydig hiicre membran reseptorlerine (10) baglanmak
suretiyle cAMP Uretimini arttirarak ve protein kinazlar aktive ederek bu
fonksiyonlari sergilemektedir. Testosteron Uretimine ve spermatogeneze
ilave olarak, androjen baglayici protein ve testosteronu Ostradiole donusturen

aromataz enzimini (CYP19) de iceren bir dizi protein sentezlenmektedir (11).

Serum LH ve FSH dizeyleri 6-8 yaslarinda, testosteron dizeyi ise 10-
12 yaslarinda artmaya baslar ve LH dizeyi eriskin donemde 116 kat artis
goOsterir.  GnRH‘nin  hipotalamustan pulsatil salinimi 12 yas civarinda
oturmaya baglar. Puberte doneminde GnRH’nin pulsatil salinimi geceleri
daha fazla olup, pineal bezden sekrete edilen melatonin hormonunun gece

aktivitesinin azalmasina baghdir (12).

2.3. Gonadotropin Sekresyonunun Geri Besleme Mekanizmasi ile

Kontroll

Testosteron sekresyonu ve sperm Uretim hizi ile Greme aksi arasinda,
negatif geri besleme mekanizmasi ¢ok iyi bir sekilde dizenlenmistir.
Testosteron ve onun metaboliti olan 6stradiol birbirinden bagimsiz olarak
gonadotropin sekresyonunu duzenlerler. Erkeklerde, FSH sekresyonunun
dizenlenmesinde dstradiol testosterondan daha etkili olmasina ragmen (13),
LH sentezinin negatif geri besleme kontrolinde testosteronun

aromatizasyonu c¢ok gerekli degildir, ¢unklu aromatize edilemeyen bir
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androjen olan dihidrotestosteron da LH sekresyonunu inhibe edebilmektedir
(14).

Testosteron hem hipotalamik diizeyde, muhtemelen endojen opioidleri
iceren bir mekanizma ile, GnRH pulsatilitesini ve dolayisiyla LH salinimini
azaltmakta (15, 16), hem de hipofizer duzeyde direkt olarak LH salinimini
inhibe etmektedir (17). Bu etkilerin bazilarinda testosteronun dstradiole yerel
donusumud sorumludur. Yetigkin bir erkekte Ostrojen, hem hipotalamik
dizeyde GnRH salinimini azaltarak, hem de hipofizer dizeyde GnRH'a

duyarhih@i bozarak LH sekresyonunu inhibe etmektedir (18).

Primer olarak Sertoli hicrelerinden FSH ve androjenlerin etkisiyle
sekrete edilen bir glikoprotein olan inhibin de, gonadotroplarda FSH
sekresyonunu inhibe eder. inhibin A ve B olmak Uzere iki tane formu vardir.
Erkeklerde fizyolojik olarak &énemli olan form inhibin B'dir (19). inhibin B
selektif olarak, FSH'nin B subulnitini kodlayan genlerin transkripsiyonunu
baskilayarak, gonadotropik hicrelerde FSH sekresyonunu inhibe eder (20).
inhibin B’nin bozulmus testikiiler fonksiyonun tanisinda bir belirleyici olarak

kullanimi tartismahdir (21).

Hipotalamo-hipofizer-testikller aks stressorlere de oldukg¢a duyarlidir.
Akut ve kronik hastaliklar testosteron duzeyini dugurerek GnRH ve sitokin
salinimini arttirmaktadir (22, 23). Aclik ise, saglkli erkeklerde leptin

dizeylerini azaltarak testosteron salinimini inhibe etmektedir (24).

2.4. Androjen Sentezi, Transportu, Metabolizmasi ve Fonksiyonu

Testosteron ve aktif metabolitleri olan 5-a-dihidrotestosteron ve 17-3-
Ostradiol’'iin sentezinde kolesterol dnemli rol oynamaktadir. Kolesterol, hem
Leydig hlcrelerinde sentezlenebilmekte, hem de plazmadaki disuk molekl
agirhkli  lipoproteinler kolesterol kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
Kolesterolin testosterona donusimuU 5 adet enzimatik slreg ile

gercgeklesebilmektedir.



Leydig hicreleri total testosteronun %9%’ini Uretir, kalani ise adrenal
korteksten Uretilir. Normalde, testislerde 25 ug testosteron bulunmaktadir ve
gunlik olarak LH kontrolinde 8-10 mg testosteron pulsatil olarak sekrete
edilmektedir (25). Dihidrotestosteron olusumu testosteron metabolizmasinin
%6-8’ini olusturur. Plazma testosteronun dihidrotestosterona orani yaklasik
olarak 10-15’e 1'dir. Ostradiol ise glnlik olarak 50 mg civarinda (%15'i
testislerde, %85’lik bolumU ise adipoz doku basta olmak Uzere
ekstraglanduler dokularda) olugsmaktadir.

Normal erkekte, testosteronun %2’'si serbest, %44'G SHBG’e ve %54'0
albimin ve diger proteinlere bagh olarak bulunmaktadir (26). Testosteron
baglama kapasitesi SHBG’den ¢ok daha az olmasina ragmen, yuksek
konsantrasyonlarindan dolayi, albumin testosteronun yarisindan fazlasini
baglamaktadir. Serbest ve albimine bagl testosteron bioavaible testosteronu

olusturmaktadir (27).

Erkeklerde SHBG konsantrasyonlari kadinlardakinin 2-3’te 1'i kadardir
ve prepubertal ve hipogonadizmli erkeklerde SHBG konsantrasyonlari normal
erkeklere gore daha yuksektir. Serum SHBG konsantrasyonlari androjen
uygulanmasi ve hipotiroidi durumlarinda azalmakta, 6strojen uygulanmasi ve

hipertiroidi durumlarinda ise artmaktadir.

Testosteronun ve  metabolitlerinin  erkeklerdeki  fonksiyonlart:
hipotalamo-hipofizer = sistem araciligiyla  gonadotropin  sekresyonu,
spermatogenezin baslatiimasi ve devam ettirilmesi, embriyogenezis
surecinde erkek fenotipin olusturulmasi ve puberte déneminde seksiel

matlrasyonun olusturulmasi ve devam ettiriimesi seklinde 6zetlenebilir.

ilave olarak, testosteron yagsiz viicut kitlesini arttirmakta ve yagli
kitleyi azaltmaktadir (28).

2.5. Germinal Hicreler ve Spermatogenez

Gonositlerden kdken alan ilkel spermatogonyumun ileri derecede
Ozellesmis spermatozoon haline gelinceye kadar gecirdigi sirece
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spermatogenez denir (29). Spermatogenezin baslamasi icin FSH, ancak tam
olgunlagsmasi icin testosteron gereklidir. Sertoli hicrelerinin sagladi§i uygun
ortam yardimiyla spermatogonyumlardan 74 gunde spermatidler meydana
gelir. Epididimise kadar gegisin saglandigi 12 gunlik slUrede spermatidler
fertilizasyon yetenedi kazanirlar. Seminal siviya prostat, bulbouretral ve

Uretral bezlerden de sivilar karisarak ideal semen olusur.

Spermiyumlarin metabolik ihtiyaglari testis icinde Sertoli hicreleri
tarafindan, testis disinda ise epididimden ve sekonder seks organlarindan

salgilanan maddelerle saglanir (30).

2.6. Erkek Genital Sistem ile ilgili Laboratuvar

2.6.1. Semen Analizi

Medikal bilinen bir hastalik yoklugunda ve ila¢ kullanimi olmamasi
durumunda semen analizi gonadal foksiyonu gosteren en iyi laboratuvar

yontemidir.

Normal semen pH’si 7,2 ve Uzerindedir. Semen analizi sonuglarinin
yorumlanmasinda kullanilan referans degerleri, Diinya Saglk Orgiti (WHO

1999) yeterli olan minimum seviye seklinde tanimlamistir (31).

2.6.2. Biyokimyasal Testler

Serum testosteron konsantrasyonlari sabah saatlerinde en yuksek
dizeylerde olup aksam saatlerine dogru azalmaktadir (32). Bundan dolayi,
testosteron 6lcumleri sabah saatlerinde yapiimaldir. Ancak total testosteron
konsantrasyonlarinin SHBG duzeylerindeki degisikliklerden etkilenebildigi
unutulmamalidir. Obezite; nefrotik sendrom; hipotiroidi, glukokortikoid,
progestin ve androjenik steroidlerin kullanimi SHBG duzeylerini azaltirken,
yaslanma; karaciger sirozu; hipertiroidi; ostrojenler; HIV enfeksiyonu ve
bircok sistemik hastalik artmig SHBG duzeyleri ile iligkilidir (33). Testosteron

dizeyinin (nmol/L) SHBG’e (nmol/L) bélinmesi ile hesaplanan serbest
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testosteron indeksi de alternatif olarak tani amach kullanilabilir (34). Serum
testosteron duzeyleri duguk olan hastalarda patolojinin primer veya sekonder
olup olmadigini saptamak amaciyla gonadotropin duzeyleri O6l¢tlmelidir.
Hipogonadotropik hipogonadizm tespit edilen hastalarda mutlaka serum

prolaktin seviyelerine de bakilmalidir (35).

2.6.3. Dinamik Testler

2.6.3.1. Koryonik Gonadotropin (hCG) Uyar Testi

3 gun sireyle 1500 1U/gin hCG intramuskuler olarak uygulanarak
testosteron yanitina bakilir. Normal erigkin erkeklerde son enjeksiyondan 24
saat sonra testosteron duzeylerinde bazale gore iki kat artis gozlenir. Primer
hipogonadizmde testosteron duzeylerinde artis olmazken, sekonder

hipogonadizmde artis g6zlenir.

2.6.3.2. Klomifen Sitrat Uyar Testi

10 gun sureyle 2x100 mg/gin klomifen sitrat verilir. Testin 9. ve 10.
gunlerinde alinan érneklerde FSH ve LH dlgimleri yapilir. Saglikli erkeklerde,
klomifen sitrat uyar testi ile negatif geri besleme mekanizmasi engellenmis
olur ve hipotalamo-hipofizer yanitin yeterli oldugunu gosteren LH'da iki kat,
FSH'da %20-50'lik artiglar gozlenir.

2.6.3.3. Gonadotropin Serbestlestirici Hormon (GnRH) Uyar Testi

100 pg gonadorelin intraventz bolus olarak verilir. 0, 30 ve 60.
dakikalarda alinan orneklerde FSH ve LH o6lgimleri yapilir. Normal erigkin
erkeklerde LHda 2 kat, FSH'da %50'den fazla artis izlenir. Primer
hipogonadizmde bu degerlerin Uzerinde artis goézlenirken, sekonder
hipogonadizmde FSH ve LH yaniti azalmig veya normale yakindir. Bununla

beraber testin tekrarlanmasi ile daha dogru degerlendirme yapilabilir.
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2.6.4. GOruntileme Yontemleri

2.6.4.1. Testikluler USG

Testikuler patolojilerin ayirt edilmesinde veya replasman tedavisi
yapilmasi planlanan hipogonadizmli hastalarda tedavinin takibi agisindan

faydalidir.

2.6.4.2. Hipofiz MRG

Hipofiz MR goéruntilemesi sekonder hipogonadizmde hipotalamo-
hipofizer aksin degerlendiriimesinde 6nemlidir. Ozellikle, asemptomatik
olsalar bile, testosteron duzeyleri 150 ng/ml olan hipogonadotropik

hipogonadizmli hastalarda 6nerilmektedir (35).

2.6.5. Testikuler Biyopsi

Azospermi tespit edilen hipogonadal erkeklerde normal buyuklikte
testis saptanmasi durumunda spermatogenetik yetmezlik ve duktal
tikanikhdin ayirt edilmesi igin biyopsi gerekir. Hafif veya orta derecedeki
oligosperminin degerlendiriimesinde biyopsinin yeri olmamasina ragmen,
daha ciddi olgularda tedavinin seklini degistirmese de, germinal aplazi,
hipoplazi, matirasyon durmasi ve spermatogenezdeki diger bozukluklarin
ayirt edilmesi igin biyopsi yapilabilir. Yine, testis boyutlari birbirinden farkliysa

germ hdcreli tmor ayirici tanisinda kullanilabilir.

2.6.6. Genetik Testler

Pulsatil GnRH, gonadotroplar tzerindeki GnRH reseptdrlerine etki
ederek, gonadotropin gen ekspresyonunu, hormon sentezini ve
sekresyonunu stimile etmektedir. Hipofizer gonadotropinler, LH ve FSH,
erkeklerde ve kadinlarda steroid Uretiminde ve gametogenezde gorev alir.
Gonadotropin Uretimi, hipotalamik GnRH dreten néronlarin ve hipofizer
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gonadotrop hucrelerin normal gelisim ve fonksiyonlarini gerektirmektedir.
Ureme aksinin birgok asamasinda orphan niikleer reseptorlerinin eksprese
edilmesine neden olan SF1 ve DAX1 genlerindeki mutasyonlar, hipotalamik
GnRH ureten noronlarin anormal gelisimi ile karakterize X gegisli Kallmann
sendromuna yol acan KAL1 gen mutasyonu, GnRH reseptdr fonksiyon
bozuklugu ile sonuglanan Proprotein Convertase Subtilisin / Kexin Type 1
(PCSK1) gen mutasyonu, gonadotrop hucrelerin anormal gelisimine veya
fonksiyonuna yol acan HESX Homeobox 1, Homeobox Gene Expressed In
ES Cells (HESX1), LIM Homeobox 3 (LHX3), Prophet of Pitl, Paired-Like
Homeobox 1 (PROP1) gen mutasyonlari, hormonlarda yapisal anormalliklere
sebep olan LHB ve FSHB gen mutasyonlari gonadotropin biyosentezi ve
sekresyonunun kompleks kontrolini bozan tanimlanabilmis genetik
anormalliklerin sadece bir bdlimint olusturmaktadir. Gonadotropin
eksikliginin molekuler yapisinin tanimlanmasi Ureme ile ilgili basamaklarin
daha iyi anlasiimasi, tedavinin yonlendiriimesi ve genetik danisma amaciyla
onemlidir (36).

2.7. Hipogonadotropik Hipogonadizm

Erkek hipogonadizmi, testislerin iki major fonksiyonlari olan sperm ve
testosteron Uretiminin bir veya her ikisinin birden azalmasi ile karakterizedir.
Bu durum, testis patolojilerinden (primer hipogonadizm) veya hipotalamo-
hipofizer hastaliklardan (sekonder hipogonadizm) kaynaklanabilir. Bunlarin
ayimmi serum FSH ve LH konsantrasyonlari oOlgulerek yapilabilir. Primer
hipogonadizmde, dusuk testosteron konsantrasyonlari ve/veya azalms sperm
sayisi ile birlikte serum FSH ve LH duzeyleri artmstir. Sekonder
hipogonadizmde ise, duslk testosteron konsantrasyonlari ve/veya azalms
sperm sayisi ile birlikte serum FSH ve LH konsantrasyonlari da azalmistir.
Sekonder hipogonadizmde dusuk serum LH dizeyleri nedeniyle testikiler
testosteron Uretimi ve dolayisiyla intratestikiler testosteron azaldigindan
dolayl sperm uretimi de benzer oranlarda azalmaktadir. Oysaki primer

hipogonadizmde seminifer tubullerdeki hasar Leydig hicre hasarindan daha
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fazla oldugundan dolayr sperm (retimindeki azalma testosteron
diizeylerindeki azalmadan daha belirgindir. ilave olarak, sekonder
hipogonadizmde dusuk FSH ve LH konsantrasyonlarindan dolayi
testosteronun dstradiole donisumunden sorumlu testikller aromataz enzimi
uyarilamamakta ve bu olgularda jinekomasti primer hipogonadizmden daha

seyrek gorilmektedir.

infertilite nedeni ile arastirilan erkeklerin %3'inden azinda primer
endokrinolojik nedenler olaydan sorumludur (37). Hipogonadotropik
hipogonadizm olgulari hipotalamus veya hipofiz bezine bagh bir patoloji
sonucu serum gonadotropinlerin ve androjenlerin yetersizligi ile seyreder.
Tam infertil erkeklerin % 0,5-1'inde gorilen hipogonadotropik hipogonadizm
olgularinda spermatogenezde degisen oranlarda bozulmanin yanisira,
androjen eksikliginin hafif anemi, koagllasyon parametrelerinde bozulma,
kemik dansitesinde azalma, mduskiler atrofi, seksuel ve kognitif
fonksiyonlarda gerileme gibi sistemik etkileri de olabilecegi i¢in bu hastalarin
teshis ve tedavisi son derece 6nemlidir (38). Gonadotropin sekresyonunu

azaltan nedenler konjenital olabilecegdi gibi kazaniimis da olabilir.

2.7.1. Kazanilmig Hipogonadotropik Hipogonadizm

Kazanilmig nedenler arasinda hiperprolaktinemi (39); prostat
kanserinin tedavisinde de yaygin olarak kullanilan GnRH analoglarin uzun
sureli uygulanmasi (40); yusek dozda androjenlerin kullanimi (41); kronik
glukokortikoid tedavisi (42); uzun sureli opioid kullanimi (43, 44); cerrahi,
miyokard infarktusl, kafa travmasi gibi durumlar (45); siroz (46), kronik
bdbrek yetmezligi (47), akciger patolojileri (48), kazaniimis immun yetmezlik
sendromu (AiDS) (49), diyabet (50) gibi kronik sistemik hastaliklar; hipofizer
adenom (51) veya kisti (52, 53) gibi benign timorler; primer veya metastatik
beyin tumorleri (54, 55); sarkoidoz (56), langerhans hicreli histoisitoz (Hans-
Schuller-Christian disease veya histiocytosis X) (57) veya hemokromatozis

gibi infiltratif hastaliklar; tlberkiloz (58) gibi infektif hastaliklar; pituiter
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apopleksi; subaraknoid kanama (59) ve idiyopatik (60) nedenler

bulunmaktadir.

2.7.2. Konjenital Hipogonadotropik Hipogonadizm

Konjenital nedenler hipogonadotropik hipogonadizmli hastalarin %5-
10'undan sorumludur. Bugline kadar yapilan arastirmalar GnRH ve
gonadotropin sentez ya da sekresyonunu bozarak gonadotropin eksikligine
yol acan bir dizi genetik kusuru ortaya ¢ikarmistir. Bu genetik kusurlar dort
baslik altinda 6zetlenebilir: GnRH néronlarinin migrasyonu ve fonksiyonunu
bozanlar (KAL1, FGFR1, NELF1, PROK2 ve PROKR2 mutasyonlari); GnRH
sentez ve sekresyonunu bozanlar (GnRH1, KiSS1, GPR54, SF1, DAX1, LEP
ve LEPR mutasyonlar); GnRH'ya hipofizer dizeyde cevabi bozanlar
(GNRHR mutasyonu) ve gonadotropin biyosentezini bozanlar (LHB, FSHB,
DAX1, ve SF1 mutasyonlari). Butin bu gen defektlerinin gonadotropin
eksikligine neden olmasina ragmen, her bir bozukluk tek bir fenotipik veya

hormonal 6zellik ile iligkilidir.

2.7.2.1. KAL1 Gen Mutasyonu

Hipotalamik GnRH ureten néronlarin anormal gelisimi ile karakterize X
gegisli KS'na yol acar. KAL1 geni X kromozomunun kisa kolunda (Xp22.3)
bulunan ve bir noral hiicre adezyon molekili olan Anosmin-1'i kodlayan bir
gendir. in vitro yapilan calismalarda, Anosmin-1in GnRH noron
migrasyonunu direkt olarak uyardigi gosterilmigtir (61). KAL1 geni
mutasyonlarinda, embriyolojik donemde olfaktor bulbustan hipotalamusa
GnRH salgilayan ndéronlarin migrasyonu ve adezyonu tamamlanamaz ve
sonugta GnRH sekresyonu yetersiz kalarak hipogonadizm ortaya cikar
(62,63). KAL1 mutasyonlarinin %33-70'i familyal, %3,1-27,8'i sporadik olup
(64), bu mutasyona sahip hipogonadizmli bireylerde anosmi / hiposmi,
kriptorsidizm, renal agenezi, sensorindral isitme kaybi, g6z hareketlerinde
bozukluk, orta hat yuz defektleri gorilebilmektedir (65).
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2.7.2.2. FGFR1 Gen Mutasyonu

FGFR1 reseptortiindeki fonksiyonel mutasyonlar KS’nun otozomal
dominant varyantina neden olmaktadir. FGFR1 geni (KAL2 olarak da bilinir)
8pll.2-p12 kromozomunda lokalizedir ve mutasyonlari hem anosmik /
hiposmik hem de niHH'e neden olmaktadir (66). FGFR1 mutasyonlari hem
KS hem de niHH'in %10’undan sorumludur. FGFR1 mutasyonu olan bazi
hastalarda X gecisli KS'dakine benzer norolojik anormallikler ve orta hat yiiz
defektleri goriilebilmektedir. ilave olarak, FGFR1 mutasyonlari kraniosinostoz
ve kraniyofasiyal displazi (Jackson-Weiss sendromu), Pfeiffer sendromu,
trigonosefali, osteoglofonik displazi ve Antley-Bixler sendromu gibi diger

iskelet sistemi anormalliklerine neden olabilmektedir (67-70).

2.7.2.3. NELF Gen Mutasyonu

NELF geni 9934.3 kromozomunda lokalizedir ve GnRH néron
migrasyonunda, puberte ve Ureme fizyolojisinde énemli bir rol oynamaktadir

(71). Mutasyonlari IHH’e neden olmaktadir.

2.7.2.4. PROK2 ve PROKR2 Gen Mutasyonlari

Prokinesitin 2 ve reseptori olan prokinesitin reseptor 2 kalsiyum
mobilizasyonunu i¢geren multiple intraselliler sinyal yolaklari aracihgi ile
olfaktor bulbusun morfogenezisi ve reprodiksiyonunu da iceren bircok farkli
biyolojik slrecte rol oynamaktadir. PROK2 geni 3p13 kromozomunda lokalize
olup, 10 adet sistein rezidusu igeren 81 aminoasitten olusan bir proteindir ve
PROKR2 geni 20p12.3 kromozomunda lokalize olup, 384 aminoasitten
olusan G proteine bagli bir reseptordir. Her ikisi de GnRH eksikliginin guglu

belirleyicileri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (72-74).
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2.7.2.5. KiISS1/GPR54 Gen Mutasyonu

GPR54 hipotalamusta yer alan GnRH ndéronlarinda bulunur ve KiSS1
geninin urunleri olan kisspeptinler ile aktive edilmesi sonucu GnRH
sekresyonunu arttirdig1 tespit edilmigtir (75). GPR54 gen mutasyonu
saptanan hastalarda GnRH sekresyonu ve pulsatii GnRH’ya gonadotropin
yaniti bozulmustur (76, 77). GPR54 geni 19p13.3 kromozomunda lokalize
olup, mutasyonlari izole hipogonadotropik hipogonadizme neden olmakta ve

resesif kalitim gostermektedir.

2.7.2.6. NROB1/DAX1 ve NR5A1/SF1 Gen Mutasyonlari

NROB1 geni Xp21.3-p21.2 kromozomunda bulunmakta ve DAX1
proteinini, NR5A1 (Nuclear Receptor Subfamily 5, Group A, Member 1) geni
ise 9933 kromozomunda bulunmakta ve SF1 proteinini kodlamaktadir (78).
DAX1 ve SF1 uUreme aksinin birgok agsamasinda adrenal bez, gonadlar,
ventromedial hipotalamus ve hipofizer gonadotrop htcrelerinde bulunan
orphan nukleer reseptérlerinin eksprese edilmesine neden olurlar (79-81).
Normal adrenal kortikal gelisim ile iligkilidirler. Bu gen mutasyonlari adrenal
yetmezlikle sonucglanan X gecisli konjenital adrenal hipoplaziye ve
hipogonadotropik hipogonadizme neden olmaktadir (78, 82). DAX1
mutasyonlu hastalarda dizensiz LH pulslari goérulmektedir. DAX1 genindeki
mutasyonlar IHHin sik olmayan sebebi olup, tim olgularin %1’inden azini
olusturmaktadir. Bu hastalar hCG’ye normal testosteron yaniti sergilemekte,

ki bu Leydig hucre fonksiyonlarinin normal oldugunu gostermektedir.

2.7.2.7. GnRH1 ve GNnRHR Gen Mutasyonlari

GnRH1 geni 8p21l-pll.2'de lokalize olup, mutasyonlari otozomal
resesif kalitim sergilemektedir. Hayvan c¢alismalarinda bu gendeki
mutasyonlarin hipogonadotropik hipogonadizme neden oldugu gosterilmistir
(83). GnRH reseptoru hipofizer gonadotroplarin hicre ylizey membraninda

bulunmaktadir ve GnRHR geni 4g21.2 kromozomunda lokalizedir. Bu genin
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mutasyonlari GnRH rezistansi ile iliskilidir. GhnRH tedavisine cevap vermeyen
hipogonadizmli olgularda akhmiza gelmesi gereken bu mutasyon genellikle
resesif kalitim gdstermektedir (84). GnRHR gen mutasyonlari, iIHH tanisiyla
takip edilen hastalarda %2-5 oraninda saptanabilmektedir ve bunlarin

%60’inda komplet, %40’ inda da inkomplet hipogonadizm mevcuttur (85).

2.7.2.8. LEP, LEPR ve PCSK1 Gen Mutasyonlari

LEP geni 7q31.3 kromozomunda, LEPR geni ise 1p31 kromozomunda
lokalizedir. Her ikisindeki mutasyonlar erken cocukluk doneminde hiperfaji ve
morbid obeziteye neden olurlar (86-88). iHH'li obez hastalarda disiinilmesi
gereken bu mutasyonlar resesif kalitim sergilemektedir (87). PCSK1 geni ise
5915-g21 kromozomunda lokalizedir. PCSK1 gen mutasyonlari da otozomal
resesif kalitim gdstermekte olup, cocukluk doéneminde belirgin obeziteye,
hipokortizolemiye, proinsulinin insuline donusumunu bozarak hipoglisemiye
ve izole parsiyel hipogonadotropik hipogonadizme neden olmaktadir. (89,
90).

2.7.2.9. LHB ve FSHB Gen Mutasyonlari

LHB geni 19913.32 kromozomunda, FSHB geni ise 11pl3
kromozomunda lokalizedir. Her iki gen mutasyonu otozomal resesif kalitim
sergilemekte ve sirasiyla izole LH eksikligi (91, 92) ve izole FSH eksikligine
neden olmaktadir (93, 94).

2.7.2.10. PROP1 Gen Mutasyonu

PROP1 geni 5035.3 kromozomunda lokalize olup bu gendeki
mutasyonlar, hem ailesel hem de sporadik konjenital kombine hipofizer
hormon eksikliginin en sik sebebi olarak kargimiza gikmaktadir. Birgok farkl
mutasyon tanimlanmistir ve tamami resesif kalitim gostermektedir.

Hipogonadizm, PROP1 mutasyonlu hastalarda c¢arpici bir 6zelliktir, ancak
17



klinik ve hormonal ekspresyonda cesitlilik mevcuttur. Hormonal fenotip LH,
FSH, GH, PRL TSH ve ACTH'In eksikliklerini icermektedir (95-97). Etkilenen
olgularin gogunda ge¢ puberte, clcelik ve GnRH stimulasyonuna dusuk LH

ve FSH yaniti gdzlenmektedir (98).

2.7.2.11. HESX1 Gen Mutasyonu

HESX1 geni 3pl14.3 kromozomunda lokalizedir ve gonadotrop
hicrelerin anormal gelisimine ve fonksiyonuna yol acar. Mutasyonlari
genelde PROP1 gen mutasyonunda oldugu gibi kombine hipofizer hormon
eksikligine neden olur (99). Septo-optik displazili hastalarda (korpus kallozum
agenezisi, panhipopittitarizm ve hipoplastik optik sinirler) HESX1 genine ait
hem homozigot hem de heterozigot mutasyonlar saptanmistir (100-102).
Bununla birlikte, HESX1 gen mutasyonlari septo-optik displazili hastalarin

kicuk bir ylizdesini olusturmaktadir.

2.7.2.12. GSX1 Gen Mutasyonu

13912.2 kromozomunda lokalize olan Genomic Screened Homeobox
1 (GSX1) geni normal hipofizer gelisim icin gereklidir. Bu genin homozigot
mutasyonlari belirgin clcelik, seksiel infantilizm ve artmig perinatal mortalite
ile iligkilidir (103).

2.7.2.13. SOX2 ve SOX3 Gen Mutasyonlari

SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2 (SOX2) geni 3926.3-927
kromozomunda, SRY (Sex Determining Region Y)-Box 3 (SOX3) geni ise
Xg27.1 kromozomunda lokalize olup, her iki gendeki mutasyonlar iHH ve
kombine hipofizer hormon eksiklikleri ile karsimiza ¢ikmaktadir. ilave olarak,
otozomal dominant kalitim goOsteren SOX2 gen mutasyonlari bilateral
anoftalmi / microftalmi, bluyume gecikmesi, kisa boy, genital anormallikler,

korpus kallozum defektleri, hipotalamik hamartomlar, sensorinéral isitme
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kaybi ve Ozefagial atrezi ile (104); X gecigli resesif kalitim gosteren SOX3
gen mutasyonlari ise mental retardasyon, fasiyal anormallikler, korpus
kallozum defektleri, anterior hipofizer hipoplazi, ektopik posterior hipofiz,

infundibulum yoklugu ile kargimiza ¢ikabilmektedir (105-107).

2.7.2.14. LHX3 ve LHX4 Gen Mutasyonlari

9g34.3 kromozomunda lokalize olan LHX3 ve 1g25.2 kromozomunda
lokalize olan LIM Homeobox 4 (LHX4) genleri 6n hipofiz gelisiminde rol
oynayan transkripsiyon faktorleridir. LHX3 gen mutasyonlari otozomal resesif
kombine hipofizer hormon yetmezligine neden olurken, LHX4 gen
mutasyonlari ise otozomal dominant kombine hipofizer hormon yetmezligi
olusturmaktadir (108, 109). LHX3 gen mutasyonu olan hastalarda ciddi
bdylme geriligi, hipogonadotropik hipogonadizm ve ACTH disinda tim
hipofizer hormonlarin eksiklikleri gérilebilmektedir. ilave olarak, servikal
omur rotasyonlarinda ve omuzlarin elevasyonu ile anteversiyonunda ciddi
kisittamaya neden olabilmektedir (108). Hipogonadotropik hipogonadizme
neden oldugu teorik olarak kabul edilse de LHX4 gen mutasyonlari sadece
prepubertal donemde goésterilebilmistir (110, 111). Henliz pubertal donemde

yapilan bir ¢alisma yoktur.

2.7.2.15. CHD7 Gen Mutasyonu

Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 7 (CHD7) geni 8q12.1-
gl2.2 kromozomunda lokalize olup bu gendeki mutasyonlarin otozomal
dominant veya sporadik bir bozukluk olan CHARGE sendromuna (gozde
koloboma, kalp anormallikleri, koanal atrezi, buyime ve gelisme gerilidi,
genitodriner anormallikler ve isitsel veya vestibller kulak anormallikleri)
neden oldugu gosterilmistir (112). Yaplan g¢alismalarda, CHD7 gen
mutasyonu olan hastalarda anosmi veya hiposmi (113), mikropenis ve/veya
kriptorsidizim, dusuk serum testosteron dizeyleri, GnRH stimulasyonuna
subnormal FSH ve LH yanitlari (114) saptanmistir.
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GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Bu c¢alismaya, Gulhane Askeri Tip Akademisi ve Tip Fakultesi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari BD. Klinigi'nde 2008-2009 yillari
arasinda takip edilen ve [HH tanisi konulan hastalar ile herhangi bir
yakinmasi olmayan erigkin kontrol grubu katihmcilar dahil edildi.
Katilimcilarin onceden ve halen hipogonadizm ile ilgili herhangi bir ilag
kullanmiyor olmalarina dikkat edildi. Kronolojik yasi 18’in Uzerinde oldugu
tespit edilen, hipogonadizmin klinik belirti ve bulgulari olan, serbest
testosteron duzeylerinin dusukligu ile birlikte LH ve FSH dizeyleri normal
veya normalin altinda saptanan, GnRH stimulasyon testinde beklenen yanit
gozlenmeyen, MRG’de hipotalamo-hipofizer ve skrotal USG’de testikuler
atrofi disinda primer patolojiler saptanmayan hastalar calismaya alindi.
Anosmi ve/veya hiposmi tarifleyen hastalar KS'lu, tariflemeyenler ise niHH’li
olarak kabul edildi. Olfaktor fonksiyonlari kantitatif olarak degerlendiren ve
standardize edilmis bir test olmadigindan dolayi olgularimizin koku duyularini
kahve, sogan, sarimsak gibi keskin kokulari sorgulayarak degerlendirdik.

Ayrica, MRG ile hastalarin olfaktdr bulbus ve traktuslari gorantilendi.

Calismaya dahil edilen tim bireylerden, arastirmanin amaci ve
yapilacak iglemler hakkinda ayrintih bilgi verilerek, gonulli olarak
katildiklarina dair imzali onay alindi. Hipogonadizm 6n tanisi ile yatirilan ve
IHH tani kriterlerini karsilamayan hipogonadizmli hastalar ile laboratuvar
sonuglarinda hipotalamo-hipofizer-testikiler aksta patolojiyi dusunduren
herhangi bir anormal sonug¢ saptanan kontrol grubundaki bireyler calismadan
cikartildi.

Hasta grubunun biyokimyasal ve genetilk 6zellikleri Tablo 3.1'de,
kontrol grubunun biyokimyasal ve genetilk Ozellikleri ise Tablo 3.2'de

gOsterilmistir.
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Tablo 3.1. Hasta Grubunun Biyokimyasal ve Genetik Ozellikleri

HASTA GRUBU

Serbest Total
S.No. | Testosteron | Testosteron FSH LH (mIU/mL) Saptanan
(g/mL) (ng/dL) (mIU/mL) Mutasyonlar
1 2.90 151.80 1.450 1.480 -
2 3.42 65.94 0.217 0.100 -
3 2.04 33.20 3.980 0.244 -
4 7.25 223.90 3.090 6.890 -
5 2.57 25.06 1.000 0.200 -
6 1.21 14.85 0.760 0.822 -
7 8.33 282.00 0.188 0.100 -
8 1.73 32.87 1.290 1.270 -
9 1.69 26.14 0.561 0.757 -
10 2.12 38.82 1.550 1.100 -
11 3.26 88.07 0.330 0.100 -
12 1.11 15.38 0.372 0.100 -
13 3.00 64.45 1.580 1.020 -
14 6.60 207.70 0.605 0.146 -
15 1.37 4.80 0.231 0.100 -
16 3.20 80.91 0.688 2.240 -
17 3.50 55.38 1.020 0.620 -
18 4.00 83.02 0.298 0.100 -
19 0.97 20.50 0.687 0.100 -
20 3.21 49.71 1.040 0.100 -
21 2.10 15.45 0.474 0.100 -
22 2.24 14.94 0.178 0.100 -
23 4.95 29.63 0.539 0.100 -
24 1.10 18.92 0.203 0.100 -
25 1.62 50.90 1.700 1.130 -
26 2.51 26.22 1.080 0.366 -
27 2.10 61.00 1.770 1.320 -
28 8.10 308.50 0.548 0.126 -
29 2.30 5.00 0.423 0.100 KAL1'de Hdel.
30 9.73 272.50 1.150 1.330 -
31 461 30.23 0.410 0.100 -
32 8.03 6.67 0.536 0.100 -

21




33 6.10 29.49 0.963 0.935 -
34 2.60 37.21 0.823 0.367 -
35 8.30 243.40 0.192 0.100 -
36 1.41 32.44 1.290 0.480 -
37 5.17 112.50 1.410 2.310 -
38 2.19 25.35 0.200 0.100 -
39 3.64 113.70 0.375 0.193 -
40 2.20 13.44 0.600 0.600 -
41 2.30 37.07 0.244 0.100 -
42 1.50 40.43 2.850 1.600 -
43 2.98 30.89 0.660 0.247 PROK2'de Dup.
44 2.10 27.21 0.253 0.100 -
45 5.17 112.50 1.410 2.310 -
46 1.80 21.35 0.160 0.285 -
47 6.50 150.50 0.351 0.100 -
48 1.92 33.95 0.691 0.132 -
49 3.60 68.50 0.817 1.530 -
50 2.87 128.90 1.500 0.755 -
51 1.65 15.85 0.400 0.100 -
52 2.05 17.82 0.530 0.160 -
53 2.50 28.97 0.196 0.100 -
54 2.51 30.21 1.500 0.586 -
55 0.80 24.93 0.373 0.100 -
56 1.79 20.61 0.888 0.499 -
57 2.20 39.16 1.670 0.330 -
58 2.33 17.53 0.240 0.100 -
59 2.70 55.53 0.212 0.100 -
60 3.20 51.21 1.070 1.010 -
61 4.65 30.22 0.339 0.100 -
62 4.00 31.60 0.300 0.100 -
63 8.12 149.40 0.413 0.111 -
64 2.50 35.66 0.370 0.100 -
65 1.70 84.86 0.997 1.220 GnRHR’de Hdel.
66 0.91 29.85 0.100 0.100 -
67 2.60 26.95 0.822 0.330 -
68 0.93 33.96 1.600 0.860 -
69 1.20 17.00 1.590 0.740 -
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70 0.25 20.26 0.210 0.100 -

71 2.00 20.06 0.123 0.100 -

72 2.10 40.25 0.289 0.100 -

73 1.50 32.93 0.660 0.114 -

74 1.30 19.48 0.650 0.140 -

75 1.30 45.00 0.700 0.100 -

76 2.30 16.95 0.550 0.100 GnRHR’de Dup.
77 1.20 30.88 0.400 0.060 -

78 3.70 233.90 1.470 1.600 -

79 4.60 188.00 1.200 0.100 -

80 7.70 220.90 0.513 0.680 -

81 2.90 48.12 1.080 0.788 KAL1'de Hdel.+Dup.
82 1.40 25.20 0.478 0.100 -

83 2.50 39.07 0.705 0.111 -

84 3.40 49.60 0.476 0.112 KAL1'de Hdel.
85 0.70 5.20 2.700 2.300 -

86 3.40 4.50 0.150 0.100 -

Kisaltmalar: Hdel, Heterozigot delesyon; Dup, Duplikasyon
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Tablo 3.2. Kontrol Grubunun Biyokimyasal ve Genetik Ozellikleri

KONTROL GRUBU

Serbest Total
S.No. | Testosteron | Testosteron FSH LH (mIU/mL) Saptanan
(g/mL) (ng/dL) (mIU/mL) Mutasyonlar
1 16.45 420.50 1.720 2.810 -
2 16.90 480.50 1.540 2.890 -
3 31.32 571.90 3.800 6.170 -
4 24.68 555.00 2.550 4.480 -
5 26.54 394.40 5.800 4.140 -
6 16.20 465.80 3.150 5.790 -
7 19.35 453.30 2.530 3.230 -
8 20.48 794.40 2.410 5.740 -
9 14.49 484.80 2.430 4.520 -
10 20.37 441.20 7.270 6.180 -
11 20.57 464.70 3.480 4.940 -
12 20.58 396.20 1.500 2.170 -
13 17.87 429.60 4.210 3.630 -
14 14.15 418.90 2.260 3.020 -
15 21.20 475.30 2.680 4.670 -
16 15.07 285.90 2.560 7.270 -
17 19.87 382.50 1.790 3.130 -
18 17.67 505.00 2.530 5.130 -
19 32.04 768.00 4.000 5.510 -
20 24.96 535.00 3.160 5.730 -
21 15.55 578.80 3.900 4.110 -
22 13.46 500.00 3.740 5.560 -
23 13.11 436.90 4.330 3.490 -
24 19.42 690.60 4.700 7.920 -
25 18.97 450.80 2.090 2.910 -
26 19.94 402.60 2.580 4.390 -
27 29,51 780.50 2.350 4.360 -
28 20.87 659.10 3.060 6.820 -
29 13.89 379.00 5.960 1.720 -
30 13.40 388.40 6.170 4.030 -
31 17.16 305.40 3.380 4.010 -
32 25.20 709.00 2.420 6.280 -
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33 30.50 700.00 4.410 5.310
34 20.81 519.40 5.270 4.270
35 18.91 329.90 3.900 4.240
36 15.36 372.00 3.220 3.550
37 26.09 800.00 1.800 5.190
38 16.24 443.50 2.610 4.890
39 17.81 489.30 2.100 2.790
40 15.96 469.20 4.120 4.330
41 14.64 337.40 2.100 5.930
42 10.79 376.60 2.680 3.350
43 17.09 325.60 2.490 3.950
44 37.72 710.00 3.890 6.830
45 18.46 388.00 2.860 5.780
46 19.64 430.00 1.500 4.430
47 19.08 343.90 2.430 3.030
48 11.87 370.00 12.340 3.050
49 14.01 297.90 2.480 3.390
50 22.86 460.50 3.130 2.890
51 9.74 288.00 4.790 5.550
52 12.19 420.30 3.920 6.510
53 13.90 463.90 3.000 5.340
54 15.80 525.20 7.060 3.020
55 20.38 469.60 2.560 5.240
56 16.02 307.00 3.130 3.080
57 13.01 610.70 5.130 4.470
58 14.26 368.40 1.710 14.270
59 17.53 410.60 1.560 6.090
60 26.50 763.30 2.160 3.690
61 14.90 484.90 2.400 4.500
62 14.97 436.10 4.230 3.000
63 10.63 470.70 1.500 7.260
64 33.32 671.90 3.760 6.270
65 25.19 530.60 5.930 7.850
66 27.88 697.10 2.680 4.360
67 23.15 519.80 3.680 3.280
68 26.27 618.80 4.650 5.350
69 23.45 721.80 6.970 6.920
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70 22.29 611.80 1.530 4.160
71 19.51 380.10 11.840 5.440
72 26.18 572.60 4.800 5.830
73 40.91 800.00 4.350 5.310
74 17.48 492.10 3.370 6.200
75 28.92 723.20 4.310 4.410
76 26.54 394.40 5.800 4.140
77 16.10 480.30 1.890 4.040
78 9.73 309.60 1.790 3.700
79 20.05 529.40 4.960 5.190
80 13.82 453.30 4.020 2.470
81 19.87 393.50 1.790 3.130
82 17.87 429.60 4.210 3.630
83 21.84 558.30 3.380 3.600
84 11.79 472.60 4.790 3.530
85 16.45 420.50 1.720 2.810
86 18.79 720.00 2.870 4.490
87 23.05 376.60 3.400 4.730
88 24.68 357.90 2.550 4.480
89 20.37 441.20 6.180 7.270
90 16.20 465.80 3.150 5.790
91 20.48 413.80 2.410 5.740
92 20.57 464.70 3.490 4.940
93 19.12 459.10 2.200 3.130
94 15.89 478.80 10.650 5.320
95 11.35 399.00 1.560 3.960
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3.2. Biyokimyasal Testler

3.2.1. Hormon Olgumleri

IHH hastalarindan ve kontrol grubundan alinan kan 6rnekleri
antikoagulan icermeyen kirmizi kapakl tupe (Grainer, Avusturya) konularak
GATA Biyokimya Laboratuvarinda 5000 rpm’de 10 dakika santriflij edildikten
sonra serumlari ayrildi. Ornekler calisiincaya kadar -80°C’de derin
dondurucuda muhafaza edildi. Alinan érneklerden total testosteron, FSH ve
LH dizeyleri GATA Biyokimya immunoassay laboratuvarinda Roche E-170
(Hitachi corporation, Osaka, JAPON) hormon analizérinde kemiliminesans
yontemi ile ¢alisildl. Serbest testosteron ise DSL-4900 ACTIVE (Texas USA)
kiti ile Radioimmiino assay (RIA) ydntemiyle calisildi. Kullanilan kitlerin 8l¢iim

araliklar Tablo 3.3'te belirtiimigtir.

Tablo 3.3. Hormon Olc¢iimiinde Kullanilan Kitlerin Olgiim Araliklari

Total Serbest
FSH (mIU/mL) LH (mIU/mL) Testosteron Testosteron
(nmol/L) (pmol/L)
ﬁlgﬁm aralig 0.1-200 0.1-200 0.069-52.000 0.87-346.70
Grup ici CV (%) 1.3-2.6 0.6-1.2 1.3-2.7 3.7-6.2
Total CV (%) 3.6-4.5 1.6-2.1 2.5-6 7.3-9.7

3.2.2. GnRH Uyarn Testi

Sekonder hipogonadizm tanisi konan bireylere 100 pg (0,1 mgQ)
gonadorelin (LH-RH Ferring amp) hizli intraven6z bolus olarak verilip, 0, 15,
30, 60, 90 ve 120. dakikalarda LH ve FSH olctimleri igin kan alindi. FSH ve
LH dlguimlerinde subnormal yanit alinan bireyler ¢alismaya dahil edildi.
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3.2.3. Genetik Testler

IHH tanisi konulan olgular ve kontrol grubu olgularindan beyaz kan
hicrelerinden asagidaki protokole uygun olarak DNA oOrnekleri izole edilerek

genetik analiz gergeklestirildi.

3.2.3.1. DNA Denatiirasyonu ve Salsa MLPA Problarinin
Hibridizasyonu

200-500 ng. DNA ornekleri 5 uL de TE (10 mM Tris HCI, pH 8.0, 1 mM
EDTA) ile dilie edildi. 5 dakika 98°C’de 1sitilip, 25°C’ye 6nceden ayarlanan
thermal cycler'da sogutuldu. 1,5 uL SALSA probemix (siyah kapak) ve 1,5 uL
MLPA buffer (sari kapak) karisimi hazirlanarak her tupe eklendi. Dikkatlice
karigtinlip, 95°C’'de 1 dakika inkibe edildi ve ardindan 16 saat 60°C'de

inkibasyona birakildi.

3.2.3.2. Ligasyon Reaksiyonu

Thermal cycler'in sicakligi 54°C’ye dusuruldd. 54°C’de iken 32 puL
Ligase-65 karisimi her 6rnege eklenerek iyice karistirildi. 15 dakika 54°C’de
inkube edildikten sonra 5 dakika 98°C’de isitild1.

Ligase-65 karisimi, kullanmadan en az 1 saat énce hazirlandi ve buz
Uzerinde saklandi. 3 uL Ligase-65 buffer A + 3 uL Ligase-65 buffer B + 25 uL
distile su eklenerek karigim hazirlandi. Daha sonra 1 pL Ligase-65 eklenerek

tekrar karistirildi.

3.2.3.3. PCR Reaksiyonu

Yeni tuplere 4 uL SALSA PCR buffer + 26 uL distile su + 10 uL MLPA

ligasyon reaksiyonu eklenerek karistirildi. Tupler 60°C’ye hazirlanan thermal
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cycler Uzerine yerlestirilip, 10 uL polymerase karisimi ilave edildi ve hemen

PCR reaksiyonu baslatildi.

Polymerase karigimi, kullanmadan en az 1 saat once hazirlandi ve
buz Gzerinde muhafaza edildi. 2 uL SALSA PCR-primeri + 2 uL SALSA
enzim dilisyon buffer + 5,5 uL distile su eklenerek karisim hazirlandi. 0,5 pL

SALSA polymerase eklenerek iyice karigtirildi.

PCR protokoli 35 déngu seklinde uygulandi (30 sn. 95°C; 30 sn. 60°C
ve 60 sn 72°C’de). Son olarak 20 dakika 72°C’de inkube edildi.

3.2.3.4. Elektroforez ile Amplifikasyon Uriinlerinin Ayriimasi

Beckman Coulter 8000 Genetik Analyzer kullanilarak analiz yapildi
(Label: SALSA 6-FAM PCR primer-dNTP karisimi). 0,75 uL PCR Reaction +
0,75 ul distile su + 0,5 pl internal standart + 13,5 pL HIDi formamid ilave
edilerek karnigtirildi. 2 dakika 94°C’de karistirilarak inkibe edildi. Hemen
ardindan buz uzerinde sogutuldu. Cihaz Uzerinde uygun bir programlama

yapilarak galisildi.

3.2.3.5. MLPA Data Analizi

EZ1 DNA Blood Kit Kullanilarak GenoVision GenoM-6 tipi BioRobotta
(Qiagen, Almanya), nIHH / KS’li hastalara ve hasta olmayan kontrol grubuna
ait beyaz kan hucrelerinden DNA izole edildi. 125 ng DNA, ticari olarak elde
edilen kitin prob setleri ile bir gece hibridize edildi. P132 KAL-1 Kiti; Xp, Xq,
Yq11 Uzerindeki diger bolgeler igin kontrol dizisi ve tum 14 KAL ekzonu
(Tablo 3.4) icin 34 prob cifti icermektedir. P133-B1 KAL-2 kiti ise; otozomal
genlerin asagida belirtilen ekzonlarini kapsayan 39 prob cifti icermektedir:
GNRH1 (4 ekzonun 1-3'l) (Tablo 3.5), GNRHR (3 ekzonun 1-3'l) (Tablo
3.6), PROK2 (4 ekzonun 1-4'U0) (Tablo 3.7), PROKR2 (2 ekzonun 1, 2’'si)
(Tablo 3.8), GPR54 (5 ekzonun 1, 4 ve 5'i), FGFR1 (18 ekzonun 1-3, 5, 6, 8,
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10, 13, 14 ve 18’i) ve NELF (16 ekzonun 5, 11 ve 15'i)). Bu problara, 1-3, 6,

11, 15-17, 19, 20 ve Y kromozomlarinin Gizerindeki kontrol dizileride dahildir.

Hibridizasyonun ardindan bir ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Bu
reaksiyon multipleks PCR igin bir kalip goérevi yapmaktadir. Universal
primerler kullanilarak 35 doéngu gercgeklestirildi. PCR drlinleri GeneScan
programi kullanilarak Beckman Coulter oto analizér'de analiz edildi. Veriler,
Genotyper 2.0 kullanilarak degerlendirildi. Her ekzon igin pik alanlari Excel
dosyasina cevrilerek, her fragmentin kopya sayilari saglikh kontrol

grubundaki 2-3 katilimcinin ayni fragmentleriyle karsilastirildi.

3.2.3.6. MLPA Reaksiyonu

Schouten ve arkadaslar tarafindan tanimlanan esaslar ile g¢ahgildi.
Kisaca 5 uL lizat, 5 dakika 98°C’de denatire edildi. Daha sonra, 3 uL prob
mix ilave edilerek 95°C’de 1 dakika isitildi. Ardindan 60°C’de 16 saat (gece)
inkiibasyona birakildi. Butiin inkUbasyonlar sicak kapakli thermal cycler da
yapildi. Ligasyon Ligase-65 enzimi (MRC Holland) kullanilarak 54°C’de 15
dakika inkube edilerek gerceklesti. Ardindan, 98°C’de 2 dakika ligase
inaktivasyonu, sonra da bu ligasyon karisiminin 10 ulL’'sine, dNTPs, Taq
polymerase ve PCR primerleri iceren PCR bufferdan 40 uL ilave edildi.
Primerler FAM [N-(3-fluoranthyl)maleimide] ile isaretlendi. Reaksiyon karisimi
95°C’de 1 dakika, ardindan 32 dongu (30 sn. 95°C; 30 sn. 60°C; 60 sn 72°C)
inkiibe edildi.
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Tablo 3.4. KAL1 Gen Probunun Ozellikleri

Ligasyon .
) o Sonraki
Uzunluk | SALSA bélgesi Sekans dizilimi (Ligasyon
Ekzon . proba
(nt) MLPA probu NM_0011261 bolgesine komsu 20 nt)
mesafe
28.1
Start codon | 151-153
160 4416-L03802 | Ekzon 1 35-34 rev. GGAAAGTTCA-ATCCTTCAAC [993.6 Kb
211 5944-103803 | Ekzon 1 320-321 TGAGCCTGCA-GATCACTCGC | 0.3 Kb
178 4418-L03804 | Ekzon 2 391-390 rev. AACATTGCTT-GTGATTCTGG |32.2Kb
202 4419-L03805 |Ekzon 3 429-430 CAAGGAATCA-GGGGACCTGA | 76.1 Kb
256 5942-L03806 | Ekzon 4 641-640 rev. CCATTCGAAC-AACATTTCTT |26.6 Kb
310 5943-L09794 | Ekzon 5 737-738 CAGAACTGCA-GTCTGGACAG [9.2 Kb
283 4422-1.03808 | Ekzon 6 917-916 rev. TACCATCGGC-TGGGTCTTAT | 2.6 Kb
166 4423-L05579 | Ekzon 7 1154-1153 rev. [ CTGCTGACCA-TCCAGCTCCA |14.9Kb
184 4424-1.03810 |Ekzon 8 1280-1279 rev. | CAGTACGTTA-TGGCTTGCAA |2.3Kb
229 5941-L05940 | Ekzon 9 1434-1435 AACTTGCAGT-CTGGAAGTCG | 14.4Kb
238 6402-L09795 | Ekzon 10 1547-1548 TTCCTGAAGC-GTGTGCCCAC | 14.2Kb
265 4427-1L03813 | Ekzon 11 1737-1738 TAAGGGGAAG-AGCCACAAGC [ 2.9 Kb
292 4428-1.03814 | Ekzon 12 1858-1859 GGTCACTTTT-CTTGGAAGAT |1.0Kb
319 4429-L03815 | Ekzon 13 2038-2039 TCTACTCTTT-ACCGACTGGA |1.2Kb
346 4430-L03816 | Ekzon 14 2254-2253 rev. | TGCATGTCTC-GTGGCCGAAG | 1.5Kb
148 4431-1L03817 | Ekzon 14 5467-5468 GATCTTTACT-GAATTTGCCC |[3.2Kb
Stop codon |2191-2193
Tablo 3.5. GNRH1 Gen Probunun Ozellikleri
Ligasyon o Sonraki
Uzunluk [SALSA MLPA ) Sekans dizilimi (Ligasyon
Ekzon bélgesi . proba
(nt) probu bolgesine komsgu 20 nt)
NM_000825.3 mesafe
Start kodon |1711-1713
229 4442-1.03828 Ekzon 1 964-965 ATGATGTCCT-GTCCTTCACT 2.5Kb
337 4443-1.03829 Ekzon 2 1917-1918 CCAGCCACGT-TCTCCCCTCC 2.2Kb
427 4444-1.03830 Ekzon 3 1990-1991 AAGATTTAAA-TCCATTGGGC
Stop kodon |1987-1989
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Tablo 3.6. GNRHR Gen Probunun Ozellikleri

Ligasyon o Sonraki
Uzunluk [SALSA MLPA ) Sekans dizilimi (Ligasyon
Ekzon bolgesi . . proba
(nt) probu bolgesine komsu 20 nt)
NM_000406.2 mesafe
Start kodon |1752-1754
148 4445-1.03831 Ekzon 1 426-427 ACTGGTCTAAGCTGCTCAAG 1.6 Kb
184 4446-L04844 Ekzon 1 2063-2064 GAACATTACA-GTCCAATGGT 9.4 Kb
283 4447-.05586 Ekzon 2 2415-2416 CTCTTCATCA-TCCCTCTTTT 4.0 Kb
445 4448-.03834 Ekzon 3 2557-2558 TAAAAATGAC-GGTTGCATTT
Stop kodon |2736-2738
Tablo 3.7. PROK2 Gen Probunun Ozellikleri
Ligasyon
g y. o Sonraki
Uzunluk [SALSA MLPA bélgesi Sekans dizilimi (Ligasyon
Ekzon . . proba
(nt) probu NM_0011261 bolgesine komsu 20 nt)
mesafe
28.1
Start kodon |155-157
Ekzon 1'den
436 11959-L.12779 |Ekzon 1 ACCGGGGTAA-GCGGCCCGGG 3.4 Kb
sonra 3 nt
382 11957-L12777 |Ekzon 2 317-318 GTCAAGAGCA-TAAGGATTTG 7.1 Kb
154 11953-L12773 |Ekzon 3 intron CCCAGAAGAA-TTAGCCTTTA 1.6 Kb
244 11956-L12776 |Ekzon 4 458-459 CACTTGCCCA-TGTCTGCCAG
Stop kodon |542-544
Tablo 3.8. PROKR2 Gen Probunun Ozellikleri
Ligasyon o Sonraki
Uzunluk [SALSA MLPA . Sekans dizilimi (Ligasyon
Ekzon bolgesi . proba
(nt) probu boélgesine komsgu 20 nt)
NM_144773.2 mesafe
Start kodon [1-3
190 11954-1.12774 |Ekzon 1 183-184 TGCACTGGCA-GGCATCATGC 12.0Kb
391 11958-L12778 |Ekzon 2 1015-1016 GTCAAGAACA-ACACCATGAA
Stop kodon |1153-1155
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BULGULAR

Calismaya yaslari 18-26 arasinda degisen, 86’si IHH'’li (10'u KS’lu ve
76’s1 niHH'li) ve 95'i saglikli kontrol olmak lizere toplam 181 erkek alind.
P132 KAL-1 kitinin MLPA problari ile KAL1 geni, P133-B1 KAL-1 kitinin
MLPA problari ile GnRH, GnRHR, PROK2 ve PROKR2 genleri olasi
mutasyonlar yéniinden incelendi. Qiagen kiti kullanilarak iHH’li hastalarin ve
hasta olmayan kontrol grubunun beyaz kan hicrelerinden DNA’lari izole
edildi. izole edilen DNA, MLPA kitinin prob setleri ile bir gece boyunca
hibridize edildi. Hibridizasyonun ardindan, bir ligasyon reaksiyonu ve PCR
amplifikasyonu gergeklestirildi. Amplifikasyon UrUnleri, kapiller elektroforez
araciligiyla ayristirildi ve Beckman Coulter CSQ 8000 cihazinda fragment
analizi yapildi. Coffalyser programi kullanilarak fragment analizinden alinan

sonugclar, MLPA kitinin referans degerleriyle karsilastirildi.

Sonug olarak, KS’lu 3 farkli hastada (29, 81 ve 84 no’lu hastalarda)
KAL1-Ekzon 9da KAL1l probu 5941-L05940 hedef dizisinde heterozigot
delesyon ve bu hastalardan birinde (81 no’lu hastada) ilave olarak KAL1-
Ekzon 11'de KAL1 probu 4427-L03813 hedef dizisinde duplikasyon saptandi
(Sekil 3.1-3.3). Ayrica, niHH'li 3 farkli hastada (sirasiyla 43, 65 ve 76 no’lu
hastalarda) PROK2-Ekzon 3'te PROK2 probu 11953-L12773 hedef dizisinde
duplikasyon (Sekil 3.4), GnRHR-Ekzon 2'de GnRHR probu 4447-L05586
hedef dizisinde heterozigot delesyon (Sekil 3.5) ve GnRHR-Ekzon 1'de
GnRHR probu 4445-L03831 hedef dizisinde duplikasyon gosterildi (Sekil
3.6). PROKR2 ve GnRH1 genlerinde ise c¢alismaya dahil edilen hasta
grubunda mutasyon tanimlanmadi. ilave olarak, bu mutasyonlarin hig biri

saglikli kontrol grubunda saptanmadi.
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Sekil 4.1. 29 no’lu hastada KAL1 geninin 9. ekzonunda KAL1 probu
5941-L05940 hedef dizisinde heterozigot delesyon
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Sekil 4.2. 81 no’lu hastada KAL1 geninin 9. ekzonunda KAL1 probu
5941-L05940 hedef dizisinde heterozigot delesyon ve 11.
ekzonunda KAL1 probu 4427-L03813 hedef dizisinde

duplikasyon
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Sekil 4.3. 84 no’lu hastada KAL1 geninin 9. ekzonunda KAL1 probu
5941-L05940 hedef dizisinde heterozigot delesyon
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Sekil 4.4. 43 no’lu hastada PROK2 geninin 3. ekzonunda PROK2
probu 11953-L12773 hedef dizisinde duplikasyon
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probu 4445-L03831 hedef dizisinde duplikasyon
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TARTISMA

Hipogonadizm, vyetersiz gonadal fonksiyon olarak tanimlanir.
Hipotalamik ya da hipofizer diizeyde bozukluk sonucu ortaya cikarsa
hipogonadotropik hipogonadizmden, testikiuler bozukluk sonucu ortaya
cikarsa hipergonadotropik hipogonadizmden bahsedilir. Normal radyolojik
goruntileme ile birlikte 6n hipofizin diger endokrin fonksiyonlarinin normal
oldugunun gésterilmesi ile IHH tanisi konmus olur. iHHde koku duyusu

korunmus olabilecegi gibi, azalmis da olabilir.

KS, IHH'in konjenital formu olup anosmi veya hiposmi ile karakterize
defektif koku duyusu ile iligkilidir (115). Anosmi veya hiposmi olfaktdr bulbus
ve traktuslarinin yoklugu veya hipoplazisi sonucu gelismektedir (116).
Hipogonadizm GnRH eksikliginden  kaynaklanmakta olup (117),
patogenezinden muhtemelen GnRH sentezleyen noéronlarin embriyonik
donemdeki migrasyon defektleri sorumludur (118). Bu hicreler normalde
fetal donemde olfaktor epitelden olfaktor sinir trasesi boyunca hipotalamusa
goc ederler (119) ve bu hucrelerin goci KAL1 tarafindan Uretilen 680
aminoasitten olusan ndéronal hlicre adezyon molekul proteini olan anosminin
ekspresyonuna baghdir (120). Bazi KS’lu hastalarda orta hat kraniyofasiyal
defektler (yUksek damak, yarik dudak ve/veya damak), dental agenezi,
bimanuel sinkinezi, renal agenezi, sensorindral isitme kaybi ve okulomotor
defektler gibi diger gelisimsel anomaliler bulunabilmektedir (121). KS
erkeklerde daha sik gorulebilen genetik olarak heterojen bir hastaliktir.
Bildirilen olgularin ¢ogunlugu sporadik olmalarina ragmen, X kaltimli,
otozomal dominant ve resesif gecisler rapor edilmistir. GUnumuze kadar,
KS’undan sorumlu 5 farkh gen tanimlanmistir: Xp22.3 kromozomu Uzerinde
lokalize olan ve X gegisli formundan sorumlu olan KAL1 geni (122), 8pl1.2-
12 ve 10924 kromozomlari Uzerinde bulunan ve otozomal dominant formu
olusturan FGFR1 (KAL2) ve FGF8 genleri (66), otozomal resesif formu
olusturan 20p12.3 kromozomu uzerindeki PROKR2 ve 3p13 kromozomu

Uzerinde lokalize olan PROK2 genleri (123).
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KS’lu hastalarda KAL1 geninin defektif oldugu ilk olarak 1991 yilinda
Franco ve ark.’lari (124) ve Legouis ve ark.lari (62) tarafindan rapor
edilmistir. Ancak, bu gendeki ilk intragenik delesyon 1992 yilinda Bick ve
ark.’lan tarafindan tanimlanmigtir (125). Gunumuze kadar yapilan birgok
calismada, KAL1 geninin 14 ekzonunda da farkli mutasyonlar saptanmistir.
Ancak, ailesel KS’lu hastalarin yaklasik olarak sadece %50’sinde bu genetik
defektler tanimlanabilmistir (126). Baglangigta, KS’a en sik X gegisli formun
neden oldugu kabul edilirken, sonraki ¢alismalarda hem ailesel hem de
sporadik KS’lu hastalarin ¢gogunda otozomal genlerdeki mutasyonlarin daha
sik gorindugu tespit edilmistir (127). Maya-Nunez ve ark.larinin X gegisli
KS'lu 12 erkek hastada yaptiklari bir calismada 7 hastanin KAL1 geninde
genetik defektler saptamisglardir (1’'inde ekzon 3-5te delesyon ve diger 6'da
ekzon 11'de missense mutasyon) (128). ilging olan, bu oranin daha 6nce
rapor edilenlerden daha yuksek olusudur. Ancak, bu mutasyonlarin hicbirinin
KAL1 geninin kodlayici sekanslarinda bulunmayisi bir bagka X gecigli genin
bu bozukluktan sorumlu olabilecegini diisindiirmektedir. IHH'in sporadik
formlarinda ise (anosmi olsun ya da olmasin) KAL1 gen mutasyonlarinin
prevalansi %3,1-27,8 arasinda bulunmustur (129, 130). Bhagavath ve
ark.’larl ise 138 IHH'li hastada (109'u erkek ve 29'u kadin) yaptiklari bir
calismada normosmik erkek bireylerde KAL1 mutasyon prevalansini %3,7;
anosmik / hiposmik erkek bireylerdeki prevalansini ise %6,3 oraninda
saptayip, IHH’li hastalarda KAL1 gen mutasyonlarinin goriiime sikhginin
onceki caligmalarda rapor edilenden daha az oranda oldugunu belirtmiglerdir
(64). Bizim calisgmamizda da, 86 iHH'li (76 niHH’li ve 10’u KS’lu) hastadan
sadece 3’'Unde (29, 81 ve 84 no’lu hastalar) KAL1 mutasyonu saptanmis
olup, bu oran %3,4 civarinda tespit edildi. Her 3 hastada ekzon 9'un KAL1
probu 5941-L05940 hedef dizisinde heterozigot delesyon saptandi. ilave
olarak, 81 no’lu hastada ekzon 11'in KAL1l probu 4427-L03813 hedef
dizisinde duplikasyon oldugu gosterildi (compound heterozigot mutasyon).
KAL1 mutasyonu saptanan hastalarin tamaminda hiposmi ile uyumlu
bulgular saptandi. Hiposmi tarifleyen ve KS’lu kabul edilen bu hastalar

arasindaki oran ise %30 olarak tespit edildi. Defektif koku duyusunu kantitatif
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olarak degerlendiren bir test olmadigindan dolayi, olgularimizin olfaktor
fonksiyonlarini kahve, sogan, sarimsak gibi keskin kokulari sorgulayarak
degerlendirdik. Ayrica, MRG ile hastalarin olfaktor bulbus ve traktuslar
goruntulendi. Calismamizda, olgularin hi¢ birinde (KS’lu hastalar dahil)
olfaktor bulbus ve traktuslarda patoloji saptanmadi. Koku duyusunun
degerlendiriimesinde yanilgi payinin yiksek olmasi KS’'lu hastalarda
saptadigimiz yuksek orani agiklayabilir. Mutasyon saptanan KS’lu olgularin
aile anamnezlerinde gecikmis puberte, hipogonadotropik hipogonadizm veya
defektif koku duyusu olan bireylerin olmamasi nedeniyle bu mutasyonlarin
sporadik olarak gelistigi kabul edildi. Koku duyusunu degerlendirmede en sik
kullanilan testlerden biri University of Pennsylvania smell identification test
(UPSITYidir (131). Ancak, klinik pratikte bu testin uygulanisi standardize
edilmemistir. Olfaktor bulbus, traktus ve sulkusun da yer aldigi olfaktor
kompleks patolojilerinin degerlendiriimesinde géruntileme ydntemlerinden en
cok tercih edileni ise MRG'dir.

Matsuo ve ark.lari, ayni KAL1 mutasyonu olan erkek homozigot
ikizlerde yaptiklari bir calismada farkli fenotipik 6zellikler ve GnRH’ya farkl
LH ve FSH yanitlari rapor etmislerdir (132). KS'nun genetik ve klinik olarak
heterojen bir hastalik oldugunu destekleyen bu bulgular genotip ve fenotip
arasinda iliski kurmayi zorlastirmaktadir. Bizim galismamizda, olgularimizin
hic birinde kraniyofasiyal defektler, dental agenezi, bimanlel sinkinezi,
sensorindral isitme kaybi, okllomotor defektler gibi gelisimsel anomaliler

saptanmadi.

Farelerde yapilan galismalarda, PROKR2 ve ligandi olan PROK2
genlerinin olfaktér bulbusun ve reproduktif sistemin gelisiminde 6nemli rol
oynadiklari  gésterilmistir (133, 134). Bu transmembran reseptori
bulunmayan homozigot mutant bir farede olfaktor bulbusta anormal geligim
ile birlikte reproduktif sistemde ciddi duzeyde atrofi saptanmasi bunu
desteklemektedir. Ancak, PROKR2 ve PROK2 genlerinde heterozigot
mutasyonlar saptanan farelerde bu gelisim defektleri rapor edilmemistir
(134). Anosmin-1 duzeylerininin heterozigot mutant farelerde daha yiksek

saptanmasinin bu defektlerin olusmasinda koruyucu rol oynadigdi belirtiimistir
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(135). Daha sonralari, Dode ve ark.’lari KS'u tanisiyla takip edilen 192
hastatadan (144’0 erkek ve 48’i kadin) degisen derecelerde olfaktor ve
reproduktif disfonksiyonu olan 14’4nde PROKR2 geni ile iligkili olan 10 farkl
mutasyon tanimlamiglardir (biri frameshift mutasyon, diger dokuz tanesi
missense mutasyon). Bu mutasyonlarin 10 tanesi heterozigot, 2 tanesi
homozigot ve diger 2 tanesi compound heterozigot olarak rapor edilmistir.
ilave olarak, hastalarin 4 tanesinde PROKR?2 ligandi olan PROK2'de de 2’si
ailesel, 2’si sporadik ve tamami heterozigot olan mutasyonlar saptamislardir
(iki tane missense, bir tane frameshift ve bir tane tek ntkleotid mutasyonu)
(123). Ancak, PROK2 ve PROKR2 gen mutasyonlari ile ilgili prokinetisin ileti
yollarindaki defektleri tanimlayan fonksiyonel galigmalar ilk olarak Lindsay ve
ark.’lar tarafindan tanimlanmistir. 170 KS’lu ve 154 niHH'li hastada (257'si
erkek ve 67’si kadin) yaptiklari bir galismada hastalarin 5’inde PROK2 (4’0
KS'lu ve 1’i niHH'i), 11'inde PROKR2 (7’si KS’lu ve 4’ii niHH’li) mutasyonlari
saptamiglardir. Ayrica, KS’lu hastalardan 1'inde PROK2 ve PROKR2
mutasyon birlikteligi gosterilmistir. PROK2 mutasyonlarinin 1’i homozigot
delesyon ve 4’U heterozigot missense mutasyon; PROKR2 mutasyonlarinin
tamami ise heterozigot missense mutasyon olarak rapor edilmigtir. Tim
mutant allellerde intraselliler kalsiyum mobilizasyonunun, 7'sinde MAPK
(mitogen-activated protein kinase) ileti yolaginin, 6’sinda da reseptor
ekspresyonunun azaldi§i ortaya konmustur. ilging olarak, PROKR2 gen
mutasyonu saptanan bir bayan hastada spontan olarak goégus gelisimi
(Tanner evre 1V) ve bir erkek hastada testosteron replasman tedavisi sonrasi
hipogonadizmde dlizelme saptanmistir (testislerde buytume, fertilite ve
normal serum testosteron duzeyleri) (72). Canto ve ark.’lari, daha 6énceden
10'unda KAL1l gen mutasyonu saptanan, 18-54 yaslari arasinda olan,
tamaminda anosmi veya hiposmi tespit edilen ve aile hikayesi olmayan
hastalarda yaptiklari bir ¢alismada 24 KS’lu hastadan 2’sinde PROKR2
geninde heterozigot nukleotid transversyonu rapor etmiglerdir. PROKR2 gen
mutasyonu olan hastalardan birinde ilave olarak KAL1 geninin 11. ekzonunda
da mutasyon saptanmigtir (136). Ayrica, Dode ve ark.larinin PROKR2

geninde ayni heterozigot mutasyon saptanan bir hastanin KAL1 geninin 8.
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ekzonunda da nokta mutasyonu saptamalari (123) digenik kalitimin KS’'nun
patogenezinden sorumlu olabilecegini dustndiurmektedir. Pitteloud ve
ark.’lari KS'lu iki erkek kardes ile niHH’li kiz kardeslerinde PROK2 geninin 2.
ekzonunda homozigot ve aseptomatik olan diger erkek kardeste de ayni
bdlgede heterozigot delesyon tanimlamislardir. Heterozigot mutasyona sahip
erkek kardesle karsilastirildiginda, homozigot mutasyonu olan kardeslerde
IHH Kliniginin daha siddetli seyrettigini géstermiglerdir. Buna dayanarak, KS /
niHH olusumu igin her iki PROK2 allelde de mutasyon olusmasi gerektigi ya
da alternatif olarak, GnRH noéronal sistemin batinligunde rol oynayan diger
gen defekti / defektlerinin mutant PROK2 alleli ile sinerjistik etki géstermesi
gerektigi hipotezlerini ortaya atmiglardir (74). Bu hipotez, Abreu ve
ark.’larinin, 63 KS'lu ve 44 niHH'li hastada (87'i erkek ve 20’si kadin)
yaptiklari bir calismada desteklenmistir. PROK2 geninde biri homozigot (4.
ekzonda T insersiyonu), digeri heterozigot (2. ekzonda tek baz ciftlik
delesyon) olan toplam 2 mutasyon ve PROKR2 geninde biri homozigot
(nonsense), diger ugu heterozigot (missense) olan toplam 4 mutasyon
saptanan calismada, heterozigot mutasyonlarin iHH fenotipinin olusmasi igin
yeterli olmadigi, KS veya niHH fenotipi icin biallelik fonksiyonel
mutasyonlarin olmasi gerektigi belirtilmistir (73). Bizim ¢alismamizda, niHHli
olarak kabul edilen sadece bir hastada (43 no’lu hasta) PROK2 geninin 3.
ekzonunun PROK2 probu 11953-L12773 hedef dizisinde duplikasyon
saptandi. niHH'li hastalar arasinda bu oran %1,3, tim iHH’li hastlar arasinda
ise %1,1 olarak tespit edildi. Anamnez ve MRG ile olfaktor fonksiyonlari
normal olarak degerlendirilen bu olguda IHH fenotipinin olmasi

tanimlanmamis bagka bir mutasyonun varligini distindirmektedir.

GnRH geni 8p21-pl11.2 kromozomunda lokalize olup, bir hayvan
modelinde GnRH gen delesyonunun otozomal resesif gegigli
hipogonadotropik hipogonadizme neden oldugu rapor edilmistir (83). ilging
olarak, insanlarda yapilan c¢alismalarda henuz bu gende herhangi bir
mutasyon saptanmamis olmasidir. GhnRHR geni 4g21.2 kromozomunda
lokalize olup 18.9 Kb uzunlugundadir. 328 aminoasitlik bir proteini kodlayan 3
ekzon icermektedir (137). 7 tane transmembran domaini bulunan G protein-
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coupled receptor ailesinden olup, ekstraselliler amino terminali iceren ve
intraselliler karboksi terminali olmayan bir reseptordir. Bu reseptorin
aktivasyonu fosfolipaz C’nin aktivasyonuna ve intraselliler kalsiyumun
mobilizasyonuna neden olmaktadir (138). GnRHR genindeki mutasyonlar ilk
olarak Roux ve ark.’lari tarafindan 1997 yilinda tanimlanmistir (139).
Guniimiize kadar, sporadik veya ailesel IHH’i olan hastalarda yaklasik olarak
20 farkli homozigot veya compound heterozigot mutasyon rapor edilmigtir
(140). En sik GnRHR mutasyonlart Q106R ve R262Q olup rapor edilmis olan
GnRHR mutasyonlarinin neredeyse yarisini olusturmaktadirlar (141). Her iki
mutasyonun compound heterozigot 6zellikte olup in vitro calismalarda
reproduktif fonksiyonlarda parsiyel kayiplara neden olduklari gosterilmigtir
(142). Yaklasik olarak otozomal resesif IHH olgularinin %40’ ve sporadik
IHH olgularinin %16’st GnRHR genindeki mutasyonlar sonucudur (143).
Bizim calismamizda, niHH'li olarak kabul edilen 2 hastada (sirasiyla 65 ve 76
no’lu hastalar) GnRHR geninin 2. ekzonunun GnRHR probu 4447-L05586
hedef dizisinde heterozigot delesyon ve ayni genin 1. ekzonunun GnRHR
probu 4445-1.03831 hedef dizisinde duplikasyon saptandi. Aile anamnezleri
olmadigi icin her iki olgu sporadik olarak kabul edildi ve niHH'li hastalar
arasindaki GnRHR mutasyon orani %2,6 olarak saptandi. GnRHR
mutasyonu olan niHH'li hastalarin  fenotipik spektrumu parsiyel
hipogonadizmden komplet hipogonadizme kadar degdiskenlik gosterebilir. Lin
ve ark.’lari tarafindan GnRHR’lUnde parsiyel fonksiyon kaybina neden olan bir
mutasyon sonucu pubertede gecikme ve sinirda oligospermi rapor edilmigtir
(144). Daha onceki calismalardan farkh olarak, Cerrato ve ark.larinin 38’i
Tirk olan 166 niHH'li hastada (138'i erkek ve 28 kadin) yaptiklari bir
calismada GnRHR geni ile ilgili 2’si otozomal dominant gegisli toplam 24 adet
mutasyon tanimlamislardir. GnRHR geninin heterozigot varyantlarinin da
kargl allelde mutasyon olmadan hastalik fenotipine neden olabilecegini
belirtmislerdir (145).

Calismamizda da kullandigimiz MLPA, genomik dizideki delesyon ve
duplikasyonlari saptayan yeni ve etkili bir yontemdir (146). Yakin gegmise
kadar, IHH'li hastalarda tanimlanan mutasyonlarin birgogu PCR yéntemiyle
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yapilan DNA dizilimi ile ortaya konmaktaydi (147). Ancak bu ybntem ile
normal allelin de amplifiye edilip dizilenebileceginden dolayi, heterozigot gen
delesyonlari her zaman saptanamayabilir. Bundan dolayi, hastalgin
patogenezinden sorumlu henldz tanisi konmamis mutasyonlarin olmasi
muhtemeldir. Geleneksel yontemlerle mutasyon saptanmayan meme / over
kanserli (148) ve Kkistik fibrozisli hastalarda (149) MLPA ydntemiyle
heterozigot intragenik mutasyonlarin  saptanabilmis  olmasi  bunu
desteklemektedir. Pedersen-White ve ark.’lari, 14’0 niHH'li ve 40’1 KS’lu olan
54 [HH'li hastada (45'i erkek ve 9'u kadin) MLPA yéntemini kullanarak
yatiklari bir calismada, KAL1 gen delesyonlarinin sikligini geleneksel
yontemler ile yapilan daha Onceki galismalarda rapor edilmis oranlar ile

benzer bulmuslardir (150).

Sonug olarak, 76’si niHH'li ve 10'u KS’lu olan 86 hastanin 3’linde
KAL1 gen mutasyonu (29 ve 84 no’lu hastalarda heterozigot delesyon, 81
no’lu hastada compound mutasyon olarak degerlendirilen heterozigot
delesyon ve duplikasyon birlikteligi), 2’'sinde GnRHR gen mutasyonu (65
no’lu hastada heterozigot delesyon ve 76 no’lu hastada duplikasyon) ve
1l'inde PROK2 gen mutasyonu (43 no’lu hastada heterojen duplikasyon)
saptanmigtir. Bu genetik defektlere sahip hastalarin ailesel anamnezleri
negatif olarak degerlendirildi. Bu da tanimlanan bu mutasyonlarin sporadik
olduklarini géstermektedir. Calismaya dahil edilen hastalarin hi¢ birinde
PROKR2 ve GnRH1 genlerinde mutasyon saptanmamistir. Ayrica, bu
mutasyonlarin hi¢ biri saglikli kontrol grubunda gdsterilememistir. 86 hastanin
sadece 6’sinda genetik defektlerin tanimlanabilmis olmasi hipogonadizmin
patogenezinden sorumlu olan ve tanimlanmasi gereken bagka genlerin de

oldugunu dusundurmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Ureme ile ilgili bozukluklar hem hasta hem de toplum agisindan énemli
sosyal, medikal ve ekonomik problemler olusturmaktadir. Son yillarda
hipotalamo-hipofizer-testikiler aksin gelisimi ve fonksiyonlarinda rol oynayan
bir dizi gen tanimlanmigtir. Bu genler, bu aksin farkh basamaklarinda
eksprese olan transkripsyon faktoérlerini, hormonlari, reseptorleri ve enzimleri
kodlayip, gelisim igin gerekli olan kompleks parakrin ve endokrin etkilesimler
sergilemektedirler. Ureme ile ilgili fizyolojik ve patofizyolojik basamaklarin
daha iyi kavranmasi, genetik danisma, vyeni tedavi secgeneklerinin
gelistirilmesi ve bunlarin bireysellestiriimesi amaciyla énemlidir. Ornegin,
gonadotropinlerin fizyolojik rolinun anlasiimasi ile guinimuzde tedavi amagh
yaygin olarak kullanilan rekombinant gonadotropinler Uretilmistir. Bu surecte
rol oynayan diger faktorlerin kesfedilmesi klinik tecribe kazanmamiz

acisindan da énemlidir.

Genomik delesyon ve duplikasyonlarin saptanmasinda geleneksel
yontemlere gore daha hassas oldugundan MLPA yéntemi tercih edilmelidir.
Kullaniminin daha basit, maliyetinin daha ucuz ve analiz sonuglarinin daha

verimli olmasi bu yontemin diger avantajlaridir.

Ozellikle yogun hasta akisi olan merkezlerde genetik galismalarin rutin
olarak uygulanmasi gereklidir. IHH’e neden olan bu genetik defektlerdeki
klinigin oldukga heterojen olusu, ¢evresel faktorlerin veya baska genlerin de

bu surecten sorumlu olabilecegini dugundurmektedir.
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