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PREMENAPOZAL HiRSUT/HIPERANDROJENIZMLI KADINLARDA
CYP21A2, CYP11B1, HSD3p2 VE NR3C4 (AR) LOKUSLARINA AiT GENETIK
DEGISIKLIKLERIN ARASTIRILMASI

KISA OZET

Seher POLAT
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimler Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Doktora Tezi, Kasim 2015
Damsman: Prof.Dr. Munis DUNDAR

Suana kadar edinilen bilgiler dogrultusunda bdbrek {istii bezleri (adrenal), yumurtalik,
testis, plasenta, beyin ve deride sentezlenen steroid hormonlar hayatin her doneminde

gelisimsel ve fizyolojik bir¢ok hayati fonksiyonlar1 diizenlemektedir.

Bu c¢alismada hiperandrojenemi/hiperandrojenizm ile steroid biyosentezi ve
fonksiyonunda gorev alan gen anomalileri arasindaki iligkinin arastirilmasi
amaclanmigtir. Dolayisi ile ¢alismaya, hirsutizm sikayeti ile gelen 122 kadin hastanin
verdikleri farkli klinik ve hormonal bulgular dogrultusunda yapilan detayli analizleri
sonucu idiyopatik hirsutizm (IH), idiyopatik hiperandrojenemi (IHA), klasik
olmayan konjenital ~ adrenal hiperplazi (NKAH)  ve  polikistik  over
sendromu (PKOS) tanisi alan hastalara ilave olarak kontrol olarak alinan 270 kadin
goniillii grubu ayni sekilde detayl analizleri sonucu IH, THA, PKOS, NKAH ve izole
androjen yiiksekligi ve normal olarak tani alan toplamda 392 yetiskin kadin birey déhil
edilmistir. CYP21A2, CYP11BI1, ve HSD3B2 genine ait degisimler dizi analizi, AR
geninde poliQ polimorfizmi ise fragman analizi ile belirlenmistir. Sonuglar ¢aligma
gruplar1 ve caligma alt gruplarinin tamami goz Oniine alinarak mukayeseli olarak

verilmistir.

Sonug olarak, CYP11B1 ve CYP21A2 patolojik allel tasiyicilik sikligi sirast ile
CYP11B2 ve CYP21A1P genleri ile olan mikro/makro gen konversiyonu kaynakli
olarak yiiksek sirasi ile %15.3 ve %17.3 bulunmustur. HSD3B2 geni sahip oldugu
degisimlerin azlig1 nedeni ile oldukg¢a korunakli bir gen olarak belirlenmistir. AR geni,
poliQ tekrar1 farklt Avrupa toplumlarina kiyasen diisiik bulunmustur. CYP11B1 ve
CYP21A2 genlerine ait 5 farkli yeni degisim homozigot ve heterozigot formda
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belirlenmistir. Yapilan istatistiki analizlerde aday genlerin tamaminda tasiyicilik siklig
ile ¢alisma gruplari, klinik tanilar1 ve klinik veriler arasinda anlamli bir fark
belirlenmemis olup, sadece p.V281L degisimi istatistiki olarak hirsutizm grubunda
yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Hirsutizm; CYP11B1; CYP21A2; 3BHSD2; hiperandrojenemi;

mutasyon taramasi.



Xii

STUDY OF POLYMORPHISMS OF CYP11B1, CYP21A2, 3HSD2 AND NR3C4
(AR) GENES IN HIRSUTE/HYPERANDROGENEMIA WOMEN

ABSTRACT
Seher POLAT
Erciyes University
Graduate School of Health Sciences
Medical Genetics Department
PhD Thesis, November 2015
Supervisor: Prof.Dr. Munis DUNDAR

According to knowledge obtained until now, steroid hormones synthesized by adrenal
glands, ovary, testis, placenta, brain and skin organizes many developmental and

physiological vital functions in all stages of life.

This study aimed to investigate the relationship between the genes defects in steroid
biosynthesis/function and hyperandrogenism/hyperandrogenemia symptoms. Therefore,
122 the adult women who came to Endocrinology Department with complained of
hirsutism and 270 adult volunteer women who have no health problems woman
included. When detailed analysis performed in total 392 women in accordance with
various clinical and hormonal findings, they were diagnosed as idiopathic hirsutism
(IH), idiopathic hyperandrogenism (IHA), non- classic congenital adrenal hyperplasia
(NKAH) and polycystic ovary syndrome (PCOS), isolated androgen excess and normal.
CYP21A2, CYPI11B1, and HSD3B2 changes determined by gene sequencing, polyQ
polymorphism of AR gene was determined by fragment analysis. The results are given
in comparison by considering all of the working groups (hirsute and volunteer) and
subgroups (PKOS, IH etc.).

In conclusion, carrier frequency of CYP11B1 and CYP21A2 genes were found higher
because of micro/ macro gene conversion respectively with CYP11B2 and CYP21A1P
genes as %15.3 and 17.3% . HSD3pB2 have been identified as a fairly sheltered because
minority of determined changes. PolyQ repeat polymorphism of AR gene was found
lower compare to different European countries. Five different novel changes have been
identified in homozygote and heterozygote form on CYP11B1 and CYP21A2 genes.

Statistical analysis performed between carrier frequency of all of candidate genes,
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working groups, clinical diagnoses and clinical data showed no significant differences.
Only, p.V281L changes showed statistically higher incidence in hirsutism group
compare to volunteer women.

Keywords: Hirsutism; CYP11B1; CYP21A2; 3HSD2; hyperandrogenemia; mutation
screening.
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1. GIRIS VE AMAC

Su ana kadar edinilen bilgiler dogrultusunda bobrek istii bezleri (adrenal), yumurtalik,
testis, plasenta ve beyinde sentezlenen steroid hormonlar hayatin her doneminde
gelisimsel ve fizyolojik birgok hayati fonksiyonlar1 diizenlemesine ragmen (1),
dolasimdaki miktarlari, fonksiyonu bireylere ve yas araligima gore genis varyasyon
gostermektedir. Diizenledigi mekanizmalarin genisligi diisiiniildiiglinde molekiiler
mekanizmalarin  kompleksligine dair bir fikir olusmas: kacginilmazdir. Toplamda
niifusun kayda deger bir kismini etkilemesine ragmen, primer ilgilenen arastirma
gruplarinin azligindan dolay: arastirilmayi bekleyen bir alan olarak bilim diinyasinda
kendisine genis yer edinmis ve neden oldugu hastaliklarin ¢ogunlugu  “yetim

hastaliklar” igerisine dahil edilmistir (2-4).

Steroid hormonlar; mineralokortikoid (6rn. aldosteron), glukokortikoid (6rn. kortizol),
cinsiyet hormonlar1 (6rn. testosteron, DHEA, androstenedion, 17b-estradiol) ve Vitamin
D3 metabolitleridir. Kortizol ve aldosteron temel olarak bobrek iistii bezlerde, dstrojen
ve testosteron ise overler ve testiste iliretilmesine ragmen, bobrek iistii bezlerinden
salian kortikoid ve cinsiyet hormonlar1 embriyonik, sekonder cinsiyet karakterleri,
immiin ve sinir siteminin gelisimde onemli yere sahiptir (1). Dolayisi ile sentez
yolaginda meydana gelen bozukluk derecesine, bozuklugun kaynagina bagli olarak
genis spektrumda klinik ve biyokimyasal bulgular vermektedir. Steroid sentez yolagi
nisbeten az sayida steroidojenik enzimleri ihiva etmesine ragmen, dokulara gore

degisiklik gosteren ifadeleri, substrat ve kofaktorlerin ulasilabilirligi steroidojenik



dokularda goriilen genis varyasyonlara ve dolayisi ile hastaligin ya da klinik bulgularin

etiyolojisinin anlagilmasina karisiklik kazandirmaktadir (1).

Tirk kadin popiilasyonunda steroid biyosentez yolaginda ve androgen mekanizmasinda
yer alan CYP11B1, CYP21A2 ve 3pHSDZ2 genlerinin diizenleyici bolgesi (kor ve
proksimal promoter, sadece CYP21A2 genine uygulanmistir), intron-ekzon baglanti
bolgeleri ve protein kodlayan bolgeleri dizi analizi, AR genine ait poliQ tekrar1 ise
fragman analizi ile analiz  edilmesinin  planlandigi  bu  ¢alismada;1-
Hiperandrojenemi/hiperandrojenizmin gen diizeyinde belirlenmesi amaci ile yapilan
caligmalarda, gen tizerindeki belirli polimorfizim boélgeleri primer olarak ilgi alanini
olusturmus olup, genin tamaminda dizi analizi yapilmamistir. Belirlenen aday genlerin
(CYP21A2, CYP11B1 ve 3pHSDZ2) annote edilen diizenleyici (kor ve proksimal
promotor, sadece CYP21A2 geni i¢in uygulanmistir) ve protein kodlayan bolgelerinin
tamaminin dizi anlizinin yapilmasi, 2- Polikistik over sendromlu hastalarda yapilan
calismalarda CYP11Bl1 ve 3pHSD2 genlerine yonelik dizi analizi calismasi
bulunmamakta olup, bu genlerde dizi analizinin yapilmasi, 3- Hirsutizm alaninda
yapilan ¢alismalarin ¢gogunlugu androjenlerin (primer olarak testosteronun) periferdeki
metabolizmast {izerine olup, bobrek {stli bezinde meydana gelebilecek hafif
anomalilerin olasiligi 6n plana ¢ikmamistir. CYP21A2, CYP11B1 ve HSD3p52 gen
mutasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan KAH (konjenital adrenal hiperplazi) her ne
kadar otozomal resesif olarak kalitilan genetik bir hastalik olsa da heterozigot bireylerde
androjen fazlaligi nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir, dolayis1 ile bu genlerdeki
heterozigotluk durumunun hormon seviyeleri tizerine etkisi, 4- Yetiskin kadin
bireylerde NKAH sikliginin belirlenmesi ve sahip olduklari mutasyonlar dogrultusunda
bireylere genetik danismanligin verilmesi, 5- Tiirk kadin popiilasyonuna 6zgii, aday
genlerde meydana gelen polimorfizimler ve mutasyonlar belirlenerek mutasyon
tastyiciligimin (heterozigot) sikligi adina temel olusturacak bir ¢aligma olmasi, 6-
Mevcut androjen miktarina bagli olarak klinik bulgularin degistigi bilinen hirsutizm,
idiyopatik hirsutizm, idiyopatik hiperandrojenism, polikistik over sendromu ya da
konjenital adrenal hiperplazili kadin hasta grubunda, androjen reseptOriiniin birinci
ekzonunda bulunan ve androjen reseptorii ifadesi ve parcalanma siiresini etkiledigi
bilinen CAG tekrar polimorfizminin (5) Tiirk kadin popiilasyonunda arastirilmasi, 7- Bu
calisma daha sonra yapilmasi planlanan, yolakta yer alan genlerin genetik

diizenleniginin anlasilmasina yonelik in vitro calismalara katki saglamasi ve Oncii



olmasi, 8- Anlamli polimorfizmin(lerin) belirlenmemesi durumunda, sonraki ¢aligsmalar
epigenetik faktorlerin (protein ve/veya protein kodlamayan RNA’lar1 sentezleyen
genlerde mutasyon/polimorfizim gibi kalic1 degisiklik olmamasina ragmen gen ya da
gen iriliniiniin  etkisini dlizenleyen mekanizmalar) arastirllmast dogrultusunda

yonlendirilmesine Oncii olmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Insan Genom ve Organizasyonu

Birlesmis Milletler Ekonomik ve Sosyal ilisikiler (United Nations Department of
Economic and Social Affairs) Boliimii 2014 verilerine gore Diinya niifusu 7 milyarin
tizerindedir ve herbir birey bir hiicre olan zigottan kdken alip yetiskin doneminde 100
trilyon hiicrenin miikkemmel bir diizen iginde islemesi ile meydana gelmektedir. insan
genomu insanin sahip oldugu genetik bilginin tamamini tarif eden terim olup, bu bilgi
hiicre ¢ekirdeginde yer alan 23 c¢ift kromozom ve mitokondride yer alan mtDNA
(mitokondriyel DNA) igerisinde saklanmakta ve herbir kromozom farkli fiziksel 6zellik
ve DNA igerigi sergilemektedir (Tablo 2. 1). Her haploid hiicre 3 milyar DNA baz cifti
ihtiva etmektedir ve bireyler arasindaki benzerlik baz diizeyinde %99’dan daha fazla
olup sahip olunan bu farklilik herbir bireyi nadir kilan etmenlerden bir tanesini

olusturmaktadir (6).



Tablo 2.1. Insan Referans Geninin Gen Bilesesenleri ve Fiziksel Organizasyonu.
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Tablo 2.1’de yer alan krozomom uznuluklar1 herbir krozom tiizerinde yer alan baz
ciftinin DNA ¢ift heliksde yer alan ve baz cifti arasindaki mesafe olan 0.34 nanometre
ile carpimi ile hesaplanmistir. Verilen protein sayilar1 6ncii mRNA (pre-mRNA) baz
alinarak hesaplanmistir. Alternatif kesim bdlgeleri veya tranlasyonu takiben meydana
gelen protein yapisindaki degisimler sonucu olusan farkli proteinler dahil edilmemistir.
Transkripsiyon sonrasi meydana gelen diizenlemelerde gérev alan micoRNA (miRNA),

ribozom yapisinda yer alan ribozomal RNA (rRNA), hiicre ¢ekirdeginde yer alan ve



oncii mRNA’nin iglenmesinde ve transkripsiyonel faktorlerin diizenlenmesinde gorev
alan kiiciik niiklear RNA (snRNA)’lar yer almaktadir. Verilen varyasyonlar yapisal
RNA ve protein kodlamayan genom birlesenleri Temmuz 2012’de tarihinde Ensembl

tarafindan yayinlanan veriler dogrultusunda hazirlanmistir.

Prokaryot canli kromozomlarinin neredeyse tamami protein kodlayan genlerden
olusmakla birlikte (7), Okaryotik canlilarda bu genler genomun kii¢iik bir kismini
olusturmaktadir (Sekil 2. 1). insan genomunu, 20.000-25.000 protein kodlayan gen
ihtiva etmekte ve bu rakam toplam genomum %1.5’den daha az kismin1 olusturmaktadir
(8-10) (Sekil 2.2). Protein kodlayan gen bolgeleri gen dizileri arasinda yer alan ve
genomun yaklasik %26’sm1 olusturan protein kodlamayan intron bolgeleri tarafindan
olugsmaktadir (10). Son zamanlarda one siiriilen diger bir goriis hayvanlarda bulunan
(bitki genomu hari¢) ncDNA’nin biiyiik bir kism1 intronik ve dolayisi ile her ne kadar
genom igerisinde protein kodlayan bolgeler az olsa da genomun biiyiik bir kisminin
ifade (transkribe) oldugudur (11, 12). Taksonomik &lgiide genom biiyiikligii ile intron
sayist arasinda pozitif bir iliski belirlenmistir (13). Yalanct Genler (pseudogenes),
protein kodlayan genlerin fonksiyonel olmayan kopyalar1 olup, genom biiyiikligii
arasindaki farkliligin aciklanmasinda kullanilmasina ve ¢op (junk) DNA olarak
adlandirilmalarina ragmen suan bu genlerin yaklasik 19.000 tane oldugu ve genomun
sadece kii¢iik bir kismin1 olusturdugu bilinmektedir. Bu say1, direkt DNA duplikasyonu,
RNA’nin genoma tekrar entegre olmasi sonucu olusan intron ihtiva etmeyen yalanci
genler ve Numts olarak adlandirilan niikleer mitokontri orijinli yalanci genlerin

toplamidir (14).

Okaryotlarda, mobil genetik elemenlar (MGE)’dan biri olan transpozon elementler
(TE) genom igerisindeki yer degistirme 6zelliklerine bagli olarak Grup 1 ve 2 olmak
tizere iki gruba ayrilirlar. Grup 1 transpozon elementler, RNA araciligl ile yer
degistirme Ozelligi olan grup olmakla birlikte uzun serpistirilmis niikleer elemanlari
(long interspersed nuclear element; (LINA), kisa serpistirilmis niikleer elemanlar1 (short
interspersed nuclear element; SINE), endojen retrovirlisler ve uzun terminal tekrar
(LTR) retrotranspozonlar1 ihtiva eder. Grup 2 transpozon elementler direkt olarak
DNA’dan koken alir ve RNA gibi aract molekiil olmadan DNA igerisine entegre
olabilir. Bu grup DNA transpozonlari ve minyatiir invert tekrar transpozon elementleri

(miniature inverted—repeat transposable elements, MITE) ihtiva eder. Transpozon



elementler genomun biiyiikk bir kismimni olusturmakla birlikte TE’lerin evrimsel
olusumu, parazitizm ve mutualizm gibi konak¢1 genom ve diger subgenomik elementler
arasindaki kompleks etkilesimleri kapsamaktadir. Ayn1 zamanda mikrosatellit olarak
bilinen basit sekans tekrarlar1 (SSR), segmental duplikasyonlar, ¢esitli heterokromatin

bolgeleri ve tinik DNA dizleri genomun diger bilesenleridir (10, 15-18).

LTR retrotranspozonlar %8

DNA transpozonlar %3 SINE %13

Basit sekans tekrarlar: %03

Segmental duplikasyonlar %5

Cesitli heterokromatinler %68 LINE % 20

§ Protein kodlayan]
bélge %1.5

Cesitli unik sekanslar %612

intron %626

Sekil 2.1. Insan Genom ve Bilegenleri.

Kaynak: Gregory, 2005:6’den modifiye edilmistir (19).
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Saperonlar; 130; %0.8
Transkripsiyon faktorleri; 2067; %12

Transferazlar; 1512; %8.8
Oksidoreditktazlar; 550; %3.2

Fosfotazlar; 230; %1.3

Liyazlar; 104; %0.6
Membran trafik proteinleri; 321; %1.9

Hiicre adhezyon molekiilleri; 93; %0.5
Ligazlar; 260; %1.5

Niikleik asit baglanma proteinleri;
1466; %8.5

Sinyal molekiilleri; 961; %5.6

Hidrolazlar; 454; %2.6

Savunma/immiin proteinler; 107; %0.6

Kalsiyum baglayan proteinler; 63; %0.4

Viral proteinler; 7; %0.0 Enzim modiilatorleri; 857; %5

Sekil 2.2. Uretilen Protein Gruplari, Kodlayan Gen Sayilari ve Toplam Protein Icerisindeki
Yiizdeleri Verilmistir.

2.2. Genetik Degisim Nedir?

Mutasyon genetik materyal {izerinde (protein kodlayan ya da kodlamayan) meydana
gelen kalic1 degisiklikler olup organizmalar arasinda farkliliklarin temel nedenini
olusturur. Gen lizerinde meydana gelen mutasyonun, hi¢ bir etkiye sahip olmayacagi
gibi gen iriinii modifiye etme ya da normal fonskiyon gostermesini kismen ya da
tamamen engellemek gibi farkli etkilere de neden olabilir. Gen {izerinde meydana gelen
degisiklikler farkli hiicre ve farkli mekanizmalar sonucu meydana gelebilir ve etki
itibari ile evrim ya da immiin sistemin adaptasyonu gibi normal olaylarin yanisira tek
gen hastaliklart ya da kanser gibi multifaktoriyel hastaliklar gibi normal olmayan
biyolojik olaylarin olusumunu tetikler. Mutasyonun zararli etkisini ve olusumunu
engellemek ya da meydana gelen bir mutasyonu tamir etmek i¢in ayni zamanda farkli

DNA tamir mekanizmalarina da sahiptir.

Mutasyonlar farkli sekillerde de meydana geldigi gibi mutasyonun nerede, hangi protein
iizerinde, hangi seviyede etki yaptigi ve mutasyonun meydana geldigi organizmanin

genetik ve cevresel etkileri ile birleserek farkli neticelere neden olabilir.



Mutasyonlar genel olarak genom yapisina/organizasyonuna olan etkileri dogrultusunda
gen seviyesinde ve kromozomal seviyede olmak lizere ikiye ayrilir. Kimyasallar veya
DNA replikasyon hatasi sonrasi bir baz {izerinde meydana gelen nokta mutasyonlari
(baz degisimleri), tekrar bolgelerinin replikasyonu esnasindaki hata veya transpozon
elementlerin aktivitesi sonucu bir veya daha fazla niikleotidin DNA yapisina katilmasi
ile olusan ilave (insersiyon) mutasyonlar1 ve benzer mekanizmalar ile baz kayiplari ile
meydana gelen delesyon (kayip) mutasyonlari gen seviyesinde meydana gelen
mutasyonlart olusturmaktadir. Meydana gelen baz kayiplar1 ve ilaveleri kodon kaybi
veya ilavesi olmadig siirece gen liriinii izerinde kodon kaymasina (frameshift) dolayisi
ile Uriiniin muhtevasinin degismesine neden olur. Nokta mutasyonlar1 neden oldugu
etkiye bagli olarak protein kodlayan bolge ilizerinde amino asit degisikligine neden
olmadigr durumlarda sessiz (sinonim) mutasyonlar, amino asit degisimine neden
oldugu durumlarda yanhs anlamh (missense) mutasyonlari ve baz degisiminin protein
tiretiminin (translasyonu) zamanindan 6nce durdurulmasina ile stop kodonu olugsumuna
neden olmasi ise amlamsiz (nonsense) mutasyonlar olarak adlandirilir. Kayip
mutasyonlarin birbirine ¢ok yakin iki amino asit degisimine neden oluyor ise bu
mutasyonlar konservatif (notr) mutasyon olarak adlandirilir ve protein fonksiyonu
tizerinde olumsuz bir etkisi yoktur. Aksi durumlarda meydana gelen amino asit degisimi
protein fonksiyonunu olumsuz etkiler ve bu durum konservatif olmayan mutasyon
olarak adlandirilir. Nokta mutasyonlar1 alternatif kesim boélgeleri gibi diizenleyici gen
bolgeleri tizerinde meydana gelerek protein yapisini tamamen etkileyebilir, dolayist ile

mutasyonun ¢esidi kadar lokalizasyonu da 6nem tagimaktadir.

Gen dozajinin artmasina, normal kromozom yapisinin bozulmas: veya gen diizenlenisi
degisikliklerine neden olan gen, kismi veya tiim kromozomal duplikasyonlar, bir biitiin
kromozom ya da kromozom {izerinde belirli genlerin kaybina ve kromozom yap1 ve gen
diizenlenisi degisikliklerine neden olan delesyonlar, kromozom {izerindeki bolgelerin
ters donmesine neden olan inversiyonlar ve krozomlar arasindaki homolog olmayan
parca degisimleri ile olusan kromozomal translokasyonlar kromozomal anomaliler
icerisine dahil edilmektedir. Kromozom iizerinde meydana gelen kismi1 DNA kayip ve
ilaveleri yeniden diizenlemeler ile birlikte farkli fonksiyon ve diizenlenmelere sahip

fiizyon ya da hibrid genlerin olusmasina neden olabilir.
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Mutasyonlar, yer aldiklar1 gen tiriiniinde (enzim, protein vb) kismi ya da tam fonksiyon
kayiplarina neden olabilecegi gibi, bu iirlinlerin farkli ya da normal olmayan
fonksiyon kazanmasina neden olabilir. Mutasyon kaynakli degisen iiriinlin normal
olan allele antagonist olarak etki etmesine dominant negatif mutasyon adi verilir. Bazi
mutasyonlar var oldugu canlinin 6limiine neden olur ve lethal mutasyon olarak
adlandirilirken, baz1 mutasyonlar var olan mutasyonlarin ortadan kalkmasina ve orijinal
genotipine donmesine neden olabilir, bu grup mutasyonlar revers mutasyonlar olarak

adlandirilir.

Dolayist ile genom igerisinde meydana gelen degisiklikler canlinin yasamina olumlu
etki (avantaj) yapabilecegi gibi olumsuz etkisi de (zararli) s6z konusu olabilir veya
neden oldugu etki tamamen nétr veya hafif olumsuz etki (hafif nétr) oldugu ig¢in
canlinin yasam veya g¢evreye olan uyumunu olumsuz olarak etkileyecek kadar giiclii

olmaz.

Somatik mutasyon doku hiicreleri iginde gerceklesen bir mutasyon olup kalitsal
olamayacag i¢in kugsaktan kusaga aktarilma kabiliyeti de yoktur. Esey (iireme) hiicresi
mutasyonlari, diger ismiyle germ hiicre mutasyonlar: ise kalitsaldir ve bir sonraki

nesillere aktarilir.
2.3. Genomik Yeniden Diizenlenme Mekanizmalar:

Genomik yeniden diizenlemeler insan saglik ve hastaliklarinin ana taglarindandir.
Bunlar patojenler ile miicadelede antijen reseptoriiniin genis varyasyonlarinin
olusmasini diizenlerken ayni zamanda insanlarda kalitimsal genetik hastaliklara neden
olabilecegi gibi yasam sirasinda meydana gelen degisimler (somatik mutasyonlar)
kanser gibi hastaliklara da neden olabilir. Genomik yeniden diizenlenmeler genom
icerisinde normalde yanyana olmamasi gereken DNA dizilerin yanyana gelmesi ya da
tam tersi gibi yapisal degisikliklere neden olmaktadir. Meydana gelen degisimin boyutu
sadece bir baz ciftini, bir ekzonu kapsayacak olan bir ka¢ yliz baz c¢iftini ya da
megabazlar1 kaplayacak boyutlarda DNA kayiplari, ilaveleri, translokasyonlari,
inversiyon, duplikasyon ya da bunlarin kombinasyonlar1 ile olusan kompleks yeniden
diizenlemeleri ihtiva edebilir. Genetik desigimlerin kapsami kadar meydana gelis
sekilleride farklilik gosterir. Tek gen nokta mutasyonlar1 genellikle DNA replikasyon

ve/veya tamiri hatalar1 sonucu meydana gelirken (20, 21) daha biiyiik kapsamli olanlar
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genellikle genomun yapist ile ilgili olarak asagida yer verilen farkli mekanizmalar

sonucu meydana gelirler (20).

Genomik yeniden diizenlemelerin fonksiyonel sonuclar farklilik gostermekle birlikte
(20) bunlar gen aktivasyonlari, gen inaktivasyonlari, novel (yeni) fonksiyon kazanimlari
ya da novel gen olusumlar ile birlikte gelen novel fonksiyon kazanimlarini ihtiva
edebilir. Diger taraftan genomik yeniden diizenlenmeler ayni zamanda normal
proseslerin bir parcast olup buna en iyi 6rnek lenfositlerde meydana gelen ve antijen
reseptor cesitliligine bagli olarak farkli patojenlere kars1 savunma imkani saglayan VDJ
(somatik) rekombinasyon (22) ve simif degisim rekombinasyonlari (CSR) (23)
verilebilir. Immunojik degisimlerin haricinde meydana gelen genomik yeniden
diizenlemeler ilk olarak rastgele olaylar olarak diisiiniilmesine ragmen (24) kalitilan
degisimlerin ani 6liimlere neden olmamasi ve kanser gibi sonradan meydana gelen
durumlarda ise hiicreye 6zgii biiyiime ve hayatta kalma imkani sunmasi ile artik secilen
degisimler oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan hiicre tipi, hiicre basamagi (stage) ve
gemomik iceriginin cevresel ve hiicresel etmenler tarafindan tetiklenerek yeniden
diizenlenmelere neden olabilecegi ve bunun kanser nedeni olmak zorunda olmadigi

acikliga kavusmustur (25).

Yeniden diizenlenmelerin olmasi igin bir seri olaylarin vuku bulmasi1 gerekmektedir. 1k
olarak yeniden diizenlenecek olan DNA dizileri birbirlerine yakin mesafede olmalidir ki
bu mesafelerin hiicre tipine bagl olarak degistigi veya belirli sinyal yolaklar1 tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. Ikinci olarak, DNA replikasyonu esnasinda degisecek DNA
parcalart icin DNA kiriklarinin olusmasi gereklidir ki olusacak olan yeni DNA farkhi
bolgelere ait pargalari ihtiva edebilsin. DNA kiriklarinin olusumu ve kalip DNA
(template) degisimi hiicresel stres ya da DNA sekans icerigine bagl olarak degisiklik
gosterebilir ve meydana gelebilir. Yeniden diizenlenmelerin meydana gelip gelmeyecegi
DNA tamir veya rekombinasyon ve normal yolak iizerinde meydana gelen anomalilere
baghdir. Son olarak, bazi DNA dizileri yapilari, ihtiva ettigi epigenetik

modifikasyonlar1 veya endoniikleazlar ile olan iligkileri itibari ile yeniden

diizenlenmelere daha yatkindirlar (25).

Genel olarak yeniden diizenlemelere neden olan etmenleri krozomom/genlerin uzlamsal
diizenlenisleri, hiicresel stres, DNA tamir ve rekombinasyon hatalar1 ve DNA sekans ve

kromatin 6zellikleri olmak tizere dort katagoriye ayirabiliriz.
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2.3.1. Krozomom/Genlerin Uzamsal Diizenlenisleri

Genomun c¢ekirdek igerisindeki 3 boyutlu organizasyonu rastlantisal olmayan dinamik

kromozomlar arasinda ve ayni krozomom tizerindeki etkilesimlerini kapsamaktadir.

Goriintiileme ve sekans sistemlerinin gelismesine paralel olarak yapilan ¢alismalar (26-
36) krozomlarin organizasyonun hiicre farklilasmasi, hiicre sinyal yolagi ve
transkripsiyon mekanizmalarina bagli olarak nasil degistigi konusunda verilerin
kazanimina imkan saglamistir. Bu caligmalar 15181 altinda kromozom ve genlerin
uzlamsal yerlesiminin de Onemli bir etken oldugu bilinmesine ragmen, altta yatan
mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Elde edilen veriler biyokimyasal ve
biyofiziksel desteklere ihtiyag duymakta, verilerin ¢ogu somatik hiicreleri ihtiva ettigi
icin germ hiicrelerinde meydana gelen yeniden diizenlenmeler hakkindaki veriler

nisbeten sinirh kalmaktadir (25).
2.3.2. Hiicresel Stres

Kromozomlarin uzlamsal diizenlenisi tek basina genomik yeniden diizenlenmelerin
olusmasi icin yeterli olmayip, DNA kiriklarinin olugsmasi gerekmekte ve bu kiriklarin
olusumu hiicresel stres ve stres kaynakli yolaklarin katkisina bagli olarak

gerceklesmektedir.
3.2.2.1. Genotoksik Stres

Genel bir ifade ile genom biitlinliiglinii etkileyen stres olarak tanimlanan genotoksik
stres radyasyon ve kimyasal bilesenleri ihtiva eder. Genotoksik stres DNA igerisinde
rastgele kiriklarin olusmasina neden olsa da bazi durumlarda biiylik olasilikla sinyal
yolaklarinin asagilarinda yer alan gen/mekanizmalarini etkileyerek belirli bolgelerde
kiriklarin olugsmasina neden olmaktadir (35). Belirli bolgelerde kiriklarin olusmasina
dair diger bir alternatif a¢iklama ise DNA iizerinde kirilmaya yatkin kirilgan bolgelerin

varhigidir (37).
2.3.2.2. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretilmesi ve parcalanmasindaki dengesizlik hiicreler
arast ROS seviyesinin artmasina ve dolayist ile DNA ¢ift zincir kiriklari ile sonuglanan
oksidatif strese neden olur. Yaklasik olarak her giin 2x10* adet DNA'’ya zarar veren
durumlar vuku bulmakta ve ¢ogunlugu ROS kaynakli olarak meydana gelmektedir (38).

Normal hiicrelerde oksidatif stres ¢ogunlukla mitokontri ile sinirlandiriimis olup bu
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durum ROS kaynakli genomik DNA zararini azaltmaktadir. ROS’un artan {iretimi direkt
olarak genomik yeniden diizenlenmeler ile dogrudan baglantili olup Kseroderm
pigmentosum, Bloom sendromu ve Ataksi-talanjiektazi gibi genomik instabilite (DNA

tamir anomalileri) sendromlar1 ile dogrudan baglantilidir (39).
2.3.2.3. Replikasyon Stresi

Replikasyon stresi yavas ilerleme, gecikme veya replikasyon catalinin ¢okmesi gibi
yeterli olmayan DNA replikasyonu ile sonucglanan durumlar ile iliskilidir. Niikleotid
onciileri veya gerekli enzimlerin eksikligi, az-kopya tekrarlar1 (low copy repeats-LCRS)
veya sekonder yapinin degismesine neden olan kirilgan bolgeler gibi DNA sekans
ozellikleri replikasyon stresine neden olabilir. Replikasyon ve transkripsiyonun ayni
DNA kalib1 iizerinde meydana gelmesi ve bu iki mekanizmanin birbiri ile etkilesimide
replikasyon stresine neden olabilecegi diistiniilmektedir (40). DNA replikasyonu,
trankripsiyonu ve olgun mRNA olusumunda gorev alan ToP1 (DNA topoizomeraz 1)
enzimi eksikligi olan memeli hiicrelerinde replikasyon catalinin geciktigi ve gen sayist

agisindan zengin olan bolgelerde kromozomal kiriklarin olustugu belirlenmistir (41).
2.3.3. Transkripsiyon ve DNA Kiriklar:

Transkripsiyonun DNA ¢ift zincir kiriklar ile iligkili olduguna dair veriler artmakla
birlikte, transkripsiyona maruz kalan bolgelerin genomik yeniden diizenlenmelere daha
yatkin oldugu bilinmektedir. Ornegin, dstrojen sinyalleri, gen promotorlerinde ToP2B
(DNA topoizomeraz 2-beta) enzimini goreve ¢agirmakta ve bu enzim DNA ¢ift zincir
kiriklarinin olusmasi ile traskripsiyonun gerceklesmesini saglamaktadir (42), benzer
durum androjen sinyal yolaginda belirlenmis olup (43) androjen reseptér ve ToP2B
enziminin es zamanli olarak prostat kanseri oncii lezyonlarinda eksprese edildigi bu
lezyonlarda TMPRSS2/ERG  (Transmembran  proteaz, serine  2/Eritroblast
transformasyon-spesifik (ETS) iliskili gen) yeniden diizenlenmelerinin gerceklestigi
bilinmektedir. Dolayis1 ile ToP2B enzimin yeniden diizenlemelerde goérev aldig
varsayllmaktadir. Transkripsiyon faktorleri hedef bolgere, DNA kiriklari olusumunu
saglayan enzimleri tasiyarak genomik yeniden diizenlemelerin olugmasina katki
saglayabilir. Hiicre kokenine gore degisen transkripsiyon faktorlerinin farklilig
kismende olsa somatik genomik yeniden diizenlenmelerin hiicre tipine gore nasil
farklandigini agiklayabilir. Transkripsiyonun ayni zamanda DNA ¢ift zincir kiriklarmin

olustugu normal biyolojik olaylar olan CSR ve somatik hipermutasyon (SHM)’da da
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gorev almaktadir (40). Ayni zamanda transkripsiyon faktorleri, kromatin yapisini

etkileyerek DNA kiriklarina daha duyarl hale getirebilir (44, 45).
2.3.4. Hatal DNA Tamiri ve Rekombinasyon

Siirekli olarak hiicresel strese maruz kalinmasi ile hatali tamir ya da rekombinasyon
sonucu olusan DNA kiriklarinin geri déniisiimii yoktur. Ornegin, her giin hiicrede 10
tane ¢ift zincir kiriklariin olustugu belirlenmistir (46). Bu kiriklar hiicrenin sahip
oldugu ayrintili DNA hasar cevabi ve tamir mekanizmalari tarafindan etkili bir sekilde
tamir edilir, fakat dogru olarak yapilamayan DNA ¢ift zincir kiriklariin tamiri genomik
yeniden diizenlenmelerin vuku bulmasi ile sonuglanir. Farkli tamir mekanizmalari
farkli Ozelliklere ve tamir yolagina sahip oldugu icin hatalar1 da farkli yeniden
diizenlenmelere yol agacaktir, dolayis1 ile hangi tamir yolaginin hangi durumlarda
kullanildiginin ve buna etki eden mekanizmalarin da g6z oniinde bulundurulmasi

Onemlidir.

Klasik ve Alternatif Homolog Olmayan Rekombinasyon (NHEJ): NHEJ (non-
homologous end joining) tamir mekanizmasi DNA ¢ift zincir kirik tamir
mekanizmalarindan olup, kirtk DNA uglarini biraraya getirir ve bu durum niikleotid
kayip ve kazanim mutasyonlari ile sonuglanabilir (46). Homolog rekombinasyondan
farkli olarak hataya yatkin olan bir yolak olmasina ragmen c¢ok hiicreli okaryotlar
tarafindan oldukc¢a yaygin olarak kullanilan bir tamir mekanizmasidir ve olasilikla
iyonize radyasyonun neden oldugu cift zincir kiriklarinin tamirinde kullanilir. NHEJ
klasik (C-NHEJ) ve alternatif (A-NHEJ) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Her ne kadar
olusan ¢ift zincir kiriklari etkin olarak C-NHEJ tarafindan tamir edilsede, kiriklarin ayni
hiicrede iki veya daha fazla bolgede olugmasi hiicrede kromozomal translokasyonlarin
olusmasina neden olmaktadir (47). C-NHEJ yolagi translokasyonu baskilamakla birlikte
homolojiye ihtiyag duymadan aym1 kromozomda yer alan kiriklarin tamirinden
sorumludur. Nisbeten hataya daha meyilli ve mikrohomolojiye bagli olan A-NHEJ
tamir mekanizmas1 kromozomal translokasyonlarin olusmasinda primer role sahip
goriinmektedir (48, 49). C-NHEJ eksik oldugu durumlarda A-NHEJ’ nin kismi olarak
CSR esnasinda olusan kiriklar1 tamir ettigi fakat VDJ rekombinasyon esnasinda olusan
kiriklar1 tamir etmedigi belirlenmistir (50, 51). Diger taraftan A-NHEJ komponentleri
ve C-NHEJ aktif olmadigi durumlarda A-NHEJ nin nasil aktif hale geldigi hakkindaki

bilgiler sinirhdir.
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2.3.4.1. Allelik ve Allelik Olmayan Homolog Rekombinasyon

Homolog rekombinasyon (HR) diger bir ismi ile gen konversiyonu DNA ¢ift zincir
kirik mekanizmalarindan olup kirigin tamir edilmesi i¢in kalip dizide yer alan bilgi
kullanilir. NHEJ den farkli olarak HR hata pay1 oldukc¢a azdir ve mitoz ve mayoz
bolinmenin S ve G2 fazlan esnasinda da dogal olarak meydana gelir. Genetik veriler
HR, kopan replikasyon c¢atalinin tamirinden sorumlu primer mekanizma oldugunu
gostermektedir. HR, senteze bagh iplik baglanmasi (synthesis-dependent strand
annealing; SDSA) veya ¢ift zincir kirik tamiri (double strand break repair; DSBR)
yolaklari tarafindan tamamlanabilir (52, 53). HR’de meydana gelen anomaliler allelik
diziye ihitiyag duymayan sadece sekans benzerliklerini temel alan allelik olmayan
homolog rekombinasyonun (NAHR) kullanimina neden olabilir (54). Alu elementler,
retrotranspozon L1 element ya da yalanci gen gibi LCR’ler kalip dizi olarak gorev
alabilir. Dolayist ile farkli tamir mekanizma anomalileri somatik ve germ hiicre
genomik yeniden diizenlenmelerine yol agabilir. Ornegin, NHEJ genel olarak somatik
hiicre mutasyonlarina neden olurken, NAHR daha cok kalitilan genomik yeniden
diizenlemelere neden olmaktadir. Bunun muhtemel nedeni, NHEJ’nin somatik
hiicrelerin biitiin basamaklarinda meydana geliyor olmasina ragmen kalitsal genomik
yeniden diizenlenmelerin c¢ogunlukla mayotik hiicrelerde meydana geliyor olmasi

gerekir ki burada aktif olarak var olan sistem NAHR’dir (25).
2.3.4.2. Antijen Reseptor Farklanmasinda Yer Alan Enzimler

Somatik hiicreler antijen reseptor farklilagsmasinin temini i¢in gerekli olan enzimlere
sahiptir dolayis1 ile bu enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen anomalilerin patolojik
genomik yeniden diizenlenmelere neden olmasi olasidir. VDJ rekombinasyon,
rekombinasyonu aktive eden genler (recombination-activating genes, RAG) tarafindan
cift zincir kiriklarinin olusmast ile baglatilir. RAG kompleks, V, D veya J
segmentlerinin yakinlarinda yer alan ve spesifik dizi olan rekombinasyon sinyal sekans
(RSS)’ina baglanir. Bu DNA kiriklarinin olugmasini tetikler, olusan kiriklar C-NHEJ
tarafindan tamir ve yeniden diizenlenmis gen segmenti olusumu ile sonuglanir.
Aktivasyon indiiklenen sitidin deaminaz (activation-induced cytidine deaminase, AID),
ayni zamanda prostat kanserinde belirlenen kromozomal translokasyonlardan sorumlu
oldugu bilinmektedir (35), fakat RAG ve AID tarafindan tetiklenen ve yalnig bolgelerde

meydana gelen DNA kirik olusum mekanizmalari net olarak bilinmemektedir.
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2.3.5. DNA Sekans ve Kromatin Ozellikleri
2.3.5.1. B-DNA Olmayan Yapi

Biitin DNA dizileri genom biitiinliigline esit oranda katki yapmamakta bazi diziler
DNA kirik ve DNA polimeraz hatalarina (slippage) daha yatkin olmaktadir. Adenin (A)
ve timin (T)’ce zengin kirillgan bolgeler ya da DNA kiriklarina oldukg¢a yatkin olan
CGG tekrarlarmin ozellikle replikasyon stresine karst duyarhidir (55, 56). B-DNA
olmayan Z-DNA (sol el heliks), krusiform DNA, H-DNA (tripleks DNA), tetrapleks
DNA ve kaygan yapi (slipped structure) DNA’nin, B-DNA olanlara oranla DNA kirik
olusumlarina daha yatkin oldugu bilinmektedir (57, 58).

2.3.5.2. CpG Baolgeleri

CpG bolgeleri hiicrenin kdkeni ve basamagina bagl olarak kromozomal translokasyon
olasthigint arttirdigr ileri stiriilmektedir (59). CpG adaciklart insan genomun sadece %1
kismini olusturmakla birlikte pro-B ve pre-B lenfositlerde meydana gelen kiriklarin
%40-70’inden sorumludur. Diger taraftan bu durum lenfoid-miyeloid 6nciilerinde ya da

olgun B lenfosit ve T lenfosit hiicrelerinde gozlenmemistir (59).
2.3.5.3. Tekrarlayan Elementler

Yaklasik olarak insan genomunun yarisi tekrarlayan elementlerden olugsmaktadir ve son
zamanlarda yapilan ¢alismalar LINE-1 ve Alu elementlerin genomda meydana gelen
yapisal varyasyonlarin major kaynagi oldugu belirlenmistir (60-63). Alu ve LINe-1
elementleri NAHR i¢in kalip gorevi goriir veya genomik yeniden diizenlenmeler de

alternatif model i¢in mikrohomolojiyi saglar.
2.3.5.4. Kromatin Modifikasyonlari

Bazi epigenetik modifikasyonlar da ayni zamanda genomik yeniden diizenlenmelerin
olasihigm arttirabilir. Ornegin, RAG kompleksinin, dérdiincii lizin amino asitinde
trimetile (H3K4me3) olan histon 3’e iv vitro ve in vivo olarak baglandigi bilinmektedir
(64, 65) ve bu baglanma olasilikla RAG kompleksinin aktif bélgesinde konformasyonel
degisikliklere neden olarak RAG’1n katalitik kapasitesini (turnover number) kabiliyetini
arttirmaktadir (66). Bir diger 6rnek, PRDM9 (PR domain zink finger protein 9)’un
sekans spesifik mayotik rekombinasyonun major belirleyici oldugu belirlenmistir (67).
H3K79me’nin rekombinasyon agisindan aktif bolge oldugu buna ragmen metile

olmayan formunun rekombinasyon agisindan sessiz bolge oldugu belirlenmistir (68).
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2.4. Genotip-Fenotip Tliskisini Etkileyen Faktorler

Bir¢ok kalitsal hastalikta ayni mutasyonu tagiyan bireylerde mutant olan genin ifade
edilmedigi, ifade edildiginde dahi bireyler arasinda farklilik gosterdigi bilinmektedir.
Bu durum penetrans ve ekspresivite (gen ifadesi) tanimlarinin olugsmasina neden olmus
ve penetrans ve ekspresiviteyi kontrol eden mekanizmalarin anlasilmasi hastalik
asamalarmin 6grenilmesi ve buna bagli olarak verilecek olan erken tedavi ve genetik
danismada oldukg¢a 6nemli konuma gelmistir. Penetrans, iliskili mutasyon ve genotipe
bagli olarak meydana gelen klinik ve fenotipik 6zelliklerin bireyde meydana gelme
yiizdesi olarak tanimlanir (69). Tam penetrans, sahip olunan mutasyon ve genotipe bagli
olarak hastalikla ilgili beklenen klinik ve fenotipik bulgularin bireyde gdzlenmesini
ifade ederken, inkomplet ya da indirgenmis penetrans mutasyona ve genotipe bagh
olarak beklenen fenotipik/klinik bulgularin bireyde gézlenmemesi ya da daha az klinik
bulgular vermesi durumudur (70). Diisiikk penetrans, alleller bazen belirlenebilen
seviyede semptomlara neden olurken, yalanci-inkomplet penetransda yapilan klinik
muayinelerin tam olmamasi ya da klinik muayinenin yapildig1 yas itibari ile heniiz
hastalik bulgularimin agiga ¢ikmamasi durumu kaynakli olarak ortaya ¢ikabilir. Bu
durum ilk kusakta dominant hastaliktan etkilenen bir ka¢ ¢ocugun saglikli oldugu

ailelerde germ-hiicre mozaizimine bagl olarak da goriilebilir (71).

Variable ekspresiviti (degisen ifade) bireylerde hangi genotipin ifade edildigine bagh
olarak degisiklik gosterebilecek kadar genis bir anlam ifade edebilir. Ayn1 mutasyonu
tasiyan ayni aileye ait bireyler dahi hastaligin siddeti ve gosterdigi klinik bulgulari
dogrultusunda farkliliklar sergileyebilir (72).

Saglikli bireyler dahi kismen ya da tamamen zararli olma potansiyeline sahip fakat hig
bir hastalik belirtisine neden olmayan varyantlar1 genomlarinda ihtiva edebilir (73). Bu
varyantlar, lizerinde bulundugu proteine zarar verebilir fakat bu protein bireyin hastaliga
neden olmasi i¢in etmen degildir ya da tek resesif bir allelin veya dominant bir
mutasyonun semptomatik olmayan tasiyicisi olabilir ya da klinik bulgular orta veya
saglikl bireyler arasinda belirlenen varyasyon sinirinda olabilecegi gibi ilerleyen yas ile
klinik bulgu vermeye baslayabilir (69).

Her bireyde, 40-85 tane degisimin homozigot oldugu toplamda 281-515 arasinda
degisen kayip degisimlerine sahip oldugu ve bu degisimlerin istatistiki olarak yiiksek

olasilikla gen iirlinlerine zarar vermesi beklenmektedir. Bu caligmaya bagli olarak
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herbir saglikli bireyin yaklasik 80 tane geninin her iki allelinin de agir bir sekilde zarar
gormiis olmasi veya inaktive olmasi gerekirken, bu durum ayni zamanda degisime
bagli olarak gen ve proteine olan zarar ve hastalik etmeni olup olmama arasindaki

zithgm bitylikligiiniide ortaya koymaktadir (69).
2.4.1. Penetransi Etkileyen Faktorler
2.4.1.1. Dominant ve Resesif Durumlarda inkomplet Penetrans

Genel olarak otozomal dominant kelimesi, mutasyon acisindan homozigot olan
bireylerin ayn1 mutasyon agisindan heterozigot olan bireyler ile ayn1 veya benzer klinik
bulgular vermesini ifade ederken bu duruma en belirgin 6rnek bir allelinde meydana
gelen belirli sayidaki CAG tekrarina bagli olarak meydana gelen Hungtinton (HTT)
hastaligidir. CAG tekrar1 hastaligin baglangi¢ yas1 hakkinda bilgi verici olurken bu
durum igin ikinci allelin ayn1 mutasyona sahip olup olmadigi goz ardi edilir (74). Diger
taraftan pratikte bu durumun her zaman bdyle olmadig1 ve heterozigot durumlara oranla
homozigot bireylerin daha agir klinik bulgulara maruz kaldigi dominant hastaliklarda

belirlenmistir (75).

Bu durum 6zellikle diisiik penetrans mutasyonlar i¢in gegerlilik kazanmaktadir. Voltaj
bagimli sodyum kanali tip IV alfa (sodium channel, voltage gated, type IV alpha
subunit, SCN4A) ve klorid kanali proteinl (chloride channel protein 1, CLCN1)
genlerinde meydana gelen ve kas iyon kanal bozukluklari (muscle channelopathies)’a
neden olan durumlar otozomal dominant olarak kalitilmakla birlikte, homozigot sodyum
kanal mutasyolarina sahip olan bireylerde amiyotoni konjenita (SCN4A, 11393T),
hipokalemik periyodik paraliz (SCN4A, R1132Q) ve miyotoni konjenita (CLCN1,
G190S, I556N, A313, I556N) bu mutasyonlar agisindan heterozigot olan bireylere
oranla daha agir klinik bulgulara neden olmaktadir (76-78). Buna ilave olarak yukarida
belirtilen mutasyonlarin azalan (reduced) penetrans gosterdigide belirlenmistir. Azalan
veya inkomplet penetrans ayni zamanda otozomal resesif hastaliklarda da belirlenmistir.
Bu duruma en iyi 6rnek HFE (insan hemokromatosis proteini) geninde bulunan C282Y
(rs1800562) mutasyonudur (79). Y282 homozigot genotipi yaklasik olarak Kuzey
Avrupada her 200 kisiden birinde mevcut olsada yaklasik %80-90 aras1 kalitimsal
hemokromatozisden sorumludur (80, 81). Bunun nedeni bu mutasyonun her ne kadar
biyokimyasal olarak (6rnegin demir birikimi) nisbeten yiiksek penetras gostermesine

ragmen klinik penetransi diistiktiir (82). Mevcut veriler bu mutasyon agisindan
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homozigot bireylerin %38-50’sinin demir asir1 yiikklemesine maruz kaldigi, %10-25’inin
ise  hemokromatozis-iliskili morbiditiye maruz kaldig1 belirlenmistir (83). Diger
taraftan, yapilan bu istatistiki calismalar Y282 homozigot bireylerde karaciger
hastaliklar1 oraninin erkek hastalarda %24-43 arasinda olurken, kadinlarda bu oranin 1-
%14 arasinda oldugu belirlenerek penetrans ve cinsiyet arasindaki farklihigida acgiga

cikarmustir (84).
2.4.1.2. Mutasyon Tipi ve Penetrans

Inkomplet penetrans mutasyon tipine bagli olarak meydana gelebilir. Ayn1 gen icin bazi
mutasyonlar tam penetransa neden olurken, bazilar1 inkomplet ve ¢ok diisiik penetrans
gosterebilmektedir. Ornegin, kistik fibrosize neden olan CFTR gen mutasyonlarindan
olan F508, rs113993960 yiiksek penetransa sahip iken R117H (rs78655421) mutasyonu
kistik fibrozise neden olan mutasyonlar listesinden cikartilmast Onerilecek kadar
oldukga diisiikk penetransa sahiptir (85). Col3Al geninde protein iiretimini engelleyen
null mutasyon, hatali protein {iretimine neden olan yanlis anlamli ve alternatif kesim
bolgesi mutasyonlarina gore daha diisiik penetransa sahipdir (86). Tam tersi durum ise
BMPR2 (Kemik morfogenetik protein reseptor tip II) yanlis anlamli degisimleri tasiyan
bireyin, anlamsiz degisimlere (nonsense mutasyon) neden olan mutasyona gore daha

erken ve agir klinik veren pulmoner hipertansiyone neden olur (87).

Bazi genetik hastaliklarda ise azalan penetrans ayni zamanda bireyin sahip oldugu
genetik alt yapisina da bagli olabilir. Bu duruma o6rnek RET geni mutasyonu,
Hirschsprung hastaligt (HSCR) kalittmini agiklamada yeterli iken, genom tarama

analizleri ile 99-31 yeni duyarlilik lokusu olarak belirlenmistir (88).
2.4.1.3. Gen Ifadesindeki Varyasyonlar ve Penetrans

Ayni aileye ait bireylerde dahi meydana gelen genlerin farkli seviyelerde ifade edilmesi
patolojik mutasyonlarda penetrans1 etkileyen faktdrler arasindadir (89). Insan
genomunun fonksiyonel yapisina dair yapilan son zamanlardaki calismalar genin
ifadesini etkileyen diizenleyici bolgelerin kontrol ettigi genden daha uzak mesafelerde
alabilecegini ve bu durum cis olarak etki eden allelerin varligini ortaya ¢ikarmistir
(Encode-Project-Consortium 2007). Cis olarak etki eden elementler genin ifadesi i¢in
gerekli olan yapisal kisimlarini ifade ederken, trans olarak etki eden etmenler proteinler
vb olup cis olarak etki eden dizilere baglanarak gen ifadesini kontrol ederler. Gen

ifadesindeki farklilik bu bolge ve proteini kodlayan genlerde meydana gelen
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mutasyon/polimorfizim kaynakli olabilir. Mutant ve normal olan allelerin farkl ifade
edilmeside ayni zamanda penetransi etkileyen etmenler arasindadir (90). Bireylerde
gozlenen ayni genlerin farkli ifade edilmesi ayn1 zamanda genomda yer alan allelik

varyasyonlara ve ¢evresel faktorlerede bagl olabilir.

Genom dizileme caligmalar1 insan genomunda protein kodlayan genlerde fonksiyon
kaybina neden olan birgok varyantin varligimi gostermistir. Insan genomu yaklasik 100
adet fonksiyon kaybina neden olan varyant ihtiva etmekte ve bunlar yaklasik 20 adet
geni tamamen inaktif etmektedir. Bunlardan yaklasik 26 tanesi nadir ve zararli olmakla
birlikte 21 tanesi agir hastalik nedeni olan varyantlardandir. Bunlarin haricinde yaygin
olarak bulunan ve fonksiyon kaybina neden olan varyantlar bireyde anomaliye neden

olabilmek agisindan gerekli olmayan genlerde belirlenmistir (91).
2.4.1.4. Penetrans ve Cinsiyet

Cinsiyet ile siirli olan hastaliklar cinsiyete bagli olarak penetrant olan ya da olmayan
otozomal hastaliklar1 kastetmektedir. Erkeklerde goriilen erken puberte (precocious
puberty)’ye 2. kromozom fiizerinde lokalize LCGR (luteinizing hormon / koriogonadot-
ropin reseptor) genindeki heterozigot mutasyon neden olurken, ayni mutasyon disi
bireylerde ayni fenotipe neden olmamaktadir. Cinsiyet steroid hormonlarina duyarl
olan genlerin diizenlenisindeki farkliliklarin cinsiyete bagli penetrans degisikligine

neden olabilecegi yoniindedir (92).

Genomik imprinting, aktarilan genin hangi ebeveynden geldigine bagli olarak gen
ifadesindeki degisimi tarifte kullanilan terim olup, allel spesifik olarak maternal ya da
paternal genin epigenetik modifikasyonu kaynaklidir (93). IGF2 gen ifadesi bu duruma
ornek olup, sadece paternal olarak aktarilan kopya aktiftir ve ifade edilir (94, 95).
Insanda yapilan galismalar 200 kadar fonksiyonel genin imprinting kalitim sergiledigi

belirlenmis (96), fakat bunlardan sadece 20 tanesine dair kesin vakalar belirlenmistir
(97).

2.4.1.5. Epigenetik Degisimler ve Penetrans

Cevresel ve rastgele faktorler DNA dizisi lizerinde degisiklige neden olmadan gen
ifadesini ve dolayisi ile penetransi etkileyebilir (98). Bu duruma 6rnek hastaligin X
kromozomuna bagli oldugu durumlarda X inaktivasyonu verilebilir. Skewed-X

inaktivasyonu, EBP (emopamil baglanma proteini) gen iizerinde meydana gelen
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mutasyon kaynakli X’e bagli dominant olarak kalitilan kondrodisplazi punctata

hastaliginda disi bireylerde degisen penetransa neden olabilir (99).

Gen ifadesini etkileyen farkli epigenetik mekanizmalar ayn1 zamanda obez olma riskini
etkileyebilir, bu duruma en iyi Ornek imprining gen olan ve uniparental dizomi
Ozelligine sahip olmasindan dolayi, fenotipik anomalilere neden olan Prader-Willi

sendromudur (100).
2.4.1.6. Gen-Cevre Arasindaki Etkilesim ve Penetrans

Cevresel faktorler kalitilan hastaliklarin etkisini dolayisi ile penetransi bu hastaliklarin
ortaya cikisini engelleme/geciktirme ya da olusumu tetikleme/siddetini arttirma gibi
olumlu ve olumsuz yonde etkileyebilir. Cevresel etmenlere, cinsiyet, beslenme
aliskanligy, ilag, alkol kullanimi, metabolik sendromlar ve fiziksel aktiviteler verilebilir
(101). Bu duruma 6rnek, BRCA1 (meme kanseri 1, breast cancer 1) mutasyonu tasiyan
franli kadinin, aym1 mutasyonu tasiyan Askenaz Yahudilerine oranla diisiik penetrans
sergilemesi verilebilir (102). Dolayis1 ile bu durumun nedeni genetik temele ve farkli
haplotiplere bagli olabilecegi gibi ¢evresel ve Kkiiltiirel farkliliklara da bagli olarak
ortaya ¢ikmis olabilir (103).

2.4.1.7. Tlerleyen Yas ve Penetrans

Baz1 hastalik mutasyonlarinin hastaliga neden olma olasilig1 ilerleyen yas ile orantili
olarak artmaktadir. Buna 6rnek olarak MYBP3 (miyozin baglanan protein C kardiyak,
miosin binding protein C, cardiac) gen mutasyonunun neden oldugu hipertrofik
kardiyomiyopati (104, 105) Emery-Dreifuss kas distrofisi (70) ve MC4R (melanokortin
reseptor 4) gen eksikligine bagli ailesel obezite (106) verilebilir. LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2) geninde oldugu gibi bazi durumlarda ise belirli mutasyonlarin neden
oldugu klinik penetrans ilerleyen yas ile dramatik olarak degisiklik gosterebilir. LRRK2
geni p.R1441G mutasyonunun parkinsona neden olma olasilig1 65 yasina kadar %12.5
iken, 80 yasina kadar bu olasilik %83’e yiikselmektedir (107).

2.4.1.8. Oligogenik Kalitim ve Penetrans

Inkomplet penetrans, hastaligin ortaya c¢ikmasinda birden fazla genin mutasyona
ugramasini gerektirmesinden dolayr kaynaklabilir (69). Her ne kadar kansere olan
kalitimsal yatkinlik monogenik olsada, bir¢cok durumda hastaligin ortaya ¢ikmasi igin

oligogenik etiyoloji sergilemektedir (108-116). Amyotrofik lateral skleroz hastalarinda
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FUS (fused in sarcoma), TARDB (transaktif respons DNA baglanma proteini), ANG
(angiogenin precursor), SOD1 (siiperoksit dismutaz 1) gen mutasyonlarina ilave olarak
C9orf72 (kromozom 9 agik okuma ¢ergevesi, chromosome 9 open reading frame)
geninde tekrar artis mutasyonlar1 belirlenmistir (117). Diger bir ornek ise yas ile
baglantili olarak riskin artmasi ve makular dejenerasyonun meydana gelebilmesi i¢in en
az 4 farkli gen CFB (komplement sistem protein faktér B) (p.R32Q, rs641153), C2
(p.E318D, rs9332739), CFH (komplement sistem protein faktor H)  (p.Y402H,
rs1061170) ve protein kodlamayan varyant rs1410996] ve ARMS2 (yas iliskili
makiilopati duyarlilik protein 2) (p.A69S, rs10490924) iizerinde nisbeten yaygin olan

bes farkli polimorfizmlerin meydana gelmesi gerekmektedir (118).
2.4.1.9. Digenik Kalitim ve Penetrans

Iki genli kalitim, hastaligm tam klinik bulgu vermesi icin farkli iki gende meydana
gelen mutasyonlarin bibirleri ile iletisim halinde olmasi ve bireyin bu iki mutasyona da
sahip olmas1 gerekmektedir. Farkli iki gen ic¢in heterozigot olan bireylerde tam
penetrans gozlenirken, sadece bir gen agisinda heterozigot olan bireye non-penetrans,
azalan ya da daha az severe (agir) bir fenotip belirlenmistir (69, 119). Digenik kalitim
multimerik proteinin farkli alt birimlerini kodlayan genler (PRpH2 ve ROM1 vb),
oligomerik kompleks komponentleri olusturan genler (KCNJ 10 ve SLC26A4 vb) gibi
veya iletisimleri ile yapisal komponentleri olusturan proteinleri kodlayan genler
(polisistin 1ve2 vb) olabilir. Diger taraftan, digenik kalitm PROK2 (prokinetisin 2) ve
onun reseptorii olan PROKR2 (prokinetisin 2 reseptor) gibi reseptor/ligand bilesenlerini
etkileyen mutasyonlar1 da ihtiva edebilecegi gibi bu proteinler aymi sinyal yolaginda

fakat farkli basamaklarin ger¢eklesmesinden de sorumlu olabilir (69).

Pratikte bu durum gergekten bu iki mutasyonun fonksiyonel bir biitiiniin parcasi mi
(120) oldugu yoksa kalitimsal olarak beraber mi kalitildigi (121-123) her zaman tam
olarak bilinmemektedir. Ik durumda hastalik fenotipinin olusmasi igin her iki geninde
mutasyona ugramasi gerekirken, ikinci durumda her iki mutasyonunda birlikte
aktarilmas1 klinik fenotipi kotiilestirebilme potansiyeline sahipken, var olan herbir

mutasyonun neden oldugu klinik fenotip kendine 6zgiidiir.
2.4.1.10. Modifiye Eden Genler ve Penetrans

Tek gen hastaliklar1 primer olarak bir gen ilizerinde meydana gelen mutasyon kaynakli

olmasma ragmen, farkli lokuslarda yer alan bir veya daha fazla sayidaki kalitilan
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modifiye edici genlerin varligi ve bunlarin mutasyona sahip olup olmamasi da
fenotipdeki varyasyonlara ve hastaligin siddeti {izerine etki etmektedir (69). Dolayisi ile
hastaligin patolojik yolaklarinda, fenotipik varyasyonlarinda ya da hastaligin siddetinin

degismesinde rol alan genler modifiye edici genler olarak tanimlanmaktadir (124).

Bu modifiye edici genler, mendeliyen kalitim gosteren hastaliklarda penetrans,
dominans, pleitrofi veya genlerin ifadesi lizerinde degisiklige neden olabilirken ayni
zamanda multigenik hastaliklarinda olusmasinda etkili olabilir. Fakat, 0zel olarak
dizayn edilen organizmalar haricinde kantitatif 6zellik genleri ve modifiye edici

genlerin belirlenmesi ve birbirinden ayrilmasi zordur.

Insanlarda modifiye eden genlerin varligi genellikle belirlenen klinik varyasyonlari
aciklamada kullanilmasina ragmen (125, 126) kompleks mekanizma ve birden fazla
faktorlerin varliginin neden oldugu klinik varyasyonlari aydinlatamamakla birlikte

olukc¢a az sayida modifiye edici gen belirlenmistir (127).

Modifiye edici genlerin varli§i ayni zamanda gen etkilesimlerinin molekiiler ve
fonksiyonel temelini olusturmakta ve bu durum hastalifin tedavi edilmesi, hastaligin
ortaya cikisint 6nlemede, genetik ve gevresel faktorlere bagl olarak degisen dengenin

korunmasinda yeni kesiflere neden olabilir (124, 128).

Kistik fibrosiz hastalarinda sadece CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) genindeki mutasyonun belirlenmesi klinik fenotipin tahmin edilmesinde
yeterli olmayip, klinik varyasyonlara neden olan en az 7 tane modifiye edici gen
belirlenmistir (129). Modifiye edici genler arasinda mannoz binding lektin ireten
MBL2-O (MBL2 genin varyant alleli), TGF (transforming biiyiime faktorii), SERPINAL
(al-antitiripsin)’nin kanda dolasim miktarini etkileyen TGFB1 (transforming biiyiime
faktorii beta 1) gen promoter polimofizmi (-509) ve 10. kodonda yer alan +869 degisimi
(130, 131), ADRB2 (B2 adrenergik reseptor) (132), glutathione s-transferaz (GSTM1)
(133), NOS3 (nitrik oksit sentaz) (134), TNF (timor nekrosiz faktér) ve GCLC
(glutamatsistein ligaz)’dir (135).

2.4.1.11. Koruyucu Alleller ve Penetrans

Heterozigot iistiinliigii (heterozigot avantaji), heterozigot genotipin homozigot resesif
veya homozigot dominant genotipe oranla daha yiiksek fitnese sahip olmalar1 olarak

tanimlanir. Tek lokusa bagli olarak heterozigot {istlinliigiiniin ortaya ¢iktig1 durumlar
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overdominans olarak bilinir (136). Polimorfizim heterozigotlugun seleksiyonu ile
devam ettirebilir ve bu durum bazi genetik varyasyonlarin nasil meydana geldigini
aciklamakta kullanilmaktadir. Ayni allel i¢in homozigotlugun dezavantaj oldugu
durumlarda heterozigotlugun avantaj ya da dezavantaj saglamasi buna en yaygin 6rnek
olarak verilebilir. Heterozigot {stlinliigline en 1iyi anlasilmig Ornek orak hiicre
anemisinde rol alan gen verilebilir. Otozomal resesif olarak kalitilan ve orak hiicre
anemisine neden olan gen mutasyonu acgisindan heterozigot olan bireyler, sitma

hastaligina kars1 dayaniklilik gostermektedir (137).
2.5. Kolestrol Alimi, Depolanmasi ve Hiicreler Aras1 Tasinim

Kolestrol biitiin steroid hormonlarin 6nciisii olup, insan adrenal ve overleri asetatdan de
novo (138) olarak kolestrol sentezleme yeteneklerine ragmen gerekli kolestroliin biiyiik
bir ¢ogunlugu besin ile alinan kolestroliin plazma diisiik yogunluklu lipoproteinler
(LDL) tarafindan taginmasi ile temin edilir (139). Hiicereler arasi kolestrol ekonomisi
kolestrol ve yag asitlerinin sentezinde gorev alan genlerin diizenlenmesinden sorumlu
bir grup transkripsiyon faktoriinden olusan “sterol diizenleyici eleman baglayici

proteinler (SREBP)” tarafindan kontrol edilir (140).

Yeterli seviyedeki LDL (disiik yogunluklu lipoprotein), kolestrol sentezinde anahtar
basamak olan HGM-CoA (3-hidroksi-3-metilglutarik koenzim A) rediiktazi baskilar.
HMG-CoA rediiktaz, LDL reseptdr sayis1 ve kapasitesi ACTH (adrenallerde
adronokotrikoit hormone), yumurtalikta ise FSH (follikiil uyarici hormon) ve LH
(lutenize edici hormonun) tarafindan saglanir. Steroidojenik hiicreler, LDL kolestrol
esterlerini depolamak ya da steroid biyosentezinde kullanilmak iizere serbet kolestrole
doniistiirmek i¢in reseptor aracilikli  endositosiz ile alir (141). Kolestrol, agil
CoA:ACAT (acil-koenzim A: agiltransferaz) enzimi tarafindan esterlenip yag damlalari
halinde depolanir. Yag damlalarimin kullanimi, HSL (hormon-sensetif lipazin)
aktivasyonu tarafindan gergeklesir. ACTH, HSL’yi aktive ederken, ACAT’1 inhibe
ederek steroid sentezi i¢in serbest kolesteroliin ulasilabilirligini arttirir (142). Kolestrol
esterlerinin depolanmasi zit fonksiyonlara sahip iki enzim (kolestrol esteraz ve kolestrol
sentetaz) tarafindan kontrol edilir. LH ve ACTH serbest kolestroliin ulasilabilirligini
arttirmak i¢in esteraz enziminin aktivitesini arttirirken, sentetaz enzimini inhibe

etmektedir.
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2.5.1. Mitokondriye Kolesterol Taginim

Steroid biyosentezinin ilk basamagi mitokondride yer almaktadir. Kolestroliin OMM
(mitokondrinin dis zarina)’ye nasil tasindigr halen bilinmemekle birlikte bu konuda
arastirmalar devam etmektedir (143, 144). Tropik uyarilara karsi StAR (steroidojenik
akut diizenleyici protein) akut steroidojenik cevap vererek kolestrolin OMM
tasiniminda kiiclik de olsa fonksiyona sahip oldugu bilinmekle birlikte bu proteinin asil
fonksiyonu kolesterolin OMM’den IMM (mitokontriyal i¢ zara)’ye tasinimidir. StAR
(steroidejenik akut diizenleyici protein), StAR-iligkili lipid transfer (STAR-T)
domainine sahip protein ailesinin tanimlanan ilk iiyesi olup bir¢ok metazoan
organizmalarda bulunmaktadir (145). Memelilerde hiicreler arasi lipit taginimi ve
baglaniminda gorev alan 15 farkli START domainine (StarD) sahip protein
belirlenmistir (146). Serbest kolestrol neredeyse tamamen ¢oziinmez (insoluble) olup
(147) baz1 kolestroller vezikiiler membranlara integre olarak diger mebranlar ile birlesip
kaynasarak kolestroliin bir hiicrelerarasi kompartmandan digerine transferi saglanabilir
fakat buda total kolestrol tasinimina goére oldukga kiigilik bir role sahiptir (148). SREBP
tarafindan diizenlenen trasnkripleri belirlemek amacl yapilan analizler, StarD4,5 and 6
olmak {tizere yapisal olarak StAR proteinine oldukca benzeyen bir grup proteinin
tanimlanmasina yol agmistir ve bu proteinler hiicrelerarasi kolestrol taginimda major
role sahip oldugu belirlenmistir (146). Bu proteinler birbirlerine olduk¢a bezer cDNA,
gen ve protein yapisina sahip olup (149) ozellikle StarD4 proteinin kristal yapisi
MLNG64 (metastatik lenf nodu 64) proteininin, StAR-benzer domaini ile temelde aynidir
(150). StarD4-5, ve 6 proteinlerinin sinyal peptiti ihtiva etmemesi bu protein
hedeflerinin spesifik organellerden ziyade sitoplazma ile sinirlandirildigini sitoplazma
icerisinde ¢Oziinlir olmayan lipitlere baglanarak su ihtiva eden sitozol igerisinde

taginimini saglamaktadir.

Giliniimiizde ortak kabul edilen goriis bircok hiicre tiiriinde StarD4 iliskili olan protein
grubunun hiicre igerisinde herhangi bir yerde lokalize olan kolestroliin (lipit damlasi,
endoplazmik retikulum) OMM tasindig1 yoniindedir. Diger taraftan StAR proteini ise
kolestroliin OMM’den IMM’ye tasmiminda fonksiyona sahip oldugu fakat bu

fonksiyonun sadace sterojenik hiicreler ile sinirli oldugu yoniindedir (1).
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2.5.2. Kolestrol Sentezi ve Taginimu ile Tlgili Hastaliklar

Genetik anomaliler sonucu steroid biyosentezinin bu erken everesinde meydana gelen
hastaliklar bulunmaktadir. Bunlar arasinda ALD (aderoldkodistrofi) ve steroid sentez ve
metabolizmasindaki anomalilerden kaynaklanan Wolman hastaligi, kolestrol ester depo
hastaligi ve Smith-Lemli-Opitz sendromu yer almaktadir. Bu hastaliklar primer adrenal
yetersizligine neden olmakla birlikte, fetoplasental gelisim anneden temin edilen

kolestrol kaynagi ile saglanabilmektedir (151).
2.6. Doku Spesifik Steroid Sentez Yolaklar

Steroid sentez yolagi nisbeten az sayida steroidojenik enzimleri ihiva etmesine ragmen
dokulara gore degisiklik gosteren ifadeleri, substrat ve kofaktorlerin ulasilabilirligi
herbir steroidojenik dokuda goriilen genis varyasyonlara neden olmaktadir (152).
Steroidojenik 6zelligi ihtiva eden higbir hiicre steroid liretiminde gérev alan enzimlerin

tamamin1 ihtiva etmemesine ragmen hiicreler arasindaki baglanti Sekil 2.3°de
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2.6.1. Adrenal Bez Steroid Hormon Sentezi

Endokrin bezler icerisinde yer alan “adrenal (siirrenal) bezler” cesitli hormonlarin
sentezinden sorumludur. Bobrek iizerinde yer alan adrenal bezler fonksiyon ve yapisini
dogrudan etkileyecek katmanlardan olusmaktadir. Herbir adrenal bez, steroid lireten ve
medullay1 c¢evreleyen kortekse sahiptir. Medulla, sinaptik noronlar ile ndral
ektodermden koken alir ve sempatik sinir sistemi ile direkt iliskili olan kromaffin
hiicrelerinden olusmaktadir. Adrenal korteks, mezoblastik iirogenital ridge’den koken
alir ve mikroskopik goriintii/ fonksiyonuna gore zona glomeriilosa, zona fasikiilata ve

zona retikiilaris olmak iizere {i¢ ayr1 katmandan olugmaktadir (Sekil 2.4).

Salg bezine etki Salman

eden faktorler Y

Zona glomertiilosa

Anjivotensin/kortik ] o

otropin (ACTH) Mineralokortikoid
(aldosteron)
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= (kortisol'kortikost
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Sekil 2.4. {Idrenal Kortekse Ait Katmanlar, Katmanlara Ozgii Salinan Hormonlar ve Bu
Hormonlar Uzerine Etki Eden Faktorler.
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Kortekste iiretilen kortikosteroidler etki mekanizmalarina gore glukokortikoid,
mineralokortikoid ve cinsiyet hormonlar1 olarak siniflandirilmaktadir. Adrenal steroid
biyosentezi quantitatif olarak CYP11A1 (Kkolestrol-yan zincir kesim enzimi, P450c11A)

ve STAR enzimleri tarafindan kontrol edilir.

Adrenal zona glomeriilosa, anjiotensin II reseptor ve CYP11Al eksprese etmesi ve
P450c17 eksprese etmemesi ile 3 farkli 6zelligi ile karakterizedir. Zona glomeriilosa,
renin/anjiotensin tarafindan diizenlenen aldosteron {iiretiminden sorumludur. Buna
karsilik adrenal zona fasikiilata diger taraftan anjiotensin II reseptor ve CYP11Al
eksprese etmemekte fakat MC2R (ACTH reseptorii) ve P450c11B (CYP11B1) eksprese
etmektedir. CYP11B1, 18-hidroksikortikosteronu aldosterona doniistiiremez. Diger
taraftan minimal dilizeyde kortikosteronu 18-hidroksikortikosterona doniistiirme
yetenegi vardir (153). Her iki katmanda; zona fasikiilata ve zona glomeriilosa P450c21
(CYP21A2) genini eksprese etmekte ve kortisol sentezine olanak saglamaktadir. Diger
taraftan P450c17 (CYP17A1) geni sadece zona fasikiilata da eksprese olmaktadir. Zona
fasikiilata ¢ok az miktarda sitokrom b5 eksprese (154) etmekte ve dolayist ile 17-
hidroksilaz aktivitesine sahipken ¢ok az miktarda 17,20-liyaz aktivitesi gostermektedir.
Boylelikle zona fasikiilatada ACTH kontroliinde kortizol ve kortikosteron olmak {izere
iki farkli glukokortikoid, fakat ¢ok az seviyede DHEA (dehidroepiandrosteron) sentezi
gergeklesmektedir. Agir CYP17A1 mutasyonuna sahip hastalarda kortizol sentezinin
olmamasina buna ragmen artan kortikosteron iiretimini (155) bu hastalarda kortizol
eksikligine ragmen glukokortikoid eksikligi olmamasini agiklamaktadir. Adrenal zona
retikularis, MC2R (melanokortin reseptor 2) eksperese ederken ¢ok az miktarda
CYP21A2 veya CYP11B1 eksprese etmekte ve dolayisi ile ¢ok az miktarda kortizol
tiretebilmektedir. Diger taraftan zona retikiilaris yiiksek miktarda CYP17A1 ve sitokrom
b5 (154) eksperese etmekte ve mevcut olan b5, CYP17ALl’in 17,20-liyaz aktivitesini
maksimize ederek (156) DHEA iiretimine olanak saglamaktadir. Mevcut olan DHEA
cogunlugu SULT2A1 (siilfotransferaz 2A) tarafindan siilfatlanarak DHEA-S
doniistiiriilmektedir (157). Zona retikiilaris nisbeten az 3fHSD?2 eksprese etmekte ve
fazla miktarda DHEA iiretimine olanak saglamaktadir. Uretilen DHEA nin az bir
miktar1 androstenedion, androstenedionun ise ¢ok az bir kismi testosterona
doniistiiriilmektedir. Dolayisi ile hangi zonadan hangi steroid iiretimin yapilacagi sahip

olduklar1 enzimler tarafindan belirlenmektedir (157).
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Andrenal androjen iiretiminin diizenlenisi ¢ok az oranda aydinlatilabilmistir (158). Fetal
adrenal yiiksek oranda DHEAS iiretmesine ragmen, bu androjenin fetusun gelisimde
onemli bir konuma sahip olmadigr P450c17 eksik olan fetuslarin normal gelisime sahip
olmasindan dolay1 bilinmektedir. Dogumu takiben adrenal tabakalar olugmaya baslar
ve DHEAS iiretimi diisiik seviyelere ulagir. Adrenal zona retikiilaris yaklasik 3 yil sonra
morfolojik olarak ayirt edilebilir duruma gelir fakat DHEAS {iretimi adrenarsa (7-8 yas

civari) kadar baslamaz.

Serum DHEAS konsantrasyonu puberte sonrasi yiikselmeye devam etmekte ve 25-30’1u
yaslarda maksimum seviyeye ulagmakta ve sonrasinda ise azalmaya baslamaktadir
(andrenapause) (159). DHEAS seviyesindeki 100 kat degisime ragmen, ACTH ve
kortizol seviyesinin degismemesi, adrenarsa dair yapilan arastirmalarin intra-adrenal
olaylara odaklanmasina denen olmustur (158). Adrenars, 3pHSD akspresyonunun
azalmas1 ve P450cl7 ve sitokrom b5 ekspresyonlarinin zona retikiilarisde artmasi ile
DHEA iretiminin desteklenmesi ile baslar (154). P450c17’nin serin fosforilasyonu
17,20 liyaz aktivitesini arttirarak DHEA iiretimi desteklemesine ragmen, adrenarsda

serin fosrorilasyonunda degisimin olup olmadig: bilinmemektedir.

Gelismeye yonelik programlanmig faktor ki olasilikla IGF-1, zona retikiilarisde hiicre
cogalmasina ilave olarak steroid sentez mekanizmalarinda tesvik edici role sahip olabilir
(158, 160). Zamanindan 6nce meydana gelen adrenars, insiilin direnci ile iligkili olup,
zamanindan Once adrenars olan kiz ¢ocuklarin yetigkin dénemlerinde PKOS olma
egilimleri oldukca fazladir (160-163). PKOS, hirsutizm, virilizasyon, hiperandrojenizm,
mestriial diizensizlik, kronik anovulasyon, obezite, insiilin direnci, akandro nigrikans
yiksek konsantrasyonda LH ve overyan kist ile karakterizedir (164, 165).
Hiperandrojenizm ve insiilin direnci primer lezyonlar olarak ortaya ¢ikmakla beraber
diger belirtiler ikincil bulgular olarak kabul edilmektedir. Kadinlarda PKOS ile
hiperandrojenizm overyan ya da adrenal orijinli olabilir (164, 165).

PKOS ile seyreden hiperinsulizm ve insiilin direnci insiilin reseptdr sinyal iletimi
seviyesindedir (165). Insiilin reseptdriiniin B-zincir serin fosforilasyonu insiilinin
baglanmasinda gerekli olan tirozin fosforilasyonuna engel olmaktadir (166-168). PKO
sendromlu bazi kadinlarin fibroblastta yer alan insiilin reseptdrlerinde artan serin
fosforilasyon belirlenmistir (165). Bu nedenle serin-treonin kinaz veya onun sinyal

iletim yolaginda meydana gelen ve fonksiyonunda artmaya neden olan fonksiyon
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kazanim mutasyonu (gain of function), P450cl7 ve insiilin reseptorii B-zincirinde
meydana gelen serin fosforilasyonunu arttirmakta ve dolayis1 ile PKOS’da goriilen

hiperandrojenizm ve insiilin direncine neden olmaktadir (158, 160, 169, 170).
2.6.2. Gonadal Steroid Biyosentez Yolag:

Testosteronun testikiilerdeki sentez yolagi uyarilart ACTH reseptorii yerine LH
reseptOrii tarafindan alinmasinin farkli olmasi haricinde adrenal zona retikiilarisdekine
benzerlik gostermektedir ve diger taraftan leyding hiicreleri 3fHSD2 ve 17BHSD3
genlerini eksperese ederken, SULT2A1 ekspere edemedigi i¢in sentezlenen DHEA,
DHEAS doniistiiriilememekte ve iiretilen DHEA hizli bir sekilde androstenedion ve

daha sonra testosteron doniistiiriilmektedir.

Overyan stereid biyosentezi daha karmasik olup bunun nedeni teka ve graniilosa
hiicreleri arasindaki enzimatik basamaklari icermesinden kaynaklanmaktadir. Steroid
biyosentezi ayni zamanda menstriial dongii evrelerine gorede farklanmaktadir.
Follikiiler fazda estradiol primer steroid iken progesteron liiteal fazda primer
hormondur. Overyan steroid sentezinde graniilosa hiicreleri, CYP17A1 geni eksperese
olmamaktadir (171) dolayis1 ile steroid sentezi graniilosa hiicrelerinde LH etkisi ile
baglamakta ve cAMP ile P450scc (CYP11Al) (171) ekspresyonunu tetiklemektedir.
Pregnenolon and progesteron, graniilosa hiicrelerinden bitisigindeki CYP17A1 ve
3PHSD?2 ekspresyonuna sahip teka hiicrelerine androstenedion sentezi i¢in aktarilir.
Uretilen androstenedion’nun kiiciik bir miktar1 testosterona doniistiiriilir fakat
androstenedionun biiylik bir kism1 FSH etkisi ile graniilosa hiicrelerine Ostron ve
ostradiol sentezi i¢in geri gonderilir (Sekil 2.5). Ozetle, FSH graniilasa hiicrelerini teka
hiicrelerinde {iiretilen androjenlerini aromatize etmek i¢in uyarmadan o6nce LH teka
hiicrelerini androjen iiretmeleri i¢in uyarmaktadir. Ovulasyondan yaklasik 2 hafta 6nce
(follikiiler faz), LH teka hiicrelerinde LH reseptor, StAR, P450scc, 3fHSD2 ve P450c17
genlerinin ekspresyonunu arttirirken, FSH, granula hiicreleri tarafindan sentezlenen

17BHSD1 ve aromataz (CYP19) ekspresyonunu arttirmaktadir.
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Sekil 2.5. Gonadal Steroid Biyosentez Yolagi. Yolakta Yer Alan Anahtar Enzimler ve Enzim
Kofaktorleri Ok Isareti Ile Gosterilmigtir.

Kaynak: Miller and Auchus, 2011:32 (1).

IGF (insiilin benzeri biiyiime faktdrii), TGF (transforming biiyiime faktorii) ve EGF
(epidermal biiylime faktor) aileleri gibi intra-overyan peptitler, follikogenez ve steroid
biyosentezini etkilemektedir. GDF9 (germ hiicre farklisma faktorii-9), follikogenez
siiresince oosit tarafindan eksprese edilmekte ve graniilosa hiicre farklilagmasini
desteklemekte, teka hiicrelerini uyarmakta ve luteal hiicre olusumunu inhibe etmektedir
(172). IGF, FSH ya olan cevabi arttirmaktadir. IGF-1 ve IGF-2 graniilosa hiicre
farklilagsmasi ve Ostradiol salinimi arttirabilmektedir fakat sadece IGF-2 mRNA’s1 over
de ozellikle graniilasa hiicrelerinde eksprese olmaktadir (173). IGF-1 eksikligi olan
kadin hastalarda yumurtlama, gonatropinler tarafindan uyarilabilmektedir ki (174) bu
durum IGF-1 in follikogenez i¢in gerekli olmadigi yoniindeki goriis ile uyumludur.
Graniilosa hiicreleri ayn1 zamanda iki ayr1 formda olan ve sadece P alt birimi ile
birbirinden farklanan a ve  heterodimer inhibin iiretmektedir. A ve B inhibinin serum
konsantrasyonu menstriial dongiiye gore farklilanmakla birlikte artan follikiiler
biiyiikliik ile inhibin A follikiiler sivida artarken ovulasyondan hemen Once artma
baslamakta ve luteal fazda en yiiksek seviyeye ulagmaktadir. Inhibin B ise FSH

tarafindan graniilosa hiicrelerinin uyarilmasi ile miktarinda artma gozlenir (175). Inhibin



32

B, erken follikiiler fazda maksimum seviyeye ulagarak pituriteriden salinan FSH’y1 ge¢
follikiiler fazda inhibe eder. Teka interna, interstitial hiicrelere farklilasmaya devam
eder ve bu esanada daha fazla androstenedion {iretir. Graniilosa hiicre katmanlari
birbirinden farkli katmanlara farklilagirlar. Membran katmani FSH ya cevap olarak LH
reseptorii eksprese ederken, kumulus katmani siirekli olarak LH reseptorii eksprese eder.
Yumurtlama i¢in baskin olan bir follikiil segilir ve ovulasyon ig¢in olgun graafian
folikiile doniislir. Ovulasyonu takiben LH graniilosa hiicrelerini graniilosa lutein
hiicrelerine farklilasmasi i¢in indiikler ve kalan teka insterstial hiicreleri teka lutein
hiicrelerine dontistiiriilerek korpus Iuteum hiicrelerini olusturur. LH ayni zamanda
graniilosa lutein hiicrelerini, VEGF (vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii) eksprese
etmesi i¢in uyarir. VEGF, tabandaki mebrana niifuz ederek steroid biyosentezi igin
gerekli olan LDL temin edecek olan korpus luteumun damarlanmasini saglar.
Oviilasyonu takiben liiteal hiicreler bazal LH seviyesini korpus luteumda sabit
tutabilmek icin daha fazla LH reseptorii eksprese eder. Hamileligin birinci trimester
doneminde insan koryon gonatropin, LH resptorlerini korpus luteum tarafindan salinan
progesteron sentezi indiiklemek i¢in uyarir. Yumurtlama 6ncesi folikiilere zit olarak,
graniilosa lutein hiicreleri ve gebelikteki korpus luteum yiiksek oranda P450scc ve

3BHSD genlerini progesteron senetezini miimkiin kilmak i¢in eksperese eder.
2.6.3. Beyinde Steroid Biyosentezi (Norosteroid)

Merkezi sinir sisteminin (CNS) gelisimi ve fonksiyonunda steroid hormonlarin hayati
oneme sahip oldugu kesin olarak kabul edilmistir (176-190). Kimyasal yap1 ve plazma
konsantrasyonlarina bagl olarak steroid hormonlar ndral dokular tizerine olumlu ya da
olumsuz etki gosterebilir (191-209). Uzun siire goriis, steroid hormonlarin sadece
steroidojenik endokrin bezler tarafindan sentezlendigi ve burada iiretilen hormonlarin
beyin tarafindan kullanildigina dairdi fakat Baulieu ve Robel’in farkli bir bakis acisi
kazandiran gozlemleri bu bilginin dogru olmadig: yoniinde olmustur. Baulieu ve Robel
tarafindan yapilan ilk gézlem D5P (pregnenolon), DHEA ve bunlarin siilfat esterleri
olan D5PS (D5P-siilfat) ve DHEAS konsantrasyonlarin plazmaya oranla beyinde daha
yiikksek olmasidir (210-212). Ikinci olarak belirlenen bu hormon seviyelerinin
adrenolektomi ve kastrasyona ragmen uzun siire yiiksek seviyesini koruyabilmesi (211-
213) ve tgiincii olarak dolasimda yer alan steroidler de goriilen sirkadiyan varyasyon ile

beyin steroid konsantrasyonunda goriilen degisimin birbiri ile uyumlu olmamasidir
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(214). Bu gozlemler, beyinde biyolojik aktif olan steroid sentezinin kendisi tarafindan
yapildig1 olmustur ve norosteroid terimi beyinde sentezlenen aktif steroid hormonlari
tanimlamak i¢in kullanilmistir (215-218). Norosteroidojenez lehine yapilan goriis daha
sonra steroid sentezinde yer alan enzim ekspresyonlarinin néron ve glial hiicrelerinde
belirlenmesi (215, 216, 219-229) ve belirlenen enzimlerin beyin dokusunda fonksiyonel
oldugu ve substrati iirtine dondstirdiigii saptanmustir (210, 219, 221-223, 229-242).
Yapilan bu ¢alismalar 1s1ginda, noérosteroidlerin beyinde genis ¢apta biyolojik
aktivitelere sahip oldugu (198, 243-246) ve bu etkiyi genom iizerine direkt ya da
membran reseptorleri araciligi ile gostermektedir. Ozellikle,  né&rosteroidlerin;
GABA/sental-tip benzodiazepin allosterik reseptér kompleksi (243, 244, 247-249)
NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptor (250-255), KAR (kainat reseptor) (256, 257),
AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asit) reseptér (257-259),
sigma reseptor (260-266), glisin reseptor (267-272), serotonin reseptdr (273-275),
nikotinik reseptor (276-280) ve muskarinik reseptorlerinin (281-283) allosterik

modiilatorii olarak gorev yaptigidir.

Son zamanlarda kabul edilen diger bir bulgu norosteroidler, GPCR (G proteine bagh
(coupled) membran reseptdriinii)’ye direkt olarak aktiflestirerek (284-295) veya dolayli
olarak noropeptitlerin kendi reseptorlerine baglanmalar tizerine etki ederek fonskiyon
gosterdigidir (296-300). Norosteroidlerin ayn1 zamanda MAP2 (mikrotiibiil-iligkili
protein 2)’ye baglanarak tiibiilin polimerizasyonunu uyardig: kiiltiire alinmis néronlar
tizerinde gosterilmistir (301-304). Yapilan in vitro ¢alismalar, norosteroidlerin uyarilma,
farkindalik, stress, depresyon, uyku, endise, cinsellik ve beslenme iligkili durumlar gibi
farkli norofizyolojik ve davranissal olaylarin belirlenmesinde rol oynadigidir (217, 244,
246, 257, 305-324). Norosteroidlerin bilinen biitiin bu etkilerine ragmen, bunlarin
beyinde nasil sentezlendigi ve bu sentezin noral diizenlenme mekanizmalar1 hakkinda
sinirlt bilgi mevcut olup, son zamanlarda ¢ogunlukla amfibiler ve kuslar {izerinde
yapilan caligmalar sonucu ndrosteroid sentezinin norotransmiter ve ndropeptitler
tarafindan dikkatli bir sekilde diizenlendigi bilinmektedir. Vertabra beyninde steroid
biyosentezinde yer alan kilit enzimlerin varliginin immunohistokimyasal ve in situ
hibridizasyona dayal1 yontemlerle kesfedilmistir. Bu enzimler arasinda StAR, P450scc,
3BHSD, P450c17, 17BHSD, 5a-R (5a-rediiktaz), 3a-HSD, sitokrom P450a (P4507a),
CYP19A1 (sitokrom 450aromataz, P450arom) ve HST (hidroksisteroid siilfataz) yer

almaktadir. Belirlenen enzimlerin birgogu beyinde de novo olarak steroid biysentezi
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yapabilmekte bunu yaparken steroid biyosentezinin Oncii molekiilii olan kolestrolii
kullanabilmesi bu enzimlerin gergek steroidojenik enzimlerin oldugunu gostermektedir.
Diger taraftan P450arom ve 5a-R enzimleri primer olarak periferal endokrin bezlerde

tiretilen steroid hormonlarin beyinde saglanan doniistimiinden sorumludur.

StAR mRNA insan beyninde, frontal lob, hipokampus, temporal korteks, pons ve
serebellumda belirlenmistir (325). Aym1 zamanda artan StAR mRNA ekspresyonu
oligodendroglioma ve malign glial tiimorlerde, 6zellikle glioblastom-multiforma gibi
oldukca malign olan bir astrositomin formunda bulunmasi, StAR’1n insan gliom timor
olusumunda rolii olabilecegi kanisinin olugsmasina neden olmustur (326). Glioma
olusumunda kolestroliin  gerekliligi (327) ve artan StAR ekspresyonunun

astrositomalardaki tiimor gelisimini ile iliskili olabilecegini desteklemektedir (326).

P450scc mRNA insan beyninde olfaktér bulbus, korpus kallosum, kaudat niikleus,
talamus, amigdala, hipokampus, serebral korteks ve serebellumda belirlenmistir (325,

328-331). P40scc’ye ait proteinler ayn1 zamanda insan CNS belirlenmistir (332).

Insanlarda 3BHSD’nin iki izoformu mevcut olup, tip II (3BHSD2)’ye ait mRNA
ekspresyonu RT-PCR ile amigdala, korpus kallosum, kaudat niikleus, hipokampus,

talamus, serebellum ve spinal kordda belirlenmistir (169).

P450c17 aktivitesi memeli pituriteri (333) ve amfibilerde bulunmustur (232). 17-HSD
izoenzimleri (tip 1-4)’ne ait mRNA’lar insan beyinde, temporal lob, serebral korteks,
hipokampus ve subkortikal beyaz madde de belirlenmistir (334-338). Sa-rediiktaz
enzimine ait iki farkli izoform iki farkli gen tarafindan kodlanmakta olup ekspresyonlari
insanda belirlenmistir (339-342). Her iki izoformda ayni fonksiyona sahip olmalarina
ragmen, farkli en uygun pH degeri, substrat seciciliginin olmasi farkli fonksiyonel
ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir (343-345). 5a-R’a ait yapilan ¢alismalar tip 1
izoformunun tip 2’ye oranla daha yiiksek oranda insan beyninde bulundugunu
gostermektedir (336, 342, 346-350). insan beyninde, S0-R tip | mRNA temporal
korteks, subkortikal beyaz madde ve kronik temporak epilepsi hastalarindan alinan
hipokampal dokularinda (351, 352) ve ayni zamanda serebellum, hipotalamus ve 6liim
sonrast alman ponlarda belirlenmistir (349). 3a-HSD tip 2 ve tip 3 mRNA’lar1 insan
CNS yiiksek oranda eksprese olmaktadir. Ozellikle, tip 2 mRNA frontotemporal lob,
putamen, medulla ve spinal kord (353) ve ayni zamanda subkortikal beyaz maddede
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belirlenmistir (336). Buna ragmen tip 3 mRNA c¢ogunlukla putamen, serebellum,
medulla ve spinal kordda eksprese olmaktadir (353).

2.6.4. Alternatif Yolaklar

Androjen biyosentez ve virilizasyon {izerine kanguru (tammar wallby) kullanilarak
yapilan ¢alismalar, yeni alternatif bir yolagin varligimi ortaya koymustur. Bu yolakta
170HP’dan DHT doniisiimii direkt olarak saglanmakta ara basamaklar olan DHEA,

androstenedion veya testosterona gereksinim duymamaktadir (354, 355).

Steroidojenik hiicrelerde Sa-rediiktaz varligi, C19 steroid (testosteron, androstenedion,
DHT) sentezini engellemez, aksine DHT sentezi i¢in gerekli olan oncli maddeleri
indirgeyerek DHT {iretimini arttirir. Insan P450c17 enziminin, 170HP igin zayif olan
17,20 liyaz aktivitesine ragmen P450c17 enzimini 17,20 liyaz aktivitesi igin substrat
olarak 170HAIllo (17a-hydroxylated allopregnanolone)’yu kullanarak alternatif yolak,
170HP’den C19 steroidlerin {iretimini miimkiin kilar. Alternatif yolagin aktif
olabilmesi i¢in 5a-R aktivitesinin varligi kilit rol oynamaktadir. Bu yolagin varlig: ilk
olarak keseli hayvanlarda belirlenmesine ragmen, insan steroid biyosentezi i¢inde olasi
goriinmektedir. Insan steroidojenik dokularda S5o-rediiktaz aktivitesinin en iyi
arastirildigt  durum korpus luteumda Sa-rediiktaz tip 1 enzimi tarafindan Sa-
dihidoprogesteron (50-DHP) iiretimidir (1). Insan enzimleri bu reaksiyonu DHT
iiretimine kadar tasimak i¢in gerekli olan biitlin enzimleri sentezlemektedir ve buna dair
en iyi Ornek fetal adrenal tarafindan 5a-R ile indirgenmis androjenlerin iiretimidir.
Sonug olarak, alternatif yolagin 210H ya da POR (P450 oksidorediiktaz) eksikligi gibi
170HP birikimi ile sonuglanan patalojik durumlarda, DHT {iretimi i¢in major yolak
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Alternatif yolak i¢in gerekli olan biitiin ara {iriinlerin bebek,
cocuklar, POR eksikligi olan yetiskin, POR eksikligine sahip fetiis tasiyan kadinlar da
ve hafif POR eksikligine sahip yetiskinlerde varlig: kiitle spektrofotometri ile yapilan
tiriner steroid analizlerinde belirlenmistir(3, 356-358). Alternatif yolagin varligi 210H
ve 110H eksikligine sahip bebeklerin agir derece virilizasyon gdstermesine ragmen,
3BHSD2 eksikligne sahip olan 170HP sentezleyemeyen bireylerde neden minimal
diizeyde virilizasyonun ortaya ¢iktigini agiklayabilir (359). Alternatif ve genel olarak
kabul edilen yolagin (conventional pathway), hamileligin 8-12 haftalarinda insan
cinsiyet gelisimi esnasinda DHT iiretimine olan katkist ve 5a-R’nin fetal adrenal ve

gonadlarda ki ekspreseyonlarina dair veriler {izerine ¢alisiimaktadir (360).
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2.7. Cinsiyet Hormonlari

Cinsiyet hormonlar1 ¢esitli biyolojik olaylarin fizyolojij ve patolojilerinde gorev
almaktadir (361, 362). Cinsiyet hormonlarindan olan Gstrojen ve androjenler biyolojik
fonksiyonlarmi niikleer resoptorleri olan dstrojen reseptor (ER) ve androjen reseptor
(AR) aracilig1 ile gergeklestirir. iki farkli 6strojen reseptorii olan ERa ve ERP sirast ile
ESR 1 ve ESR2 genleri tarafindan kodlanir ve farkli dokularda ekspresyon desenine
sahiptir.

ERo meme, karaciger, kemik, beyin, lirogential ve kardiyovaskiiler sistem de buna
karsiilk ERP meme, kemik, akciger, beyin ve iirogenital, gastrointestiniyal ve
kardiyovaskiiler sistemlerde eksprese olur (363). Ostrojen, ERo ya da ERP’yi aktive
edebilir ya da reseptorlerden herhangi birine spesifik olarak baglanabilir. Ligand,
Ostrojene baglandiginda Ostrojen reseptorii, dimer (hetero ve/veya homo) olusumu
(ERa: ERa:, ERo:Erf, ERB: ERP) ile oOstrojene duyarli olan genlerin eskpresyonu
degistirir. Ligand ile aktive olan reseptor, gen promotor bolgesinde yer alan Osterojen
respons elemente baglanir ve komodulatorleri aktive ederek bu genlerin

transkripsiyonunu etkiler/degistirir (364).

AR, noéroendokrin, kas-iskelet dokular1 ve erkek iirogenital sisteminde eksprese olur
(365). AR’nin ayn1 zamanda gential ve genital olmayan bolgeler de sag folikiillerinde
dermal papilla hiicrelerinde eksprese edildigi belirlenmistir (366). AR, Osterojen
reseptOriine benzer bir mekanizma ile ligand baglanmasi ile aktive olur ve AR
homodimer olustururarak androjene duyarli genlerin promotor bolgesindeki ARE
(androjen respons elementler) baglanir ve gerekli komodiilatorleri aktive ederek gen

ekspresyonlarini etkiler.

Farkli androjenler farkli AR baglanma kapasitelerine sahiptir. DHT, AR’ye en yliksek
affiniteyi gosterirken bunu sirasi ile testosteron, DHEA ve androstenedion izler. DHEA
ve androstenedion AR baglanma kapasitelerinin diisiik olmas1 nedeni ile zayif androjen
olarak adlandirilirlar (367). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ayni zamanda
DHEA’nin yalmizca AR’a degil aym1 zamanda, ER baglandigin1 ve ERa ya oranla
ERP’ye daha yiiksek oranda baglanma kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (368).

Steroid hormon reseptorlerin sadece niiklear translokasyon ve spesifik respons
elementlere baglanarak transkripsiyonel diizenlemeler yaptig1 ve sonug olarak genlerin

eksperesyonlarini etkiledigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda yapilan c¢alismalar bunun
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haricinde steroid hormon reseptorlerinin yeni ve transkripsiyonel etkisinin yaninda
genom lizerine dogrudan etki yapmadan, farkli etkisinin oldugu da belirlenmis. Bu
sekilde etkisine non-genomik etki olarak adlandirilmaktadir. Bu etki, gen transkripsiyon
ve protein sentezinden ziyade steroid(ler) tarafindan, sitoplazmik veya hiicre
membranina bagli diizenleyici proteinlerin (cell membrane bound regulatory protein)
diizenlenmesini kapsamaktadir. Steroid hormonlarin bu etkisi RNA ve protein sentezini
etkileyemecek kadar kisa siire i¢erisinde gergeklesmesi ve hiicre membraninda lokalize
olmus steroid hormon reseptér pargalarinin bulunmasi1 (364, 369, 370) steroid
hormonlarin niikleer olmayan etkisinin kesfedilmesine temel olusturmustur. Steroid
hormonlarin bu fonksiyonunu tanimlamak i¢in non-genomik, non-niikleer ya da non-
transkripsiyonel gibi farkli terimler kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda bu olgunun nasil
gerceklestigine ve molekiiler mekanizmalarin detaylarma ait bilgilerin olmayist

siiflandirma ve terminolojinin degisken olmasina da neden olmaktadir (371).

Cinsiyet hormon sinyal iletimi meme ve prostat kanser olusumunda Onemli rol
oynamaktadir. Meme kanserinin bir¢ok tipi ER pozitif olarak smiflandirilir ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi 6strojen varligina baglidir (372). Androjenik substratin dstrojene
dontlistimii aromataz (CYP19A1, P450aro) tarafindan gergeklestirilmekte olup, dokuya
0zel olarak aromataz genin ekspresyonu farkli promotorler tarafindan kontrol edilir
(373, 374). Androjen sinyal yolagi prostat gelisimi gibi normal fizyolojik olaylarlar da
onemli role sahip oldugu gibi prostat kanserinin birgok tipi androjene bagli olup kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasi andojen varligina gereksinim duyar (375).

AR geni iizerinde meydana gelen ve kismi ya da tam inaktivasyona neden olan
mutasyonlar X-bagl resesif olarak kalitilan bir hastalik olan androjen insensitivite
sendromuna neden olmakta ve tam AR inkativasyon mutasyonuna sahip erkekler
normal 46,XY karyotipine sahip olmalarina ragmen kor vajina, disi eksternal
genitalyaya sahiptir ve meme gelisimi gosterir buna karsilik uterus ve uterus iliskili
organ veya kisimlar ya da abdominal/inguinal testise sahip degildir. Kismi AR kaybina
sahip olan erkeklerde ise hipospadias, mikropenis ve jinekomasti klinik bulgular1 olur
(376).

SBMA (Spinal-bulbar kas atrofi), X-bagl resesif olarak kalitilan bir hastalik olup, AR
geninde birinci ekzonunda yer alan artan CAG tekrar (ii¢lii tekrar artig1) kaynakli olarak
meydana gelmektedir. CAG tekrar bolgesi AR protein iizerinde PoliQ (poliglutamin)
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kismin1 sentezlemektedir ve artan glutamin miktar1 sentezlenen proteinin yeni bir
fonksiyon kazanimina ve sahip olunan yeni fonksiyon, etkilenen bireylerde motor néron
dejenerasyonuna neden olmaktadir. Tekrar sayisinin fazla olmasi semptolarin daha

erken ortaya ¢ikmasina ve daha agir bir klinik sergilenmesine neden olur (377).
2.8. Steroid Biyosentez Enzimleri

Steroid biyosentezinde yer alan enzimleri ¢ogunlukla sitokrom P450(CYP) veya HSD
ailelerinin iiyeleridir. Bu steroid enzimlerin katalizledigi rekasiyonlar tek yonli olup,
meydana gelen iiriiniin tekrar 6ncli maddesine doniisiimii miimkiin degildir. Biitiin P450
tarafindan katalizlenen hidroksilasyon ve karbon-karbon baginin kirilmasi reaksiyonlari

mekanik ve fizyolojik olarak geri doniistimsiizdiir (378).

HSD tarafindan katalizlelen reaksiyonlar mekanik olarak geri doniisiimlii olup, sabit
kosullar altinda in vitro olarak bu reaksiyonlar ¢ift yonlii meydana gelebilmektedir,
fakat in vitro olarak herbir HSD steroidleri dominant olarak oksidatif ya da indirgeyici
durumda olma reaksiyonlarini katalizlemektedir (379). Diger taraftan iki veya daha
fazla HSD enzimleri hidroksisteroid ve onlarin soydas ketosteroidlerini zit yonlerdeki
reaksiyonlarim1  katalizleyebilirler yani bazi HSD’ler ketosteroidleri indirgenme
reaksiyonlarma  tabi  tutarken, digerleri  hidroksiteroidlerin  oksidasyonunu
katalizleyebilir. HSD bir ka¢ farkli izoform halinde mevcut olup (380) steroid
stilfotransferaz, rediiktaz ve steroid siilfataz gibi enzimler ile is birligi igeresinde olup
biitlin  hedef dokularda biyolojik olarak aktif olan hormon seviyelerinin

diizenlenmesinde gorev alir.
2.8.1. Sitokrom P450

Sitokrom P450 terimi bir grup oksidatif enzimi tanimlamak i¢in kullanilmakta olup, bu
grup enzimin tamami yaklasik 500 amino asitten olusmakta ve tek hem grubu ihtiva
etmektedir (381). Bu grup enzimin pigment 450 (P450) olarak tanimlanmasinin nedeni,
bu gruba ait biitiin enzimlerin indirgenmis formlarinin 15181 450nm absorbe etmesinden
kaynaklanir. insan genomu yaklasik 57 adet sitokrom P450 enzimi ihtiva etmekte olup
(10, 15) bunlarin 7 tanesi mitokondriyaldir ve Tip I olarak adlandirilir, geriye kalan 50
adet P450 enzimi endoplazmik retikulumda fonksiyon gosterir ve Tip II olarak
adlandirilir. Biitiin P450 enzimleri hem grubunu kullanarak molekiiler oksijeni aktive
eder ve bunun i¢cin NADPH’1n indirgenmis formunun elektronunu kullanir. NADPH

(nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)’den elektronu alma sekilleri ve hiicrelerarasi
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lokalizasyonlarinda (mitokondriyal-ER  (mikrozomal)) farkliliklara neden olan
biyokimyasal yapilarina goére P450 enzimleri iki gruba ayrilir, Tip I enzimleri
elektronlarin1 NADPH’den flavoprotein olan FdR (ferrodoksin rediiktaz) ve kiiciik
demir-siilfiir proteini olan Fdx (ferrodoksin) araciligi ile alirken, Tip II enzimleri

NADPH’den gelen elektronu 2-flavin protein olan POR enzimini kullanarak alir (382).

P450 enzimin herbiri birden fazla substrati metabolize ve genis ¢apli oksidasyon
reaksiyonlarmi kataliz edebilir. 6 adet P450 enzimi steroid biyosentezinde gorev
almaktadir. Bunlar CYP11A1, CYP11B2, CYP11B1, CYP17A1 ve CYP19A1’drr.
CYP17A1, CYP21A2 ve CYP19A1 dahil olmak fizere biitin mikrozomal Tip II
sitokrom P450 enzimleri gerekli olan elektronu membran-bagli flavoprotein olan ve
mitokontrial flavoproteinden olan ferrodoksin rediiktazdan farklilik gésteren POR
protein araciligr ile alirlar (382). POR, insan dokularinda eksprese edilen ve beyin ve
bobrek gibi farkli dokularda dahi fonksiyon gosteren biitiin mikrozomal P450 enzimleri
i¢in yegane elektron transfer proteini olarak yapmaktadir. POR elektron kaynagi olarak
NADPH kullanilir ve her defasinda bir elektronu P450’ye transfer ederek fonksiyon
gosterir (383, 384).

Elektron alicis1 olan P450’de yer alan redoks-partner baglanma yiizeyi, POR’dan temin
edilecek olan elektron i¢in 6nemli bir konuma sahiptir (382, 385). CYP17A1 geninde,
redoks-partner baglanma bolgesinde meydana gelen mutasyonun, 17,20-liyaz
eksikligine neden olmasi ile bu durum kanitlanmistir (386, 387). POR geni, 69 kb
biiyiikliigiinde olup, kromozom 7 iizerinde (7ql1.2) lokalize 16 ekzondan meydana
gelmektedir. Dort farkli etnik gruba ait normal popiilasyon da ve 842 bireyde yapilan
dizi analizi POR geninin oldukg¢a polimorfik oldugunu ve protein kodlayan bolgede
belirlenen p.A503V varyantinin yaklasik olarak biitiin allellerin %28 de mevcut oldugu
belirlenmistir. Bu allel, CYP17A1 enziminin 17-hidroksilaz ve 17,20-liyaz aktivitesini
normal proteine gore %60 azalttigr (304. 305), buna ragmen P450c21 aktivitesi lizerine

hi¢ bir negatif ya da pozitif (aktivite artis1) etkiye neden olmadigi belirlenmistir (388).

NADPH tarafindan temin edilen elektron bir flavoprotein olan ve mitokondrinin i¢ zar1
ile 1iligkili ferrodoksin rediiktaz (adrenodoksin rediiktaz) tarafindan kabul edilir.
Ferrodoksin rediiktaz aldig1 elektronu demir-siilfiir protein olan ve mitokontriyal

matriks veya IMM’ye zayif¢a baglanan ferrodoksine (adrenodoksin) transfer eder.
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Ferrodoksin de bu elektronu biitiin mitokondriyel P450 enzimlerine transfer ederek,

elektron transfer proteini olarak fonksiyon gosterir.

Insan FdR (389, 390) ve Fdx (391) genlerinin biitiin dokularda eksprese olmas1 bu
proteinlerin P450 enzimlerine elektron transfer fonksiyonundan daha farkh

fonksiyonlara sahip olabilecegi goriisiiniin kabul gormesine neden olmaktadir (392,

393).
2.8.2. Hidroksisteroid Dehidrogenaz

HSD grubu enzimlerin molekiiler agirligi yaklagik 35-45 Kda olup, hem grubu ihtiva
etmezler ve kofaktor olarak iki elektronu NADH veya NADHP’den alip hibrid transfer
mekanizmasi ile steroidlerin indirgeme ya da yiikseltgenme (oksidasyon) reaksiyonlari

icin kullanirlar (379).

P450 enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin ¢cogunlugu tek bir P450 enzimi
tarafindan katalizlerinken, HSD tarafindan katalizlenen herbir reaksiyon en az iki ve
genellikle farkli izoenzimler tarafindan katalizlenebilir. Steroid biyosentezinde gorev
alan HSD enzimleri; 3a-HSD, 33-HSD, iki tane 11B-HSD ve farkli izoenzimleri ihtiva
eden 17B-HSD’leri ihtiva etmektedir.

HSD enzimleri yapilarina gore iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar SDR (kisa-zincir
dehidrogenaz/rediiktaz) ve AKR (aldo-keto rediiktaz) aileleridir (379, 380). SDR
indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlar1 i¢in nikotinamini kofaktor olarak kullanir. AKR
ise aktif  bolgede steroidden ya da steroidlere yapilan proton transferinin
katalizlenmesinde gorev alan tirozin ve lizin amino asit rezidiilerini ihtiva eder. SDR
enzimleri 113-HSD 1 ve 2, 17B-HSD’nin tip I, II ve III izoenziminlerini ihtiva ederken,

AKR enzimleri 774-HSD5’1 ihtiva etmektedir.

HSD enzimlerini fizyolojik aktivitelerine gore siniflandirmak daha yararli olmakla
birlikte, HSD’ler genellikle dehidrogenaz ya da rediiktaz aktivitelerine sahiptir.
Dehidrogenazlar, NAD", ko-faktor olarak kullanarak hidroksisteroidleri ketosteroidlere
yiikseltgerken (oksidation), rediikdazlar, NADPH’yi ko-faktor olarak kullanarak
ketosteroidleri hidroksisteroidlere indirgenmesini Katalizler. [n vitro olarak ortamm
pH’s1 ve ko-faktor konsantrasyonuna bagli olarak, HSD enzimlerinin ¢ift yonlii olarak

fonksiyon gostermesine ragmen intakt hiicrelerde genellikle tek yonlii olarak fonksiyon
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gostermektedirler ve reaksiyonun yonii ortamda bulunan ulasilabilir ko-faktor

konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir (379, 380).

Enzimlerin hangi yonde aktivite gosterecekleri ortamda bulunan indirgenmis ya da
yiikseltgenmis ko-faktorlerin varligina enzimlerin NAD(H) veya NADP(H)’a olan
baglanma egilimlerine baghdir ¢iinkii ortamda bulunan ko-faktdr konsantrasyonu
steroid konsantrasyonundan birkag¢ kat fazla olabilir (379, 394). Sonug olarak ortamda
bulunan NADPH konsantrasyonun azaltarak veya bu enzimler iizerinde meydana gelen
ve NADPH baglanma yetenegini olumsuz etkileyen mutasyonlar ile rediiktif enzimler

azaltilabilir ya da reaksiyon yonii tersine gevrilebilir (395, 396).
2.9. CYP21A2
2.9.1. CYP21A2 Gen ve Ozellikleri

CYP21 genlerinin genom igerisinde bulundugu bolge genomda en karmasik bolgeler
icerisinde yer almaktadir ve bu durum 21-hidroksilaz eksikliginin neden en yaygin
otozomal resesif hastaliklar arasinda yer aldigini agiklamaktadir. Genom igerisinde iki
adet 21-hidroksilaz lokusu bulunmakta olup fonksiyonel olan gen CYP21A2 ve
fonksiyonel olmayan yalanci gen CYP21A1P olarak adlandirilmaktadir. Her iki gende 6.
kromozom (6p21.1) iizerinde HLA lokusunun ortasinda yer almaktadir (397, 398).
CYP21A1P geni eksprese olmasina ragmen kodlanan mRNA protein kodlamamaktadir.
CYP21 genleri 10 ekzondan olusmakta olup, yaklasik 3.4 kb uzunlugundadir ve iki gen
birbirinden sadece 87 ya da 88 baz ile farklilik gosterir (399-401) ve yalanci gen
kaynakli 11 farkli baz degisimi kaynakli mutasyon bilinmektedir (Sekil 2.6 ) CYP21
genlerinin bulundugu HLA bolgesi yiiksek rekombinasyona gitme egilimine sahiptir ve
dolayis1 ile CYP21A1P ve CYP21A2 arasinda meydana gelen par¢a degisimi oldukca
yaygindir. 21-hidroksilaz eksikligine neden olan genetik anomalilerin yaklasik %75-80
iki gen arasinda meydan gelen mikro ve makro parca degisimleri sonucu meydana
gelmekte ve bu durum yalanci gen iizerinde yer alan mutasyonlarin aktif gen iizerine
tasinimina ve dolayist ile aktif gen ekspresyonunun azalmasi ya da tamamen inhibe

olmasina neden olmaktadir (402, 403).
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ekzon 1 2 3 4 5 6 ~ 8 9 10
p-P30L | p-G110fs p.I1236N p.VZBl%
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Sekil 2.6. CYP21A1P Kaynakl Patolojik Degisimler ve Lokalize Olduklari Ekzonlar.

Kaynak: New et al., 2013:110 (404)’dan modifiye edilmistir.

21-hidroksilaz genleri major histokompatibiliti kompleks sinif III igerisinde yer alir ve
HLA tiplendirmesi dolayis1 ile CYP21A2 gen mutasyonlarini belirlemede kullanilir. Tuz
kaybina (SW) neden olan mutasyonlar, baz1 popiilasyonlar da HLA-B60 ve HLA-40 ile
iligkilidir (405) ve nadir olan diger bir HLA tipi olan Bw47 yine ayni sekilde ¢cok giiglii
bir olasilikla 21-hidroksilaz eksikliginin tuz kaybettiren formu ile iligkilidir (406). Baz1
popiilasyonlarda HLA-Bw51 basit virilizan tip ile iligkilidir (407). HLA-B14 bulunan
bireylerin yaklagik %40°’1 ise klasik olmayan KAH vakalarinda belirlenmistir (408) ve
genellikle C4B gen duplikasyonu ile iliskilidir (409, 410). Ayn1 HLA tipine ayni ailenin
farkli bireyleri farkli klinik bulgu gosterebilirler (411-414) bu durum de novo
mutasyonlar1 veya birden fazla meydana gelen par¢a degisimleri sonucu meydana

gelmis olabilir.

Ayni lokus da 8 farkli gen daha yer almaktadir (415) (Sekil 2.7 ). Birbiri ardina duplike
C4B ve C4A genleri C4 komplemet komponenetinin iki izoformunu kodlarlar ve
birbirleri ile olan %99 sekans homolojisine ragmen C4B proteini biiyiik oranda daha
fazla hemolitik aktiviteye sahiptir (416). C4A geni 22kb uzunlugunda fakat C4B geni
sadece bir intronunda yer alan varyasyona bagli olarak kisa (16kb) ve uzun (22kb)
formlara sahiptir (417). C4 genlerini 3’ ucu CYP21 genlerinin transkripsiyon baslama
bolgesinin sadece 2466 bp yukarisinda yer almaktadir (418). Aktif olan CYP21A2
geninin trankripsiyon i¢in gerekli olan promotor bolgesi C4B geninin 35. intronunun

igerisinde yer almaktadir (419).

TNXA (XA) ve TNXB (XB) olarak adlandirilan bir ¢ift gen C4 ve CYP21 genleri arasinda
duplike olmustur. C4 ve CYP21 genlerine zit olarak DNA’nin negatif iplikciginde yer
alir. CYP21A2 geninin 3’ ucu ile ¢akigma gosterir, yani XA ve XB genlerinin son



43

ekzonu, CYP21A2 ve CYP21A1P genlerini 10. ekzonunun 3° UTR bolgesi ile
ortismektedir (420). XA yalanci gen olup atalardan kalma C4-CYP21-X genetik

biriminin duplikasyonu esnasinda kisalmistir fakat adrenalde eksprese olur (421).

HLA sinif I Telomerik HLA sinif II Sentromerik
3
Bimodiiler RCCX gf’ §,g‘,“ §7
. " Hi %

RCCX modul

c yp‘,’@

Trimodiiler RCCX

| P i /-
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Sekil 2.7. Kromozom 6q21 Bélgesinde Bulunan RCCX Modiil ve Ayni Bélgede Goriilen Kopya
Sayisi Varyasyonlari. RCCX ( RP-C4-CYP21-TNX), RP1: serin/treonin kinaz 19 geni, RP2:
serin/treonin kinaz 19 yalanci geni, C4A/B: komplement komponent C4A/B geni.

Kaynak: Parajes et al. 2008:3 (422)’den modifiye edilmistir.

XB, biiyiik hiicreler aras1 matriks proteini kodlamakta ve bag doku basta olmak iizere
birgok dokuda eksprese olmaktadir (423, 424). XB geni yaklasik 65kb uzunlukta olup,
43 ekzondan olugsmakta 12kb mRNA ihtiva etmektedir (423, 425). XB geni ayni
zamanda daha kisa olan ve fonksiyonu bilinmeyen Tenaskin-X kodlamakta olup, bu
formu XB geninde yer alan intragenik promotérden kaynaklanmaktadir (418).
CYP21A2 ve XB genlerinin delesyonunu kapsayan ardisik gen sendrom (contigous gene
sydrome)’lu KAH hastalarin1 Ehlers-Danlos sendromuna (EDS) neden olan Tenaskin B
eksikligi gosterir (426). EDS’nin birgok formu her ne kadar kollajen genlerinde
meydana gelen otozomal dominant mutasyon kaynakli olsa da resesif formlari
Tenaskin-X (kollajen fibrillerinin stabilizasyonunda sorumlu) gibi kollajen modifiye
eden genlerde meydana gelen mutasyon kaynakli olarakda agiga ¢ikmaktadir (427, 428).
Tenaskin-X eksikligi, 21-hidroksilaz eksikligi ile birlikte ya da izole olarak farkli klinik
ile EDS’nin daha agir formuna neden olmaktadir (429).
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2.9.2. CYP21A2 Eksikligi

CYP21A2 geninde meydana gelen mutasyon sonucu meydan gelen 21-hidroksilaz
eksikligi, KAH’in en sik rastlanan formu olup yeni dogan metabolik hastaliklarin birinci

siralarinda yer almaktadir.

21-hidroksilaz eksikligi gen kayiplari, gen konversiyonlari ve nokta mutasyonlari
sonucu meydana gelmektedir. En sik rastlanan nokta mutasyonlarinin CYP21A2
geninin  yalanct geni olan CYP21A1P ile arasinda gergeklesen  kiiciik
mikrokonversiyonlar sonucu meydana gelmesi (430-432) dolayisi ile gen konversiyonu
21-hidroksilaz eksikligine neden olan mutasyonlarin yaklasik %85‘inin kaynagini
olusturmaktadir. 21-hidroksilaz eksikligi goOsteren hastalarin  ¢ogunlugu tasidigi
mutasyon kompound hetezigot olup, her iki allelde de farkli mutasyon ihtiva eder.
Homozigot gen kayiplar1 biiylik pargalar1 kapsayan gen konversiyonlari, cergeve
kaymasi ya da prematiir stop kodon olusumu gibi genin ekspresyonunu elimine eden
mutasyonlar genellikle 21-hidroksilaz eksikliginin agir klinik formu olan tuz-kaybina
neden olur. Basit virilizan ya da klasik olmayan formlar1 genellikle aminoasit
degisimlerini kapsayan mutasyona sahiptir ki bu mutasyonlar mikrokonversiyonlar
sonucu meydana gelebilir. Etkilenen hastalar genellikle bir allelde agir diger allelde ise
hafif formda 21A2 gen ekspresini etkileyen farkli mutasyonlar: ihtiva ederler ve
hastanin gdstermis oldugu klinik daha aktif olan yani sahip oldugu mutasyondan en az

etkilenen allel tarafindan belirlenir.

CYP21A2 gen lokusunun siradis1 Ozelliklere sahip olmasi bu genin analizini de
zorlagtirmaktadir. Bu bolgede meydana gelen, CYP21A1P geni ortasinda sabit olmayan
kirilma noktasin1 ve CYP21A2 genini kapsayan, nispeten sabit olan kirilma noktalarini
kapsayan 30kb DNA kaybi olduk¢a nadir mutasyon tipi olup buna ragmen gen
konversiyonlar1 bu lokusda oldukca yaygindir (410, 433). Bu ikisi arasinda en ayirt
edici 6zellik gen konversiyonlarinin DNA kaybina neden olmamasi buna ragmen lokus
tizerindeki degiskenligi (varyasyon) azaltmasidir (434) ve genellikle biiyiik gen
konversiyonlar1 gen kayiplari, mikrokonversiyonlar ise nokta mutasyonlar: ile

karistirilabilir.
2.9.3 Patofizyolojisi

P450c21 aktivitesinin tamaminin kaybi aldosteron eksikligine neden olan progesteronun

DOC (11-deoksikortizol)’a doniisiimiinii bloke eder ve yeni doganlarda tedavi
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edilmeyen aldosteron eksikligi hiponatremi, hiperkalemi, asidosiz ve beraberinde gelen
hipotansiyon, sok, kardiyovaskiiler kolaps ve 6liime neden olur. Adrenalde kan akisi
merkeze dogru egilimli (centripetal) olup adrenokortikal kapillerden gelen yiiksek
kortizollii akintt medullay1 temizler. Bu yliksek konsantrasyondaki kortizol, mediillada
norepinefrini  epinefrine  g¢evirecek olan feniletanolamin  N-metil transferaz
transkripsiyonu ig¢in gereklidir (435) dolayisi ile KAH hastalarinda diisiik kortizol
seviyesi diisliik epinefrin konsantrasyonuna neden olmakta ve buda hipoglisemi riskini
arttirmaktadir (436). Fetal adrenal ilk trimesterde kisa siireli kortizol sentezlemekte ve
adrenal tarafindan sentezlenen androjenin 6ncii maddelerini azaltmaktadir (437). KAH
hastalarinda diisiik kortizol ACTH salinimini uyarmakta ve artan ACTH adrenal
hiperplazi ve biitiin steroidojenik enzimlerin transkripsiyonunun artmasima neden
olmaktadir. Artan enzimatik aktivite 21-deoksisteroidlerin (progesteron vb) birikiminine
ve bunlarin bazilarinin androjene olan doniisiimiinden dolay1 etkilenen disi fetuslarda
virilizasyona neden olmaktadir, dolayist ile virilizasyonun derecesi dahil olunan
CYP21A2 mutasyonuna ve bu mutasyonun etkisine gore degismektedir (438). Erkek
fetuslarda tiretilen testikiiler testosteronun yiiksek olmasindan dolayr ilave olarak

adrenalden iiretilen androjen ilave belirlenebilen klinik bulguya neden olmamaktadir.
2.9.4. Klinik Bulgular:

210HD’nin farkli sekillerde klinik bulgu vermekte olup bunu tuz kaybi, basit virilizan
ve klasik olmayan KAH seklinde gruplandirmak miimkiindiir. CYP21A2 geninde
meydana gelen mutasyon cesidinden farkli olarak, ekstra adrenal 21 hidroksilaz
aktivitesinin varligi, CYP21A2 promotor polimorfizmi, androjen metabolizmasi ve
androjenin kullanimi (reseptoriine olan baglanma kapasitesi vb) bu vakalarda klinik
farkliliklarin olugsmasina neden olabilmektedir ve dolayisi ile genotip-fenotip arasinda

uyumsuzluk beklenebilmektedir.

210HD’nin tuz kaybettiren formu enzimatik aktiviteyi %98’den daha fazla inaktive
eden mutasyon kaynakli olarak meydana gelmekle birlikte, glukokortikoid ve
mineralokortikoid olmak iizere iki yolagi da inhibe etmektedir. Etkilenen disi
bebeklerde virilizasyon in utero donemde meydana geldigi i¢in (439) dogumda
belirlenen eksternal genitalin maskulinizasyonundan dolayr hemen tani konulabilmekte
fakat tuz kayb1 5 glinden Once belirlenememektedir. Eksik olan glukokortikoid ve

mineralokortikoidler oral yolla verilerek ve ambiguis genitale plastik cerrahi yontemleri
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ile diizeltilebilir, fakat bu tedavi yontemlerinin uygulanip basariin saglanmasi karigik
ve zordur (440, 441). Etkilenen erkek bebekler tuz kaybi oldugunda 5-10 giinliik iken ya
da yeni dogan 170HP taramalarinda belirlenebilir bunun haricinde yeni dogan erkek
bebeklerde genital bolgenin hiperpigment olmasi ve penisin normalden daha biiyiik ve

buna oranla daha kiigiik testislere sahip olurlar (442).

Basit virilizan KAH (SV-KAH), virilize olmus bayan ve klinik olarak karakterize
edilemeyen erkek SV-KAH vakalar1 yiiksek 170HP seviyesi vardir fakat tuz kaybi
goriilmez. Bu hastalar enzimatik aktivitesini tam olarak elimine etmekten ziyade en az
%2 enzimatik aktivite birakan nokta mutasyonu (I172N vb) kaynakli olabilir. Bu tip
mutasyonlar tuz dengesinin saglanmasi i¢in gerekli olan aldosteron sentezine olanak
saglar. Adrenal aldosterondan, 100-1000 kat daha fazla kortizol sentezlemektedir,
dolayist ile CYP21A2’de meydana gelen hafif mutasyonun minerakortikoidden ziyade
glukokortikoid eksikligine neden olmasi daha olasidir. Hafif olarak sekteye ugrayan
aldosteron sentezi klinik olarak tuz kisitlamasindan sonra artan plazma renin aktivitesi
ile belirlenebilir. Yeni dogan taramasit olmayan durumlarda erkek hastalarda klinik
bulgular genellikle 3-7 yas arasina kadar gozlenmez. Bu yaslarda meydana gelen pubik,
aksiller, yiiz killar1 ve fallik biliyiimeler ortaya c¢iktigi donemlerde ayni zamanda
erkeklerin gelisimi normal yasitlarina gore daha hizhidir ve epifizel olgunlagma (kemik
yas1) buna oranla ayn1 hizl ilerler ve yetiskinlikteki boylar1 daha kisa olur. Tuz kayb1 ve
basit virilizan formlarinda hiperandrojenemi bulgularinin minimuma indirilmesi i¢in

artan androjen seviyesinin tedavi ile normal sinirlar igerisinde tutulmasi gerekmektedir

(442).

NKAH steroidojenik enzimlerden olan 21-hidroksilazin kismi eksikligine bagli olarak
gelisen, orta ile hafif hiperandrojenemi, hirsutizm, PKOS, oligomenore veya amenore,
instilin direnci, erkek tipi kellik ve subfertiliteye neden olan kalitsal bir hastaliktir.
NKAH ile PKOS arasindaki benzerlik asikar olup, CYP21A2 geninde meydana gelen
degisikliklerin PKOS gelisimine olan katkis1 ya da neden olusuna dair NKAH ile PKOS
arasindaki baglantinin ¢éziimlenmesi ve bunun yani sira bu iki hastaligi birbirinden
ayiran noktalarin aydinlatilmasina dair ¢caligmalar devam etmektedir. Androjen fazlalig
kayda deger sayida kadmi (yaklasik %10) etkilemektedir (443). Androjen fazlaligi
semptomlar1 hirsutizm, alopesi, akne, oviilasyon bozukluklar1 ve asir1 durumlarda

virilizasyona neden olmaktadir. Androjen fazlaligina neden olan durumlar PKOS,
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210H, 110H eksikligine bagli NKAH ve androjen salgilayan tiimorlerdir. PKOS ve
NKAH’mn birbirinden ayirt edilmesi klinik olarak zor olup, 210H eksikligine bagh
NKAH insani etkileyen yaygin otozomal resesif hastaliklar arasinda olup 1000-2000°de
1 goriilme olasilig1 var iken Gliney Avrupa iilkelerinde goriilme siklig1 %1, Askenaz

Yahudilerin de ise bu durum %3-4’¢ kadar yiikselmektedir (444, 445).

NKAH’a biyokimyasal olarak artan 170HP ile tan1 konulur ve bu durumun her ne kadar
bazi genetik defektlerin kullanilan yontemlerle analizi miimkiin olmasada CYP21A2
genotiplendirmesi ile konfirme edilmesi gerekir. NKAH 1 klinik bulgular1 arasinda
hirsutizm, alopesi, akne ve oviilasyon bozukluklar1 yer almaktadir. 210H eksikliginin
derecesi her zaman klinik ile uyumlu olmayip hatta bazi durumlarda asemptomatik

olabilir (446).

PKOS az oviilasyon ve ayrica anoviilasyonun neden oldugu infertilite durumlarinin en
yaygin nedendir. Ayn1 zamanda kadinlarda rastlanan en yaygin endokrin bir hastalik
olup hiperandrojenemi semptomlari olan hirsutizm ve akne gibi klinikleri ihtiva
etmesinin yaninda obezite ve insiilin direnci (IR) gibi metabolik hastaliklarda eslik
edebilir. PKOS yaklasik olarak iireme c¢agindaki kadinlarin %7’sini etkilemektedir
(447).

PKOS’un NKAH’a benzeyen yonleri NKAH hastalarinin  da hirsutizm gibi
hiperandrojenemi bulgularinin yani sira oviilasyon bozukluklarina isaret olan menstrual
diizensizlikleri vardir. Buna ilave olarak PKOS aynmi zamanda IR, hiperinsiilemi ve
polikistik over mofrolojisi sergiler (443). PKOS patogenezi, genetik ve ¢evresel olan
bircok faktorii kapsayabilir. Ailesel yatkinligin oldugu bilinmekte ve bu durum
kompleks genetik 6zellikler ile kalitilma ihtimalini giiglendirmektedir (447-451). PKOS
patojenezinde rol alan ve kalitilan genler, steroid hormon {iretimi, androjen
metabolizmasi, follikogenez, insiilin direnci, insiilin fonksiyonu, obesite gelisimi,
gonadotrofinleri diizenleyen genler olabilecegi gibi fakli mekanizmalarda rol alan
genler ya da androjen reseptorii olabilir. Bir¢ok ¢aligma ayni zamanda adrenokortikal
steroid iiretiminde rol alan genlerin PKOS patojenezinde rol alabilecegi yoniindedir. Bu
210H, 110H eksikligine bagl olarak artan adrenal androjen veya adrenal androjen

tiretiminde CYP17A1’in direkt olan aktivasyonuna bagl olarak meydana gelebilir.

NKAH kismi 210H ya da 110H eksikligi kaynakli olup, klasik tiplerin gosterdigi agir

klinikleri sergilemez. Etkilenen kiz ¢ocuklarinda erken piiberte (PP) ve akne ile kendini



48

gosterebilir. Diger taraftan yapilan ¢aligma PP sikayeti olan kiz ¢ocuklarinin sadece %4-
7’sinde NKAH tanis1 almistir (452). Bazi kaynaklarda farkli etnik gruplarda bu oran
%30’a kadar yikselebilir. Daha sonraki yillarda yetiskin kadinlarda hirsutizm,
oligomenore veya amenore, alopesi ve subfertilite gozlenebilir. Bu kliniklerin ortaya
cikmasinda oldukca fazla bireysel farkliliklar mevcut olup, bazilarinda hirsutizm veya
oligomenore olmaz iken rastlantisal olarak tani alabilirler bu formu kriptik KAH olarak
bilinmektedir (453). Bireysel genetik ve c¢evresel faktorlerin farkli fenotiplerin
gelismesine neden olma ihtimali yiiksektir. Bu genetik varyasyonlar androjen sentezi,
salinimi, metabolizmast ve/veya androjen hormonlarina olan duyarliligi arttiracak
mekanizmalar {izerinde yer alabilir. Herbir bireydeki perifer dokularda Sa-rediiktaz
ifadesinin artmasina paralel olarak artan androjen reseptor aktivitesi meydana gelen
fenotip tlizerine etkili oldugu bilinmektedir. Kadinlardaki NKAH siklig1 %1-10 arasinda
farklanma gostermektedir (454, 455). Polikistik overler ayn1 zamanda KAH n klasik ve
klasik olmayan tiplerinde de goriilebilir (456, 457) ve adrenal androjenlerin etkisi ile
saliman gonadotroplarin salinmasindaki farklanma veya adrenal androjenlerin overlere
olan direkt etkisi kaynakli olabilir. Birbiri ile Ortiisen biyokimyasal veriler ve ultrason
goriiniimii gibi klinik veriler dolayisi ile PKOS tanisi olan kadinlarda NKAH olma
olasiligmin goz Oniine alinmasi gerekmektedir (457) (14). Dolayisi1 ile PKOS ve
NKAH’1 klinik olarak birbirinden ayirmak zordur (456-458). IR veya hiperinsiilemi
veya polikistik over varligi hirsut kadinlar arasinda NKAH’1 PKOS’dan ayiran klinikler

arasinda olabilmesine ragmen bu hipotez dogrulanmamistir (457).

PKOS vakalarinda andrenal ve overyan androjenlerdeki artis mevcuttur. PKOS’da
primer androjen kaynagi over olup, adrenal androjenlerinde bazal ve kortikotrop
uyarisinda artmaktadir. Adrenal androjenlerin artis1 primer andrenal androjen olan
DHEA-S artis1 ile bilinmektedir. DHEA-S periferdeki en ¢ok bulunan steroid olup,
yarilanma Omriiniin uzun olmasindan dolay1 overyan dongii fazlarinda oldukca stabildir.
Artan DHEAS, PKOS tanist alan kadinlarin %25’inde belirlenmistir (459). Yapilan
farkli calismalarda bu oran %60’lara artmistir ve ayrica artan DHEA, androstenedion ve
17-OHP, PKOS hastalarinda belirlenmistir (460). Dolayisi ile artan adrenal
androjenlerin PKOS gelisiminde katkis1 olabilir. Adrenal androjenlerin periferde
Ostrojen veya daha fazla potent olan androjenlere doniiserek gonadotropin salinimini
etkileyerek PKOS gelisimine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum glukokortikoid

verilimi ile geriye dondiiriilebilir. Puberte oncesi artan stresin adrenal androjen artigina
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bagli olarak erken adrenarsa ve PKOS olusumuna artan risk teskil etmektedir ve
dolayisi ile genetik hastalik olan NKAH’da polikistik over, artan overyan androjen ve
artan LH gostermeleri ile andrenal androjenlerin PKOS gelisiminde rolii olabilecegini
gostermektedir (457, 461). Cogu PKOS vakalarinda 210H eksikligi andrenal
hiperandrojenemiye neden olmamakla birlikte, farkli calismalar bu vakalarda CYP21A2
heterozigotluk sikligini ve etkisini PKOS gelisimin de etkisini arastirmaktadir. Diger
taraftan farkli steroidojenik enzimi kodlayan genler iizerinde mevcut olan degisimlerin

PKOS gelisimi iizerine olan etkisi bilinmemektedir (462).
2.10. CYP11B1
2.10.1. CYP11B1 Gen ve Ozellikleri

Glukokortikoid ve mineralokortikoid sentezinin son basamagi birbirine yakindan iligkili
iki mitokondrial enzim (CYP11B1 ve CYP11B2) tarafindan katalizlenmektedir (463,
464). Bu iki izoenzim 8. kromozom fiizerinde 8q21-22°de yer almakta olup, birbiri
ardina duplike olan iki gen tarafindan kodlanmakta ve birbirlerine aminoasit seviyesinde
yaklagik %93 homolojiye gostermektedir (465). CYP11B1 ve CYP11B2 genleri
birbirleri ile sadece 40kb mesafede olup biitiin mitokondriyal P450 genleri ile aym
intron/ekzon yapisina sahiptirler. P450c11 genlerinin ikiside IMM’de bulunur ve
reaksiyonu katalizlemek icin NADPH’dan elektronu ferrodoxin ve ferrodoksin rediiktaz
araciligi ile alir (466). Iki izoenzimden daha ¢ok eksprese olan1 CYP11B1’dir ve 11-
deoksikortizoliin kortizole, DOC’un kortikosterona doniisiimiinii katalizler ve dominant
olarak zona faskikiilatada eksprese olur, az oranda zona resikiilaristede ekspre edilir

fakat zona glomeriilosada eksprese edilmemektedir (467).

P450c11B eskpresyonu ACTH tarafindan, cAMP (siklik adenozin monofosfat) aracilig
ile uyarilmakta ve glukokortikoid tarafindan baskilanmaktadir. Daha az eksprese olan
izoform P450c11AS sadece zona glomeriilosada eksprese olur ve 11B-hidroksilaz, 18-
hidroksilaz ve 18-metiloksidaz (aldosteron sentaz) aktivitelerine sahiptir, dolayisi ile

DOC’dan aldosteron sentezini gerektirecek biitiin basamaklar katalizlemektedir (468-
470).

Her iki enzimde DOC’u kortikosteron ve kortikosteronu 18OH-kortikosterona
doniistiirme kabiliyeti vardir fakat sadece CYP11B2 aldosteron sentezini 180H-
kortikosteron kullanarak gerceklestirebilir. P450c11B’nin zayif 18-hidroksilaz aktivitesi
(153), CYP11B2’nin baskilanmasina ragmen adrenalde devam eden 18OH-
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kortikosteron sentezini agiklamaktadir (471). CYP11B2 sentezi, potasyum ve
anjiyotenzin II aktivitesi olan protein kinaz C tarafindan uyarilmaktadir (472) ve SF1
(steroidojenik faktor 1) ve NURRI1 (niikleer reseptor iligkili 1) proteini gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu gerektirir (473).

2.10.2. CYP11B1 Eksikligi

11-hidroksilaz (P450c11), 11-deoksikortizoliin kortizole, DOC’un kortikosterona
dontisiimiinii  zona fasikiilatada katalizler ve 11-hidroksilaz eksikligi (110HD),
CYP11B1 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Bugiine
kadar 100 den fazla farkli CYP11B1 mutasyonu belirlenmistir (474-476). Mutasyonlarin
cogunlugu nokta mutasyonlari, anlamsiz (nonsense) mutasyon olup, buna ilave olarak
kesim bolgeleri (splice-site) mutasyonlari, kiiclik delesyon ve insersiyonlar ve komplex
yeniden diizenlemeler (CYP11B1 ve CYP11B2 arasinda belirlenen)’de belirlenmistir.
Genotip ve fenotip arasinda net bir baglanti virilizasyon derecesi veya hipertansiyonun

siddeti arasinda belirlenmemistir (477-479).

110HD Avrupa popiilasyonunda yaklasik olarak KAH vakalarmin %5-8 (474),

Miisliiman ve Yahudi toplumlarinda ise %15’ini olusturmaktadir (480).
2.10.3. Klinik Bulgular

11B-hidroksilaz eksikligi virilizan KAH ve klasik olmayan KAH olmak {iizere klinik
bulgulara gore ikiye ayrilir. Virilizan KAH genellikle hipertansiyon ile birlikte gortiliir.
Normal olmayan adrenal steroid sentezi salinan mineralokortikoid miktarini etkiler ve
bu durum tuz azalimi ve adrenallerde voliim artisina neden olur (475). Virilizan ve
hipertansiyon klasik 11B-hidroksilaz eksikliginin neden oldugu primer klinik
bulgulardir. Fetal gelisim enzimatik anomali sonucu androjen Onciilerinin artigina ve bu
durum ambiguis genital (kiz bebeklerde female psdodohermafroditizm veya 46, XX
cinsiyet anomalileri) olusumuna neden olur. Genital yapmin i¢ kisimlar1 normal, dig
goriintim itibari ile penise benzedigi i¢in genellikle erkek bebek olarak degerlendirilir.
Dogum sonrasi siirekli adrenal androjen fazlalifi tam olgunlasmamis ve normal
olmayan sekonder cinsiyet karakterlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Kiz ¢ocuklari,
cocukluk donemlerinde artan agresif tavir ve hareketler gosterebilir (475). Bu gibi
davranigsal anomalilere, penis ya da klitoral biiylime, aksiller pubik ve yiiz killarmin
¢ikmasi, akne, sesin kalinlagsmasi ve hizli gelisen iskelet yapist eslik edebilir (481).
Hipertansiyon klasik 11BOHD hastalarinda sik goriilen fakat her zaman i¢in 110HD ile
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baglantili olarak ortaya ¢ikmayabilir, bu durum biitiin hastalarin {igde ikisinde
belirlenmistir. DOC’un fazla tliretimi, mineralokortikod reseptoriine baglanmasindan
dolay1 tuz tutulumu ve hipertansiyona neden olabilir (463, 482-485) Yiiksek kan basinci
genellikle ge¢ cocukluk ya da adolesen donemde fark edilmesine ragmen infant
donemde 3 aylik olan vakalarda da bulundugu rapor edilmistir. Hipertansiyonun
ciddiyeti, diger klinik bulgular ile dogru orantili olarak ortaya ¢ikmaz. Bazi vakalarda
agir virilizan olmasina ragmen tansiyonun normal oldugu, fakat hafif virilizan vakalarda
ise severe hipertansiyon belirlenmistir. Uzun dénem kontrol edilemeyen hipertansiyon,
kardiyomiyopati, retinal damar tikanmasi ve korliik gibi komplikasyonlara neden
oldugu rapor edilmistir. Tuz tutulumuna bagli olarak es zamanli potasyum tiikkenimi
(hipokalemi) gelismektedir fakat meydana gelen hipokaleminin siddeti farklilik gosterir.
Renin iiretimi, minerakortikoide bagli olarak gelisen tuz tutulumu ve adrenal voliim
artig1 tarafindan baskilanir. Aldosteron iiretimi, diisiik serum potasyum ve plazma renin

konsantrasyonuna bagli olarak azdir (481, 486, 487).

Klasik olmayan 110HD, CYP11B1 geninde meydana gelen ve kismi aktivite kaybina
neden olan mutasyonlar neticesi ortaya ¢ikmaktadir (482, 488) ve fenotip olarak klasik
olmayan 210HD ile benzerlik gosterir (483). 110HD’nin klasik olmayan formu
genellikle ¢ocukluk donemlerinde goriilen androjen fazlaligi semptomlar1 olan erken
pubers ve hafif virilizasyon ile ortaya ¢ikar, etkilenen kiz ¢ocuklart normal genital ile
dogar, fakat ergenlik donemlerinde hirsutizm, oligomenore ve polikistik over benzeri
semptomlar sergiler, ayni zamanda hirsutizm ve oligomenore gibi bulgular gosteren az
sayida kadin hastada 110HD bagli NKAH belirlenmistir (482). Klasik olan formuna
gore NKAH’da arteriyel hipertansiyon ¢ok nadir goriiliir.

110HD’nin hormonal tanis1 yiiksek DOC ve S ile konulurken, klasik olmayan
vakalarda kosintropin (cosyntropin-ACTH)  uyarimina olan yiiksek cevap ile
konulabilir (489).

2.10.4. Patofizyolojisi

Agir 110H eksikligi, kortizol seviyesini azaltmakta, KAH ve etkilenen kiz cocuklarda
virilizasyona neden olmaktadir. Kortizol iretimindeki anomali 11-deoksikortizol
birikimine ve dolayisi ile mineralokortikoid kaynakli hipertansiyona neden olmaktadir.
Her ne kadar DOC aldosterondan daha az etkili olsada 110HD, DOC’un daha fazla

sentezine neden olabilir dolayist ile tuz kaybi olmaz ve serum sodyum normal
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seviyelerde goriiliir. Her ne kadar DOC’un fazla {iretimi hipertansiyona neden olsada
etkilenen yenidogan bebekler hafif ve gegici tuz kaybina maruz kalabilir (480, 490).
Ihtimal ile bunun nedeni yenidoganlarin mineralokortikoidlere nisbeten fazla olan
direnci gosterilebilir. Uretilen DOC seviyesi, serum potasyum ve kan basinci genellikle
virilizasyonun derecesi ya da kardiyovaskiiler anomalilerin gelismesi ile ¢ok zayif

korelasyon gosterir (472).

Yeni dogan bebekler yiiksek 170HP birikimi goriilmektedir ki, 17OHP sentezi 110H
enzimatik defektin oldugu reaksiyondan sadece iki basamak dnce meydana gelen bir
reaksiyon olup, biiyiik olasilikla 11-deoksikortizoliin yiiksek konsantrasyonu CYP21A2
enziminide bloke etmekte ve CYP21A2 eksikligi tanisi igin yapilan yenidogan
taramalarinda 11OHD nin de belirlenebilme olanagi sunmaktadir (485, 491).

2.11. HSD3p2
2.11.1. HSD3p2 Gen ve Ozellikleri

izoenzim olan tip 1 ve tip II, 3BHSD enzimleri protein seviyesinde yaklasik %93
homolojiye sahip olup, 1. krozom {iizerinde 1p13.1 lokusunda yer alan 3pHSDI ve
3BHSD?2 genleri tarafindan kodlanir (492, 493). Klasik 3BHSD eksikligine neden olan
mutasyonlar 3SHSD2 geni iizerinde meydana gelen ve kismi veya tam enzim
inaktivasyonuna neden olmaktadir. 36HSD2 geni 4 ekzondan olusmakta olup, bunlardan
sadece 3 tanesi protein kodlamaktadir ve gen yaklasik 8kb biiytikliigiindedir. Bugiine
kadar ¢ok sayida gen ilizerinde tanimlanmig mutasyon mevcut olup bunlar nokta,
cerceve kaymasi, anlamsiz ve alternatif kesim bolgesi mutasyonlaridir (2, 494).
3PHSD?2 geni 371 amino asitten olugsmakta olup, kofaktér baglanma domain, ligand-
baglanma domain ve iki membran-spanning domain olmak iizere 4 fonksiyonel domain
ihtiva eder. Diger taraftan 3HSDI genine ait bilinen bir mutasyon s6z konusu degildir
buda bu genin fonksiyonunun fetal gelisim ve fetal steroid biyosentezi i¢in zorunlu olan

fonksiyonunu géstermektedir (495-498).
2.11.2. HSD3p2 Eksikligi

3pHSD?2 eksikligi, KAH in nadir goriilen formlarindan olmakla birlikte 3HSD2
enziminde meydana gelen anomali kaynakli glukokortikoid ve minarolokortikoid
eksikligi tedavi edilmezse gocukluk déneminde 6liim ile sonuglanabilir (499). 3HSD?2
geni adrenal ve gonadlarda fonksiyon sahibi oldugu i¢in eksikligi her iki dokudaki
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glukokortikoid ve minarolokortikoid ve cinsiyet hormon biyosentezenin tamamini

etkilemektedir (500)

3BHSDI’in periferal ekspresyonu, 3BHSD2 eksikliginin hormonal tanisin
giiclestirmektedir. 3BHSD2 eksikligine sahip bebeklerde diisiik serum 170HP
beklenirken, baz1 vakalarda 210HD’de beklendigi gibi oldukea yiiksek serum 170HP
bulunabilmektedir (501).

2.11.3. Klinik Bulgular1

3PHSD?2 eksikligi yiiksek oranda heterozejenite gosteren klinik bulgularla kendisini
gosterir. En agir formu bebeklik (infant) doneminde tuz kaybina neden olmakla birlikte
tedavi edilmedigi takdirde oliimle sonuclanir. Diger taraftan diger klasik formu tuz
kabma neden olmazkan, hafif veya klasik olmayan tipide mevcut olup bu formu
genellikle ¢ocukluk ¢aginin sonu ya da ergenlik dénemine kadar belirgin klinige neden

olmaz.

Klask form 3SHSD?2 eksikliginde etkilenen 46,XX bebekler gerek artan DHEA gerekse
artan DHEA nin periferde 3fHSD] tarafindan testosterona doniisiimii nedeni ile hafif ve
orta dereceli klitoromegaliye ve ileri yaslarda ki bayanlarda artan androjenik akne, PP,
artan linear ve kemik biiylimesine neden olabilir. PP olan ¢ocuk veya oligomera,
hirsutizm ve hafif derecede artan DHEA ve 170HP sahip olan yetigkin kadin bireylerde
cok nadir 36HSD?2 gen lizerinde mutasyon belirlenmesi nedeni ile klasik olmayan

3PHSD? eksikligi oldukg¢a nadir olarak goriilen olgudur (502-504).

Etkilenen 46,XY bebeklerde yine ayni sekilde periferde 3HSD]1 tarafindan DHEA nin
testosteron gibi daha potent androjenlere doniisiimii s6z konusu olmasina ragmen
tiretilen androjen erkek genital gelisimin tamamlanmasi i¢in yeterli olmadigi igin

farklilik gosteren ambigus genital, kiiglik fallus ve agir hipospadiasa sahip olabilir (2).
2.12 AR (NR3C4)
2.12.1 AR Geni ve Ozellikleri

Niikleer reseptorler, hiicre icerisinde bulunan ve steroid, tiroid hormon ve bazi belirli
molekiillerin algilanmasindan sorumlu olan protein ailesidir. Buna karsilik olarak bu
reseptorler spesifik genlerin ifadesinin diizenlenmesinde gorev alan diger proteinler ile
birlikte c¢alisarak, organizmanin metabolizma, homeostaz ve gelisim gibi olaylarin

kontroliinde gorev alirlar.
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Niikleer reseptorler DNA’ya direkt olarak baglanma ve yakinindaki genlerin ifadesini
diizenleme yeteneklerine sahiptirler ve bu 06zelikleri ile transkripsiyon faktorii olarak
siniflandirilirlar.  NR’larin bu fonksiyonu yerine getirmesi i¢in ya da reseptor
davraniginin degismesi i¢in ortamda uygun ligandin bulunmasi gerekmektedir (505,

506).

Filogenetik analizler sonucu bu iistfamilya icerisinde ii¢ ana altfamilya belirlenmistir.
Tip I altfamilya veya steroid familyasi progestin, dstrojen, androjen, glukokortikoid ve
mineralokotrikoid reseptorlerini ihtiva etmektedir. Ligandin olmadigi durumlarda
reseptorler 1s1 sok proteinlerine baglanirlarak inaktif formda kalirlar. Uygun ligand
varliginda hedef genlerin promotdriinde bulunan palindromik tekrarlarina homodimerik
olarak baglanir. Tip II reseptorler olan TR (tiroid hormon reseptérii), VDR (vitamin D3
reseptorli) vb ihtiva eder. Liganddan bagimsiz olarak hedef genlerin promotdrlerine
baglanarak genlerin ifadesinde basklilayict rol oynarken, ligandin varligt durumunda
uygun liganda baglanarak hadef genler iizerinde neden oldugu baskilayici etkisini

ortadan kaldirir. Tip III reseptorler orphan reseptorleri ihtiva etmektedir.

AR, NR’nin steroid ailesi {iiyesi olup, X kromozomu iizerinde sentromer ve
kromozomum q13 bdlgesi arasinda yer almaktadir. AR geni 75-90kb arasinda degisen
biiyiikliikte ve cDNA’s1 8 ekzondan olusmaktadir. Uretilen protein 910-919 amino asit
ve 110-114kDa biiytikliigiinde olup belirlenen varyasyon TAD (transaktivasyon ya da N
terminal domain)’da yer alan poliQ bdlgesinden kaynaklanmaktadir. Diger steroid
reseptorlerinde oldugu gibi AR proteini, TAD, DBD (DNA-baglama domaini), hinge
bolgesisi (hinge region domain) ve LBD (ligand-baglama domaini) olmak iizere 4 farkl
kisimdan olugsmaktadir. TAD ekzonl, DBD ekzon 2 ve 3, hinge bolgesi ekzon 4 ve
LBD ise ekzon 5-8 iizerinde yer almaktadir. Diger steroid reseptorleri ile olan sekans

homolojisi sadece son iki domaininde mevcuttur.

AR’nin iki dogal ligand1 mevcut olup, bunlar testosteron ve testosteronun daha potent
metaboliti olan DHT iken, androstenedion ve DHEA daha zayif olarak AR’ye
baglanabilir. Hepside, AR’ye baglanma ve hedef genleri transkripsiyonel seviyede

ifadesini etkileme potansiyeline sahiptir (507).



3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi, T1p Fakiiltesi Dekanlig1 24.01.2014 tarihli 2010/40 karar numaras1
ve 04.04.2014 tarihli, 2014/238 karar numarali etik kurul onay belgesinin temini ile
tezin fiilen calisilmasina baslanmistir. TDK-2014-5099 proje kodlu Doktora tezi
projesinin 28.05.2014 tarihli 2014/7 toplanti numarast ve TCD-2014-5098 proje
numarali ¢cok disiplinli arastirma projesinin 17.06.2014 tarihli, 2014/9 toplant1 numarasi
ile desteklenmesine karar verilmistir. Calisma grubu, Erciyes Universitesi Yetiskin
Endokrin Bilim Dali poliklinigine hirsutizm sikayeti ile gelen kadin hastalarin ve
Erciyes Universitesinin farkli fakiilte ve yiiksekokullarinda egitim goren yetiskin
kadinlarin goniilliiliikk esasina dayanan katilimlari ile olusturulmustur. Calismanin
genetik analizleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD ve Genom ve

Kok Hiicre Merkezinde gerceklestirilmistir.
3.1. Calisma Grubu

Calisma grubu hirsutizm, kellik, akne veya oligomenore gibi sikdyeti olan 122 kadina
ilave olarak higbir klinik sikayeti olmayan kan bankasina kan veren ya da verme
potansiyeli olan premenapozal 18-45 yas arast 270 kadin katilimciya ait iki grubun
olusturdugu toplamda 392 gonilliiden olusmaktadir. Calisma grubu tamamen
goniilliiliik esasina dayanmakta olup, her katilimiciya ¢aligma hakkinda bilgi verilmis ve

Bilgilendirilmis Goniillii Onam formu imzalatilmistir.
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3.2. Calismada Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler
3.2.1. Cihaz-Alet Listesi ve Uretici Firmalar

Kullanilan cihaz/alet ve iiretici firmalara ait bilgiler asagida listelenmistir (Tablo 3.1).
Erciyes Universitesi, Tibbi Genetik AD ve Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nde mevcut

olan cihazlar kullanilmistir.

Tablo 3.1. Kullamilan Cihaz Isimleri ve Uretici Firma Isimleri.

Nanodrop 2000 ThermoScientific
Yatay Elektroforez Biorad

Ultraviyole Transilliiminator Vilber Lourmat
Dogru Akim Gii¢ Kaynagi Biorad

Hassas Terazi Libror AEG-220
Dondurucu (-20°C) Ugur
Karistirici/Calkalayici Mixmate Eppendorf
Isitic1 Blok Eppendorf
Otomatik Mikropipet Seti Gilson

Genetik Analizator Hitachi ABI 3500
PCR thermocycler ABI Geneamp PCR System 9700
Distile Su Cihazi Millipore

Vorteks Eppendorf
Mikrosantfirtij Heraus

Mikrodalga Firin Siemens

Buz Dolab1 Siemens

Sogutmal1 Santrifiij Beckman Coulter

3.2.2. Sarf Malzemele Listesi ve Uretici Firmalar

Calismanin yapimi esnasinda kullanilan sarf malzemelere ait liste asagida listelenmistir
(Tablo 3.2). Malzemelerin temini firmalarin Tiirkiye temsilcilikleri ve/veya

yetkilendirdikleri firmalar araciligi ile saglanmustir.

Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Sarf Malzemelerin Listesi ve Uretici Firmalar.

DNA izolasyon Kiti Roche-Magne Pure LC

Primer (Oligo) Metabion ve/veya Invitrogen
Floresan Isaretli Primer Invitrogen
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Agaroz Invitrogen
EtBr Invitrogen
10xTBE Buffer Invitrogen
Etanol Sigma
Isopropanol Sigma
dNTP Invitrogen
Amplitaq Gold Master Mix Invitrogen
Hifi DNA Polimeraz Invitrogen
Platinium DNA Polimeraz Invitrogen
BigDye terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit Invitrogen
Capillary Array 50cm Invitrogen
POP-7 Polimer Invitrogen
Anot Buffer Container Invitrogen
Katot Buffer Container Invitrogen
Septa 96 well Invitrogen
Septa Cathode Buffer Container Invitrogen
Genetic Analyzer 96 -Well Reaction Plate with Barcode Invitrogen
Conditioning Reagent Invitrogen
Exo-SAP Invitrogen
BigDye Terminator Purification Kit Invitrogen
100bp DNA Boyut Marker Invitrogen
MikroPipet ucu (10-100-1000pu1) Axygen
1.5 ve 0.5ml ml Eppendorf Tiip Axygen
0.2 ml PCR tiipii Axygen

3.3. Hasta Veri ve Materyallerinin Toplanmasi
3.3.1. Klinik Tan1 ve Kriterleri

Tiroid disfonksiyon, Cushing sendomu, androjen salgilayan over ve bdbrek iistli bezi
tiimorleri ve hiperprolaktinemi’li ya da diyabet gibi metabolik hastalig1 olan bireyler
caligmaya dahil edilmemistir.  Goniilliiler, klinik degerlendirmeye tabi tutularak
folikiiler donemde progesteron, kortizol, LH, folikiil uyarici hormon, SHBG (seks
hormonu baglayict globin), total testesteron, DHEAS, androstenedion, ACTH hormon
degerleri Olgiilmiis, isteyen goniillillere bobrekiistii  bezlerinin  ve overlerin
goriintiilenmesi i¢in ultrason uygulanmistir. PKOS, IH (idiyopatik hirsutizm), IHA
(idiyopatik hiperandrojenemi), izole androjen fazlah@ asagidaki kriterlere gore
belirlenmis ve OKS (oral kontraseptif) kullanan grup ayrica belirtilmistir.
Calismaya katilan goniilliilere, tanilarindan bagimsiz olarak c¢alismanin ve takibin

kolaylig1 agisindan 1’den 392 ’e kadar numara verilmistir.

AE-PKOS (Androgen Excess and PCOS) derneginin PKOS’un tanimi igin

olusturduklart kriterler 1.Hiperandrojenizm: hirsutizm ve/veya hiperandrojenemi ve
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2.0varyan disfonksiyon: Oligoanoviilasyon ve/veya PKO morfolojisi, bu 2’sinin varligi
tanty1 koydurur. Tani konulmadan once benzer klinik Ozelliklere sahip konjenital
adrenal hiperplazi, androjen salgilayan tiimorler, Cushing Sendromu ve
hiperprolaktinemi dislanmistir. Oligooviilasyon oviilasyonun 35 giinden daha uzun
araliklarla olmasi olarak tanimlanir ve bu siireden uzun olanlar oligooviilasyon olarak
kabul edilmistir. PKOS tani kriterleri farklilik gostermekte olup, tani kriterleri Tablo
3.3°’de Ozetlenmistir. Calisma goniilliilik esasina dayandigi i¢in her hastanin over
ultrasonu mevcut olmayip, USG’si olmayan bireylerde adet diizensizligi, plazma
androjen seviyeleri ve hirsutizm/hioerandrojenemi semptomlart kriter alinarak tani
konulmustur. USG’de PKO morfolojisi herbir overde 2-9 mm c¢apinda 12 veya daha
fazla folikiil olmas1 ve/veya over hacminde artis (>10 ml) olarak tanimlanmistir. Ayrica
bir overde bu 6zelliklerin bulunmasi tani i¢in yeterli kabul edilirken bu tanimlamanin
oral kontraseptif kullanan kadimnlara uygulanamayacagi belirtilmistir. IHA olarak
tanimladigimiz grup, androjen fazlahigi ile karakterize fakat diizenli ovulasyon
dongiisiine ve normal over goriinlimiine sahip kadin hastalarda belirlenmektedir. 1H
normal androjen seviyelerinde, diizenli ovulasyon ve normal over goriiniimiine sahip
hastalarda ortaya c¢ikmaktadir. Hirsutizm degerleri, herbir goniillii i¢in Ferriman-
Gallwey skorlamas1 (FGS) (0-36) temel almarak yapilmistir. izole androjen fazlahg),
artan androjen seviylerinde sahip olmasma ragmen hiperandrojenemi semptomlari
gostermeyen gruptur. NKAH, ACTH stimiilasyon testinde, en yiiksek 17-
hidroksiprogesteron degerlendirmeye alinmis ve bu seviyenin >10ng/mL iizerinde
olmasi biyokimsayasl olarak 210H’a bagli NKAH olarak tanimlanmistir. ACTH testine
olan 11-DOC cevabinin normale gore ii¢ kattan fazla olmasi durumu 110H eksikligine
bagli NKAH olarak degerlendirilmistir (508).

Tablo 3.3. PKOS Tani Kriterleri.

NIH 1990 1.Hiperandrojenizm ve/veya hiperandrojenemi
2.0ligooviilasyon

3.Diger nedenlerin diglanmast

ESHRE/ASRM 1.0ligo ve/veya anoviilasyon

Rotterdam 2003 2.Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenemi
3.USG’de polikistik over goriiniimii

-Diger nedenler dislandiktan sonra 3 kriterden 2’si olmali.
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AE-PCO Society 1.Hiperandrojenizm: Hirsutizm ve/veya hiperandrojenemi
Kriterleri-2009 2.0varyan disfonksiyon: Oligoanoviilasyon ve/veya PKO
morfolojisi
-Diger nedenler dislandiktan sonra iki kriter de olmali.

3.3.2. DNA izolasyonu ve Aday Genler

Genetik analizlerin yapilmasi i¢in goniilliillerden 3 ml periferik kan 6rnekleri EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) ihtiva eden tiip igerisine alinmistir. DNA izolasyonu,
Roche Magna pure izolasyon kiti kullanilarak tiretici firma tarafindan 6nerilen protokol
takip edilerek yapilmistir. DNA izolasyonunu takiben DNA kalitesi, Nanodrop 2000
cihazi kullanilarak kontrol edilmis, alinan 260/280 OD oraninin 1.8-2.0 arasinda olmasi
kriter olarak alinmistir. Elde edilen DNA’lar hastalara verilen numaralara gore kisa

dénemde +4°C, nisbeten uzun dénemde -20°C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen genomik DNA’dan, adrenal ve over/testis gibi dokularda steroid biyosentez
yolaginda gorev alan CYP21A2, CYP11Bl, HSD3f2’nin protein kodlayan biitiin
ekzonlarinda ilave olarak CYP21A2 genini proksimal ve kor promotdr bolgesi baz
degisimleri DNA dizi analizi, farkli dokularda androjen fonksiyonunda gorev alan AR
geninin ise birinci ekzonunda yer alan CAG tekrar polimorfizmi fragman analizi ile

belirlenmistir.
3.4. DNA Dizi Analizi
3.4.1. PCR ve PCR Uriinii Temizlenmesi

DNA dizi analizi yapilacak olan gen veya gen bdlgeleri, bolgeye 6zgii olarak dizayn
edilen primer c¢iftleri kullanilarak PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltilmistir
(Tablo 3.4). CYP21A2 geni ve promotor bolgesi birer, CYP11B1 ve 3fHSD2 geni iig

ayr1 ve AR genin ilgilenilen kismi1 bir PZR reaksiyonunda ¢ogaltilmistir.

PZR reaksiyonlari, CYP21A2 geni i¢in Hifi Platinium DNA Taq polimeraz, CYP11B1
ve 3HSD?2 genleri i¢in Platinium Taq polimeraz, AR geninde ise Amplitaq Gold Master
Mix kullanilarak iiretici firma olan Invitrogen’in protokoliine uygun olarak son hacim
25ul olacak sekilde yapilmistir. Herbir PZR reaksiyonu i¢in 50ng genomik DNA
kullanilmistir. PZR reaksiyonlari, Life Biotechnology (Applied Biosystem) Geneamp
PZR System 9700 cihazi kullanilarak 35 siklus uygulanmistir. AR, geninin

cogaltilmasinda fragman analizine olanak vermesi i¢in forward primer VIC ile
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isaretlenmistir. Uygulanan primer baglanma sicakliklarina ait degerler Tablo 3.4’de yer

verilmistir.

PZR reaksiyonunu takiben elde edilen PZR iiriinleri, %1’lik, 1xTBE tamponu
kullanilarak, EtBr ihtiva eden agaroz jelde UV-transillimiinator kullanilarak
goriintiilenmis ve biyiikliikkleri 100bp DNA boyut marker kullanilarak kontrol

edilmistir.

Tablo 3.4. PZR Reaksiyonlart Icin Kullamlan Primer Dizileri, Uzunluk ve Baglanma
Sicakliklarina Dair Bilgiler.

Baglanma
Gen Ismi PZR Primer sicaklhig Uzunluk
CYP21A2
5 CGGGTCGGTGGGAGGGTA 3’
gDNA 5’ GCCATCTCGCAGCACTGTGT 3’ 65°C 2935ph
5’ TTCAGGCGATTCAGGAAGGC 3’
Promotir 5’ CAGAGCAGGGAGTAGTCTC 3’ 56°C 1146bp
CYP11B1
5 TCCCTCTCGAAGGCAAGGCACCA 3’
Ekzon1-2 5’ CTGCTCCCGCTCTCAGCTCGC 3’ 69°C 850bp
5 CTTGCAGAAAATCCCTCCCCCCTA 3’
Ekzon 3-5 5’ GGACACGTGGGCGCCGTGTGA ¥’ 69°C 1415bp
5’TGACCCTGCAGCTGTGTCTCCTG 3’
Ekzon 6-9 5’ CCATTTGTGCTGGGGCTGGTTAGA 3’ 69°C 1666pb
HSD3p2
5’ CTCCAGTCCTTCTTCCTCCAGGG 3’
Ekzon 2 5’ AGGTCAACCTCCCCACACCC 3 68°C 503bp
5’TCACGGATGTGTGACAATTC 3’
Ekzon 3 5’CTGATCCTCATTTAATCAAC 3’ 50°C 479bp
5’ CATGTGGTTGCAGCTCCTTT 3’
Ekzon 4 5’ GAAGAAGACAGTAAGTTGGG 3’ 66 °C 1020bp
AR
VIC-5"TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC3’
5’GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT?3’ 56°C ~288bp

Elde edilen 5ul PZR firiinii arta kalan primer ve dNTP’lerden arindirilmasi igin, 2ul
exo-sap ile karistirilarak, 15dk 37°C’yi takiben 15dk 85°C’de inkiibe edilerek sekans
PZR’1na hazir hale getirilmistir.

3.4.2. Sekans PCR ve PCR Uriiniin Temizlenmesi
3.4.2.1. Sekans PCR

CYP21A2 geni, promoter dahil 11, CYP11B1 geni 9, HSD3f2 geni 4 ayri reaksiyon ile

DNA dizi analizi yapilmistir. Her reaksiyon ekzona 6zgii sekans primerleri kullanilarak
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(Tablo 3.5), BigDye terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit ile {iretici
firmanin protokoliine uygun olarak son hacim 10ul olarak hazirlanmistir. 1 pmol sekans
primerinden 2 ul kullamilmustir. Sekans PZR’1 genlerin tamaminda, 50°C baglanma
sicakligi ve uzama basamagi 60°C’de 4dk olarak uygulanmistir. Reaksiyonlar 96-
kuyucuklu tabaklar kullanilarak hazirlanmistir. Gerekli goriildiigii durumlarda okuma
aynt bolge i¢in ¢ift yon, gerek goriilmeyen durumlarda ise tek yon okuma ile
degerlendirme yapilmistir. Yeni mutasyonlar ikinci bir PZR ve yeni bir okuma ile

konfirme edilmistir.

Tablo 3.5. Kullanilan Okuma Primer Dizileri.

Iigili Gen ve Primer ismi | Primer dizisi

CYP11B1seqlF 5" GAT TGC AGC TGA ACA GGG TGG A 3’
CYP11B1seqlR 5’ TGG CAG TGC TGA GTG CC 3’
CYP11B1seq2F 5 CTG TGA AGC CGC TAA T3’
CYP11B1seq2R 5 CAG GCT GCC CAC CCA GC 3’
CYP11B1seq3F 5’TTGCTG GGG CGGCCTCA ¥
CYP11B1seg3R 5TGG CCACTCCAGGGTCTCTG 3
CYP11B1seqdF 5’ CCT TGT GCT CAG CAG TG 3’
CYP11B1seg4R 5CCTTCCCCATAGCACTG 3
CYP11B1Seq5F 5" GAG GAC ACT GAA GGA TG3’
CYP11B1Seqg5R 5'GCT TGG CAT CACCCTCT 3
CYP11B1seq6F 5'CCT CCT GTG CAAGGT CTG 3
CYP11B1seg6R 5> CCA GGG CCA CAGGGA GG ¥
CYP11B1seq7F 5 TCT GGG ACC TCT GCG GGT 3’
CYP11B1seq7R 5 GGA TCA GGG AATGACTG 3
CYP11B1seq8F 5 CAG TCA TTC CCT GAT CC 3’
CYP11B1seg8R 5'CAATCA CAC CAT GCA AGC 3
CYP11B1seq9F 5’ CCCCCTTCAGCATAATC3
CYP11B1seq9R 5 TTT GTG CTG GGG CTG GTT AG 3’
CYP21A2seqlF 5’ CTCTTG AGC TAT AAG TGG 3’
CYP21A2seqlR 5’ ACA CCC AAA GCA GCGTCA 3
CYP21A2seq2R 5’ GCA TAG CAA GAA CCCATC?3
CYP21A2seq2F 5" AGA GGC TGA TCT CGC TCT 3’
CYP21A2seq3R 5> CGA GGC TGA CCC GAG GTG GC 3’
CYP21A2se3F 5" CAT ATC TGG TGG GGA GAA 3’
CYP21A2seq4F 5’ CTG CTG AAC TCA CAC TGT 3’
CYP21A2seg4R 5" AGG ACA AGA GGA GAG GCT AC 3’
CYP21A2seq5/6F 5" ACT CGG AGA GGA ACAGGA 3’
CYP21A2seq5/6R 5> ATC GGC TGT GGG CGG AG 3’
CYP21A2seq7R 5> CCA CCG CCC TGG CCA GGT TG 3’
CYP21A2seq7F 5" TTG CCA CTC TGT ACT CCT 3’
CYP21A2seq8F 5TTT TTT TGC TTC ACC ACC CTG 3’
CYP21A2seq8R 5" TTT CCT CAC TCA TCC CCA 3’
CYP21A2seq9F 5" TGG GGA TGA GTG AGG AAA 3’
CYP21A2seq9R 5" CCA CAT TTT CAC GGC AGG 3’
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CYP21A2seq10F 5" AAA ATG TGG TGG AGG CTG 3’
CYP21A2seq10R 5" AGA AAC TGA GGT ACC CGG 3’
CYP21A2proSeqF 5" AGC AGC AGG CCC AGG 3’
3BHSD2seq2F 5’CTC CAG TCC TTC TTC CTC CAG GG 3’
3BHSD2seq2R 5" AGG TCA ACC TCC CCA CAC CC 3’
3BHSD2seq3F 5 TCA CGG ATG TGT GAC AAT TC 3’
3BHSD2seq3R 5 CTG ATC CTC ATT TAA TCA AC 3’
3BHSD2seq4F 5" ACT TTG TAC ACT TGT GC 3’
3BHSD2seq4R 5 TGT GGC GGT TGA AGG G 3’

3.4.2.2. Sekans PZR Uriiniiniin Temizlenmesi

Elde edilen sekans PZR f{iriinii, BigDye Terminator Purifikasyon Kit kullamilarak {iretici firmanin
protokoliine uygun olarak yapilmustir. 10l olan sekans PZR iiriinii i¢in, 45 pl SAM soliisyonu
ve 10pul X-terminator soliisyonu eklenerek 1300 rpm’de 30dk calkalanmistir.
Calkalanma islemini takiben 1000 rpm’de 2dk Beckman Coulter kullanilarak santrifiij
edildikten sonra septa ile kapatilarak ABI3500 genetik analizatdor cihazina

yerlestirilmistir.
3.4.2.3. Fragman Analizi

PZR ile ¢ogaltilan AR geninin gen bdlgesi, fragman analizi i¢in 0.5 pl PCR iiriind, 0.4
ul Liz 600 size standart ve 20 pl hidiformamid ile karistirilarak 95°C, 2dkdenatiirasyonu
takiben, 4°C’de, 10dk bekletildikten sonra ABI3500 genetik analizatdr cihazinda

ornekler ylriitiilmustiir.
3.4.3. ABI3500 Genetik Analizator Cihaz Ayarlar1 ve Sonu¢larin Analizi
3.4.3.1. ABI3500 Genetik Analizator Cihaz Ayarlar:

DNA dizi analizi i¢in kullanilan cihaz ayarlari; kosma oOncesi voltaj 18 kVolt,
enjeksiyon voltaji 1.6 kVolt, enjeksiyon siiresi 4 saniye ve Orneklerin kogma siiresi 1

saat 45 dk olarak uygulanmustir.

Fragman analizi i¢in kullanilan cihaz ayarlari, {irlinlerin kogsma voltaji 19.5 kVolt,
kosma Oncesi voltaj 15 kVolt, injeksiyon voltaji 1.6 kVolt, injeksiyon siiresi 4 saniye,

kosma siiresi 25dk olarak uygulanmustir.
3.4.3.2. Sonuclarin Analizi

CYPI11BI, CYP21A42, 3BHSD2 gen DNA dizi analizi, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) kaynakli referans dizi kullanilarak Seqscape V3.x (Applied
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Biosystem) programinda analiz edilmistir. Mutasyon/degisimler Human Gene Mutation
Dadabase kullanilarak kontrol edilmistir. Belirlenen yeni degisimler i¢in genis yayimn

taramasi veri tabanlarina ek olarak yapilmustir.

AR genine ait fragman analizinde sonuglar Genemapper 5.0 Full (Applied Biosystem)
programi kullanilarak analiz edilmis ve kullanilan boyut marker (size standart) temel
alinarak fragmanlarin uzunluklar1 baz cifti olarak program tarafindan otomatik olarak

belirlenmistir. Tekrar sayis1 Baharaj ve ark. yaptig1 ¢calisma esas alinarak hesaplanmistir
(509).

3.5. istatistiksel Analizler

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram ve q-q grafikleri ile, ayrica Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda nicel degiskenler icin
Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis H testleri, nitel degiskenler i¢in Pearson ki-kare
analizi ve Fisher kesin ki-kare testi kullanildi. Korelasyon analizleri igin Spearman testi

uygulandi. Verilerin analizi R 3.2.1 (www.r-project.org) yazilim: kullanildi. P<0.05

diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.


http://www.r-project.org/

4. BULGULAR

Caligmamizda, toplam 392 kadin goniilliiden biyokimya testleri i¢in alinan kan
ornekleri sonuglar1 ve klinik verileri kullanilarak hastalar normal, PKOS, IH, IHA,
NKAH ve izole androjen fazlalig: tanilar1 almistir. Ayni gruptan alinan DNA 6rnekleri
ise CYP11B1, CYP21A2 (proksimal-kor promotoér dahil), 3HSD2 ve AR genlerininde

polimorfizim/mutasyon taranmasi i¢in kullanilmistir.

Bulgularin net olarak sunulabilmesi igin veriler 3 ayr1 kisimda verilmistir. Birinci
kisim, iki grup ayr1 ayr ele ahmarak klinik ve biyokimyasal verileri dogrultusunda
konulan klinik tanilar1 verilmistir. Tkinci kistm goniillii kadin bireylerin taranan aday
genlerinde belirlenen biitiin degisimler ayr1 ayr1 mevcut literatiir bilgisi altinda klinik
bulgularindan bagimsiz olarak verilmistir. Uciimeii kisim ise belirlenen ve hastalikla

iligkili olan degisimler gen bazinda hasta tanilar1 ile mukayeseli olarak sunulmustur.
4.1. Hasta Tanilan

Hirsutizm sikayeti ile Endrokrin poliklinigine gelen 122 premenapozal hastanin, 94
birey PKOS (%77), 12 birey IHA (%9.8), 14 birey IH (%11.4) ve 2 birey NKAH
(%1.6) tanis1 almustir.

Normal popiilasyondan ¢alismaya katilan 270 premenapozal kadindan, 172 birey
normal (%63.7), 43 birey PKOS (%15.9), 12 birey IHA (%4.4), 7 birey IH (%2.6) ve 29
birey izole androjen yiiksekligi (%10.7), 2 birey NKAH (%0.7) tanist almistir. OKS
kullaniminda olan 5 birey (%1.8) OKS’nin tani kritelerlerini etkilemesinden dolay:

OKS olarak ayrica gruplandirilmistir.
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4.2. Kadin Goniilliillerde CYP11B1, CYP21A2, 3HSD2 ve AR Genlerinde

Belirlenen Degisimler ve Sikhig:

Calismaya katilan goniilliilerde belirlenen genetik degisimler bireylerde belirlenen yalin

ve kombine degisimler olarak belirlenen birey sayist ile birlikte verilmistir.
4.2.1. CYP21A2 Geninde Belirlenen Degisimler

CYP21A2 genine ait protein kodlayan biitiin bolgeleri ve ekzon-intron baglant1 bolgeleri
acisindan DNA dizi analizine tabi tutulan 392 goniilliide anlamsiz, sessiz, alternatif
kesim bolgesi, yanlis anlamli, baz ilave mutasyonlar1 ve baz kayiplari olmak iizere 29
farkl degisim ekzon 4 haricinde mevcut olan biitiin ekzonlarda belirlenmistir. Meydana
gelen degisimlerinin 12 tanesi sessiz, 1 tanesi alternatif kesim degisimi, 7 tanesi protein
fonksiyonu ftizerine etki eden yanlis anlamli ve 1 tanesi baz ilave degisimleridir.
Belirlenen 5 adet degisim yanlis anlamli ve ilave degisimler grubuna déahil olmasina
ragmen protein fonksiyonu iizerine olumsuz etkisi belirlenmemis olan grupu
olusturmaktadir. Listelenen 3 adet yanlis anlamli degisim ise daha dnce belirlenmemis

olup ilk kez tarafimizdan belirlenmistir (Sekil 4.1 - 4.2 ve Tablo 4.1).

OkunanDizi AGACTTTGTTGGCAGACCTGAGCCA AACTTAATRCCTGCCTAT'

61 71 8l 11 21
Referans Dizi agactttgct cagacctgagcca !aact.t-aat.gc:t.gccl:at,\

AGACTTTGTTGGCAGACCTGAGCCA ABMCTTAATRCCTGCCTAT

AGACTTTGTTGGCAGACCTGAGCCA ABCTTAATRCCTGCCTAT

\ﬂ/\} 'W WVWM/\!V\JJ\f\W\/WV ﬂm\/\ﬁd“*ﬂw ﬂ[\/\'{%

p.ABOV p.M1871

Sekil 4.1. Belirlenen Yeni p.A89V ve p.M 1871 Degisimlerine Ait Elektrogram Goriintiileri. Ok
isareti degisimin lokalizasyonunu géstermek icin kullanilmistir.
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AGCCCRRGCCAGARCCAGTGA

2510 261

Referans Dizi agcccgggccagagccagtga,

Okunan Dizi

B-oulin__Nunnuli_nnumunll
AGCCC GCCAGARCCAGTGA
Banl0__Runnnl_nnnnsll
AGCCCRRGCCAGARCCAGTGA

oMol

p.P490P - p.G491S - p.S493N

Sekil 4.2. Aym Bireye Ait Allel Uzerinde Meydana Gelen Sirasi ile p.P490P, p.G491S ve
p-S493N  Degisimlerinin  Elektrogram  Goriintiisii. Ok isareti p.G491S degisiminin
lokalizasyonunu gostermek amaci ile kullamimigtir.

Tarafimizdan ilk kez belirlenen p.A89V (c.266 GCT>GTT) degisimi ekzon 2 iizerinde
homozigot iken p.M1871 (c.561 ATG>ATA) degisim ekzon 3 fizerinde, p.G491S
(c.1471 GGC>AGC) degisimi ekzon 10 {izerinde heterozigot formda yer almaktadir
(Tablo 4.1). p.G491S degisimi ekzon 1-8 arasinda gen konversiyonu gdsteren ayni

bireye ait allel iizerinde belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.1. CYP21A2 Geninde Belirlenen Degisimler ve Sikligi. Mutasyon grubu, klinik iizerine
etkisi ayrica tabloda belirtilmistir.

CYP21A2 Deigsiz:?ﬁn Referans Mutant | Mutasyon | Kilinik etki Hon22§i90t Hete(rr?)zigot Wt(n)

Ekzon 1 p.9_10ins insCG Baz ilave | Normal 117 196 79
Ip;. L37L T E Sessiz Nd 5 108 279
p.P45P Cc A Sessiz Nd 22 167 203
p.Q53Q G A Sessiz Nd 0 1 391

intron 2 1VS2-13 AC G Alternatif | Patolojik 0 4 388
C>G kesim

Ekzon 2 **p.A89V | C T YA Nd 1 0 391

Ekzon 3 p.R102K G A YA Normal 74 194 124
p.P105P G C Sessiz Nd 0 6 386
p.L129L G A Sessiz Nd 0 1 391

Ekzon 5 p.D183E C G YA Normal 1 7 384
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**p.M187 | G A YA Nd 0 1 391
I

Ekzon 6 p.D210D C T Sessiz Nd 0 1 391
p.D234D | T C Sessiz Nd 0 6 386

Ekzon 7 p.L248L C G Sessiz Nd 13 157 222
p.S268T G C YA Normal 9 112 271
p.P267P G T Sessiz Nd 0 1 391
*p.V28IL | G T YA Patolojik 0 13 379
*p.M283 | A G YA Patolojik 0 1 391
\

Ekzon 8 *p.Q318X | C T Anlamsiz | Patolojik 32 360
*p.R341 C T YA Patolojik 0 1 391
W
*p.R356 C T YA Patolojik 0 4 388
W

Ekzon 9 p.S374S C T Sessiz Nd 15 110 267
p.P386P C G Sessiz Nd 0 1 391
*p.P453s | C T YA Patolojik 0 2 390

Ekzonl10 | *p.P482S | C T YA Patolojik 0 3 389
*p.R483fs insC Ilave Patoloji 0 1 301
p.P490P G A Sessiz Nd 50 181 161
**p.G491 | G A YA Nd 0 1 391
S
p.S493N G A YA Normal 60 186 146

*patolojik, ** patolojik ve yeni degisimleri gostermek i¢in Kullamlmistir. Nd: Bilinmiyor, YA: Yanlis

anlamli.

Yukarda belirlenen degisimlere ilave olarak gen konversiyonu 5 farkli bireyde

belirlenmis olup, bu konversiyonlar 2 bireyde ekzon 1-8, 2 bireyde ekzon 1-7 ve 1

bireyde ekzon 4-8 arasinda meydana gelmistir (Tablo 4.2). Bir bireyde CYP21A2 geni

PCR yontemi ile ¢ogaltilamadigi i¢in bu durum primer baglanma bolgelerinde meydana

gelen homozigot degisim kaynakli olabilecegi gibi kismi ya da genin tamaminin kaybi

ya da hibrid gen olusum olasilig1 seklinde degerlendirilmis, diger taraftan ayni hastada

CYP21A2 genin proksimal promotdr bolgesinde degisim belirlenmemistir.

Tablo 4.2. Gen Konversiyonlarimin Kapsadigi Ekzonlar ve Gen Konversiyonu Kaynakll
Meydana Gelen Degisimler.

Ekzon 1 | Ekzon 3 | Ekzon 4 Ekzon 6 Ekzon 7 Ekzon 8 Ekzon 10
P30L G110fs 1172N | 1236N/V237E/M239K L307fs Q318X
1172N | 1236N/V237E/M239K | V281L/L307fs | Q318X/R356W
P30L G110fs 1172N | 1236N/V237E/M239K | V281L/L307fs
P30L G110fs 1172N | 1236N/V237E/M239K | V281L/L307fs | Q318X/R356W | *G491S
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P30L G110fs 1172N | 1236N/V237E/M239K | V281L/L307fs

*Degisim ilk kez tarafimizdan belirlenmis olup, CYP21A1P kanyakli olmayip de novo olarak meydana

gelmistir.

4.2.2. CYP21A2 promotor Bolgesi Degisimleri

Proksimal promotor bolgesi i¢in analiz edilen 392 goniilliiden 50 bireyde 19 farkli

promotor degisimi belirlenmis olup belirlenen degisimler Tablo 4.3°de listelenmistir.

Belirlenen 8 farkli degisim sadece bir baz iizerinde meydana gelen degisimleri ihtiva

ederken belirlenen diger degisimler promotor lizerinde meydana gelen mikro ve makro

gen konversiyonlarin1 kapsamaktadir. Belirlenen degisimlerin 49 tanesi heterozigot

formda olup, sadece bir goniilliide promotdr bolgesi iizerinde heterozigot ve homozigot

degisimler ayni alleller iizerinde belirlenmistir (Sekil 4.3). Belirlenen -308. baz lizerinde

iki farklt G>C ve G>T degisim belirlenmistir. G>T degisimi daha dnce tanimlanmamis

olup ilk kez tarafimizdan belirlenmistir.

Tablo 4.3. Belirlenen Proksimal Promotéor Degisimleri, Klinik Etkisi ve Birey Sayilari.

Degisimin Ismi-Lokalizasyonu Klinik Etki | n
-73 C>T Heterozigot Nd 1
-120 G>A Heterozigot Nd 1
-121 C>T Heterozigot Nd 1
-199 T>C Heterozigot Nd 1
-284 A>G Heterozigot Nd 2
-296 T>C Heterozigot Nd 3
-308 G>T Heterozigot Nd 5
-308 G>C Heterozigot Nd 5
-103A>G, -110T>C, -113G>A Heterozigot Patolojik 2
-103A>G, -110T>C,-113G>A, -126 C>T Heterozigot Patolojik 1
-196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C Heterozigot Nd 17
-103A>G,-110 T>C,-113 G>A,-196insT,-199 T>C,-210 T>C Heterozigot Patolojik 1
-103 A>G,-110 T>C,-113 G>A,-126 C>T,-196insT,-196 T>C,-199 T>C,-210 T>C,- Patolojik 1
308 G>C Heterozigot,
-282 T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>CHomozigot
-196insT,-199 T>C,-210 T>C Heterozigot Nd 2
-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C Heterozigot Nd 3
-282T>G,-284 A>G Heterozigot Nd 1
-103A>G,-110 T>C,-113 G>A,-126 C>T,-196insT,-199 T>C,-210 T>C,-282T>G,- Patolojik 1
284 A>G,-295 A>C,-296 T>C,-308G>C Heterozigot
-196insT,-199 T>C,-210 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C,-308 G>T Nd 1
Heterozigot
-295 A>C,- 296 T>C, -308 G>C Heterozigot Nd 1

Nd: Bilinmiyor, n: Birey sayist.
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4.2.3. CYP11B1 Geninde Belirlenen Degisimler

CYP11B1 genine ait protein kodlayan biitiin bélgeleri ve ekzon-intron baglant1 bolgeleri
acisindan analiz edilen 392 goniilliide, sessiz, alternatif kesim bolgesi, yanlis anlaml
olmak tizere 18 farkli degisim belirlenmis olup, bunlarin 10 tanesi sessiz, 7 tanesi yanlig
anlamli ve 1 tanesi alternatif kesim bolgesi degisimleridir (Tablo 4.4). Yanlis anlamli
degisimlerinden 2 tanesi (p.G87A ve p.V188I) ilk kez tarafimizdan belirlenmistir (Sekil
4.4).

Okunan Dizi TTGGGAGGAGCASGCATG ACCCTGGACRTCCAGCCCAGC,

11 1 161 171
ReferansDizi|t-t a agca cat | [nccctggacgtccagcccagcl

TTGGGAGGAGCACSGCATG

TTGGGAGGAGCASGCATG

ACCCTGGACRTCCAGCCCAGC,

ACCCTGGACRTCCAGCCCAGEC,

ol il |

p.G87A

p.v188l

Sekil 4.4. CYP11B1 Geni Uzerinde Belirlenen p.G874 (c.265 GGC>CGC) ve p.V188l (c.562
GTC>ATC) Degisimlerine Ait Elektrogram Goriintiisii. Degisimin oldugu noktalar ok ile
isaretlenmistir.

CYP11B1 geni iizerinde belirlenen degisimler ekzon 3 ve 4 iizerinde sessiz degisimler
iken ekzon 8 ve 9 iizerinde sessiz degisimler dahi belirlenmemistir. Ekzon 1, 2, 5, 6 ve 7

izerinde patolojik degisimlerin yani sira sessiz degisimler de belirlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. CYP11B1 Geninde Belirlenen Degisimler ve Sikligi. Mutasyon grubu, klinik tizerine
etkisi tabloda ayrica belirtilmigstir.

Degisimin Mutasyon - . Homozigot Heterozigot Wit

CYP11B1 ismi Referans Mutant Grubu Klinik Etki ) ") M)
Ekzon 1 p.L16L C T Sessiz Nd 0 1 391
*p.R43Q YA Patolojik 1 45 346
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p.G46G C T Sessiz Nd 0 3 389

*p.D63H G o YA Patolojik 0 1 391

p.L75L A G Sessiz Nd 171 178 43

Ekzon 2 p.Y81Y C T Sessiz Nd 0 8 384
p.D82D A T Sessiz Nd 102 196 94

**n.G87A G C YA Nd 0 1 391

Ekzon 3 p.R143R G A Sessiz Nd 0 1 391
P88 G A Sessiz Nd 0 1 301

Ekzon4 | *p.R246H G A YA Patolojik 0 1 391
Ekzon 5 p.Y275Y T C Sessiz Nd 0 1 391
p.A291A G A Sessiz Nd 2 32 358

*p.N335D A G YA Patolojik 0 1 391

Ekzon 6 p.L362L G C Sessiz Nd 1 45 346
p.R366R T G Sessiz Nd 0 2 390

*p.R374R c Sessiz Pﬁfr'r?]gr’ 0 11 381

Ekzon7 | *p.A386V c T YA Pﬁg}'n?air/ 1 47 344

*patolojik, ** patolojik ve yeni degisimleri, +, patolojik olup olmadigina dair kesin verilerin olmadig1
degisimleri gostermek i¢in kullanilmigtir. Nd: Bilinmiyor, n: Birey sayisi, YA: Yanlis anlaml.

4.2.4. 3HSD2 Geninde Belirlenen Degisimler

3BHSD?2 geninin protein kodlayan biitiin bolgeleri ve ekzon-intron baglant1 bdlgeleri
acisindan analiz edilen 392 goniilliide sadece 2 farkli sessiz ve 1 adet yanlis anlaml
degisimi heterozigot formda belirlenmis olup, belirlenen degisimlerin tamami1 en uzun
ekzon olan 4. ekzonda lokalizedir. Ekzon 2 ve ekzon 3 iizerinde herhangi bir degisim
belirlenmemistir (Tablo 4.5). Ekzon 1 protein kodlayan bolgeye dahil olmadigr igin
analiz edilmemistir. Patolojik etkisi olan p.A167V (c.749 GCG>GTG) degisime ait

elektrogram goriintlisti Sekil 4.5°de verilmistir.



OkunanDizi GCT3TGZTGSYGGCTAAT

191

20

Referans Dizi [gctytg-tgycggctaat
THLUTTTE T

‘GCT3TGZTGS3VGGCTAAT

THLHITTIRIT ]

'GCTSTIGZIGSYGGCTAAT

k@ﬂ%ﬁ[\fm%ﬁ/.\ﬁp f‘f

p.A167V

Sekil 4.5. 3pHSD2 Genine Ait p. A167V (c.749 GCG>GTG) Degisiminin Elektrogram
Goriintiisti. Ok baz degisiminin oldugu noktayt isaretlemek amact ile kullaniimustir.

Tablo 4.5. 38HSD2 Geninde Belirlenen Degisimler ve Stkligi.
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3BHSD2 Deigsif:]?ﬁn Referans | Mutant Mgiisgl?n Klinik Etki Honzg)z igot Hete(r%zigot \(/r\:)t

Ekzon 2

Ekzon 3

Ekzon4 | p.Al67V | C T YA Patolojik 0 1 393
p.R240R G A Sessiz Nd 0 1 393
p.T320T A C Sessiz Nd 0 2 392

n: Birey sayis1 Nd: Bilinmiyor, YA: Yanlis anlamli.

4.2.5. AR Geninde Belirlenen Degisimler

AR geni ekzon 1 tizerinde lokalize olan poly-Q (CAG) 3’lii tekrar artis1 392 goniilliide

fragman analizi ile belirlenmistir. 39 goniillii homozigot, 355 goniillii heterozigot CAG

tekrar1 belirlenmis olup, tekrarlar en az 1 ve en fazla 32 tekrardan olugmaktadir. 83

farkli heterozigot CAG tekrar kombinasyonu belirlenmistir. En sik belirlenen
heterozigot (Sekil 4.6) tekrar sayis1 23 birey ile 20-19, 22 birey ile 21-19 ve 21 birey ile
18-17 tekrarlar1 olarak belirlnemistir (Grafik 4.1). Homozigot (Sekil 4.7) 18 CAG
tekrar1 9 bireyde belirlenmistir (Grafik 4.2). Heterozigot ve homozigot tekrar ve birey

sayilarinin dagilim Grafik 4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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Grafik 4.1. Heterozigot Olarak Belirlenen CAG Tekrar ve Birey Sayilari. Yatay eksende yer

alan rakamlar tekrar sayisini, dikey siitunlar birey sayisini belirtmektedir.

15-1516-1617-1718-1819-1920-2021-2122-2223-2326-26

Grafik 4.2. Homozigot Olarak Belirlenen CAG Tekrar ve Birey Sayilari. Yatay eksen tekrar

sayisini, dikey siitunlar birey sayisini belirtmektedir.
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CAG tekrar1 bakimindan en sik goriilen alleler 17, 18, 19, 21 tekrar igeren alleller olarak
belirlenmistir. 392 kadin goniillii ve 784 (diploid) allelde belirlenen allel sayilar1 ve
CAG tekrarlar1 Grafik 4.3°de belirtilmistir.

110
102

87 90
62 60

26
1214 15
-

e

7 4.
1111° 204329

1 910111213141516171819202122232425262728293032

Grafik 4.3. CAG Tekrar ve Allel Sayilari. Yatay eksen CAG tekrar sayisinmi, dikey siitunlar allel
sayisum belirtmektedir.

270 290

Y -

270 230

2e0.0 220.0 =00.0

Sekil 4.6. Heterozigot Olarak Belirlenen Allellerin Genemapper Programi Ile Analiz Edildikten
Sonraki Fragman Goriintiisii. AR genine ait PCR iiriinii kullanilan primerin yesil floresan ile
isaretli olmasindan dolayr yesil, boyut marker ise turuncu fragman olarak gosterilmektedir.
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Soldan saga birinci fragman 267 bp biiyiikliigiinde olup 15 CAG tekrari, ikinci fragman 285bp
biiyiikliigiinde olup 21 CAG tekrari icermektedir.

230 270

e

230 270

2a0.0 260.0 25000

Sekil 4.7. Homozigot Olarak Belirlenen Allelin Genemapper Programi Ile Analiz Edildikten
Sonraki Fragman Goriintiisti. AR genine ait PCR iiriinii kullanilan primerin yesil floresan ile
isaretli olmasindan dolayr yesil, boyut marker ise turuncu fragman olarak gosterilmektedir.
Fragman 267 bp biiyiikliigiinde olup 15 CAG tekrari icermektedir.

4.3. Kadin Goniilliillerde CYP11B1, CYP21A2 ve 3HSD2 Gen Degisimleri ve

Tanmlar1
4.3.1. CYP21A2 Gen Degisimleri ve Hasta Tamlar

Klinik ve molekiiler sonucglarin1 karsilastirma imkani sunmak adina hasta tanilar1 ve
belirlenen degisimler hirsutizm sikayeti ile Endokrin poliklinigine bagvuru yapan 122
kadin ve kan bankasina kan veren ya da verme potansiyeli olan 270 goniillii kadin

olmak iizere iki grup halinde verilmistir.
4.3.1.1. Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup

Hirsutizm sikayeti ile gelen grupta 29 bireyde, 8 farkli degisim belirlenmis olup,
p-A89V degisimi hari¢ tamami heterozigot formda belirlenmistir. Klinik ve
biyokimyasal veriler ilave olarak ACTH stimiilasyon testi ile otozomal resesif olarak

kalitilan 210H eksikligine baglit NKAH tanis1 toplam 4 bireyden ikisinde heterozigot
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p.V281L degisimi belirlenitken, 1 bireyde p. A89V degisimi homozigot olarak
belirlenmistir. NKAH tanis1 alan diger bireyde 210H geni agisindan normal
bulunmustur. PKOS tanisi alan bir hastada PZR calismadigi i¢in genin kismi ya da
tamaminin homozigot kaybi1 olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.6). Belirlenen p.G491S
degisimi ekzon 1-8’1 kapsayan ve PKOS tanisi alan bireyde birlikte heterozigot olarak
belirlenmistir, fakat bu iki farkli degisimin ayni allel ya da farkli allel iizerinde olup
olmadigin1 belirlemek adina ilave bir molekiiler c¢alisma yapilmadigi ve aile

bireylerinden kan alinamadigi i¢in mevcut veri yoktur.

Tablo 4.6. Hirsutizm Sikdyeti Ile Gelen Grupta Belirlenen CYP21A2 Gen Degisimleri ve Klinik
Tanilart.

Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup | PKOS IHA IH NKAH
(n:122) (n:94) (n:12) (n:14) (n:2)
Q318X 8 2 3 0
V281L 7 1 0 0
P453S 1 0 0 0
M283V 1 0 0 0
P482S 0 0 0 0
R341W 0 0 0 0
R356W 0 0 0 0
R483fs 0 0 0 0
1VS2-13C>G 0 0 0 0
M1871 1 0 0 0
A8IV* 0 0 0 1
Gen Konversiyonu 3 0 0 0
Gen Kayb1 0 0 0 1
Toplam 21 3 3 2

*homozigot degisimi belirtmek i¢in kullanilmustir. n: Birey (katilimci) sayist.

4.3.1.2. Sikayeti Olmayan Goniillii Grubu

CYP21A2 geni i¢in taranan grupta 40 tane bireyde 9 farkli degisim belirlenmis olup
tamami heterozigot formdadir. Degisimlerin tamami tek heterozigotluk halinde olup

birlikte heterozigotluk belirlenmemistir (Tablo 4.7).




Tablo 4.7. Goniillii Grubunda Belirlenen CYP21A2 Gen Degisimleri ve Klinik Tanilart.
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izole

Androjen
Goniillii Grubu Normal PKOS IHA IH yiiksekligi | NKAH
(n:270) (n:172) (n:43) (n:12) (n:7) (n:29) (n:2) OKS (n:5)
Q318X 12 4 0 1 2 0 0
V281L 5 0 0 0 0 0 0
P453S 0 0 0 0 1 0 0
M283V 0 0 0 0 0 0 0
P482S 2 0 0 1 0 0 0
R341W 0 1 0 0 0 0 0
R356W 4 0 0 0 0 0 0
R483fs 1 0 0 0 0 0 0
1VS2-13 A,C>G 3 1 0 0 0 0 0
M1871 0 0 0 0 0 0 0
A89V* 0 0 0 0 0 0 0
Gen
Konversiyonu 1 0
Gen Kaybi 0 0 0 0 0 0 0
Toplam 28 0 2 3 0 1

Calisma gruplarindan bagimsiz olarak tanilar ve elde edilen genetik degisimler Tablo

4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Calisma Grubunda Belirlenen CYP21A2 Gen Degisimleri ve Klinik Tanilart.

Cahsma Grubu
(n:392)

Normal
(n:172)

PKOS
(n:137)

IHA
(n:24)

IH
(n:21)

izole
Androjen
yiiksekligi
(n:29)

NKAH
(n:4)

OKS (n:5)

Q318X

=
N

=
N

2

V281L

P453S

M283V

P482S

R341W

R356W

R483fs

1VS2-13 A,C>G

M1871

ABYV*

O O (W |k (& O (M O (o o

ok |k |lo|lo |- o |k |k |~

O O O | O |o o |o o |k

O O [0 |o o |o |~ |O |Oo o

O O [0 |o o |o o |o |~ O

= O[O |O O |0 |0 | o o

O |O O |0 |0 | |00 |o |o |o |o

Gen
Konversiyonu

w

Gen Kayb1

0

Toplam

28

27

n: Birey (katilimci) sayisi.
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4.3.2. CYP21A2 Promotor Degisimleri ve Hasta Tanilan

Klinik ve molekiiler sonuglarim1 karsilastirma imkani sunmak adina hasta tanilar1 ve
belirlenen degisimler hirsutizm sikayeti ile Endokrin poliklinigine bagvuru yapan 122
kadin ve kan bankasina kan veren ya da verme potansiyeli olan 270 goniilli kadin

olmak tizere iki grup halinde verilmistir.
4.3.2.1. Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup

CYP21A2 genine ait proksimal promotor acisindan analiz edilen 122 bireyde, patolojik
olduguna dair deneysel ya da hasta bazli ¢calisma olmayan 3 farkli baz degisimi (-73
C>T, -284 A>G, -308 G>C ) ve patolojik oldugu bilinen 4 farkli kompleks degisimlerin

tamami heterozigot formda belirlenmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Hirsutizm Sikayeti Ile Gelen Grupta CYP21A2 Genine Ait Proksimal Promotor
Bdélgesinde Belirlenen Degigimler.

IHA IH

Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup (n: 122) PKOS NKAH

(n:94) (n:12) (n:14) (n:2)
-73 C>T Heterozigot 1 0 0 0
-120 G>A Heterozigot 0 0 0 0
-121 C>T Heterozigot 0 0 0 0
-199 T>C Heterozigot 0 0 0 0
-284 A>G Heterozigot 1 0 0 0
-296 T>C Heterozigot 0 0 0 0
-308 G>T Heterozigot 0 0 0 0
-308 G>C Heterozigot 1 0 1 0
-103A>G, -110T>C, -113G>A Heterozigot 1 0 0 0
-103A>G, -110T>C, -113G>A, -126 C>T Heterozigot 0 0 0 0
-196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C Heterozigot |5 0 1 0
-103 A>G,- 110 T>C, -113 G>A,-196insT,-199 T>C,-210 T>C
Heterozigot 0 0 0
-103 A>G,-110 T>C,-113 G>A,-126 C>T,-196insT,-196 T>C,-
199 T>C,-210 T>C, -308 G>C Heterozigot,-282 T>G,-284 A>G,-
295 A>C,-296 T>C Homozigot 0 0 0 0
196insT,199 T>C,210 T>C Heterozigot 0 0 0 0
-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C Heterozigot 2 0 0 0
-282T>G,-284 A>G Heterozigot 0 0 0 0
-103 A>G, -110 T>C, -113 G>A, -126 C>T,-196insT,-199 T>C,-
210 T>C, -282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C, -308 G>C
Heterozigot 0 0 0 0
-196insT,-199 T>C,-210 T>C, -282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -
296 T>C, -308 G>T Heterozigot 0 0 0 0
-295 A>C, -296 T>C,-308 G>C Heterozigot 0 0 0 0
Toplam 11 0 2 0

*homozigot degisimleri gostermek i¢in kullanilmustir. n: Birey (katilimei) sayisi.
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4.3.2.2. Sikayeti Olmayan Goniillii Grubu

CYP21A2 genine ait proksimal promotdr agisindan analiz edilen 270 bireyde, patolojik
olduguna dair deneysel ya da hasta bazli ¢calisma olmayan 7 farkli baz degisimi (-120
G>A, -121 C>T, -199 T>C, -284 A>G, -296 T>C -308 G>C, -308 G>T ) ve patolojik
oldugu bilinen 10 farkli kompleks degisimlerin tamami heterozigot formda
belirlenmistir (Tablo 4.10). 10 farkli kompleks degisimin 1 tanesi izole androjen
yiiksekligi olan bireyde belirlenmis olup, ayni anda heterozigot ve homozigot
degisimleri icermektedir. Bu birey genetik olarak 210H eksikligi kaynaklit NKAH ile
uyumlu oldugu i¢in bu gruba dahil edilmistir.

Tablo 4.10. Géniillii Grubunda CYP21A2 Genine Ait Proksimal Promotér Bolgesinde
Belirlenen Degisimler.

izole NKA
Goniillii Grubu Normal |PKOS |IHA |IH | Androjen H OKS
(n:270) (n:172) | (n:43) | (n:12) | (n:7) | Yiiksekli (n:2) (n:5)
gi (n:29) )
-73 C>T Heterozigot 0 0 0 0 0 0 0
-120 G>A Heterozigot 0 1 0 0 0 0 0
-121 C>T Heterozigot 0 0 0 0 1 0 0
-199 T>C Heterozigot 0 0 0 0 1 0 0
-284 A>G Heterozigot 1 0 0 0 0 0 0
-296 T>C Heterozigot 2 0 0 1 0 0 0
-308 G>T Heterozigot 4 1 0 0 0 0 0
-308 G>C Heterozigot 2 0 0 0 1 0 0
-103A>G, -110T>C, -113G>A Heterozigot 1 0 0 0 0 0 0
-103A>G, -110T>C, -113G>A, 126 C>T
Heterozigot 1 0 0 0 0 0 0
-196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-
296 T>C Heterozigot 7 1 1 1 1 0 0
-103 A>G, -110 T>C, -113 G>A,-196insT ,-
199 T>C,-210 T>C Heterozigot 0 0 0 0 0 0 0
-103 A>G,-110 T>C,-113 G>A,-126 C>T,-
196insT,-196 T>C,-199 T>C,-210 T>C,-308
G>C Heterozigot,
*.282 T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296T>C
Homozigot 0 0 0 0 0 1
-196insT,-199 T>C,-210 T>C Heterozigot 0 0 0 0 2 0 0
-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C
Heterozigot 1 0 0 0 0 0
-282T>G,-284 A>G Heterozigot 1 0 0 0 0 0 0
-103 A>G, -110 T>C, -113 G>A, -126 C>T,-
196insT,-199 T>C,-210 T>C, -282T>G,-284
A>G,-295 A>C, -296 T>C, -308 G>C 0 1 0 0 0 0 0




Heterozigot
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-196insT,-199 T>C,-210 T>C, -282T>G,-284
A>G,-295 A>C, -296 T>C,- 308 G>T

Heterozigot 1 0 0 0 0 0 0
-295 A>C,-296 T>C, -308 G>C Heterozigot |1 0 0 0 0 0
Toplam 22 4 1 2 6 1 0

*homozigot degisimi gostermek amaci ile kullanilmstir. n: Birey (katilimei) sayist.

Calisma gruplarindan bagimsiz olarak tanilar ve elde edilen genetik degisimler Tablo

4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Calisma Grubunda CYP21A2 Genine Ait Proksimal Promotor Bélgesinde

Belirlenen Degisimler.
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A>C,-296 T>C Heterozigot

-103 A>G, -110 T>C, -113 G>A, - 0
196insT,-199 T>C,-210 T>C Heterozigot

-103 A>G,-110 T>C,-113 G>A,-126 0
C>T,-196insT,-196 T>C,-199 T>C,-210
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*-282 T>G,-284 A>G,-295 A>C,-
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Heterozigot
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ITopIam ‘22 ‘15 |1 |4 |6 |1 ‘0 ‘
*homozigot degisimi gdstermek amaci ile kullanilmugtir. n: Birey (katilimei) sayist.

4.3.3. CYP11B1 Gen Degisimleri ve Hasta Tanilar1

Klinik ve molekiiler sonuglarim1 karsilastirma imkani sunmak adina hasta tanilar1 ve
belirlenen degisimler hirsutizm sikayeti ile Endokrin poliklinigine bagvuru yapan 122
kadin ve kan bankasina kan veren ya da verme potansiyeli olan 270 goniilli kadin

olmak iizere iki grup halinde verilmistir.
4.3.3.1. Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup

Patolojik olan 16 adet, 5 farkli degisim (p.R43Q, p.A386V, p.R374R, p.V188I, p.G87A)
CYP11B1 geni igin taranan 122 bireyde belirlenmistir (Tablo 4.12). Belirlenen
degisimlerin tamami1 heterozigot formda olup, p.R43Q ve p.A386V degisimleri ayni
birey tizerinde belirlenmistir, diger taraftan bu degisimlerin ayni allel ya da farkh
alleller tizerinde olup olmadigina dair ilave bilgiler mevcut olmadigi igin

bilinmemektedir.

Tablo 4.12. Hirsutizm Sikayeti Ile Gelen Grupta Belirlenen CYP11B1 Gen Degisimleri ve
Klinik Tamlar.

Hirsutizm Sikéyeti ile Gelen Grup PKOS IHA IH NKAH
(n: 122) (n:94) (n:12) (n:14) (n:2)
R43Q, A386V 10 2 0 0
R430Q, A386V* 0 0 0 0
R374R, R43Q, A386V 0 0 0 0
R374R 1 0 1 0
A386V 0 0 0 0
D63H 0 0 0 0
V188l 0 1 0 0
G87A 1 0 0 0
N335D 0 0 0 0
Toplam 12 3 1 0

* Homozigot degisimi gostermek igin kullanilmustir.

=

: Birey (katilimer) sayisi.

4.3.3.2. Sikayeti Olmayan Goniillii Grubu

Patolojik olan 46 adet, 6 farkli degisim (p.R43Q, p.A386V, p.R374R, p.D63H,
p.N335D, p.R246H) CYP11B1 geni i¢in taranan 270 bireyde belirlenmistir (Tablo 4.13).
p.-R43Q, p.A386V degisimler 32 bireyde birlikte heterozigot formda belirlenmis olup,
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degisimlerin ayni allel ya da farkli alleller iizerinde olduguna dair ilave bilgiler mevcut
degildir. PKOS tanis1 alan bir bireye ait allellerde p.R43Q, p.A386V degisimleri
homozigot olarak belirlenmistir. p.R374R, p.R43Q, p.A386V kompleks degisimleri
OKS kullanan 2 bireyde heterozigot olarak belirlenmis olup, degisimlerin ayni ya da

farkli alleller iizerinde bulunup bulunmadigina dair ilave veriler mevcut degildir.

Tablo 4.13. Géniillii Grubunda Belirlenen CYP11B1 Gen Degisimleri ve Klinik Tanilar1.

Goniilli Grubu | Normal |PKOS [IHA [IH izole Androjen NKAH |OKS
(n: 270) (n:172) | (:43) | (:12) | (n:7) Yiiksekligi (n:29) (n:2) (n:5)
R43Q, A386V 16 9 1 1 3 0 1
*R43Q, A386V |0 0 0 0
R374R, R43Q,

A386V 1 0 0 0 0 0 1
R374R 4 1 0 0 1 0 1
A386V 1 0 0 1 0 0 0
D63H 1 0 0 0 0 0 0
V188l 0 0 0 0 0 0 0
GB87A 0 0 0 0 0 0 0
R246H 0 0 1 0 0 0 0
N335D 1 0 0 0 0 0 0
Toplam 24 10 2 2 4 1 2

*homozigot degisimi gostermek i¢in kullanilmigtir. n: Birey (katilimer) sayist.

Calisma gruplarindan bagimsiz olarak tanilar ve elde edilen genetik degisimler Tablo

4.14°de verilmistir.

Tablo 4.14. Calisma Grubunda Belirlenen CYP11B1 Gen Degisimleri ve Klinik Tanilar:.

Goniilli Grubu | Normal |PKOS [IHA [IH izole Androjen NKAH |OKS
(n: 270) (n:172) [ (n:137) | (n:24) |(n:21) | Yiiksekligi (n:29) (n:4) (n:5)
R43Q, A386V 16 19 3 1 3 0

*R43Q, A386V |0 0 0 0 0 1

R374R, R43Q,

A386V 1 0 0 0 0 0 1
R374R 4 2 0 1 1 0 1
A386V 1 0 0 1 0 0 0
D63H 1 0 0 0 0 0 0
V188l 0 0 1 0 0 0 0
GB87A 0 1 0 0 0 0 0
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R246H 0 0 1 0 0
N335D 1 0 0 0 0
Toplam 24 22 5 3 4

*homozigot degisimi gostermek i¢in kullanilmustir. n: Birey (katilime1) sayisi.

4.3.4. 3HSD2 Gen Degisimleri ve Hasta Tanilan

Klinik ve molekiiler sonuglarin1 karsilagtirma imkani sunmak adina hasta tanilari ve
belirlenen degisimler hirsutizm sikayeti ile Endokrin poliklinigine bagvuru yapan 122
kadin ve kan bankasina kan veren ya da verme potansiyeli olan 270 goniillii kadin

olmak tizere iki grup halinde verilmistir.
4.3.4.1. Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup

Taranan 122 kadindan 3BHSD2 genine ait patolojik olan hi¢bir degisim

belirlenmemistir.
4.3.4.2. Sikayeti Olmayan Goniillii Grubu

3PHSD2 geni igin taranan 270 bireyden sadece 1 tane heterozigot formda patolojik

degisim normal olarak tan1 alan grupta belirlenmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Géniillii Grubunda Belirlenen 3HSD2 Gen Degisimleri ve Klinik Tanilar.

Goniillii Grubu Normal | o o5 | IHA IH | izole Androjen yiiksektigi | < | OS5
(n: 270) (n:172) | (n:43) (n:12) (n:7) (n:29) (n:2) (n:5)
Al67V 1 0 0 0 0 0 0
Toplam 1 0 0 0 0 0 0

n: Birey (katilimci) sayisi.

4.3.5. Belirlenen Kombine Degisimler ve Hasta Tamilar

Klinik ve molekiiler sonuglarini karsilastirma imkani sunmak adina hasta tanilari ve
belirlenen degisimler hirsutizm sikayeti ile Endokrin poliklinigine bagvuru yapan 122
kadin ve kan bankasina kan veren ya da verme potansiyeli olan 270 goniillii kadin

olmak iizere iki grup halinde verilmistir.
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4.3.5.1. Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup

Hirsutizm sikayeti ile gelen 122 kadin hastada taranan CYPIIB1, CYP21A42, 3fHSD2,
ve CYP21A2’ye ait proksimal promotdr bolgelerinde 9 farkli kombinasyondan olusan
degisim Dbelirlenmistir (Tablo 4.16). Bu degisimlerde oOzellikle CYP21A2 ve
CYP21A2’ye ait promotdr degisimlerinin ayni allel ya da farkli allel {izerinde olmasinin
belirlenmesi hastaya konulacak PKOS tanisinin NKAH olarak degismesine neden
olacaktir, fakat bunun belirlenmesi i¢in gerekli olan analizler yapilamadigi i¢in PKOS

tanisi altinda verilmistir.

Tablo 4.16. Hirsutizm Grubunda Belirlenen Kombine Degisimler ve Hasta Tanilar1.

Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup (n: 122)

CYP21A2 CYP11B1 Promotor Klinik Tam
Q318X R43Q,A386V PKOS
Q318X -282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C PKOS
Q318X R374R IHA
Q318X R43Q,A386V PKOS
V281L -196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C PKOS
-103 A>G,-110 T>C,-113 G>A,-196insT,-199 T>C,-
*A89V 210 T>C NKAH
Ekzon 1-8
GK/G491S PKOS
Ekzon 1-7 GK R43Q,A386V PKOS
R43Q,A386V -196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C PKOS

*Homozigot degisimleri gostermek i¢in kullanilmistir. GK: Gen Konversiyonu.

4.3.5.2. Sikayeti Olmayan Goniillii Grubu

Taranan 270 kadinda taranan CYPIIBI, CYP21A2, 3pHSD2, ve CYP21A2’ye ait
proksimal promotér bolgelerinde 22 farkli kombinasyondan olusan degisim
belirlenmistir (Tablo 4.17). Bu degisimlerde 6zellikle CYP21A2 ve CYP21A2’ye ait
promotdr degisimlerinin ayni allel ya da farkli allel lizerinde olmasimin belirlenmesi
hastaya konulacak PKOS tanisinin NKAH olarak degismesine neden olacaktir, fakat
bunun belirlenmesi i¢in gerekli olan analizler yapilamadig icin PKOS tanisi altinda

verilmistir.




Tablo 4.17. Géniillii Grubunda Belirlenen Kombine Degisimler ve Hasta Tanilart.
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Goniillii Grubu (n: 270)

CYP21A2 | CYP1iB1 Promotor Klinik Tam
Q318X R43Q, A386V - Normal (n:1)
-196insT,-199 T>C,-210 T>C, -282T>G,-284 A>G,-295
Q318X - A>C,-296 T>C, -308 G>T PKOS (n:1)
Q318X R374R - PKOS (n:1)
R341W R43Q, A386V -196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C PKOS (n:1)
R483fs R43Q, A386V - Normal (n:1)
R374R, R43Q,
V281L A386V - Normal (n:1)
P482S - -296 T>C Normal (n:1)
P482S - -296 T>C Normal (n:1)
P482S - -296 T>C IH (n:1)
1VS2-
13C>G R43Q, A386V - PKOS (n:1)
1VS2-
13C>G R43Q, A386V - Normal (n:1)
1VS2-
13C>G R43Q, A386V - Normal (n:1)
-103 A>G,-110 T>C,-113 G>A,-126 C>T,-196insT,-199
T>C,-210 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C,-296 T>C,-
*D183E - 308 G>C PKOS (n:1)
A386V -196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C IH (n:1)
Izole androjen
R43Q, A386V -121 C>T yiiksekligi (n:1)
R374R ki Normal (n:1)
R43Q, A386V -103A>G, -110T>C, -113G>A, -126 C>T Normal (n:1)
R43Q, A386V -196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C Normal (n:1)
R43Q, A386V -120 G>A HET PKOS (n:1)
R374R -196 T>C,-282T>G,-284 A>G,-295 A>C, -296 T>C Normal (n:1)
R374R, R43Q,
A386V OKS (n:1)
R374R, R43Q,
A386V - Normal(n:1)
R43Q, A386V Normal (n:12)
*R43Q, A386V PKOS (n:1)
Izole Androjen
R43Q, A386V yiiksekligi (n:2)
R43Q, A386V IHA (n:1)
R43Q, A386V IH (n:1)
R43Q, A386V PKOS (n:7)
R43Q, A386V OKS (n:1)

*homozigot degisimleri gostermek i¢in kullanilmistir. p.D183E degisimi literatiirde normalin varyanti
olmasina ve 210H kaynakli anomalilerle iligkilendirilmemesine ragmen bizim yaptigimiz g¢aligmada
CYP21A2 genine ait promotdr polimorfizmi ile kombine olan homozigot formunun PKOS tanisi alan
bireyde belirlenmesinden dolay1 tabloda yer verilmistir.
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4.4. Calisma Grubunda Belirlenen PoliQ Biallelik Degerleri ve Hasta Tanilar1

Bu calismada, hesaplanan biallelik degerler bu kisimda sunulmustur. Verilerin
sunumunda c¢aligsmaya katilan hirsutizm ve goniillii grubu (Grafik 4.4)’nun biallelik
degerlerine ilave olarak, ¢aligsmaya katilan grubun klinik tanilarina ait biallelik degerleri

(Grafik 4.5)’de ayr1 ayr1 verilmistir.

® Hirsutizm Grubu n:122 ® Gonullid Grubun:270
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Grafik 4.4. Calisma Gruplarina Ait PoliQ Biallelik Degerlerine Ait Veriler. Yatay eksen CAG
biallelik degeri, dikey eksen belirlenen birey sayisini gostermektedir.
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Grafik 4.5. Calisma Gruplarint Olusturan Tanilara Ait PoliQ Biallelik Degerlerine Ait Veriler.
Yatay eksen CAG biallelik degerini, dikey eksen belirlenen birey sayisini gostermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, hirsutizm, kellik, akne veya oligomenore gibi sikayeti olan 122 kadina
ilave olarak higbir klinik sikdyeti olmayan kan bankasina kan veren ya da verme
potansiyeli olan premenapozal 18-45 yas aras1 270 kadin katilimciya ait iki grup PKOS,
IH, ITHA ve NKAH yoniinden klinik olarak degerlendirilmelerine ilave olarak
CYP21A2, CYP11B1, 3BHSD2 ve AR bakimindan genotiplendirilmistir. Belirlenen
hastaliklarin tartisilmasinin yami sira herbir genetik degisim hastaliklardan bagimsiz
olarak ihtiva ettigi ve patolojik olma 6zelligi agisindan tartisilmig, klinik tanilar ve
hirsutizm/hiperandrojenemi  bulgular1 ile sahip olduklar1 genotip bakimindan
iligskilendirilmis, normal popiilasyon ve hirsutizm sikayeti ile gelen gruplarda NKAH
siklig1 belirlenmis, ilave olarak ¢alisma grubu, tanilari, FGS (Ferriman-Gallwey skor)
degeri ve total testosteron seviyeleri ile AR gen polimorfizminin baglantisinin varligi

ele alinmistir.
5.1. Hasta Tamlan
5.1.1. Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup Tanilar

Bu caligmaya hirsutizm ve/veya kellik ve/veya akne ve/veya oligomenore gibi sikayeti

olan 122 kadin katilimecinin tamami premenapozal ve 18-45 yas arasindadir.

Hirsutizm sikayeti ile Endrokrin poliklinigine gelen 122 premenopozal hastandan 94
birey PKOS (%77), 12 birey IHA (%9.8), 14 birey IH (%11.4) ve 2 birey NKAH
(%1.6) tanist almustir.
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PKOS tanisinin konulmasinda hormonal veriler ve klinik bulgularin yani sira over
ultrasonu da dahil edilmistir. Sadece 8 hastanin ultrason verisi olmadig1 i¢in taniya
dahil edilememis fakat ovulasyon durumu goz Oniine alimmistir. Tani kriterlerinde
oligo/anovulasyon ve/veya USG PKO goriintlisiine sahip olmak, klinik
hiperandrojenizim ve/veya biyokimyasal hiperandrojenemia’nin yer aldigi Androgen
Excess-PKOS Society (AE-PCOS) derneginin 2009’a ait en son tani kriterleri
kullanilmistir (Tablo 3.3) (510).

Bu calismada, 94 birey ile PKOS sikligt %77 olarak belirlenmistir. Hafif hirsutizm
sikayeti (FGS 8-15) ile gelen ve baska klinik bulgu ve sikayeti olmayan 152 kadin hasta
ile Italya’da yapilan benzer bir ¢alismada Androgen Excess Society (AES)’e gore
PKOS siklig1 72 birey ile %42 olarak belirlenmistir (511). Tiirk kadin popiilasyonunda
yapilan benzer bir ¢alismada hirsutizm sikayeti ile gelen 105 kadin hastada Rotterdam’a
gore PKOS sikligi 83 birey ile %79 olarak belirlemistir (512). Androjen fazlalig:
bulgulari ile iliskili sikayetleri olan grup ile Ingiltere populasyonunda yapilan ¢alismada
873 kadin hastada PKOS siklig1 %82 olarak belirlenmistir (443).

Diger bir grup olan IH olup normal androjen seviyelerinde, diizenli ovulasyon ve
normal over goriinlimiine sahip hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu calismada IH sikligi,
14 birey ile %11.4 olarak belirlenmistir. 588 hirsut kadin katilimci ile italya’da yapilan
degerlendirmede IH sikligi 36 birey ile %6 olarak belirlenmistir (513). Tirk kadin
popiilasyonunda yapilan benzer bir ¢alismada hirsutizm sikayeti ile gelen 105 kadin
hastada idiyopatik hirsutizm sikligi 14 birey ile %13 olarak belirlenmistir (512).
Androjen fazlalig1 bulgular ile iliskili sikayetleri olan grup ile Ingiltere popiilasyonunda
yapilan c¢alismada 873 kadin hasta idiyopatik hirsutizm sikligi %4.7 olarak
belirlenmistir (443).

IHA olarak tanimladigimiz diger bir grup, androjen fazlaligi ile karakterize fakat
diizenli ovulasyon dongiisiine ve normal over goriinlimiine sahip kadin hastalarda
belirlenmis olup, bu calismada IHA siklig1 12 birey %9.8 olarak belirlenmistir. Tiirk
kadin popiilasyonunda yapilan benzer bir ¢alismada hirsutizm sikayeti ile gelen 105
kadin hastada idiyopatik hiperandrojenemi sikligi 6 birey ile %6 olarak belirlenmistir
(512). Androjen fazlaligi bulgular1 ile iliskili sikayetleri olan grup ile Ingiltere

popiilasyonunda yapilan ¢aligmada 873 kadin hasta idiyopatik hiperandrojenemi (artan
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androjen seviyesi, hirsutizm, normal ovulasyon) siklig1 59 kadin aile %6.75 olarak

belirlenmistir (443).

NKAH kismi1 210H ya da 110H eksikligi kaynakli olup, klasik tiplerin gosterdigi agir
klinikleri sergilemez. Etkilenen kiz ¢ocuklarinda PP ve akne ile kendini gosterebilir.
Daha sonraki yillarda yetigkin kadinlarda hirsutizm, oligomenore veya amonera, alopesi
ve subfertilite gozlenebilir. Bu kliniklerin ortaya ¢ikmasinda oldukg¢a fazla bireysel
farkliliklar mevcut olup, bazilarinda hirsutizm veya oligomenore olmaz iken rastlantisal
olarak tami alabilirler. Bireysel genetik ve cevresel faktorlerin farkli fenotiplerin
gelismesine neden olma ihtimali de oldukga yiiksektir. NKAH’1n klinik bulgular1 PKOS
ve/veya IHA ile oldukca benzer olup ayrimi net olarak klinik bulgular ile miimkiin
olmamaktadir (514). Bu ¢alismada, NKAH sikligi 210H kaynakli olarak 2 birey ile
%1.6 olarak belirlenmistir. Bu sikligin belirlenmesinde ACTH stimiilasyon gibi aktif
testler degil molekiiler yontemler kullanilmigtir. Tiirk kadin popiilasyonunda yapilan
benzer ¢aligmada hirsutizm sikayeti olan grupta 210H kaynakli NKAH siklig1 285
hastadan 6 kisi ile %2.1 olarak belirlenmistir (515). Cek cumhuriyeti popiilasyonunda
298 hiperandrojenik grup ile yapilan ¢aligmada molekiiler yontemler haricinde sadece
sinakten uyari testi ile 8 kisi ile %2.7 olarak 210H’a bagli NKAH belirlenmistir (516).
Benzer bir calismada hirsutizm sikayeti ile gelen grupta ACTH stimiilasyon testine olan
cevaba gore 210H eksikligine bagli NKAH siklig1 105 hastadan 5 birey tan1 konulmus
fakat yapilan genetik analiz sonucu sadece 2 hastanin CYP21A2 bakimindan heterozigot
(p.P453S ve p.Q318X) oldugu belirlenmis ve NKAH sikligi %2 olarak belirlenmistir
(512). Yaygin olarak kullanilan ACTH testinin yalniz pozitif sonu¢ verme olasilig1 s6z
konusu olup (517, 518), NKAH tanist i¢in molekiiler yontemler tavsiye edilmektedir
(515).

5.1.2. Sikayeti Olmayan Goniillii Grup Tamlar

Klinik sikayeti olmayan kan bankasina kan veren ya da verme potansiyeli olan 270

kadin katilimcinin tamami premenapozal ve 18-45 yas arasindadir.

Normal popiilasyondan calismaya katilan 270 premenapozal kadindan, 172 tanesi
normal (%63.7), 43 tanesi PKOS (%15.9), 12 tanesi IHA (%4.4), 7 tanesi IH (%2.6) ve
29 tanesi izole androjen yliksekligi (%10.7), 2 tanesi NKAH (%0.7) tanis1 almistir. OKS
kullaniminda olan 5 birey (%1.8) OKS grubu olarak adlandirilmistir.
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Bu calismaya normal popiilasyondan rastgele 6rneklem yapildigi ve over ultrasonu
gontlliliik esasina dayandigi i¢in her bireye uygulanamamistir. Tani kriterlerinde
oligo/anovulasyon ve/veya USG pkos goriintiisiine sahip olmak, klinik
hiperandrojenizim ve/veya biyokimyasal hiperandrojenemia’nin yer aldigi AE-PCOS

derneginin 2009’a ait en son tani kriterleri kullanilmistir (510).

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda, 270 katilimcidan olusan normal popiilasyonda
AE-PKOS kriterlerine gore belirledigimiz PKOS sikligi 43 birey ile %15.9 olarak
belirlenmis olup, 22 tanesinin (%51.2) klinik muayinesinde hirsutizm belirlenmistir.
PKOS tanist alan Avrupa ve Amerikali kadinlarda hirsutizm sikligi %40-92 olarak
belirlenmistir (519-521). Hirsutizme koyu tenli olan popiilasyonlarda daha fazla
rastlanirken, acik tenli olan ve dogulu kadinlarin ergenlik donemlerinde daha az

rastlanmaktadir (yaklasik %30) (522, 523).

Normal popiilasyon kullanilarak yapilan farkli ¢alismalarda PKOS sikligi, ABD
popiilasyonunda NIH’e gore %4 (524), Avrupa kokenli Kafkas popiilasyonunda %6.5
(525), Iran popiilasyonunda NIH’e gére %7.1 ayni popiilasyonda deger Rotterdam’a
gore %14.6 (526), Filistin popiilasyonunda NIH’e goére %7.3 (527), Tirk kadin
popiilasyonunda yapilan ¢alismada ise PKOS siklig1 ise NIH, Rotterdam ve AES’e gore
sirast ile %6.1, %19.9, %15.3 olarak belirlenmistir (528). Giiney Avusturalyada yapilan
caligmada 728 goniilliiniin katildig1 calismada PKOS sikligi NIH kritelerine gére %38.7,
Rotterdam’a gore %11.9 ve AES’e gore %10.2 olarak belirlenmistir (529). PKOS i¢in
konulan kesin ve yaygin kabul edilen tani kriterlerinin mevcut olmamasinin (525) yani
sira menstrual diizensizlik, FGS icin alinan smir degerlerinin yapilan caligma ve
popiilasyondan popiilasyona gore farklilik gostermesi (524, 530) yapilan ¢alismalar ve
popiilasyonlar arasindaki farkliligin temel nedenini olusturmaktadir. Her ne kadar
veriler kullanilan yontem ve popiilasyona gore farklilik gostersede calismalarin ortak
noktast PKOS’un reprodiiktif donemde kadinlarda belirlenen en yaygin endokrin

bozukluklardan birisi oldugudur.

Bu c¢alismada normal popiilasyondaki IHA sikligi 12 birey ile %4.4 olarak
belirlenmistir. [HA’ya dair yapilan calismalar sinirli sayida olup (531-533) ITHA’yi
PKOS’un bir alt grubu olarak tanimlayan yaymin (534) yanisira PKOS tanisini igin
gerekli oligoovulasyon/anovulasyon ve polikistik over goriintiisii gibi gerekli kriterleri

karsilamadig1 i¢in bu goriisii benimsemeyen yayinda mevcut olup, IHA nedeninin
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adrenalin artan aktivitesine bagl oldugu disiiniilmektedir (533). Normal popiilasyonda
IHA sikligina dair yapilan ¢alisma literatiirde mevcut olmadigr i¢in mukayese yapma

imkan1 bulunamamustir.

Bu calismada 7 birey ile IH sikligt %2.6 olarak belirlenmistir. Rastgele secilen
orneklem ile 1126 goniillii ile yapilan benzer ¢alismada iran’da belirlenen IH siklig
%10.9 iken (526), ayn1 grup tarafindan 1002 goniillii ile yapilan ¢alismada %13 olarak
belirlenmistir (535).

Izole androjen yiiksekligi, biyokimyasal hiperandrojenizm olarak tanimlanmakta ve
klinik hiperandrojenizm bulgusu olmayan, normal over ya da mestrual dongiiye sahip
olan fakat yiiksek total testosteron, DHEAS ya da androstenedion gibi androjenlerden
herhangi birine sahip olan goniilliiler bu gruba dahil edilmistir. Bu ¢alismada izole
androjen yiiksekligi oran1 29 birey ile %10.7 olarak belirlenmistir. Literatiirde normal
popiilasyonda izole androjen yiiksekligi ve goriilme sikligna dair yapilan ¢alismaya

rastlanmadig1 i¢in mukayese yapilamamistir.

Bu ¢aligmada OKS kullanananlarin yiizdesi 5 birey ile %1.8 olarak belirlenmis ve bu
grupda biyokimyasal ve klinik bulgularinin genotip ile mukayesesi kullanilan OKS’nin

biyokimyasal ve klinik bulgular {izerine etkisinden dolay1 yapilamamuistir (536).

Bu ¢aligmada NKAH sikligi 2 birey ile %0.70larak belirlenmistir. 2 bireyden bir tanesi
110H eksikligi, digeri ise 210H eksikligine bagli NKAH tanis1 almigtir.

5.2. Kadin Goniilliilerde CYP11B1, CYP21A2 ve 3fHSD2 Genlerinde Belirlenen
Degisimlerin Ozellikleri ve Klinik Bulgular Uzerine Olan Etkileri

Calismanin amaglar1 arasinda, Tiirk kadin popiilasyonuna 6zgii, aday genlerde meydana
gelen patolojik degisimlerin yanisira en yaygin olani (founder effect) belirlemek yer
almaktadir. Buna ilave olarak bu kisimda patolojik olan degisimlerinn sahip olduklar
Ozellikler mevcut literatiir dogrultusunda aciklanmis ve degisimin istatistiki olarak
hastalarin FGS, oligomenore ya da total testosteron seviyeleri ile iliskili olup

olmadiklarma yer verilmistir.
5.2.1 CYP21A2 Geninde Belirlenen Degisimler

Mevcut bilinen 160 nokta degisimi, 16 alternatif kesim bolgesi, 1 diizenleyi bolge

(promotor), 18 kiigiik gen bolgesi kayiplari, 12 kiiciik gen bolgesi ilaveleri, 3 kiigiik
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ilave ve delesyonlar, 12 tam gen kayiplari, 3 tam gen ilavesi ve 25 kompleks degisim

HGMD’nin resmi internet adresinde yer almaktadir (537) (Tablo 5.1).

Bu calismada, 29 farkli degisim ekzon 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 ekzonlar {izerinde
belirlenmigtir. Ekzon 4 fizerinde degisim belirlenmemistir. Meydana gelen
degisimlerinin 12 tanesi sessiz, 1 tanesi alternatif kesim degisimi, 7 tanesi protein
fonksiyonu tizerine etki eden yanlis anlamli ve 1 tanesi baz ilave mutasyonu, 5 tanesi ise
yanlis anlamli ve ilave degisimleri olmasina ragmen protein fonksiyonu {iizerine
olumsuz etkisi belirlenmemis olan grup olusturmaktadir. 3 adet yanlis anlamlh
mutasyonu daha once belirlenmemis olup ilk kez tarafimizdan belirlenmistir. Ekzon 1
tizerinde belirlenen degisimlerin tamami sessiz olup, yanlis anlamli grubuna dahil olan

1 degisim ile en az degisim ekzon 2 iizerinde belirlenmistir (Tablo 4.1).

Gen konversiyonu 5 farkli bireyde belirlenmis olup, bu konversiyonlar 2 bireyde ekzon
1-8, 2 bireyde ekzon 1-7 ve 1 bireyde ekzon 4-8 arasinda meydana gelmistir (Tablo
4.2). Bir bireyde CYP21A2 geni PZR yontemi ile ¢ogaltilamadigi i¢in bu durum primer
baglanma bolgelerinde meydana gelen homozigot degisim kaynakli olabilecegi gibi
kismi ya da genin tamaminin kaybi ya da hibrid gen olusum olasilifi seklinde

degerlendirilmistir.

Tanilarindan bagimsiz olarak ¢alismaya katilan 392 goniilliide 68 heterozigotluk tespit
edilmis olup, CYP21A2 genine ait Tiirk kadin popiilasyonunda belirlenen patolojik allel
tastyicilik (heterozigotluk) sikligr %17.3 olarak belirlenmistir. Sikligin bu denli yiiksek
olmasinin nedenleri arasinda yiiksek akraba evliligine ilave olarak (538), CYP21A1P ile
aktif gen arasinda meydana gelen mikro ya da makro gen konversiyonlar1 neden
gosterilebilir. Promotor bolgesinde ise toplamda 49 heterozigot degisim ile promotdr

heterozigotluk yiizdesi %12.5 olarak belirlenmistir.

p.V281L, p.Q318X ve promotodr degisimleri en fazla belirlenen degisimlerdir. p.Q318X
degisiminin CYP21A2 duplikasyonuna bagli olarak patolojik olmama o6zelliginden
dolay1 (detay icin kisim 5.2.1.2), p.Q318X degisiminin Tiirk kadin popiilasyonundaki
yaygiligindan ziyada CYP21A2 duplikasyonunun siklig1 vurgulanmalidir.

Sadece p.V281L, p.Q318X, normalin varyantt ve promotér degisimleri olarak
adlandirilan degisimler, ¢alisma gruplart (hirsutizm ve goniilli grubu), klinik tanilar
(PKOS, IH, IHA vb), oligomenore ve total testosteron seviyeleri ve FG skorlari ile

istatistiki a¢idan anlamli olup olmadiklar1 karsilastirilmistir. Belirlenen farkli patolojik
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degisimler istatistiki analize tabi tutulacak sayida belirlenmedigi i¢in bu bakimdan

degerlendirilmeye tabi tutulamamustir.
5.2.1.1. Yanhs Anlamh Degisimler

p.A89V degisimi, CYP21A2 genine ait ekzon 2 {izerinde, c.266’inc1 bazinda, 89.
kodonunda yer almakta ve GCT>GTT degisimine neden olmaktadir. Bu c¢alismada 1
bireyde homozigot olarak belirlenemis olup, amino asit diizeyinde GCT tarafindan
kodlanan alanin amino asitin valine doniisiimiine neden olmaktadir. Hidrofobik olan
alanin yine hidrofobik olan valin amino asitine doniismiistiir. Bu degisim tarafimizdan
ilk kez belirlenmis olup, 89. amino asitde yer alan alanin amino asiti insan ve maymun
gibi filogenetik agidan (Sekil 5.1) birbirine nisbeten daha yakin tiirlerde oldugu gibi
sigir, domuz ve kurt gibi nisbeten filogenetik olarak farkli tiirlerde korunmustur (Sekil

5.2).

“Domuz

« S181r

«Kurt

sinsan

* Maymun

Sekil 5.1. Bazi Tiirlerin CYP21A2 Proteini Acisindan Yakinliklarini Gostermek Amact Ile
Olusturulan Filogenetik Agag. Filogenetik agacin olusturulmasinda tiirlere ait protein dizileri
kullanmilmigtir.
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CYP21A2_insan 80 AMVKKWADFAGRPEPLTYKLVSRNYPDLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGIRDSMEPVVEQLTQEFCERMRAQPGTPVA 159
CYP21A2 Domuz 80 ALVRKWVDHAGRPQIPSYKLASQHCPDISLGDYSLFWKAHKKLTRSALLLGVRSSMEPRVEQLTQEFCERMRAQAGTPVT 159
CYP21A2_Kurt 80 AMVRKWVDHAGRPQTPSYKLVSLHHQDLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGIRSSMEPLVEQLTQEFCERMRAQAGTPVA 159
CYP21A2_Sizwr 80 AMIRKWVDAAGRPQIPSYKLVSQRCQDISLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGTRSSMEPWVDQLTQEFCERMRVQAGAPVT 159
CYP21A2 Maymun 80 AMVKKWADFAGRPEPLTYKLVSKNYPDLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGMRDSMEPVVEQLTQEFCERMRAQAGTPVA 159

Sekil 5.2. p.A89V Noktas: I¢cin Farkli Tiirlerde CYP21A2 Proteinine Ait Dizilerin
Karsilastirmasi. p.A89V noktast dikdortgen icerisine alinarak vurgulanmistir.

Daha o6nce tanimlanmis olan p.G90V degisimi, R91’in bitisiginde B-B’ loop’da yer
almakta, G90’da meydana gelen degisim glisinin valine doniisiimiine neden olarak
glisinin B-B’ loop’a sagladigi esnekligin kaybina neden olarak R91’in substrat
baglanma bolgesi ile olan hidrojen baglanma yetenegini olumsuz etkileyerek tuz
kaybettiren KAH’a neden olmaktadir (539). Bizim belirledigimiz A89V degisimi
hirsutizm sikayeti ile gelen ve yapilan ACTH stimiilasyon testi dogrultusunda NKAH
tanist alan bir hastada belirlenmis olup, R91 amino asitinin fonksiyonu iizerine p.G90V
kadar olumsuz etkisi olmadigi goriilmektedir. Diger taraftan alanin ve valinin
hidrofobik gruba dahil olmasida degisimin protein fonksiyonu iizerine olan etkisinin
tolere edilmesinde etkili olabilecegi veya olumsuz etkisini azaltan bir diger unsur

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hirsutizm sikayeti ile Erciyes Universitesi, Endokrin polikligine basvuran ve NKAH
tanist alan 18 yasindaki hastanin klinik bulgulari; total testosteron: 141 ng/dl (referans
aralig1 11-80), serbest testosteron 2.76 ng/dl (referans araligi 1-2.5), SHBG 30 nmol/L
(referans araligi  32-100), DHEAS 2885ng/ml (referans araligi 1330-4410),
andorstenedion 2.82 ng/ml (referans araligi 0.1-3.08), over polikistik, FGS: 17, adetler
diizenli olan vakada ACTH stimiilasyon testinde en yliksek 170HP degeri 60. dk’da:
11.38 ng/ml olarak belirlenmis olup 210HD kaynakli NKAH ile uyumludur. Yapilan
CYP21A2 genetik analizinde 2. ekzonda lokalize p.A89V homozigot degisimini

belirlenmistir.

p.M1871 CYP21A2 geninin 5. ekzonunun c.561’inci bazinin 187. kodonunda yer alan
ATG>ATA degisimi 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. p.M1871 degisimi,
daha zayif hidrofobik olan metiyonin amino asitinin daha gii¢lii hidrofobik o6zellik
sergileyen izoldsine doniisiimiine neden olmaktadir. ilk kez tarafimizdan heterozigot

olarak belirlendigi i¢in protein fonksiyonu ve klinige yansimasina dair net veriler
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mevcut degildir. Yapilan in slico ¢alismalarda, basit virisizan tip KAH’a neden olan
1172 ile F-heliks bolgesinde yer alan p.M186 ve p.M187 amino asitlerinin hidrofobik
cep olusturdugu ve 172. amino asit olan izoldsinin asparajin ile yer degistirmesinin
hidrofobik cep olusumuna engel oldugu yoniindedir (539). Ayni seklide p.M187. amino
asitte meydana gelen bu degisim hidrofobik cepin olusumuna olumsuz etki yapmasi
olasidir. Ayni noktada farkli bir amino asit olan valin varlig1 bu bolgenin farkh tiirlerde
korunan baz olmadigimi gostermektedir (Sekil 5.3). Diger taraftan, 187. kodona en yakin

olan p.I194N degisimi NKAH hastasinda belirlenmistir (540).

CYP21A2-insan 160 IEEEFSLLTCSIICYLTFGDKIKDDNL
CYP21A2-Domuz 160 IQKEFSVLTCSIICCLTFGDK--EDTY
CYP21A2-Kurt 160 IQKEFSLLTCAIICHLTFGNK--EDTL
CYP21A2-SIEIr 169 TQKEFSLLTCSITICYLTFGNK--EDTL
CYP21A2-Maymunigg IEEEFSLLTCSIICHLTFGDKIKEDNL

PAYYKCIQEVLKTWSHWSIQIVDVIPFLRFFPNPGLRRLKQATIEKRDHIVEM 239
HALHDCVQDLMKTWEHWSIQILDMVPFLRFFPSPGLRRLKQATENRDHLVEK 237
HTFHDCVQDLMRTWEHWSIQMLDIIPFLRFFPNPGLWRLKRALENRDHIVEK 237
HAFHDCVQDLMKTWDHWSIQILDMVPFLRFFPNPGLWRLKQATENRDHMVEK 237
PAYYKCIQEVLKTWSHWSIQIVDVIPFLRFFPNPGLRRLKQATIEKRDHIVEK 239

T

Seklil 5.3. p.M1871 Noktasi Icin Farkli Tiirlerde CYP21A2 Proteinine Ait Dizilerin
Karsilastirmasi. p.M1871 noktast dikdértgen icerisine alinarak vurgulanmigtir.

p.V281L CYP21A2 geninin 7. ekzonunun c.841’inci bazinin 281. kodonunda yer alan
GTG>CTG degisimi 13 bireyde heterozigot formda belirlenmistir. Yalanct gen kaynakli
olup, 281. kodondaki valin amino asiti I-heliks tizerinde lokalize olup oldukga sikisik
bir alanda yer almaktadir. I heliks substrat tanima ve heme baglanma bdlgesi olarak
gorev aldig1 varsayilmaktadir (541). Valin amino asiti nisbeten daha biiyiik olan 16sine
degistigi zaman bulundugu konum itibari ile yapisal uyusmazliga neden olmakta fakat
bu durum nisbeten hafif ve tolere edilebilir oldugu i¢cin NKAH ile iliskili klinige neden
olmaktadir (539).

p.-V281L degisimi, hirsutizm sikayeti ile gelen grupta, sikayeti olmayan gruba kiyasla
goriilme sikligi uygulanan Fisher kesin ki-kare istatistiki analizine gore anlamli
bulunmustur (P=0.028). Uygulanan Pearson ki-kare istatistiki analizi ile PKOS, IHA,
IH, izole androjen yliksekligi kendi icerisinde bir biri ile kiyaslandiginda istatistiki

olarak anlamli bir fark belirlenmemistir.

Uygulanan Fisher kesin Kki-kare istatistiki analizine gore p.V281L degisimi ile
oligomenore arasinda istatistiki agidan bir iligkinin varligi arastirildiginda P=0.059 gibi

bir degerle anlamlilik siir1 olan P<0.05 degerine yakin bulunmustir. Aradaki iliskinin
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varlig1 kullanicak hasta sayisinin artmasi ile iki yonlii olarak degisiklik gosterebilir,
dolayis1 ile bu amaca odaklanmis bir c¢alismanin yapilmasi daha net verilerin

sunulmasina yardimci olacaktir.

p.V281L degisimi ile goniilliilerin total testosteron seviyeleri arasindaki baglanti

arastirildiginda iki veri arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark belirlenmemistir.

p.M283V CYP21A2 geninin 7. Ekzonunun c.847’inci bazinin 283. kodonunda yer alan
ATG>GTG degisimi, 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. p.V281L ile yakin
mesafede ve [ heliks lizerinde yer almaktadir. Polar olan methionin molekiiler
biiyiikliigii, hidrofobik olan valinden daha biiyiilk olup bir olasilik yiiklerindeki
uyumsuzlugun yaninda biiyiiklik farkida protein fonksiyonu iizerine olan olumsuz
etkiyi arttirmis olabilir. p.M283V, p.V281L ile kompound heterozigot olarak kadin
NKAH hastasinda belirlenmistir (542), fakat p.V281L NKAH ile iligkili oldugu i¢in
p-M283V’nin etkisi lizerine kesin bir yorum yapmamiza olanak saglamamaktadir. Zira
NKAH agir ve hafif mutasyonu ayn1 anda barindiran bireylerde de meydana geldigi gibi
iki hafif mutasyonu tasiyan bireylerdede meydana gelebilmektedir (404). Diger taraftan
2 hafif degisimin kombinasyonun sinerjik etki ile enzim aktivitesi iizerine olan olumsuz
etkinin siddetini arttirdigida bilinen diger bir faktér olmasida net veri sunulmasi igin

gerekli olan fonksiyonel ¢aligmalarin 6nemini sergilemektedir (543).

p.R341W CYP21A2 geninin 8. ekzonunun ¢.1021’inci bazinin 341. kodonunda yer alan
CGG>TGG degisimi, 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Arjinin bazik amino
asit olup diger bazik amino asitler ile redoks partner ve NADP baglanma bolgeleri ile
iligkili oldugu disiiniilmektedir (541, 544). Bazik olan arjininin, hidrofilik ve nisbeten
daha biiylik molekiiler agirhigina sahip triptofan ile yer degistirmesi proteinin
fonksiyonunu olumsuz etkilemesi beklenebilir, zira yapilan in vitro ¢alismalar p.R341W
degisimine sahip olan proteinin kalan enzimatik aktivitesinin 170HP ve progesteron
i¢in sirast ile %5 ve %4 olarak belirlenmistir. p.R341W degisiminin klitoromegalininde
dahil oldugu daha agir NKAH klinigine neden oldugu belirlenmistir. Bu aktivite
genitalin prenatal virilizasyonunu ve tuz kaybettiren KAH’m ortaya c¢ikmasini

engellemek igin yeterli olmaktadir (539).

p.R356W CYP21A2 geninin 8. ekzonunun ¢.1066’inci bazinin 356. kodonunda yer alan
CGG>TGG degisimi, 4 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Bazik olan arjininin,
hidrofilik ve nisbeten daha biiyilk molekiiler agirligina sahip triptofan ile yer
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degistirmesi proteinin fonksiyonunu olumsuz etkilemesi beklenebilir. P.R356W
degisimi Q389. amino asit olan glutamin (Q) ile olan hidrojen bagi olusumunu
engeleyerek yapisal uyusmazlhigini arttirarak proteinin 3 boyutlu yapisinin olusmasina
neden olmakta ve bu durum enzim aktivesinin kaybi ile sonuglanmaktadir (539). Tuz
kaybettiren KAH hastalarinda homozigot olarak belirlenirken, p.V281L gibi 1limh
degisimler ile kompound heterozigot oldugu durumlarda NKAH ile iliskili olarak
belirlenmistir (404).

p.P453S CYP21A2 geninin 9. ekzonunun c.1357’inci bazinin 453. kodonunda yer alan
CCC>TCC degisimi, 2 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Hidrofobik olan prolin
amino asitinin polar olan serine doniislimii bulundugu hidrofobik yapiy1 etkileyerek
enzim fonksiyonu iizerine olumsuz etkiye neden olabilir (539). Yapilan in vitro
calismalar p.P453S degisimine sahip olan enzimin kalan enzimatik aktivitesini

progesterona ve 170HP igin sirast ile %36 ve %44 olarak belirlenmistir (545).

p.P482S CYP21A2 geninin 10. ekzonunun c.1444’lincii bazinin 482. kodonunda yer
alan CCC>TCC degisimi, 3 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Hidrofobik olan
prolin amino asitinin polar olan serine doniisiimii enzim fonksiyonu {izerine olumsuz
etkiye neden olabilir. Yapilan in vitro c¢alismalar p.P482S degisimine sahip olan
proteinin kalan enzimatik aktivitesinin 170HP ve progesteron i¢in sirast ile %61 ve
%354 olarak belirlenmistir (539). J heliksin C terminalinde yer alan p.D321, 6’da yer
alan p.R483’lin yan zinciri ile hidrojen bagi kurmaktadir. Dolayis1 ile bu hidrojen bagi
kivrimli bolge, J heliks ve 6 arasindaki ikincil yapiyr koruyarak CYP21A2’nin dogru
katlanmasina olanak saglamaktadir (544). Diger taraftan p.Q481P degisimi bu bolgede
kurulan hidrojen bagi agina olumsuz etki ederek protein stabilizasyon kaybina ve
dolayisi ile protein inaktivasyonuna neden olmaktadir (539). Olasilik ile 482. amino
asitte meydana gelen bu degisim bu iki durum {izerine etki ederek enzim aktivitesinde

azalmaya neden olabilir.

p.G491S CYP21A2 geninin 10. ekzonunun c.1471’inci bazinin 491. kodonunda yer alan
GGC>AGC degisimi, 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Bu degisim
tarafimizdan ilk kez bildirilmektedir. Glisin yan zincir ihtiva etmedigi i¢in polar ya da
hidrofobik gibi gruplara dahil edilememekte, fakat proteinlerin {izerinde genellikle
protein kivrim bolgelerinde (loop) bulunmakta ve bulundugu bolgelere esneklik

saglamaktadir. Bu noktaya en yakin olan p.N493S degisimi normalin varyanti olarak
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tanimlanmistir (401). Diger taraftan, ayni noktada farkli bir amino asit olarak sadece bir
tiirde triptofan (W) varligi bu bdlgenin farkli tiirlerde korunan baz oldugunu

gostermektedir (Sekil 5.4).

CYP21A2_ insan 479 RLQPRGMGAHSPGRSQ--- 494
CYP21A2 Domuz 478 RLQPRG----GRGEGPGPR 492
CYP21A2 Kurt 477 QLQPRGAGVLGRGQHP--- 492
CYP21A2_ Sigir 479 RLQPRGVEA-GAWESASAQ 496
CYP21A2 Maymun 480 WLQPRGLGVHSLIGRSQ--- 495

Sekil 5.4. p.G491S Noktas: Icin Farklh Tiirlerde CYP21A2 Proteinine Ait Dizilerin
Karsilastirmasi. p.G491S noktasi dikdortgen icerisine alinarak vurgulanmuistir.

Calisma grubunda p.G491S degisimi gen konversiyonu ile birlikte Erciyes Universitesi,
Endokrin Polikligine hirsutizm sikdyeti ile gelen ve PKOS tanis1 alan kadin hastada
belirlenmistir. Bu iki farkli degisimin ayn1 ya da farkli alleller tizerinde olup olmadigina
dair bir veri olmadigi icin PKOS’u molekiiler olarak otozomal resesif olarak kalitilan
NKAH’dan ayirt etmek miimkiin olmamistir. Bu hastaya ait hormonal ve klinik
bulgular; total testosteron: 52 ng/dl (referans araligi 11-80), SHBG 36 nmol/L (referans
aralig1 32-100), DHEAS 1710 ng/ml (referans araligi 1330-4410), andorstenedion 1.79
ng/ml (referans aralig1 0.1-3.08), over polikistik, FGS: 14 ve adetlerin diizenli olusudur.

5.2.1.2. Anlamsiz Degisimler

p.Q318X CYP21A2 geninin 8. ekzonunun ¢.952’inci bazinin 318. kodonunda yer alan
CAG>TAG degisimi, 32 bireyde heterozigot olarak belirlenmis olup, bu calismada
tastyici sikligl en fazla olan allel olarak belirlenmistir. CAG kodunun, translasyonu
durdurma kodonu olan TAG (amber)’ye doniislimii zamanindan 6nce protein sentezinin
sonlanmasina ve dolayis1 ile kisa protein olusuma neden olmaktadir. 494 aa’den olusan
normal bir protein 317 amino asitten olugsmakta ve tam fonksiyon kazanimi i¢in gerekli
yapiya sahip olamamaktadir. p.Q318X degisimi tuz kaybettiren KAH ile iliskili olarak
belirlenmistir (546).

Yapilan Fisher kesin ki-kare ve Pearson ki-kare istatistiki analizine gore p.Q318X
degisiminin, calisma gruplari, hasta tanilari, total testosteron ve oligomenore ile
arasinda anlamli bir iligki belirlenmemistir. Bunun olas1 primer nedeni fonksiyonel gen

olan CYP21A2 duplikasyonuna bagli olarak aktif kopyalardan sadece birinde KAH’a
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neden olmayan p.Q318X degisim varligidir. Yapilan son g¢alismalarda bu durumun
dogru tanmi i¢in ayirt edilmesinin gerekliligi vurgulanmistir (547). Kopya sayisindaki
degisimden kaynaklanan p.Q318X degisiminin siklig1 38 heterozigot p.Q318X birey ile
yapilan casilmada 32 kisi ile %84.2 olarak belirlenmistir (547). Yapilan farkli bir
calismada belirlenen 17 heterozigot p.Q318X degisiminin tamami CYP21A2
duplikasyonu kaynakli olarak belirlenmistir (548). Bu c¢alismada, CYP21A2’nin kopya
sayis1 belirlenmedigi i¢in hangi p.Q318X degisminin patolojik hangisinin duplikasyon

kaynakli oldugu belirlenmemistir.
5.2.1.3. Cerceve Kaymasi Degisimleri

p.R483fs CYP21A2 geni iizerinde ¢.2668 2669insC bazinda sitozin (C) ilavesine neden
olarak bu noktada arjinini kodlayan CGG kodonundan prolini kodlayan CCG
dontisiimiine ve devaminda sentezlenecek olan protein dizisinin tamamen degiserek,
proteinin normalden daha uzun olmasina neden olmaktadir (549). Bu c¢alismada, 1
bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Bu degisimin homozigot formu SWKAH ile
iliskili olarak belirlenmistir (549).

5.2.1.4. Alternatif Kesim Degisimleri

IVS2 -13 A,C>G alternatif kesim verici bolgesi (donor site) degisimi olup, yalanci gen
kaynaklidir. Bu ¢alismada, 4 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Intron 2 iizerinde
yer alan sitozin ya da adeninin guanine doniisiimii patalolojik olup SW ya da SV KAH
ile iligkili olarak bulunmustur (550).

5.2.1.5. Gen Konversiyonu ve Gen Kaybi Degisimleri

Gen konversiyonu homolog ya da yiiksek homolojiye sahip DNA dizileri (%92-99)
arasinda meydana gelen parca degisimi olup, allelik olabilecegi gibi, paralog DNA
dizileri arasinda meydana gelerek ektopik de olabilir. Hastalik ile iligkili olanlar
genellikle yalanci genin verici, aktif genin ise alict oldugu durumlarda fonksiyonel olan
gene ait parca degisimi sonucu alternatif kesim bolgesi, yanlis anlamli ya da anlamsiz
degisimleri ihtiva etmesiyle sonuglanmasi ile aktivite kaybi kaynaklidir (551).
CYP21A2, sahip oldugu yalanct gen ile gen konversiyonuna gitmesi sonucu bu
caligmada 5 adet gen konversiyonu kaynakli heterozigot degisim belirlenmistir. Bu
konversiyonlar 2 bireyde ekzon 1-8, 2 bireyde ekzon 1-7 ve 1 bireyde ekzon 4-8
arasinda meydana gelmistir (Tablo 4.2). Meydana gelen gen konversiyonu sonucu
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yalanci gen lizerinde mevcut olan kayip ve/veya anlamsiz degisimlerin aktif gene
tasinmasi1 sonucu aktif gende heterozigot fonksiyon kaybi meydana gelmistir (Sekil
2.6).

Calisma grubunda Erciyes Universitesi, Endokrin Polikligine hirsutizm sikayeti ile
gelen hastanin klinik bulgulari; total testosteron: 113 ng/dl (referans araligi 11-80),
androsteneion: 3.07 ng/ml (referans araligi 0.1-3.08), SHBG: 32 nmol/L (referans
aralig1 32-100), DHEAS: 3229 ng/ml (referans araligi 1330-4410) olup, hastada USG
polikistik ile uyumlu, FGS 10 (+ epile) ve adet diizensizligi mevcuttur. PKOS tanisi
alan hastanin yapilan CYP21A2 gen analizinde, sadece bu hastada PZR yontemi ile
CYP21A2 genin ¢ogaltilamamasi, CYP21A2 iizerinde meydana gelen kismi ya da tam
gen kaybi olasiligr seklinde yorumlanmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismada CYP21A2
lolalize oldugu bolgede meydana gelen 30kb parca kaybinin klasik KAH ve NKAH’a
neden olabilecegi bildirilmistir. NKAH tanist alan hastada 30kb’lik kayip, iinik
CYP21A2/CYP21A1P hibrid gen olusumuna neden olmaktadir. Bu hibrid gen olusumu
sadece promotor degisimleri (Sekil 5.5) ve ekzon 1 iizerinde yer alan p.P30L
degisiminin aktif gen ilizerine gegisine neden olmakta ve her iki degisimde enzim
aktivitesini sirasi ile %20 ve %30-60 oraninda azalltigi igin NKAH’a neden oldugu
belirtilmistir (552). Bu bolgede meydana gelen gen konversiyonlari, gen kayiplari ile
karistirtlabilir. Her iki durumda da aktif gen degisime ugradigi i¢in hastanin tanisinin
konulmasinda yardimec1 olmasina ragmen dogru genetik danigsmanligin verilmesi igin,

meydana gelen degisimin net olarak belirlenmesi 6nem kazanmaktadir.
5.2.1.6. Sessiz Degisimler

12 farkl sessiz degisim, ekzon 2, 4, 5. ekzonlar {izerinde belirlenmemis olup, en fazla

degisim 1 ve 7. ekzon olmak iizere 3, 6, 8, 9 ve 10. ekzonlarda belirlenmistir.

Amino asitlerin (triptofan ve metiyonin hari¢) bir den fazla sinonim olarak adlandirilan
kodonlar tarafindan kodlandigr i¢in genetik kod normalden fazla olarak (codon
redundancy) degerlendirilir. Kodonlar tRNA {izerinde bulunan antikodonlar tarafindan
taninmaktadir. Kodonun 3’ ve antikodonun 5’ ucunda bulunan bazin degisken olmasi bu
baglanmay1 ve protein sentezini olumsuz etkilemedigi i¢in bu baz wobble ya da oynak

baz olarak ifade edilir.

Bu c¢alismada belirlenen degisimler siras1 ile p.L37L (TTG>CTG), p.P45P
(CCA>CCC), p.Q53Q (CAG>CAA), p.P105P (CCG>CCC), p.L129L (CTG>CTA),
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p.D210D (GAC>GAT), p.D234D (GAC>GAT), p.L248L (CTC>CTG), p.P267P
(CCG>CCT), p.S374S (TCC>TCT), p.P386P (CCG>CCA), p.P490P (CCG>CCA)
degisimleridir. p.L37L hari¢ tamamin da meydana gelen baz degisimi kodonlarin son
bazinda meydana gelmis olup, sadece p.L37L degisimi kodonun birinci bazinda
meydana gelmistir. A>C, G>C, C>G, G>T transversiyon degisimleri iken, G>A, G>A,
G>A, G>A, T>C, C>T, C>T, C>T transition degisimleridir. Transversiyon degisimleri
meydana gelme olasilii transversiyonlara gore daha fazla olmasina ragmen yiiksek
olasilikla meydana gelis mekanizmalarinindan kaynaklanan farklanma ile transversiyon

degisimleri bu ¢alismada da belirlendigi gibi daha sik rastlanmaktadir (553).

Sessiz degisimlerin protein sentezi lizerine olumsuz etkisinin olmadig1 yaygin olarak
kabul edilen goriis olmasina ragmen, son zamanlarda yapilan calismalar dokuya gore
kullanilan kodonlarin farklandi§i ve bu durumun protein sentezi hizi, miktarini
etkileyebilecegi yoniindedir. Dolayisi ile translasyon mekanizmasinin ayni zamanda
proteini olusturacak olan kodonlar tarafindan da kontrol edildigi gosterilmistir (554,

555).

Bu calismaya dahil edilen genlerdeki sinonim degisimlerin protein ifadesi hizi ya da
miktar1 iizerine olan etkinin dokuya 06zgii olarak calisilmasi ancak bize daha net

verilerin sunulmasina imkan saglayacaktir.
5.2.1.7. CYP21A2 Varyantlan

Ekzon 1 iizerinde, €.27 28insCTG kaynakli meydana gelen p.9 10insL degisimi, 117
homozigot, 196 heterozigot; ekzon 3 lizerinde lokalize olan p.R102K degisimi c.305
A>G kaynakli olup, 74 homozigot, 194 heterozigot; ekzon 5 lizerinde yer alan p.D183E
degisimi, ¢.549C>G kaynakli olup, 1 homozigot, 7 heterozigot; ekzon 7 {iizerinde
lokalize olan ve ¢.793 G>C kaynakli p.S268T degisimi 9 homozigot ve 112 heterozigot;
ekzon 10 tizerinde yer alan ¢.1478 G>A kaynakli p.N493S degisimi 60 homozigot, 186
heterozigot olarak taranan toplam 392 bireyde belirlenmistir (Tablo 4.1).

Belirtilen degisimlerin tamami normalin varyanti olarak degerlendirilmekte ve enzim
fonksiyonu iizerine olumsuz etkiye sahip olmadigi bilinmektedir (401). Buna zit olarak
p.N493S degisiminin patolojik olarak degerlendiren yayina ilave olarak (550), kombine
homozigot degisimlerin enzim fonksiyonu iizerine olumsuz etki yapabilecegine dair
goriiste mevcuttur (556). Diger taraftan, p.V211M degisimi ile birlikte ayni allel
tizerinde bulunan p.V281L degisimi NKAH ve SV arasi1 klinik sergileyen bir bireyde



102

belirlenmistir. Bu durumun izahi, p.V211M gibi normalin varyant1 olan bir degisim ile
p.V281L gibi NKAH ile iliskili bir degisimin bir arada bulunmasi halinde sinerjik
olarak protein fonksiyonu iizerine olan olumsuz etkiyi arttirabilecegi yoniinde olmustur

(557).

p.-A159T, p.V211M ve p.A265S degisimleri de normalin varyanti olmasina ragmen

bizim yaptigimiz ¢aligmada belirlenmemistir.

Herbir normalin varyanti ile ¢alisma gruplari, hasta tanilari, total testosteron ve
oligomenore arasinda uygulanan Pearson ki-kare testi bakimindan anlamli bir iligki
belirlenmemistir. Sadece p.D183E degisimi ile yapilan istatistiki analizde hasta tanilari
icerisinde PKOS’da istatistiki olarak anlamliya yakin bir degerde (P=0.056) yiiksek
olarak belirlenmistir. Ayn1 degisimin PKOS tanist alan bireyde homozigot olarak ve
diger varyantlara gore olduk¢a az sayida belirlenmis olmasi bu varyantin steroid
biyosentez yolagi iizerine etkisinin olabilecegi goriislinii desteklemektedir. Diger
taraftan, ayni bireye ait CYP21A2 geni iizerinde belirlenen p.R102K ve p.N493S
homozigot degisimlerine ilave olarak promotor bolgesinde belirlenen heterozigot gen

konversiyonu da bu duruma katki saglamis olabilir (Tablo 4.17).
5.2.1.8. CYP21A2 Promotor Degisimleri

CYP21A2 geni ve yiliksek homolojiye sahip oldugu CYP21A1P yalanci geni arasindaki
benzerlik sadece protein kodlayan bolgeler ile sinirli olmayip, gene ait diizenleyici
bolgeleride ihtiva etmektedir. CYP21A2 ve CYP21A1P genlerinin promotdr bolgeleri
arasindaki yliksek homoloji bu bolgelerde meydana gelen mikro ve/veya makro gen
konversiyonlarina neden olan diger bir etmendir. Proksimal promotor bolgesi -500bp
arasindan sadece 14 baz ile farklanma gostermektedir (Sekil 5.5). CYP21A2 genin
5’UTR ucunun ATG baslama kodonundan itibaren ilk 167 bp olan kismi1 adrenale 6zgii
protein transkripsiyon faktorleri (ASP) ve spesifik proteinler i¢in baglanma bdlgesi
dizileri (Sp)-1 ihtiva etmektedir (558, 559). Bu bolge CYP21A1P promotériinden sadece
4 baz ile farklanmaktadir, siras1 ile 126, 113, 110 ve 103. pozisyonlardadir (Sekil 5.5).

Bizim belirledigimiz degisimler -73 C>T, -120 G>A, -121 C>T, -308 G>T degisimleri
olup, -308 G>T degisimi harig belirtilen degisimler, promotor bolgesinde bir bireyde 1
baz degisimi olarak belirlenmistir. -308 noktasindaki degisim CYP21A1P kaynakli G>C

olmasma ragmen tarafimizdan belirlenen G>T degisimi, diger CYP21A1P kaynakli
degisimler olan -196insT, -199 T>C, -210 T>C, -282T>G, -284 A>G, -295 A>C, -296
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T>C degisimleri ile ayni bireyde belirlenmistir, bu durum -308 G>T ile diger
CYP21A1P kaynakli degisimlerin farkli alleller {izerinde olma ihtimalini
giiclendirmekte fakat aile taramasi yapilamadigi i¢in kesin verilerin sunulmasi miimkiin

olmamaktadir.

CYP21A1P kaynakli -199 T>C, -284 A>G, -296 T>C, -308 G>C degisimlerin herbiri
tekli olarak farkli bireylerde belirlenmistir (birey sayilari i¢in Tablo 4.3, 4.9 ve 4.10).

(-103A>G, -110T>C, -113G>A), (-103A>G, -110T>C, -113G>A, -126 C>T), (-103
A>G, -110 T>C, -113 G>A, -196insT, -199 T>C, -210 T>C), (-103 A>G, -110 T>C, -
113 G>A, -126 C>T, -196insT, -199 T>C, -210 T>C, -282T>G, -284 A>G, -295 A>C, -
296 T>C, -308 G>C) degisimleri heterozigot olarak farkli bireylerde kombine sekilde
belirlenmis olup tamami CYP21A1P’nin verici, CYP21A2’nin alict oldugu gen

konversiyonu esnasinda gerceklesmistir. Belirlenen diger bir kombine degisim olan

-103 A>G, -110 T>C, -113 G>A, -126 C>T, -196insT, -196 T>C, -199 T>C, -210 T>C,
-308 G>C heterozigot, -282 T>G, -284 A>G, -295 A>C, -296T>C homozigot
degisimleri ayn1 birey lizerinde heterozigot ve homozigot baz degisimleri belirlenmis
olup bu degisimlerin tamami1 CYP21A1P kaynaklidir. Heterozigot ve homozigotlugun
ayni anda goriilmesi 2 defa farkli bolgelerde gergeklesen gen konversiyonu ya da
kalitilan promotdr degisim olasiligim1  dislindiirmektedir. Belirtilen kombine
degisimlerde mevcut olan -113 G>A degisiminin tekli oldugu durumlarda yapilan in
vitro ¢alismalarda bu baz noktasinin -126 noktasinda bulunan Spl baglanma bdlgesini
olumsuz yonde etkilemesi sonucu yaklasik %20’ye diisen mRNA ifadesi belirlenmistir.
Sadece -126 C>T noktasi ile yapilan ¢alismada C>T degisimi kaynakli olarak mRNA
ifadesinin yaklasik %50 azaldig belirlenmistir (558, 560). Diger taraftan -230 ve -1bp
arasinda yer alan promotdr degisimlerinin mRNA ifadesinin %?22’ye kadar azalttig1

belirlenmistir.
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CYP21A2 -441 CCAGGCAAACCAGGCTTAAACTGTATTACTCTATCTGTAGCTTAAACTAACAAAC-AACC -361
Frrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e
CYP21A1P -442 CCAGGCAAACCAGGCTTAAACTGTATTACTCTATCTGTAGCTTAAACTAACAAACAAACC -362
CYP21A2 -360 CACACAAATCACATTTTGTTCTTCAGGCGATTCAGGAAGGCCTATTAGGCAGGGACTGCC -382
Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrr e e e
CYP21A1P -361 CACACAAATCACATTTTGTTCTTCAGGCGATTCAGGAAGGCCTATTAGGCAGGGACTGCC -383
CYP21A2 -381 ATTTTCTCTCTGAGACAAACATCATGCCAGTAAACTGGCCCACGGTGGGGTGGCAGAGGG -322
Frerrrrrrrrrrrerrrrerrr e e e e e e
CYP21A1P -382 ATTTTCTCTCTGAGACAAACATCATGCCAGTAAACTGGCCCACGGTGGGGTGGCAGAGGG -323
CYP21A2 -321 AGAGGGCCCAGGTGGGGGCGGACACTATTGCCTGCACAGTTGATGTGGAACCAGAARAGCT -262
CEEErrrrrr e rerrrrrrr e e et rrr e e e
CYP21A1P -322 AGAGGGCCCAGGTCGGGGCGGACACCCTTGCCTGCACGGGTGATGTGGAACCAGARAGCT -263
CYP21A2 -261 GACTCTGGATGCAGGAAAAAGGTCAGGGTTGCATTTCCCTTCCTTGCTTCTTGATGGGTG -202
Lrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrr e e et rrr e
CYP21A1P -262 GACTCTGGATGCAGGAAAAAGGTCAGGGTTGCATTTCCCTTCCTTGCTTCTCGATGGGTG -203
CYP21A2 -201 ATCAA-tttttttGAAATACGGACGTCCCAAGGCCAATGAGACTGGTGTCATTCCAGAAA -143
CETE Pt e e e e e e e e e e e e e e e
CYP21A1P -202 ATTAATTTTTTTTGAAATACGGACGTCCCAAGGCCAATGAGACTGGTGTCATTCCAGAAA -143
CYP21A2 -142 AGGGCCACTCTGTGGGCGGGTCGGTGGGAGGGTACCTGAAGGTGGGGTCAAGGGAGGCCC -83
Frerrerrrrrrrrer rerrrrrrrrrr re rrrr et e e e
CYP21A1P -142 AGGGCCACTCTGTGGGTGGGTCGGTGGGAAGGCACCTGAGGGTGGGGTCARGGGAGGCCC -83
CYP21A2 -82 CAAAACAGTCTACACAGCAGGAGGGATGGCTGGGGCTCTTGAGCTATAAGTGGCACCTCA -23
Crrrerrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e
CYP21A1P -82 CAAAACAGTCTACACAGCAGGAGGGATGGCTGGGGCTCTTGAGCTATAAGTGGCACCTCA -23
+1
CYP21A2 -22 GGGCCCTGACGGGCGTCTCGCC/Atg
CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrr
CYP21A1P -22 GGGCCCTGACGGGCGTCTTGCC/ATG
Sekil 5.5. CYP21A1P ve CYP21A2 Proksimal Promotoriine Ait DNA Dizisi Mukayesesi.

Farklanan bazlar kirmizi ile isaretlenmistir.

Uygulanan Fisher kesin ki-kare ve Pearson ki-kare istatistiki analizlerine gére promotor

degisimi ile calisma gruplari, hasta tanilari, total testosteron ve oligomenore arasinda

anlamli bir iliski belirlenmemistir.

Calismaya goniillii olarak katilan ve sikayeti olmayan izole androjen yliksekligi tanisi

alan 34 yasindaki bir bireyde homozigot promotdr degisimi belirlenmis olup, belirlenen
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degisimin mevcut literatiir dogrultusunda NKAH ile uyumludur. Hastanin klinik
bulgularinda sadece normal olarak degerlendirilen araliktan farkli olarak total
testosteron seviyesi 96 ng/dl (referans aralig1 11-80) olarak belirlenmestir. Bilindigi gibi
NKAH olan yetiskin kadinlarda hirsutizm, oligomenore veya amonera, alopesi ve
supfertilite gozlenebilir. Bu kliniklerin ortaya ¢ikmasinda oldukca fazla bireysel
farkliliklar mevcut olup, bazilarinda hirsutizm veya oligomenore olmaz iken rastlantisal
olarak tani alabilirler (453). Bireysel genetik (haplotip vb) ve ¢evresel faktorlerin farkli
fenotiplerin gelismesine neden olma ihtimali yiiksektir. Bizim bu vakamizda da klinik

bulgu olmamasina ragmen hasta rastlantisal olarak genetik agidan NKAH tanist almistir.

Tablo 5.1. Literatiirde Belirlenen CYP21A2 Genine Ait Degisimler ve Ozellikleri.

cDNA Protein Kalan Aktivite | Ekzon Kaynak
(%)

c. 3G>A (ATG>ATA) M1l 0 1 (561)

c. 1A>C (ATG>CTG) M1L 0 1 (562)

c. 1A>G (ATG>GTG) M1V 0 1 (562)

c. 43G>A (GCC>ACC) A15T Nd 1 (563)

¢. 56G>A (TGG>TAG) W19X Nd 1 (549)

c. 57G>A (TGG>TGA) W19X Nd 1 (564)
¢.65G>A (TGG>TAG) W22X Nd 1 (565)
¢.66G>A (TGG>TGA) W22X Nd 1 (566)
¢.89C>A (CCG>CAG) P30Q 0.2-0 1 (567)

¢. 89C>T (CCG>CTG ) P30L 60-30- 1.3 1 (568, 569)
¢.113A>T (CAC>CTC) H38L Nd 1 (570)

c. 134 C>T (CCC>CTC) P45L Normal 1 (557)
¢.140A>G (TAT>TGT) Y47C Nd 1 (562)
¢.160A>T (AAA>STAA) K54X Nd 1 (571)
€.166G>A (GGG>AGG) G56R 0.7-1.4 1 (572)
¢.175T>A (TAC>AAC) Y59N Nd 1 (562)
¢.185A>T (CAC>CTC) H62L 44.5-20.7 1 (542, 572)
¢.191G>A (GGG>GAG) G64E 0 2 (573)
¢.220A>T (AAG>TAG) K74X Nd 2 (574)
¢.230T>C (ATT>ACT) 1777 35 2 (575)
€.268G>T (GGC>GTC) Gaov 0 2 (574, 576)
€.291C>A (TAC>TAA) Y97X Nd 2 (577)
¢.305 G>A (AGG>AAG) R102K Normal 3 (401)
¢.314C>T (CCG>CTG) P105L 10-7 3 (543)
€.320T>G (CTG>CGG) L107R 0.4-0.3 3 (572)
¢.356A>G (CAC>CGC) H119R 31,6-315 3 (540, 578)
¢.361A>C (AAG>CAG) K121Q 14-19.5 3 (579)

¢. 365 T>C (CTC>CCC) L122P 0 3 (580)
¢.371G>A (CGC>CAC) R124H Nd 3 (561)
€.394C>T (CGT>TGT) R132C 35.4-15.5 3 (581, 582)
c. 418 G>A (GAG>AAG) E140K 11.3 3 (557)
¢.425T>C (CTG>CCG) L142P 0.4 3 (572)
¢.445C>T (CGC>TGC) R149C 35.8-47.3 4 (581, 582)
c. 449 T>G (ATG>AGG) M150R >5 4 (580)

c. 475 G>A (GCC>ACC) AL159T normal 4 (557)

c. 481G>T(GAG>TAG) E161X 0 4 (580)
¢.497T>C (CTC>CCC) L166P 0.3-0.4 4 (583)
¢.500T>C (CTC>CCC) L167P 0.7-0.4 4 (584)
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¢.503C>A (ACC>AAC) T168N Nd 4 (585)
¢.505T>C (TGC>CGC) C169R 0.1-0 4 (586)
¢.507C>A (TGC>TGA) C169X Nd 4 (585)
¢.512T>A (ATC>AAC) 1171N 0.7-0.6 4 (587)
¢.515T>A (ATC>AAC) 1172N >2 4 (550)
¢.532G>A (GGA>AGA) G178R 0.4-0 4 (586)
¢.533G>C (GGA>GCA) G178A 19-0 4 (576)
¢.549C>G (GAC>GAG) D183E Normal 5 (401)
c. 581T>A (ATC>AAC) 1194N 33.2-46.7 5 (578, 588,
589)
¢.631G>C (GTG>CTG) V211L Nd 5 (409)
c. 631 G>A (GTG>ATG) V211M Normal 5 (557)
¢.670C>T (CGG>TGG) R224W 52-45.6 6 (588)
€.682C>T (CAG>TAG) Q228X Nd 6 (590)
€.689T>C (ATA>ACA) 1230T 63.1-70.6 6 (584)
c.698G>A (AGG>AAG) R233K 15-8.1 6 (584)
c.697A>G (AGG-GGG) R233G 8-2 6 (541, 569)
¢.707 T>A (ATC>AAC) 1236N 1-2.4 6 (591)
c.710 T>A (GTG>GAG) V237E 0-0.1 6 (591)
€.716 T>A (ATG>AAG) M239K 95-98 6 (591)
€.782T>C (CTC>CCC) L261P Nd 7 (592)
c.784C>T (CAA>STAA) Q262X Nd 7 (573)
€.794C>T (GCG>GTG) A265V 92-100 7 (593)
€.795 G>A (GCG>ACG) A265S Normal 7 (569)
€.793G>C (AGC>ACC) S268T Normal 7 (401)
¢.841G>T (GTG>TTG) V281L 50-20 7 (409)
€.842T>G (GTG>GGG) V281G 3.9 7 (403)
€.841G>C (GTG>CTG) V281L 30-50 7 (550)
¢.847A>G (ATG>GTG) M283V 16.2-19 7 (581, 582)
c.847A>T (ATG>TTG) M283L Nd 7 (542)
¢.871G>A (GGT>AGT) G291S 0.8 7 (594, 595)
€.871G>C (GGT>CGT) G291R Nd 7 (596)
c.871G>T (GGT>TGT) G291C 0 7 (576)
¢.875G>A (GGC>GAC) G292D 0.5-0.7 7 (584)
¢.884 C>A (ACC>AAC) T295N Nd 7 (541)
¢.898C>T (CTC>TTC) L300F 95-4.4 7 (403)
€.902C>A (TCC>TAC) S301Y Nd 7 (596)
€.904T>C (TGG>CGG) W302R 0.1-0 7 (586)
€.905G>C (TGG>TCG) W302S 3 7 (593, 597)
€.906G>A (TGG>TGA) W302X Nd 7 (598)
¢.910G>A (GTG>ATG) V304M 46-26 7 (599)
€.943C>T (CAG>TAG) Q315X Nd 8 (600)
€.946C>T (CGA>TGA) R316X Nd 8 (601)
¢.949C>A (CTG>ATG) L317M Nd 8 (602)
€.949C>G (CTG>GTG) L317V Nd 8 (603)
€.952C>T (CAG>TAG) Q318X Nd 8 (546)
€.959G>A (GAG>AAG) E320K 4.6 8 (584)
€.965A>G (GAC>GGC) D322G 18-27 8 (593, 597)
¢.1008C>G (TAC>TAG) Y336X Nd 8 (604)
¢.1016G>A (CGT>CAT) R339H Nd 8 (545)
¢.1022G>C (CGG>CCG) R341P 0.7 8 (605)
¢.1021C>T (CGG>TGG) R341W 5-4 8 (569, 606)
¢.1051G>A (GAG>AAG) E351K 1.1-1.2 8 (607)
¢.1058T>G (CTG>CGG) L353R Nd 8 (608)
¢.1061G>A (CGC>CAC) R354H 0 8 (574)
¢.1060C>T (CGC>TGC) R354C Nd 8 (403)
c.1067G>A (CGG>CAG) R356Q 0.65-1.1 8 (606)
¢.1067G>C (CGG>CCG) R356P 0.15-0.15 8 (606)
¢.1066C>T (CGG>TGG) R356W 0 8 (609)
¢.1185C>T (GCC>GTC) A362V 0 8 (573)
c. 1088T>G (TTG>TGG) L363W Nd 8 (610)
.1093C>T (CAC>TAC) H365Y Nd 8 (611)
¢.1096 C>T (CGC>TGC) R366C 38-27 8 (541, 569)
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¢.1105C>T (CGG>TGG) R369W 45.8-48.5 8 (584)
¢.1123G>A (GGC>AGC) G375S <1 9 (599)
c.1128C>A (TAC>TAA) Y376X Nd 9 (596)
€.1140G>C (GAG>GAC) E380D 30 9 (612)
€.1157C>G (CCG>CGQG) P386R Nd 9 (585)
¢.1161C>G (AAC>AAG) N387K Nd 9 (613)
¢. 1163 T>G (CTC>CGC) L388R 11 9 (557)
¢.1171G>A (GCC>ACC) A391T 38-23 9 (541)
€.1211T>C (TTC>TCC) F404S Nd 9 (614)
c. 1214G>A (TGG>TAG) W405X Nd 9 (615)
€.1219G>A (GAT>AAT) D407N 72.7-73.6 10 (578)
€.1223 G>A (CGC>CAC) R408H Nd 10 (616)
€.1223 G>T (CGC>CTC) R408L Nd 10 (617)
c. 1222C>T (CGC>TGC) R408C 1.3-0.6 10 (618)
¢.1270G>A (GGT>AGT) G424S 1.6-2 10 (584, 619)
¢.1277G>A (CGC>CAC) R426H 0.4-0.6 10 (586)
€.1277 G>C (CGC>CCQC) R426P Nd 10 (616)
€.1276C>T (CGC>TGC) R426C 0-0 10 (586)
¢.1291G>A (GAG>AAQG) E431K 2.1-5.6 10 (581, 582,
620)
€.1295C>T (CCG>CTG) P432L Nd 10 (621)
€.1301C>T (GCG>GTG) A434V 14-12 10 (575)
€.1303C>T (CGC>TGC) R435C Nd 10 (602)
€.1330C>T (CGA>TGA) R444X Nd 10 (597)
¢.1337T>C (CTG>CCGQG) L446P 0.5-0.0 10 (622)
¢.1348A>C (ACG>CCG) T450P Nd 10 (614)
¢.1357C>T (CCC>TCC) P453S 50-68/20-46 10 (545)
¢.1376C>A (CCC>CAC) P459H Nd 10 (623)
¢.1375C>T (CCC>TCC) P459S Nd 10 (585)
€.1388C>T(CCC>CTC) P463L 2.6-3.0 10 (597)
€.1419 G>T (ATG>ATT) M473I 85-66 10 (541, 569)
c. 1436G>T (CGG>CTG) R479L 76-80 10 (583, 611)
¢.1442A>C (CAG>CCQG) Q481P Nd 10 (624)
€.1441 C>T (CAG>TAG) Q481X 0 10 (580)
c. 1444C>T (CCC>TCC) P482S 61-54 10 (569, 625)
€.1448G>A (CGG>CAG) R483Q 1.1-3.8 10 (596)
€.1448G>C (CGG>CCQG) R483P 1.0-2.2 10 (594, 615)
€.1447C>T (CGG>TGG) R483W Nd 10 (549)
c.1478G>A (AAC>AGC) N493S Normal 10 (401)
Intronik Degisimler
IVS1as-2 A-G (565)
IVS2 ds +1 G-A (601)
IVSds +5 G-A (626)
1VS2 as -13 C-G (550)
1IVS2 as -2 A-G (618)
IVS5 as -2 A>G (582)
IVS7 ds +1 G-C (595)
IVS7 ds +2 T-G (627)
VS8 ds +1 G-A (616)
1IVS9as -9 C-A (628)
IVS9 as -1 G-A (616)
Baz Kaybi ve Kazanimi Degisimleri

¢.16_25delCTGCTGCTGC L48X 1 (614)
c.81 _93delCACCTCCCGCCTC H28Fs 1 (629)
€.126_127delC P42fs 1 (611)
¢.141delT L48fs 1 (630)
€.329_336delGAGACTAC G110fs 3 (631)
¢.549delC D183fs 5 (596)
¢.587_589delAGG E196del 6-23 5 (594)
€.737delA E246Fs 6 (632)
€.988_997delTCCAGCTCCC S330Fs 8 (601)
€.1272_1276delTGCCC G424fs 10 (616)
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€.1378_1395delTCGCTGCAGC | S460_P465del 10 (564)
CCCTGCCC
€.1409_1410delGG G470fs 10 (581)
€.27_28insCTG 9-10insL Normal 1 (401)
c.64_65insT W22fs 1 (633)
€.82_83insC H28Fs 1 (634)
c.478_479insA 1160fs 3 (635)
€.636_637insT P213fs 5 (561)
.680_681insA K227K, Q228fs 6 (636)
€.920_921insT L307fs 7 (631)
962_963insA 161X e neden oluyor 3
€.508-509insA S170fs 4 (618)
€.135_136insC 146fs 1 (597)
€.201_209dupTGTGGTGGT 61_70 dup 1 (637)
€.1417_1437duplATGCAGCCT | M473_R479dup 10 (597)
TTCCAAGTGCGG
€.1175_1190dupCCTGGATGA V397Fs 9 (601)
GACGGTC
€.787_788insC Q262fs 7 (616)
TGCdelTGinsA C169fs 4 (638)
c.1447_1448delGGinsC R483fs 10 (595)
Gen Kaybi ve Yalanc1 Gen Kaynakh Degisimler
30 kb delesyon CYP21A1P’nin 3' ucu, (639)
C4B ve CYP21A2’nin &'
ucunun
CYP21A1P/CYP21A2 hibritgen | (CYP21A1P’nin promotor (552)
ve p.P30L
degisimi/CYP21A2’nin
intron 2’den sonraki
kisimlar1)
delesyon CYP21A2-C4B’nin (617)
tamami
delesyon CYP21A2 ekzon 1-6 ve (617)
C4B’nin tamami
delesyon CYP21A2’nin tamami (640)
delesyon CYP21A2’nin tamami ve (641)
TNXA/XA hibrdi geni
€.62_172duplllbp p.21_57dup37aa 1 (592)
Gen kazanimi(dublikasyon) CYP21A2 ve C4B’nin (640)
tamami
CYP21A1P ile CYP21A geninin | Intron 2 bitisme noktas Ekzon 1-intron 2 (602)
5’ ucu gen
konversiyonu
515T>A; 707T>A; 710T>A; 1172N; 1236N; V237E; Ekzonl-7 gen (642)
716T>A; 841G>T; 920 _921insT M239K; V281L; L307fs konversiyonu
707T>A; 710T>A; 716 T>A 1236N; V237E; M239K Ekzon 6 gen (631)
konversiyonu
-126C>T; -113G>A;-110T>C; - Promotor , ekzon 3’de 8bp | Promotor ve (631, 643)

103A>G; 89C>T;
328_335delGAGACTAC; exact
extension not defined

delesyona kadar uzanan
CYP21A2’nin 5’ ucu gen
conversiyonu

ekzon 3
baslangi¢ kismi
gen
konversiyonu
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-126C>T; -113G>A;-110T>C; CYP21A1P ile CYP21A2 Promotor (631)
-103A>G; 89C>T; Promotor ve ekzon 1-7 +ekzon 1-7
328_335delGAGACTAC; aras1 uzanan biiyiik gen
515T>A; 707T>A; 710T>A; konversiyonu
716T>A; 841G>T; 920_921insT
707T>A; 710T>A; 716 T>A; 1236N; V237E; M239K; Ekzon 6-7 (644)
841G>T V281L
920_921insT; 952C>T L307fs; Q318X Ekzon 7-8 (644)
952C>T; 1066C>T Q318X; R356W Ekzon 8 (644)
515T>A; 707T>A; 710T>A,; 1172N; 1236N; V237E; Ekzon 4-8 gen (645)
716T>A; 841G>T; 920_921insT; | M239K; VV281L; L307fs; konversiyonu
952C>T; 1066C>T Q318X; R356W
-126C>T; -113G>A; Promotor conversion; Promotor-ekzon (552)
-110T>C; -103A>G; 89C>T P30L 1gen

konversiyonu
-126C>T; -113G>A,; Promotor conversion; (563)
-110T>C; -103A>G; 89C>T P30L; 12 splice
-126C>T; -113G>A,; Promotor conversion; (563)
-110T>C; -103A>G; 89C>T A15T, P30L
T707T>A; 710T>A; 716 T>A; 12 splice; 1236N; V237E; (563)
841G>T; 952C>T M239K; V281L; Q318X
841G>T,; 920_921insT; 952C>T; | V281L; L307fs; Q318X; (646)
1066C>T R356W
T07T>A; 710T>A; 716 T>A; 1236N; V237E ; M239K; (549)
841G>T; 920 _921insT; 952C>T; | V281L; L307fs; Q318;
1066C>T R356W
-126C>T; -113G>A;-110T>C; - promotor %20 gen | (647)
103A>G ifadesi
—447 A > G, —443InsA, Promotor+Q318X 1-2 (648)
-306G > C, —295T > C,
—294 A>C,-283 A>G,
—281T > G, -210T > C,
-199C>T,-196 A>T,
-126C>T,-113G > A,
-110T>C,-103 A > G,
—4C > T ve Q318X
-126C>T promotor %52 gen | (560)

ifadesi

707T>A; 710T>A; 716 T>A; 1236N; V237E; M239K; Ekzon 6 gen (626)
1330C>T R444X konversiyonu+R

444X

5.2.2. CYP11B1 Geninde Belirlenen Degisimler

69 nokta degisimi, 13 alternatif kesim bolgesi, 2 diizenleyici bolge (promotor), 7 kiiciik
gen bolgesi kayiplari, 10 kiigiik gen parga ilaveleri, 5 fakli kismi/tam ve 5 farkh
kompleks degisimlerin varligt HGMD sitesinde bildirilmektedir (537) (Tablo 5.2).

Bu calismada, biz CYP11B1 geni iizerinde sessiz, alternatif kesim bdlgesi ve yanlis
anlamli olmak tizere 18 farkli degisim belirlenmis olup, bunlarin 10 tanesi sessiz, 7

tanesi yanlis anlamli ve 1 tanesi alternatif kesim bolgesi degisimleridir (Tablo 4.4).
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Bu calismada, tanilarindan bagimsiz olarak calismaya katilan 392 goniillide 60
heterozigotluk tesbit edilmis olup, CYP11B1 genine ait Tiirk kadin popiilasyonunda
belirlenen patolojik allel tasiyicilik (heterozigotluk) sikligi %15.3 olarak belirlenmistir.
Sikligin bu denli yliksek olmasmin nedenleri arasinda yiiksek akraba evliligine ilave
olarak (538), yiiksek homoloji sergiledigi CYP11B2 geni ile arasinda meydana gelen

mikro ya da makro gen konversiyonlar1 neden gosterilebilir.

p.R43Q ve p.A386V degisimleri en fazla belirlenen degisim olmuslardir (detaylar igin
boliim 5.2.2.2°1 bakiniz).

5.2.2.1. Yanhs Anlamh Degisimler

p.R43Q CYP11B1 geninin 1. ekzonunda lokalize olup, 43. kodonun c.128’inci bazinda
meydana gelen CGG>CAG kaynaklidir. Meydana gelen degisim CYP11B1’e 6zgii olan
kodonun CYP11B2’ye 6zgii olan kodon ile degisimi ile sonuglanmaktadir. A heliks
lizerinde yer alan (649) bazik olan arjininin, glutamin ile yer degistirmesi yiik
degisimine neden olabilir. Diger taraftan protein stabilitesi i¢in 6nemli olan diger
negatif yliklii olan amino asitler ile tuz kopriisii kuran arjininin glutamin ile degisimi
protein stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilir ve dolayisi ile meydana gelen degisim
CYP11B1 geni iizerinde kismi aktivite kaybina neden olabilir, zira bu durum yapilan in
vitro c¢alismalar ile de desteklenmistir. p.R43Q degisimine sahipa allelin %30-50
aktivite gosterdigi belirlenmistir (650). Diger taraftan 43. amino asit bolgesine en yakin
bolge olan p.P42S degisiminin homozigot formunun NKAH’a neden olugu
belirlenmistir (482).

p.D63H ¢.187G>C GAC>CAC degisimi 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir.
Degisim CYP11B1 proteini iizerinde B1-1 heliks yer almaktadir. Asitik olan aspartik
asitin, bazik olan histidine doniisimii ile degisen yiik proteinin 3 boyutlu yapisinin
olusumu iizerinde negatif etkiye neden olabilir. Diger taraftan aym1 kodon {izerinde
CYP11B2 ve farkli canlilarin CYP11B1 proteini lizerinde H varlig1 bu bélgede meydana
gelen H degisiminin tolere edilebilecegi olasiligimi giiglendirmektedir (Sekil 5.6). Bu
degisim yaygin olarak kabul edilen substrat tanima bdlgeleri iizerinde yer almamasida
bu olasiligr giiclendirmektedir (651). Esey hiicrelerinde rastlanmayip bilindigi kadart ile
sadece meme kanseri hiicrelerinde belirlenen somatik bir degisim olmasi nedeni ile

KAH iizerine olan patolojik etkisi bilinmemektedir.
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CYP11B1-insan - -MALRAKAEVCMAVPWLSLQRAQALGTRAARVPRT-VLPFEAMPRRPGNRWLRLLQIWREQGYED|LHLEVHQTFQELGP

CYP11B1-Fare MTMALRVTTDVWLARPWQCLHRTRALGTTATLAPKT - LQPFEATIPQYSRNKWLKMIQILREQGQENILHLEMHQVFRELGP
CYP11B1-Sigan  --MALRVTADVWLARPWQCLHRTRALGTTAKVAPKT - LKPFEATIPQYSRNKWLKMIQILREQGQENILHLEMHQAFQELGP
CYP11B1-Sigir --MALWAKARVRMAGPWLSLHEARLLGTRGAAAPKA-VLPFEAMPRCPGNKWMRMLQIWKEQSSENMHLDMHQTFQELGP

77
77
77
78
79
77
77

Sekil 5.6. Farkl Tiirlerde CYP11B1 Proteinine Ait Dizilerin Karsilastirmasi. p.D63H noktasi
dikddrtgen icerisine alinarak vurgulanmigtir.
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Sekil 5.7. CYP11B1 ve CYP11B2 Arasindaki Amino Asit Degsimlerinin Dagilimi. Amino asit
degisimleri 3 boyutlu, CYP11B2 proteini ribbon modeli iizerinde siyah noktalar halinde
belirtilmigtir. 386. amino asit de CYP11B1 ve CYP11B2 arasinda farklilik gostermesine ragmen

sekil iizerinde yer verilmemigtir.

Kaynak: Lisurek and Bernhardt, 2004:215 (652).

p.G87A CYP11B1 geninin 2. ekzonunun c.260’mnc1 bazinin 87. Kodonunda yer alan

GGC>GCC degisimi 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Glisin yan zincir ihtiva

etmedigi i¢in polar ya da hidrofobik gibi gruplara dahil edelimemekte, fakat proteinlerin

yiizeyinde genellikle protein kivrim bolgeleri (loop) tizerinde bulunmakta ve bulundugu

bolgelere esneklik saglamaktadir, diger taraftan glisin ve alanin amino asitlerinin
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birbirlerine yakin olmasindan dolay1 tam bir aktivite kayb1 yerine azalan aktivite kaybi
olasidir ve bu degisim yaygin olarak kabul edilen substrat tanima bolgeleri lizerinde yer

almamaktadir (651).

CYP11B1_insan 78 IFRYDLGGAGMVCVMLPEDVEKLQQVDSLHPHRMSLEPWVAYRQHRGHKCGVFLLNGPEWRFNRLRLNPEVLSPNAVQRF 157
CYP11B2_insan 78 IFRYNLGGPRMVCVMLPEDVEKLQQVDSLHPCRMILEPWVAYRQHRGHKCGVFLLNGPEWRFNRLRLNPDVLSPKAVQRF 157
CYP11B1_Maymun 78 IFRYDLGGAGMVCVMLPEDVEKLQQVDSLNPRRMSLEPWVAYRQHRGHKCGVFLLNGPEWRFNRLRLNPDVLSPRAVQRF 157
CYP11B1_Domuz 79 IFRCDVGSTRIVAVMLPEDCARLHQAESPYPHRMHLEPWMAYREHRRQNLGVFLLNGPEWLSNRRWLNPNVLSPKAVQNL 158
CYP11B1 _Fare 80 IFRHSVGKTQIVFVTLPEDVEKLYQVESTHPCRMPLESWIVHRELRGLGRGVFLLNGPEWYFNRLQLNPNVLSPKAVQKF 159
CYP11B1 Sigcan 78 IFRHSAGGAQIVSVMLPEDAEKLHQVESILPHRMPLEPWVAHRELRGLRRGVFLLNGADWRFNRLQLNPNMLSPKAIQSF 157
CYP11B1_Sigir 78 IFRYDVGGRHMVFVMLPEDVERLQQADSHHPQRMILEPWLAYRQARGHKCGVFLLNGPQWRLDRLRLNPDVLSLPALQKY 157

Sekil 5.8. Farkli Tiirlerde CYP11B1 Proteinine Ait Dizilerin Karsilastirmasi. p.G87A4 noktast
dikddrtgen icerisine alinarak vurgulanmigtir.

Tarafimizdan ilk kez belirlendigi igin literatiir bilgisi mevcut degildir fakat, p.G87A
degisimine en yakin belirlenen A-B baglanma bdlgesinde yer alan (A-B connecting
region) p.M88I degisiminin yapilan in vitro ¢alismada NKAH ile iliskili olarak
belirlenmistir (653). Diger taraftan filogenetik olarak 87. amino asitin farkli tiirlerde
farklilik gostermesi (Sekil 5.8) en yakin iki tiir olan maymun ve insanda (Sekil 5.9) ise

ayni amino asiti ihtiva etmesi bu bdlgenin korunakli olmadigin1 gostermektedir.

*Domuz

*Fare

= Sican

* SiZIr

* CYP11B2_insan

<insan

* Maymun

Sekil 5.9. Bazi Tiirlerin CYP11B1 Proteini Acisindan Yakinliklarini Gostermek Amact Ile
Olusturulan Filogenetik Agag. Filogenetik agacin olusturulmasinda tiirlere ait protein dizileri
kullanmilmistir.
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Sekil 5.10. CYP11B1 (siyah) ve CYP11B2 (gri) Proteinlerine Ait Homoloji Model Ribbon
Yapusi. Protein tlizerindeki Helix ler biiyiik harf'ile etiketlenmistir.

Kaynak: Lisurek and Bernhardt, 2004:215 (652).

p.V188l CYP11B1 geninin 3. ekzonunun ¢.562’inci bazinin 188. kodonunda yer alan
GTC> ATC, degisimi 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Degisim protein
tizerinde E’ heliks’de yer almaktadir (Sekil 5.10). Valin ve izoldsin amino asitlerini
hidrofobik gruba ait olup, benzerlik ihtiva etmeleri ve Rattus norvegicus (Sigan) a ait
CYP11B1 proteini lizerinde ayni kodonda izoldsinin varligi bu bdlgenin konservatif
olmadigint ve enzim aktivitesini tamamen elimine edecek bir etkiye sahip olmadigi
olasiligin1 gostermektedir (Sekil 5.11). Bu degisim tarafimizdan ilk defa belirlendigi
icin literatiir bilgisi mevcut olmamakla birlikle, en yakin kodon degisimi p.L186V olup
yapilan in vitro ¢alismada bu bolgede olduk¢a benzer iki amino asit olan 16sin ve valin
arasinda meydana gelen amino asit degisimi 11-deoksikortizoliin kortizole olan
donilistimiinii normal proteine gore arttirirken DOC’un korkikosterona olan etkisi
tizerine olumlu etkisi s6z konusu degildir. Bu etkinin nasil meydana geldigi

bilinmemektedir (650).
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CYP11B1_insan 158 LPMVDAVARDFSQALKKKVLQNARGSLTL PSIFHYTIEASNLALFGERLGLVGHSPSSASLNFLHALEVMFKSTVQL 237
CYP11B2_insan 158 LPMVDAVARDFSQALKKKVLQNARGSLTL PSIFHYTIEASNLALFGERLGLVGHSPSSASLNFLHALEVMFKSTVQL 237
CYP11B1_Maymun 158 |LPMVDAVARDFSQALRKKVLQNARGSLTL PSIFHYTIEASNLALFGERLGLVGHSPSSASLSFLHALEVMFKSTVQL 237
CYP11B1_Domuz 159 LPMVDTVARDFSEALKQKVLQSAQGSLTM PDIHKYTVEVSNFALFGERLGLFGCNPSSQSLKFIHALEAVFKTTTQL 238

CYP11B1_Fare 160 VPLVDGIARDFVDNLKKKMLESVHGSFSMDIFQSSVFNYTIEASHFVLFGERLGLIGRDLSPDSLKFLHTLHSMFKTTTQL 239
CYP11B1_Sigan 158 VPFVDVVARDFVENLKKRMLENVHGSMSINIQSNMFNYTMEASHFVISGERLGLTGHDLKPESVTFTHALHSMFKSTTQL 237
CYP11B1_Sigir 158 TPLVDGVARDFSQTLKARVLQNARGSLTLGHRAQLFRYTIEASTLVLYGERLGLLTQQPNPDSLNFIHALEAMLKSTVQL 237

Sekil 5.11. Farkl: Tiirlerde CYP11B1 Proteinine Ait Dizilerin Karsilastirmasi. p.VI88I noktast
dikdortgen igerisine alinarak vurgulanmigtir.

Diger taraftan meydana gelen amino asit degisimlerinin sahip olduklar1 fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerin yani sira protein iizerinde meydana geldikleri noktalara ve
proteinin Onemli fonksiyonel bolgelerine olan mesafe ve konumlarida protein

fonksiyonu iizerine olan etkisini belirleyen faktorler arasindadir (650).

p.R246H CYP11B1 geninin 4. ekzonunun c.737’inci bazinin 246. kodonunda yer alan
CGC>CAC, degisimi 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Degisim rs148066255
olan kimlik numarasi ile NCBI dbSNP veri tabanlarinda yer almasina ragmen patolojik
olup olmadigina dair bir veriye rastlanmamistir. Bazik olan arjininin yine bazik olan
histidin ile yer degistirmesine ragmen iki amino asit arasindaki diisiik benzerlik enzim
fonksiyonu iizerine olsumsuz etkiye neden olabilir. 246. kodonun CYPIIBI ve
CYP11B2 proteinleri iizerinde ve farkli tiirlerde oldukca konservatif amino asit bu
noktanin Onemli olabilecegini olasiligin1 gii¢lendirmesine ragmen (Sekil 5.12),
homozigot olarak belirlenmemis olmasi bu degisimin patolojik olma olasilig iizerine

yorum yapmamizi engelleyen diger bir faktor olmaktadir.

CYP11B1-Insan 238 MFMPRSLYRWTSPKVWKEHFEAWDCIFQYGDNCIQKIYQELAFSRPQQYTSIVAELLLNAELSPDAIKANSMELTAGSVD 317
CYP11B2-insan 238 MFMPRSLYRWISPKVWKEHFEAWDCIFQYGDNCIQKIYQELAFNRPQHYTGIVAELLLKAELSLEATKANSMELTAGSVD 317
CYP11B1-Maymun 238 MFMPRSLYRIWTSPKVWKEHFEAWDCIFQYGDNCIQKIYQELALSRPQQYTSIVAELLLNAELSPDAIKANSMELTAGSVD 317
CYP11B1-Domuz 239 MFLPRSLYRWMRSQAWKEHFEAWDYISEYAENRIQKKYEELARGC -SQYNSIVANLMLQGNLPLRAMKANIMDLVAGSVD 317
CYP11B1-Fare 240 LYLPRSLTRWTSTRVWKENLESWDFISEYVTKCIKNVYRELAEGRPQSWS-VTAELVAERTLSMDAIQANSMELIAGSTD 318
CYP11B1-Sican 238 MFLPKSLTRWTSTRVWKEHFDSWDIISEYVTKCIKNVYRELAEGRQQSWS -VISEMVAQSTLSMDATHANSMELIAGSVD 316
CYP11B1-Sigir 238 MFVPRRLSRWMSTNMWREHFEAWDYIFQYANRAIQRIYQELALGHPWHYSGIVAELLMRADMTLDTIKANTIDLTAGSVD 317

Sekil 5.12. Farklr Tiirlerde CYP11B1 Proteinine Ait Dizilerin Karsilastirmasi. p.R246H noktast
dikdortgen icerisine alinarak vurgulanmustir.
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p.N335D, CYP11B1 geninin 4. ekzonunun c.1003’lincii bazinin 335. kodonunda yer
alan AAC>GAC degisimi 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Asparajinin
asparatik asite doniisiimii var oldugu pozisyona negatif yiikk getirmektedir. CYP11B2
proteinin 335. kodonunda D varligi, bu degisimin CYP11B2 kaynakli olabilecegi
olasiligimmi arttirmaktadir. Diger taraftan CYP21A2 geninden farkli olarak CYP11B1
geninin yiliksek homoloji gosteren CYP11B2 geni ile olan kii¢iik veya biiylik parca
degisimlerinin enzim fonksiyonunu yok etme yerine fonksiyonu iizerinde azalan ya da
farkli fonksiyon kazanimlarina neden olma olasiligit CYP21A1P geni gibi fonksiyonel
olmayan yalanct gen olmayip, CYP11B2 proteininde aktif protein olmasindan dolay1
daha yiiksek olasiliga sahiptir (654). CYP11B1 ve CYP11B2 genleri iizerinde fonksiyon
farklanmasina neden olan amino asit bolgelerinin in vitro olarak arastirildigi ¢alismada
320 ve 335. kodonlarda yapilan CYP11B2’ye 6zgii sirast ile A ve D amino asitlerin,
sirast ile V ve N olarak CYP11B1 proteinine aktarilmasi ile, %20 oraninda CYP11B2
proteinine ait olan 18-oksidaz fonksiyonu gosterdigi belirlenmistir (655). Dolayisi ile
artan CYP11B2 aktivitesinden stiphelenilen klinik durumlarda sadece CYP11B2 genine

ilave olarak CYP11B1 geni iizerinde de degisim aranmasi gerekli olabilir.

p.A386V, CYP11B1 geninin 7. ekzonunun c.1157’inci bazinin 386. kodonunda yer
alan GCG>GTG degisimi 2 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. p.A386V’de
p.R43Q, p.D63H ve p.N335D gibi CYP11B2 kaynaklidir. Bu degisim bazi kaynaklarda
normalin varyanti olarak saglikli bireylerde belirlenmis olmasina (654) ragmen bazi
yayinlarda patolojik olarak (653) belirtilmistir. /n vitro calisma mevcut olmamakla
birlikte, CYP11B2 geni iizerinde belirlenen V386A degisimi ile yapilan ¢alismada
enzimatik fonksiyonu {izerine hafif olumsuz etkisinin oldugu fakat bu etkinin patolojik
olabilmesi (CMO 1I (kortikosteron metiloksidaz tip II) eksikligine neden olmasi) i¢in
farkli degisimler ile kombine halde bulunmasi gerektigi yoniindedir (656, 657), zira
belirlenen homozigot degisim klinik ve biyokimyasal olarak normal olan bireylerde ve
Fransiz popiilasyonunda normalin varyanti olarak yaygmn olarak bulundugu
belirlenmistir (658). Farkli bir ¢alismada p.V386A degisiminin, normal hamilelik
geciren grupta (n:24) bulunmaz iken preeklemsia geciren grupta (n:42), 7 bireyde (%17)
belirlenmesi (659) bu degisimlerin farkli patolojilere neden olabilecegi ya da tahmin

edildigi kadar masum olamayacag1 hipotezini gliglendirmektedir.
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5.2.2.2 Kombine Degisimler

Bizim yaptigimiz ¢alismada CYP11B2 kaynakli p.R43Q ve p.A386V degisimleri (650)
kombine olarak 43 bireyde heterozigot, 1 bireyde homozigot ve 2 bireyde p.R374R
degisimi ile kombine halde heterozigot olarak bulunmasi bu degisimin Tirk kadin
popiilasyonunda olduk¢a yaygin oldugunu gostermesinin yant sira CYP11B1 ve
CYP11B2 genleri arasinda meydana gelen gen konversiyonu sikligini sadece p.R43Q ve
p.A386V kombine degisimleri dahil edildiginde %11.5 iken, CYP11B2 kaynakli diger
tekli degisimler olan p.D63H, p.A386V ve p.N335D’nin ilavesi ile %12.5%e
yiikselmekte ve toplumda heterozigot tasiyicilik oraninin ve/veya (akraba evliligi ya da
siklig1 fazla olan gen konversiyonu kaynakli) dolayisi ile sonraki kusaklarda kompound
heterozigot ya da homozigot degisim oraninin artmasina zemin olusturma kapasitesine
sahiptir. Diger taraftan, yiiksek tastyicilik oranina ragmen dikkat ¢ekici bir nokta bizim
yaptigimiz bu ¢aligmada homozigot p.R43Q ve p.A386V degisimine sadece bir bireyde

rastlanmis olmasidir.

Tiirk pouplasyonda yapilan ¢alismada PKOS grubuna uygulanan ACTH sitiimiilasyon
testi sonucuna gore, PKOS tanis1 alan grupta 110H eksikligi sikligi 210H eksikliginden
fazla belirlenmistir (508). Bunun nedeni gen konversiyonu sonucu meydana gelen
kombine heterozigotluk olabilir, fakat bu c¢alismada bu grup goniillillere ACTH testi
yapilamadigi i¢in kesin veri sunulamamaktadir. Diger taraftan belirlenen p.R43Q ve
p-A386V kombine degisimi ile hasta gruplari (hirsutizm ve goniillii) i¢in ugulana Fisher
Kesin Ki-kare istatistiki analizine ve alt gruplart (IHA, IH, PKOS vb) arasinda

uygulanan Pearson Ki-kare istatistiki analizine gore 6nemli bir fark belirlenmemistir.

Caligmaya goniillii olarak katilan ve sikayeti olmayan 24 yasindaki bir bireyin klinik
bulgulari, total testosteron 112ng/dl (referans araligi 11-80), androstenedion 2.94ng/ml
(referans araligi 0.1-3.08), DHEAS 3116 ng/ml (referans araligi 1330-4410), SHBG 28
nmol/L (referans araligi 32-100), USG polikistik, FGS 6 ve adet diizensizligi sikayeti
olmayan, ve rastlantisal olarak CYP11B1 geninin molekiiler analizi sonucu belirlenen

homozigot p.R43Q ve p.A386V degisimleri ile NKAH tanis1 almistir.
5.2.2.3. Sessiz Degisimler

Taranan 392 bireyde 11 farkli sessiz degisim CYP11B1 geni iizerinde belirlenmis olup,

ekzon 1, 2, 3, 5 ve 6. ekzonlar tizerinde lokalizedir.
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p.R374R CYP11B1 geni iizerinde 374. kodonun CGG>AGG, c.1120’inci bazinda
meydana gelen C>A degisimi 6. ekzonun son ikinci bazinda yer almasindan dolay1
alternatif kesim bolgesine olasi1 etkisinin olabilecegi ihtimali diisliniilmistiir. Diger
taraftan yapilan veri tabanlar1 taramalarinda NCBI tarafindan bu degisim rs61752786
kimlik numarasi ile daha 6nce tanimlanmis olup, patolojik olmasinin ihtimalinin yani

sira normalin varyanti olarak da iki farkli klinik veri ile tanimlanmustir.

Bu calismada belirlenen diger sessiz degisimler p.L16L (CTG >TTG), p.G46G
(GGC>GGT), p.L75L (CTA>CTG), p.Y8LY (TAC>TAT), p.D82D (GAC> GAT),
p.R143R (CGG>CGA), p.Y275Y (TAT>TAC), p.A291A (GCG>CGA), p.L362L
(CTG>CTC), p.R366R (CGT>CGG) degisimleri olup ekzon 4, 7, 8 ve 9. ekzonlar
izerinde sessiz degisim belirlenmemistir. A>G, C>T, C>T, C>T, G>A, G>A, T>C
degsimleri transition olup, A>T, G>C, T>G degisimleri transversiyon degisimleridir.
CYP21A2’de oldugu gibi transition degigsmleri CYP11B1 geninde de transversiyona
gore ylksek oranda belirlenmistir. Degisimlerin p.L16L hari¢ tamami1 wobble bazi

lizerinde meydana gelmektedir.

p.L16L ve p.G46G haricinde belirlenen degisimlerin tamami belirli kimlik numarasi ile
(rs ya da SNP kimlik numarasi) NCBI veri tabaninda mevcut degildir. Bu durum
p.L16L ve p.G46G sessiz degisimlerinin ilk kez tarafimizdan belirlendigi olasiligin
giiclendirmektedir.

Tablo 5.2. Literatiirde Belirlenen CYP11B1 Genine Ait Olarak Degisimler ve Ozellikleri.

c.DNA Protein Ekzon Kalan Aktivite (%0) Kaynak
c.55 C>T (CAA>TAA) Q19X 1 Nd (654)
¢.124C>T (CCC>TCC) P42S 1 15 (482)
€.128G>A (CGG>CAQG) R43Q 1 30-50 (650)
€.248T>G (TTG>TCG) L83S 2 3 (650)
€.264G>A (ATG>ATA) Ma88l 2 40 (653)
€.281C>T (CCG>CTG) P94L 2 0-2 (478, 660)
€.346T>G (TGG>GGG) W116G 2 0 (653)
c.347G>A (TGG>TAG) W116X 2 0 (661)
€.348G>C (TGG>TGC) W116C 2 2.9 (662)
c.374A>G (CAC>CGC) H125R 2 30-50 (650)
€.385G>A (GTG>ATG) V129M 2 0 (663)
.397A>C (AAT>CAT) N133H 3 17 (482)
€.403C>T (CCT>TCT) P135S 3 2-10 (650)
c.415T>C (TTC>CTC) F139L 3 30-50 (650)
c.421C>T (CGA>TGA) R141X 3 49 (664)
c.422G>A (CGA>CAA) R141Q 3 Nd (665)

c. 427 C>T (CGG>TGG) R143W 3 8 (666)

c. 443 T>G (GTG>GGG) V148G 3 3.9 (664)
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449 C>T (TCG>TTG) | SI50L 3 19 (667)
C. 463 C>T (CAGSTAG) | Q155X 3 Nd (668)
c.473T>C (CTC>CCC) L158P 3 3 (650)
C476C>T (CCGSCTG) | P159L 3 25 (653)
C.494C>A (GCC>GAC) | A165D 3 2 (653)
517 AT (AAGSTAG) | K173X 3 Nd (668)
C520AST (AAGSTAG) | K174X 3 Nd (669)
558 C>G (CTGSGTG) | L186V 3 Nd (650)
C586A>G (ACC>GCCO | TI96A 3 30-50 (650)
C.740G>A (TGGSTAG) | W247X 4 Nd (663)
C.776C>A (GCCSGAC) | A259D 4 Nd (474)
C.793C>T (CAGSTAG) | Q265X 4 Nd (670)
¢.799G>C (GGC>CGC) | G267R 5 Nd (671)
C.800G>A (GGC>GAC) | G267D 5 Nd (671)
C.896T>C (CTG>CCG) | L299P 5 12 (4, 662)
C917C>T (GCCSGTC) | A306V 5 0 (666, 672)
C. 928 G>A (GAASAAA) | E310K 5 0 (666)
¢.940G>C (GGG>CGG) | G3L4R 5 0 (670)
C.952A>C (ACG>CCG) | T318P 5 Nd (672)
c.954 G>C (ACGSACC) | T318T 5 Nd (671)
C.953C>T (ACG>ATG) | T318M 5 0 (669)
C.953C>G (ACG>AGG) | T318R 5 Nd (654)
€.956C>T (ACG>ATG) T319M 6 37 (482)
C.961T>G (TTT>GTT) F321V 6 Nd (653)
C.992C>T (GCTSGTT) | A33LV 6 0 (663)
C. 995 G>A (CGG>CAG) | R3320 6 6 (666)
C.1012C>T (CAGSTAG) | Q338X 6 Nd (669)
c.1021C>A (CGC>AGC) | R341S 6 Nd (653)
c.1066C>T (CAGSTAG) | Q356X 6 Nd (669)
c.1096C>T (CGT>TGT) | R366C 6 23 (653)
c.1103C>A (GCC>GAC) | A368D 6 1 (478)
C1112A>G (GAG>GGG) | E371G 6 0 (663)
c.1121G>A (CGG>CAG) | R374Q 7 0 (669)
C.1136G>T (GGT>GTT) | G379V 7 Nd 673)
c.1151G>A (CGASGGA) | R384Q 7 Nd (674)
€.1150C>G (CGA>CAA) R384G 7 0 (669)
€.1157C>T (GCG>GTQG) A386V 7 Nd (650)
¢.1201A>G (ACA>GCA) T401A 8 37 (653)
€.1269T>G (TAT>TAG) Y423X 8 Nd (482)
c.1280G>A (CGC>CAC) | R427H 8 Nd (671)
c.1322T>G (GTG>GGG) | V441G 8 0 (669)
C.1331G>A (GGCSGAC) | G444D 8 Nd (675)
c.1337G>T (GGC>GTC) | G446V 8 Nd (474)
C.1342C>T (CGC>CAC) | R448C 8 0 (663)
C.1343G>A (CGC>TGC) | R448H 8 0 (661, 669)
C.1358G>A (CGGSCAG) | R453Q 8 1 (485)
c.1360C>T (CGC>TGC) | R454C 8 45 (664, 676)
¢. 1364 G>A (CGC>CAC) | RA54H 8 Nd (668)
€.1360 _¢.1361inG R454fs 8 Nd (668)
¢.1382T>C (CTG>CCG) | L461P 8 Nd 677)
c. 1414 A>C (CAG>CCG) | Q472P 9 Nd (668)
C.1466 T>C (TTG>TCG) | L489S 9 Nd (488)
c. 1481 TG (TTCSUGC) | F494C 9 Nd 671)
Intronik Degisimler

IVS2 as -1 GSA (663)
IVS3 ds +16 G>T (678)
IVS4 ds -1 GoA 679)
IVS4 ds +5 G>C (680)
IVS5 ds -1 G>C (681)
IVS5 ds +1 G>C (682)
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IVS5 ds +1 G>A (671)
IVS5ds +2 T>G (474)
IVS 6 ds +5 G>T (683)
IVS7 as -9 C>A (664)
IVS7 ds +4 A>G (684)
IVS8 ds +4 A>G (685)
Baz Kayb: ve Kazanim Degisimleri
c.96delC R33fs Nd (669)
€.199delG E67fs Nd (665)
€.272_273inTG M92X Nd (485)
€.315-342del S105SfsX19 Nd (663)
del28bp S105-L113 0 (671)
c. 358-362insSAGACA H122fs Nd (686)
€.372delG H125fs 0 (667)
€.481-483delGTG V161del Nd (653)
€.760-777del18bp K254_A259del 0 (653)
€.1179-1180insAG N394fs Nd (687)
.1180delA N394fs Nd (688)
¢.1210insC R404fs Nd (679)
g.2704_g.3154del F168_V266del 0 (668)
€.1313 1315delTCT F438del 0 (662)
€.1393insTGCTGC Leud63_Leud64dup 0 (667)
€.1390_1392dup (insTGC) | dupL464 0 (663)
€.1359_1360insG R453fs 3.7 (664)
CYP11B2 Kaynakh Degisimler
CYP11B2/CYP11BL1 hibrit | Promoter-ekzon1-4/intron4- (678)
ekzon 9
CYP11B2/CYP11BL1 hibrit | Promoter-ekzon1-6/ekzon (689)
7-9
CYP11B1/CYP11B2 hibrit | Promoter-ekzonl- (690)
2/intron2den itibaren 11B2
CYP11B1/CYP11B2 hibrit | Promoter-ekzonl- (690)
3/intron3den itibaren 11B2
CYP11B1/CYP11B2 hibrit | Promoter-ekzon1-3/ekzon (690)

4’den itibaren 11B2

5.2.3. 3HSD2 Geninde Belirlenen Degisimler

Mevcut bilinen literatiirde 44 nokta, 1 alternatif kesim enzimi, 4 kii¢iik baz kayiplari, 1

adet kiicliik baz ilaveleri, 1 tane kayip/ilave (indel), 1 tane tiim gen kaybi ve 1 adet

kompleks degisim, HGMD nin resmi sitesinde (537) mevcut olup, tarafimizdan yapilan

literatiir bilgilerine gore listelenen degisimler referasnlari ile birlikte Tablo 5.3’de yer

verilmistir.

Bu c¢alismada, 3BHSD2 geninde ekzon 2 ve 3 iizerinde herhangi bir degisim

belirlenmemis olup, belirlenen degisimler sadece 1 yanlis anlamli ve 2 sessiz degisim

ile sinirlt olup tamami ekzon 4 iizerinde lokalizedir.
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Yapilan farkli caligmalarda da hirsutizm sikayeti olan yetiskin kadin hastalarda HSD352
eksikligi belirlenmemistir (503, 691), bu durum HSD3/2 eksikliginin hirsutizmin nadir
nedenleri arasinda oldugunu gostermektedir (692). Bizim yaptigimiz c¢alismada da
HSD3p2 eksikliginin PKOS ya da diger hiperandrojenemi kaynakli durumlar olan THA,
IH vb klinik bulgularin neden olmadig, yetiskin kadinlarda tasiyicilik sikliginin %0.25
gibi bir deger ile oldukc¢a diisiik oldugu ve dolayisi ile genin oldukga korunakli oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan 110HD ve 210HD eksikligine bagli kriptik KAH vakalari

bu calismada belirlenmesine ragmen ayni1 durum HSD3f2 geni i¢in belirlenmemistir.
5.2.3.1 Yanhs Anlamh Degisimler

p.Al167V 3BHSD2 geninin dordiincii ekzonun c.749’uncu bazinda meydana gelen
GCG>GTG degisimi kaynakli olup 1 bireyde heterozigot olarak belirlenmistir. Yapilan
fonksiyonel ¢alismada p.A167V degisiminin normal proteine kiyasen %81.5 aktivite
gosterdigi belirlenmistir (359). Bu durum alanin ve valin hidrofobik amino asitlerden
olup, birbirlerine yakin 6zelliklere sahip olmasi ve bulundugu konum itibari ile protein

fonksiyonu agisindan tolere edilebilir noktada oldugunu desteklemektedir.
5.2.3.2 Sessiz Degisimler

2 farkli degisim ekzon 4 iizerinde lokalize olarak belirlenmistir. Bunlar R240R
(CGA>CGG) ve T320T (ACA>ACC) degisimleri olup, sirast ile transiyon ve

transversiyon degisimleridir.

Tablo 5.3. Literatiirde Belirlenen 3fHSD2 Genine Ait Degisimler ve Ozellikleri.

Kodon Degisimi Protein Ekzon Kalan Aktivite(%) Kaynak
¢.16 C>T(CTT>TTT) L6F 2 Nd (693)

.30 C>A (GCA>GAA) A10E 2 0 (359, 694)
€.29 C>T (GCA>GTA) Al10V 2 29,1 (359)

c.44 G>A (GGT>GAT) G15D 2 0 (359, 695)
€.232 G>A (GTC> ATC) V78I 3 Normal (696)
c.244 G>A (GCC>ACC) A82T 3 72 (359, 697)
c.244 G>C (GCC>CCCQ) A82P 3 Nd (698)
€.299 A>G (AAT>AGT) N100S 3 2,8 (359, 699)
€.322 T>A (TTG>AGT) L108W 4 0,3 (700)
c.385 G>A (GGG>AGG) G129R 4 11,7 (359, 503)
€.403 G<A (GAA>TAA) E135X 4 Nd (701)
c.424 G>A (GAA>AAA) E142K 4 0 (359, 702)
c.464 C>T (CCG>CTG) P155L 4 0 (359)
€.500 C>T (GCG>GTG) Al67V 4 81,45 (359, 703)
€.512 G>A (TGG>TAG) W171X 4 0 (359, 702)
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c.518 T>G (CTA>CGA) L173R 4 52,8 (359, 704)
€.557 C>T (CCC>CTC) P186L 4 0,2 (700)
c.569 A>C (TAT>TGT) Y190C 4 1-5 (705)
€.614 T>C (CTG>CCQG) L205P 4 0 (359, 706)
.638 G>A (AGT>ACT) S213T 4 40 (359, 696)
€.637 A>G (AGT>GGT) S213G 4 58,4 (359)
.646 A>G (AAG>GAG) K216E 4 58,9 (359)
€.652 T>C (TCT>CCT) S218P 4 2-12 (705)
c.664 C>A (CCA>ACA) p222T 4 Nd (707)
.665 C>A (CCA>CAA) P222Q 4 0 (359)
c.707 T>C (TTG>TCG) L236S 4 Normal (359, 703)
€.733 G>C (GCC>CCC) A245P 4 354 (359, 702)
€.742-743 GT>AA (GTC-AAQ) V248N 4 Nd (708)
€.749 G>T (GGT>GTT) G250V 4 20-27 (709)
c.757 T>A (TAT>AAT) Y253N 4 0 (359, 702)
€.760 T>G (TAC>GAC) Y254D 4 0 (359, 710)
.776 C>G (ACG>AGG) T259R 4 0 (359, 711)
C.776 C>T (ACG>ATG) T259M 4 0 (359)
€.852 C>G (AGC>AGG) S284R 4 32 (696)
€.881G>T (GGC>GTC) G294V 4 20,5 (359)
€.924 C>G (TAC>TAG) Y308X 4 Nd (711)
€.1003 C>T (CGA>TGA) R335X 4 0 (494)
€.1022 C>T (CCA>CTA) P341L 4 6 (494)
€.1064 G>A (TGG>TAQG) W355X 4 0 (494)
c.1783 A>C (TGA>TGC) X373C 4 27 (707)
€.745-46delCGinsT (CGA>TA) R249X 4 Nd (708)
Baz Kaybi ve Kazanimi Degisimleri
c.797delA N266fs 4 Nd (712)
c.818delAA L273fs 4 Nd (713)
€.867delG M290fs 4 Nd (359)
€.687del27pb A229fs 4 Nd (359)
€.953delC T318fs 4 Nd (714)
€.558insC T187fs 4 Nd (493, 702)

5.3. CYP21A2, CYP11B1, HSD3B2 Genlerinde Meydana Gelen Degisimler ve

Hasta Tamlarinin Karsilastirilmasy/istatistiki Verilen Degerlendirilmesi

Klinik ve/veya hormonal degerler agisindan gesitlilik gosteren hirsutizm/ hiperandroje-

nemili kadin hastalar da androjen kaynaginin (over ya da bobrek iistii bezi) arastirilmasi,

polikistik over sendromlu hastalarda yapilan g¢aligmalarda CYP11B1 ve 3BHSD2

genlerine yonelik dizi analizi ¢alismasi bulunmamakta olup, bu genlerde dizi analizinin

yapilmasi, CYP21A2 gen mutasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan KAH her ne kadar

otozomal resesif olarak kalitilan genetik bir hastalik olsada, heterozigot bireylerde

androjen fazlalig1 nedeni olabilecegi yoniindeki goriisiin aydinlatilmas: ve dolayisi ile

sadece CYP21A2 degil CYP11BI1 ve 3BHSD2 genlerindeki heterozigotluk durumunun

hormon seviyeleri {izerine etkisinin belirlenmesi amaglanmastir.



122

5.3.1. Calisma Gruplar: ve Hasta Tanilarina Gore CYP21A2, CYP11B1 ve 3fHSD?2

Genlerine Ait Patolojik Degisimlerin Tasiyiciik Durumu
5.3.1.1 Goniillii Grubu

Klinik sikayeti olmayan grupta olusturulan alt gruplar ayr1 ayri ele alinarak gen bazinda

belirlenen degisimler verilmistir (Tablo 5.4).

Klinik ve biyokimyasal acidan saglikli olarak degerlendirilen 172 bireyden olusan
grupta CYP21A2 geni lizerinde 8 farkli toplamda 28 adet heterozigot patolojik degisim
belirlenmistir. CYP21A2 promotor bolgesine ait 11 farkli 22 adet degisim, ayni grupta
CYP11B1 genine ait 6 farkli, toplamda 24 adet patolojik heterozigot degisim belirlenmis
olup, bunlardan 16 tanesi R43Q/A386V kombine heterozigot ve 2 tanesi
R43Q/R374R/A386V ii¢lii kombine heterozigot degisimleridir. 35HSD2 geninde ise 1
adet patolojik degisim heterozigot olarak belirlenmistir. Toplamda 172 bireyde 75
heterozigot degisim 3 gen ve 1 promotor de belirlenmis olup bu grupta heterozigot

yiizdesi %43.6 olarak bulunmustur.

PKOS tanisi alan 43 bireyden olugan grupta CYP21A2 genine ait 3 farkli 6 adet degisim,
ayn1 genin promotor bolgesine ait 4 farkli 4 adet degisim, CYP11B1 genine ait 2 farkli
10 degisim ki bunlardan 9 tanesi R43Q/A386V degisimine ait olmakla birlikte 3HSD?2
geni tizerinde herhangi bir degisim belirlenmemistir. Toplamda 43 bireyde heterozigot
degisim 3 gen ve 1 promotdr de belirlenmis olup bu grupta heterozigot yiizdesi %46.5

olarak bulunmustur.

[HA tanis1 alan 12 bireyde CYP21A2 genine ait degisim belirlenmez iken, ayni genin
promotor bolgesine ait 1 adet degisim, CYP11B1 genine ait 2 farkli 3 adet heterozigot
degisim belirlenmistir. 3fHSD2 geni iizerinde herhangi bir degisim belirlenmemistir.

Veriler dogrultusunda heterozigot ytlizdesi %30 olarak bulunmustur.

IH tanis1 alan 7 bireyde CYP21A2 genine ait 2 farkli degisim, ayni genin promotor
bolgesine ait 2 farkli degisim, CYP11B1 genine ait 2 farkli degisim ve 38HSD2 genine
ait degisim belirlenmemistir. Veriler dogrultusunda heterozigot yiizdesi %85.7 olarak

bulunmustur.
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Tablo 5.4. Géniillii Grubunda Tanilara Gore Aday Genlerde Belirlenen Degisimlerin Dagilum.

CYP21A2 CYP21A2 CYP11B1 3BHSD2 %
Promotér Heterozigotluk

Normal (n:172) 28 22 24 1 43.6
PKOS (n:43) 6 4 10 - 46.5
IHA (n:12) - 1 3 - 30
IH (n:7) 2 2 2 - 85.7
izole Androjen 3 6 4 - 448
Fazlalig1 (n:29)
NKAH (n:2) - 1* 1*
OKS (n:5) 1 - 2

*homozigot degisimleri gostermek i¢in kullanilmistir.

Izole androjen yiiksekligi tanis1 alan 29 bireyde CYP21A2 genine ait 2 farkli 3 adet
degisim, ayn1 genin promotor bolgesine ait 5 farkli 6 adet degisim, CYP11B1 genine ait
2 farkli 4 adet degisim ve 3BHSD2 genine ait degisim belirlenmemistir. Veriler

dogrultusunda heterozigot yiizdesi %44.8 olarak bulunmustur.

NKAH tanis1 alan 2 kiside, CYP21A2 ve 3BHSD2 genlerine ait degisim belirlenmez
iken, 1 adet CYP21A2 promotdr ve CYP11B1 genine ait 1 tane kompound homozigot
degisim NKAH ile uyumlu olarak bulunmustur.

OKS kullanan 5 kisilik grupta CYP21A2 genine ait 1 adet, CYP11B1 genine ait farkli 2
adet degisim heterozigot olarak belirlenmistir. 38HSD2 genine ve CYP21A2
promotdriine ait degisim belirlenmemistir. Veriler dogrultusunda heterozigot yiizdesi

%60 olarak bulunmustur.

Heterozigot bireyler ile degisim ihtiva etmeyen bireylerin sahip olduklar1 FGS ve total
testosteron seviyeleri arasinda istatistiki olarak Onemli bir fark belirlenmemistir.
p.Q318X degisiminin patolojik olup olmamasi CYP21A2 duplikasyonuna bagli oldugu
icin analizler p.Q318X degisimi ilave edilerek ve hari¢ birakilarak her iki durum i¢inde
uygulanmis fakat her iki durumda da klinik bulgular ile arasinda istatistiki agidan fark

belirlenmemistir.
5.3.1.2 Hirsutizm Sikayeti ile Gelen Grup

Hirsutizm sikayeti ile gelen grupta olusturulan alt gruplar ayr1 ayri ele alinarak gen

bazinda belirlenen degisimler verilmistir.

PKOS tanist alan 94 bireyden olusan grupta CYP21A2 genine ait 6 farkli 21 adet
degisim, ayn1 genin promotor bolgesine ait 6 farkli 11 adet degisim, CYP11B1 genine
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ait 3 farkli 11 degisim, 3fHSD?2 geni lizerinde herhangi bir degisim belirlenmemistir.
Bu grupta heterozigot ylizdesi %45.7 olarak bulunmustur.

IHA tanis1 alan 12 bireyden olusan grupta CYP21A2 genine ait 2 farkli 3 adet degisim,
CYP11B1 genine ait 2 farkli degisim, 3fHSD2 geni ve CYP21A2 promotor iizerinde
herhangi bir degisim belirlenmemistir. Bu grupta heterozigot yiizdesi %41.6 olarak

bulunmustur.

Tablo 5.5. Hirsutizm Grubunda Tanilara Gére Aday Genlerde Belirlenen Degisimlerin
Dagilimi.

CYP21A2 CYP21A2 CYP11B1 3BHSD?2 % Heterozigotluk
Promotor
PKOS (n:94) 21 11 11 45.7
IHA (n:12) 3 - 2 41.6
IH (n:14) 3 2 1 42.8
NKAH* (n:2) 2 - - -

IH tanis1 alan 14 bireyden olusan grupta CYP21A2 genine ait 1 farkli 3 adet degisim,
CYP11B1 genine ait 1 adet degisim, CYP21A2 promotdr iizerinde 2 farkli degisim,
3BHSD?2 geni lizerinde herhangi bir degisim belirlenmemistir. Bu grupta heterozigot
yiizdesi %42.8 olarak bulunmustur.

NKAH tanisi alan 2 bireyde CYP21A2 genine ait 2 adet homozigot degisim

belirlenmistir.

Heterozigot bireyler ile degisim ihtiva etmeyen bireylerin sahip olduklar1 FGS ve total
testosteron seviyeleri arasinda istatistiki (Pearson ki-kare analizi) olarak 6nemli bir fark
belirlenmemigtir.  p.Q318X  degisiminin  patolojik olup olmamast CYP21A2
duplikasyonuna bagli oldugu i¢in analizler p.Q318X degisimi ilave edilerek ve harig
birakilarak her iki durum iginde uygulanmis fakat her iki durumda da klinik bulgular ile

arasinda istatistiki agidan fark belirlenmemistir.
5.3.2. Hasta Tamlarma Gore CYP21A2, CYP11B1 ve 3gHSD2 Genlerine Ait
Patolojik Degisimler

Calisma gruplarin olusma sekillerinden bagimsiz olarak sadece hasta tanilar1 géz oniine
alindiginda saglikli (normal) grup sayis1 172 birey ile sabit kalirken, PKOS grubu 137,
IHA grubu 24, IH grubu 21, izole androjen fazlaligi grubu 29, NKAH grubu 4 birey
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olarak belirlenmistir. Bu agidan heterozigotluk degerleri yeniden belirlenerek Tablo

5.6°de yer verilmistir.

Tablo 5.6. Calisma Gruplarindan Bagimsiz Olarak Hasta Tanilar: ve Belirlenen Degisimlere
Ait Degerlerin Karsilastirmasi.

CYP21A2 | CYP21A2 CYP11B1 | 3BHSD2 | Toplam % Heterozigotluk
Promotor
Normal (n:172) 28 22 24 1 43.6
PKOS (n:137) 27 15 21 - 45.9
IHA (n:24) 3 1 5 - 375
IH (n:21) 5 4 3 - 57.1
izole Androjen 3 6 4 - 44.8
Yiiksekligi (n:29)
NKAH (n:4) 2* 1* 1*
OKS (n:5) 1 - 2

*homozigot degisimleri gostermek i¢in kullanilmistir. Homozigot degisimlerde % hesaplanmamustir.

Heterozigot bireyler ile degisim ihtiva etmeyen bireylerin sahip olduklar1 FGS ve total
testosteron seviyeleri arasinda istatistiki olarak (Pearson ki-kare analizi) énemli bir fark
belirlenmemistir.  p.Q318X  degisiminin  patolojik olup olmamast CYP21A2
duplikasyonuna bagli oldugu i¢in analizler p.Q318X degisimi ilave edilerek ve harig
birakilarak her iki durum i¢inde uygulanmis fakat her iki durumdada klinik bulgular ile

arasinda istatistiki agidan fark belirlenmemistir.

5.3.3. AR Gen Polimorfizmi ile Klinik Bulgularin istatistiki Olarak

Degerlendirilmesi

Yapilan deneysel caligmalar intra uterin androjene maruz kalan hayvan modellerinde
fenotip olarak PKOS’a benzer bulgular elde edilmistir (715). Dolayisi ile androjen
fazlaliginin PKOS fizyolojinde énemli rol oynadigi goriislinii desteklemektedir. CAG
tekrar polimorfizmi olan CAG tekrar sayisinin AR aktivitesi ile ters iligkili oldugu
bilinmektedir, yani azalan CAG artan AR aktivitesine neden olmaktadir (716). Normal
olmayan CAG artisinin (>40) spinobulbar kas atrofisine neden olurken (377), normal
varyasyon olarak kabul edilen (8-35 CAG) degisimin arasinda belirlenen farkliligin
artan ya da azalan androjen aktivitesine bagli gelisen klinik bulgular ile

iliskilendirilmektedir.
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Tablo 5.7. Géniillii Grubunda Belirlenen Allellerine Ait CAG Tekrar Sayist Ortalamasi,
Maksimum, Minimum Tekrar Degerleri ve Biallelik Ortalamalarina Dair Veriler.

Birey Sayis1 | Uzun  allel | Min-max Kisa  Allel | Min-max Biallelik
CAG deger CAG deger ortalama
ortalamasi ortalamasi
Goniillii Grubu 270 20.5+2.5 14-32 17.6+2.4 11-26 19.1+2.4
Normal 172 20.5+2.4 15-29 17.842.2 11-26 19.2+2.2
PKOS 43 20.7+2.8 15-29 17.141.7 13-22 19.8+1.7
IHA 12 20.3+2.9 17-28 17.9+2.3 13-20 19.1+2.4
IH 7 18.7++2.4 14-22 16.1+1.8 13-18 17.4+1.8
Izole  Androjen | 29 21.1+3 18-32 17.343.7 14-22 19.18+3.8
Fazlahg
NKAH 2 18+2.6 16-20 15.5+3.6 14-17 16.8+3.6
OKS 5 22+1.6 20-24 16.4+1.5 14-18 19.2+1.5

Veriler Toplam ve hasta tanilar1 baz alinarak ayr1 ayri verilmistir.

Standart sapma + olarak belirtimistir.

Tablo 5. 8. Hirsutizm Grubunda Belirlenen Allelleri Ait CAG Tekrar Sayisi Ortalamasi,
Maksimum, Minimum Tekrar Degerleri ve Biallelik Ortalamalarina Dair Veriler.

Birey Sayisi Uzun allel | Min-max Kisa allel | Min-max Biallelik
CAG deger CAG deger ortalama
ortalamasi ortalamasi
Hirsutizm 122 20.4+2.5 15-30 16.9+2.3 9-23 18.6+2.4
Grubu
PKOS 94 20.4+2.7 15-30 16.9+2.4 9-23 18.6+2.4
IHA 12 20.8+1.5 19-24 17.6+2.1 13-20 19.3+2.1
IH 14 20.3+1.9 16-23 16.5+2 13-19 18.4+2
NKAH 2 19+2.7 21-17 18.5+1.9 20-17 18.7+1.9

Veriler toplam ve hasta tanilar1 baz alinarak ayri ayr1 verilmistir. Standart sapma + olarak belirtimistir.

Tablo 5. 9. Calisma Grubuna Katilan Katilimcilarin Allellerine Ait CAG Tekrar Sayisi
Ortalamasi, Maksimum, Minimum Tekrar Degerleri ve Biallelik Ortalamalarina Dair Veriler.

Birey Uzun allel CAG Min-max | Kisa Allel CAG | Min-max Biallelik
sayisi ortalamasi deger ortalamasi deger ortalama
Toplam Calisma | 372 20.5+2.5 14-32 17.4+2.4 9-26 19.96+2.4
Grubu
Normal 172 20.4+2.4 15-29 17.842.2 11-26 19.1+2.2
PKOS 137 20.5+2.7 15-30 17.03+2.5 9-23 18.71+2.5
IHA 24 20.6+2.6 17-28 17.8+2.7 13-20 19.18+2.7
IH 21 19.8+2.6 14-23 16.442.5 13-19 18.07+2.6
izole  Androjen | 29 21.1+3 18-32 17.3+3.7 14-22 19.18+3.8
Yiiksekligi
NKAH 4 18.5+2.6 16-21 17+2.7 14-20 17.75+4.6
OKS 5 22+1.6 20-24 16.4+1.5 14-18 19.2+1.5

Veriler toplam ve hasta tanilar1 baz alinarak ayr1 ayr1 verilmistir. Standart sapma + olarak belirtilmistir.

Literatiirde yapilan bazi galismalarda, kisa CAG tekrar1 hirsutizm (717) ve erken

puberteye (718) uzun CAG erkeklerda infertiliteye neden olmaktadir (719). Yapilan

farkli caligmalarda azalan CAG tekrarinin androjen hassasiyetine ve dolayist ile
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PKOS’un o6nemli Ozelliklerinde olan overyan hiperandrojenemiye neden oldugunu
belirtmektedir (718). Ayn1 sekilde farkli ¢alismalar kisa CAG tekrar1 ile PKOS’u iliskili
olarak degerlendirirken (720-723), bu goriise zit veriler sunan yayinlarda mevcuttur

(724, 725).

Bu caligmada, gruplarin hesaplanan CAG tekrar sayisi biallelik ortalamalarinin
kullanilarak (Tablo 5.7-5.8-5.9) istatistiki analiz yapilmustir. Istatiski analizler poliQ
polimorfizmi ile hirsutizm ve goniillii grubu, poliQ poliformizmi ve gruplara ait klinik
tanilart (NKAH ve OKS hari¢) ve poliQ polimorfizmi ile FGS ve total testosteron
seviyeleri (Mann Whitney Testi) arasinda yapilmistir. Yapilan istatistiki analizlerde
(Kruskal Wallis Test) caligma grubunun tamamina ait verilerde, normal ve IH
arasindaki CAG tekrar sayisindaki azalma istatistiki olarak onemli bulunmustur
(P=0.029). PKOS ve normal arasinda yapilan istatistik analizde P degeri 0.053 olarak
belirlenmis olup, anlamlilik degeri olan <0.05’e olduk¢a yakin bir deger elde edilmistir
(Tablo 5.9).

Kadm ve erkek bireylerdeki gen dozu telafisi (dosage compansation), disi bireylerin
hiicrelerinde gergeklesen X kromozom inaktivasyonu ile temin edilmektedir (726, 727).
Bu inaktivasyon gelisimin erken evrelerinde ve maternal ya da paternal allelin mozaik
olarak inaktif olmasi ile meydana gelir (727). AR, X kromozom {iizerinde yer aldig1 igin
dolayis1 ile hangi allelin aktif oldugunun belirlenmesi yapilacak ¢aligmalarda énemli bir
kriter olmaktadir. Yapilan bir ¢alisma da USG ile PKOS tanis1 kanitlanmis olan hasta
grubunda X inaktivasyonu analiz edilmis ve uzun CAG tekrarinin tercihen kisa olana
kiyasla ekprese oldugu belirlemistir (721). Yapilan ¢alismalar periferal lenfosit hiicreleri
kullanilarak yapilmis olup bu durumun dokuya ve hiicre tipine gore farklanan X-
inaktivasyonu dolayisi ile hangi allelin inaktif oldugunu hiperandrojenemi senptomlari
ile baglantili olarak yansitmayabilir. Yapilan istatiski analizlerin ne kadar gercegi
yansittigl tartisma konusudur, dolayisi ile yapilacak olan dokuya 6zgili ¢alismalar daha

net verilerin elde edilmesine yardimer olacaktir.

Diger taraftan, AR geni birinci ekzonunda poliglutamine (Poli-Q, CAG) ilave olarak
transaktivasyon domaininde yer alan poliglisin (Poli-G, GGN) bolgesi ihtiva etmektedir.
Yapilan g¢alismalar yogunlukla poliQ bdlgesi ilizerine olup kisa olan allelin artan
transaktivasyonu ile iligkilendirmistir. Prostat kanser hiicre hatt1 ile yapilan ¢aligmada

azalan PoliQ ihtiva eden AR’nin ligand olarak daha az miktardaki androjene gereksinim
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duydugu yoniindedir (728). COS-7 hiicre hatti ile yapilan farkli ¢aligmalarda kisalan ya
da tamamen elimine edilen PoliQnun artan pl60°’in (AR koaktivitori) fazla

ekspresyonunda artan transaktivasyon gosterdigi belirlenmistir (729, 730).

PoliG ile yapilan ¢alismalarda PoliQ’dan farkli olarak artan GGN tekrarinin artan
transaktivasyona neden oldugu yoniindedir (731), fakat buna zit yonde veri sunan
calismaninda mevcut olmasi (732) ihtimalen deney sartlarina kullanilan promotor ve
androjen miktarina ya da hiicre hatti ¢esidine bagli olarak varyasyon gosterdigi
yoniindedir ve bilindigi kadari ile bu konu ile yapilan in vivo ¢alisma mevcut degildir.
Diger taraftan AR aktivitesi sadece CAG ya da GGN tekrarindan etkilenmeyip,
transktivasyonu p160 gibi koaktivator varliginin yani sira aktif protein icin gerekli olan
SUMAIlasyon (SUMOylation, Small-ubiqutin like modifier,) gibi translasyon sonrasi
epigenetik modifikasyonlarda (733) bu etmenlerden birkag tanesidir. Dolayisi ile bu
calisma bizim agimizdan Oncii bir ¢alisma olup, verilerin deneysel caligmalar ile
giiclendirilmesi ve anlamlandirilmasi gerekmektedir. Ayrica, kisa ya da uzun CAG

tekrarma ilave olarak bireylerin sahip oldugu haplotiplerin PKOS ya da androjen ile

iligkili patolojilerin agiga ¢ikmasinda etken olma ihtimali s6z konusudur (734).

Tablo 5.10. Farkli Popiilasyonlarda Kontrol ve PKOS Grubunda Yapiuan CAG Tekrar
Polimorfizm Calismalar:.

PKOS Kontrol

Vaka Biallelik | Standart | Vaka | Biallelik | Standart | Kaynak

sayisi ortalama | sapma sayis1 | ortalama | sapma
Tiirkiye 137 18.71 2.5 172 19.1 2.2 Tablo 5.9
Singapur 91 22.97 0.24 112 23.09 0.23 (720)
Avusturalya 122 23 2.025 83 22.34 2.094 (721)
Ispanya(Barselona)* 181 21.3 Nd 124 22 Nd (718)
Finlandiya 106 215 2.2 112 215 2.1 (724)
Slovenya 102 224 35 110 21.9 3.5 (725)
Giliney Kore 114 23.3 1.8 205 23.1 2 (735)
Cin (Sanghay) 148 22.88 1.76 104 22.85 1.6 (736)
Amerika Beyaz 270 21.8 3.1 165 22.3 3.11 (722)
popiilasyonu
Amerika Zenci 37 20.1 3.44 84 20.2 3.08 (722)
popiilasyonu
Belgika 97 21.93 2.122 31 21.823 3.112 (5)
Giliney Hindistan 250 18.74 0.13 299 18.73 0.12 (737)
Giliney Hindistan 169 174 3.3 175 17.4 3.31 (738)
Almanya 72 21.43 1.87 179 21.99 3.2 (739)

*[statistiki olarak gruplar arasinda anlamli veri edilen ¢aligmalar1 gostermek igin kullanilmustir.
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Farkli popiilasyon kullanilarak yapilan g¢alismalarda farkli CAG tekrar sayisi elde
edilmistir. Baz1 popiilasyonlara ait tekrar sayilarini iceren bilgiler Tablo 5.10’da yer
almaktadir. Bizim yaptigimiz ¢alismada kontrol ve PKOS grubunda CAG tekrar sayisi
acisindan en benzer topluluk Giiney Hindistan olarak belirlenmistir. Diger toplumlar

nisbeten daha fazla CAG tekrar sayis1 ihtiva etmektedir.

Sonug olarak Tiirk kadin popiilasyonunda en sik belirlenen degisimler CYP21A2 igin
Q318X ve V28lL, CYPI11IBI igin R43Q ve A386V degisimleri olarak, tasiyicilik
durumunun hastalik etmeni (hafif androjen fazlaligi nedeni ile) olmadigi ve PKOS
geligimi iizerine etkisinin olmadigi, CYP11B1 ve HSD3B2 gen degisimlerinin PKOS
olusumu tizerine etkisinin olmadigi, CYPI1B1 iizerinde CYP11B2 kaynakli
degisimlerin (p.N335D) varligt CYP11B1’e CYP11B2 fonksiyonu kazanimina yol
act1ig1, tasiyicilik sikliginin yiliksek olmasina ragmen homozigot degisime sahip
bireylerin az oldugu, belirlenen CYP21A2 promotor gen konversiyon sikliginin (%11.7)
yiiksekliginden dolayr NKAH tanisinin konulmasinda promotor bolgesinde géz oniine
alinmas1 gerektigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar PKOS vb androjen fazlaligi
kaynakli endokrin bozukluklarda androjen sentezi anomalilerden ziyade metabolizmasi
tizerine olan etkilerin daha etkili oldugu yoniindedir, diger bir olasilik ise bu verilerin
hastalara uygulanacak uzun siireli takip ile daha anlamli bir verilere neden
olabilecegidir. NKAH tanisinin konulmasinda sinakten testinin dogruluk yiizdesi diisiik
bulunmustur. Tarama testi olarak kullanilabilir fakat, kesin tanimnin konulmasi i¢in
molekiiler yontemler ile konfirme edilmelidir. NKAH aday genlerde tasiyicilik durumu
ve goniillii grubundaki 7/1000 sikligi ile Tiirk kadin popiilasyonu i¢in nadir hastaliklar

arasinda yer almamasi gerekmektedir.
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