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OZET

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), bozulmus kortizol senteziyle karakterize

otozomal c¢ekinik gecisli endokrin bozukluklardan biridir ve en sik nedeni 21-

hidroksilaz eksikligidir.

Calismamizda 21-hidroksilaz eksikligine bagli klasik ve non-klasik konjenital
adrenal hiperplazi hastalarinda dizi analizi ve ¢oklu ligasyona bagli prob
amplifikasyonu (MLPA) teknikleriyle saptanan CYP21 geni mutasyonlarinin varligini
ve sikligin1 arastirmak, Tirkiye’de ve yurtdisinda yapilan diger c¢alismalarla
karsilastirmak, varsa yeni mutasyonlari saptamak ve mutasyon tipleri ile fenotip-genotip

iligkisini degerlendirmek amaclanmustir.

Bu amagla ¢alismaya, yas aralign gozetmeksizin, 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Cocuk Endokrinoloji polikliniginde 21-hidroksilaz eksikligi klinik tanisi ile takip ve
tedavi edilen/edilmis 40 olgu alinmistir, bu olgularin 37’sinde genotip belirlenmistir. Bu

37 olgunun 73 allelinde mutasyon saptanmistir.

En sik goriilen mutasyonlar IVS2 (%28.3), 1172N (%17,5) ve biiyiikk gen
delesyonlar1 (%14.7) olmustur. Ayrica Tiirkiye’de daha once saptanmamis olan Y59N
mutasyonu bir allelde ve V281L mutasyonu Tiirkiye’de ve yurtdisindaki ¢alismalara
gore yiiksek oranda (%10.8) bulunmustur. Yeni mutasyon saptanmamustir. Genotipler
mutasyonlarin  literatiire gore Ongoriilen tahmini  enzim  aktivitesine gore
gruplandirilarak (grup 0, A, B ve C), klinik fenotiple karsilagtirilmistir. Grup 0’da (her
iki allelde enzim aktivitesini sifirlayan mutasyonu olan hastalar) pozitif 6ngordiriirtcti
deger (ppv) %80, grup A’da ( IVS2 mutasyonu i¢in homozigot olan veya IVS2 ve sifir
mutasyonu i¢in bilesik heterozigot olan hastalar) ppv %50, grup B’de (1172N
mutasyonu i¢in homozigot veya 0 ve A gruplan ile bilesik heterozigot olan hastalar)
ppv %85, grup C’de ( V281L, P30L mutasyonu i¢in homozigot veya 0, A veya B ile
bilesik heterozigot olan hastalar) ppv %100 saptandi.

Sonug olarak, basit virilizan tip KAH olgularinda fenotipin tuz kaybettiren tip ve
non-klasik tip KAH olgularina gore genotiple daha az uyumlu oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: CYP21A2, KAH, 21-hidroksilaz eksikligi, mutasyon,

steroid.
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ABSTRACT

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is an autosomal recessive endocrine
disorder characterized by impaired cortisol synthesis and the most common cause is 21-
hydroxylase deficiency.

In our study we aimed to investigate in classic and non-classic congenital
adrenal hyperplasia patients the presence of CYP21 gene mutations which detected by
sequence analysis and Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
technique, investigate the mutations frequency, compare it with other studies conducted
in Turkey and abroad, to identify new mutations, and evaluate the types of mutations
and genotype-phenotype relationship.

For this purpose, i our study, 40 cases, which were followed and treated with
21-hydroxylase deficiency clinical diagnosis in I.U. Cerrahpasha Medical Faculty
Pediatric Endocrinology Clinic, without regard to age range were included. Genotypes
were determined in 37 of these cases. Mutations were detected in 73 alleles of these 37

cases.

The most common mutations were 1VS2 (28.3%), 1172N (17.5%) and large gene
deletions (14.7%). In addition, Y59N mutation that has not been previously detected in
Turkey and high rate (10.8%) VV281L mutation allele according to studies in Turkey and
abroad were found. Genotypic mutations were grouped (group 0, A, B and C) according
to the predicted enzyme activity in the literature, and was compared with the clinical
phenotype. In group O (patients with null mutation in both alleles) positive predictive
value (ppv) was %80, in group A (homozygous for 1VS2 mutation or compound
heterozygous for null mutation) ppv was 50%, in group B (patients homozygous for
1172N mutation or compound heterozygous for groups 0 and A) ppv was 85%, group C
(homozygous for V281L, P30L mutation or compound heterozygous with 0, A or B)
ppv was 100%.

In conclusion, in simple virilisation type CAH cases was found to be less

genotype-phenotype correlation than salt waste and non-classical type of CAH.

Key words: CYP21A2, CAH, 21-hydroxylase deficiency, mutation, steroid

hormones.



1. GIRIS VE AMAC

Konjenital adrenal hiperplazi, bozulmus kortizol senteziyle karakterize otozomal
¢ekinik gecisli endokrin bozukluklardan biridir. KAH olgularinin %95°1 21-hidroksilaz

(210H) enziminde mutasyon sonucu aktivite kaybiyla olusmaktadir.

Konjenital adrenal hiperplaziye neden olan 100’den fazla mutasyon
bulunmaktadir. CYP21A2’in delesyonlari (%20), CYP21A1P’deki zararli mutasyonlari
CYP21A2’ye transfer eden biiyiik gen konversiyonlar1 (%3-15), duplikasyon (%2-9) ve
nokta mutasyonlar1 (%38-86) goriilmektedir. KAH’1n klinik ekspresyonunun mutant
allelle korrele oldugu bildirilmektedir. Bu sekilde belli bir genotip i¢in hangi formun
gozlenebilecegi Ongoriilerek hormonal taninin miimkiin olmadigi KAH’in prenatal
tanisinda yararli olabilir. Ayrica genotip verileri CYP21A2 mutasyonu igin heterozigot
olan ebeveynlerde normal hamilelik ya da tiip bebek uygulamalar1 6ncesi genetik

danismada 6nem tasiyabilir.

Biz de bu calismada, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Endokrinoloji Bilim
Dalindan takipli 21-hidroksilaz eksikligine bagli konjenital adrenal hiperplazi tanisi
almis olgularimizda CYP21 geni i¢in sik rastlanan mutasyonlarin varligini ve sikligini
arastirmak, Tirkiye’de ve yurtdisinda yapilan diger calismalarla karsilastirmak, varsa
yeni mutasyonlar: saptamak ve mutasyon tipleri ile fenotip-genotip iliskisini

degerlendirmek amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Konjenita Adrenal Hiperplazi

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), bozulmus kortizol senteziyle karakterize
otozomal ¢ekinik gegisli endokrin bozukluklardan biridir ve kortizol ve aldosteron
biyosentezi i¢in  gerekli enzimlerden birinin  aktivitesinin  bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu enzim, KAH vakalarinin %95'inde 21-hidroksilazdir (21-OH)
ve aktivite eksikligi, 21-hidroksilaz genindeki (CYP21) mutasyonlara baglhidir (1,2).

KAH, ilk olarak, 19. yiizyil ortasinda italyan patologu Luigi De Crecchio
tarafindan tanimlanmis, ancak 20. ylizyilin ortalarina kadar genetik 6zelliklerin ¢ekinik
olmasi ve hormonal anormalliklerin tanimlanmasiyla bu hastalik iyice anlasilmaya

baslamstir (3).

Diinya ¢apinda farkli popiilasyonlarda toplam 6,5 milyon yenidogan tarama
verilerinin analizi, 21-OHE'nin klasik formu igin 1: 15.000 canli dogum insidansini
gostermistir (4). En ¢ok izlendigi topluluk ise Alaskali Yupik Eskimolar1 olup buradaki
siklik 300 canli dogumda 1’e ulagmaktadir (5). KAH’1n klasik tipi Akdeniz iilkelerinde
her canli dogum i¢in ortalama 1/10.866 siklikta goriilmektedir. Klasik olmayan KAH
hastalarinin prevelans1 genel popiilasyonda yaklagik 1/1.000°dir, ancak Eskenazi

Yahudileri ve Ispanyollar gibi belirli etnik gruplarda daha sik goriilmektedir (6).

KAH hastaliginda 21-hidroksilaz eksikliginden kaynaklanan temel kusur
kortizoliin yeterince sentezlenememesidir. Hem kortizol, hem de aldosteron sentezi igin
21-hidroksilasyon gerektiginden, hastaligin daha agir tuz kaybettiren formunda her iki
hormon da eksiktir. Kortizol ve aldosteron eksikligi belirtileri ve bulgular1 progresif kilo
kaybi, istahsizlik, kusma, dehidratasyon, halsizlik, hipotansiyon, hiponatremi ve
hiperkalemidir. Bu sorunlar etkilenen bebeklerde yaklasik postnatal 10-14. giinler
arasinda gelisir. Tedavi olmadiklar1 takdirde, giin veya hafta i¢inde sok, kardiyak arrest
ve 0liim ortaya ¢ikabilir (2).

Kortizol sentezinin azalmasi, hipofizer adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve
hipotalamik kortikotropin salgilattirici hormonu (CRH) yiikselterek adrenal korteks
hiperplazisine ve normalden ylizlerce kat yiliksek olabilen steroid onciil diizeylerine

neden olabilir. 21-hidroksilaz  eksikligi durumunda, bu prekursérler 17-
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hidroksiprogesteron (17-OHP) ve progesterondur. Progesteron ve diger metabolitleri
mineralokortikoid reseptorlerinin antagonisti olarak etki eder ve bu nedenle tedavi

edilmemis hastalarda aldosteron eksikligi bulgularinin siddetini artirabilir (2).

KAH fenotipi, 21-hidroksilaz aktivitesinin ne kadar bozulduguna bagli olarak
genis Olglide degisir. Hastalik klasik ve non-klasik olarak smiflandirilir. Klasik tip
aldosteron eksikliginin derecesine gore tuz kaybi ve basit virilizan tip olarak ikiye

ayrilir (Tablo 1).

Yirmi bir hidroksilaz eksikliginde adrenal bezlerde 21-hidroksilasyona ihtiyag
duymayan seks hormonu onciilleri asir1 tretilir. Bu hormonlar testosteron ve
dihidrotestosterona, daha az miktarda estron ve estradiole metabolize olur. Androjen
artist kizlarin prenatal virilizasyonu ve her iki cinsiyette hizli somatik biiylime ile
sonuglanir. Hastalarin yaklasik 3/4’i sodyum dengesini korumak igin yeterli aldosteron
sentez edemez ve “tuz kaybeden tip’’ olarak tanimlanirlar. Bu hastalarda yasami tehdit
eden hiponatremik dehidratasyon gelismesine yatkinlik olmaktadir. Yeterli aldosteron
tiretimi olan ve hi¢ tuz kaybi olmayan hastalarda prenatal virilizasyon ve 21-hidroksilaz
hormonal onciilerinde (6rnegin 17-OHP) belirgin artis olur ve "basit virilizan
tip”’(hastalarin %25) adlandirilir. Non-klasik hastaliga sahip olanlarda ise nispeten hafif
androjen yiiksekligi vardir ve postnatal olarak androjen fazlaligt bulgular

olabilmektedir.

Klasik formun her iki tipinde de dogumda disi ps6dohermafrodit bulgulari
gozlenirken non-klasik formda klinik bulgular genellikle ergenlik ve sonrasinda ortaya

cikar ve hirsutizm, adet diizensizligi ve infertiliteye neden olur (2).

Tablo 1: Klasik ve non-klasik 21-OHE KAH-de klinik 6zellikler ( Nimkarn S.ve
Gangishetti P.K 2016°’dan alinmstir).

Ozellikler Klasik tip Non-klasik tip
Prenatal virilizasyon Sadece kizlarda Yok
Postnatal virilizayson Kizlar ve erkeklerde Degisken
Tuz kaybi Hastalarin %75-inde Yok
Kortizol eksikligi %100 Nadiren




2.2. Konjenital adrenal hiperplazide androjen fazlahg

Androjen Onciillerinin asir1 sekresyonu erkek fetusda cinsel farklilagsmay1 6nemli
Olclide etkilemez. Disi fetusda ise, eksternal genital bolgeler maskiilinize olabilir.
Urogenital siniis septasyon siirecindeyken fetal adrenal bezlerde fazla androjen iiretimi
baslar ve bu vajinal ve iiretral kanallarin ayr1 olusumunu 6nler, klitorisin biiyiimesi ve
kismi veya tam labial flizyon ile kendini gosterir. Vajinanin {iretra ile ortak aciklig
gelisebilir (lirogenital sinus). Klitoris penise benzeyecek sekilde biiyiir ve iiretra bu
organin altma acildigindan, etkilenen baz1 disiler yanliglikla hipospadias ve
kriptorsidizmi olan erkeklerle karistirilabilir. I¢ genital organlar ise normaldir. Etkilenen
disilerin overleri normal oldugundan ve antimiillerian hormone (AMH) sekresyonu
olmadigindan i¢ genital organlar normaldir. Ancak ciddi etkilenen disilerde tipik erkek

i¢c genital yapilarin gelistigi, bir kadin hastadada prostat doku karsinomu bildirilmistir

(7).

Virilizasyonun derecesi Prader tarafindan gelistirilen 5 olgekli skala ile
tanimlanir (8). Tiim klasik KAH disilerinde ayn1 derecede kuskulu genitalya gelismez.
Baz1 tahminler androjen fazlaliginin fiziksel belirtilerinin sadece androjen
prekiirsorlerinin asir1 miktarda olmasina bagl degil, ayn1 zamanda bazi hormonlarin
periferik enzimler tarafindan daha etkin maddelere doniismesine bagli oldugunu
gostermektedir (9). Ayrica, androjen reseptorlerinin konsantrasyonu ve transkripsiyonel

aktivitesi genital fenotipi belirlemede 6nemli oldugu bildirilmistir (10,11).

Prenatal donemde asir1 androjene maruz kalmanin bir baska Ongoriilen etkisi

hem erkek hem de disi bebeklerin boylarinin dogumda ortalamadan daha uzun olmasidir
(12).

Androjen fazlalig1 postnatal donemde de tedavi edilmemis veya yetersiz tedavi
edilmis hastalarda farkli problemlere neden olabilir. Erkeklerde hizli somatik biiyiime
ve hizlanmis kemik matiirasyonu goriiliir (13). Etkilenen c¢ocuklarin c¢ocukluk
donemlerinde boylart uzun iken, epifizlerin erken kapanmasi nedeniyle biiyiimeleri
erken durur ve eriskin donemde boylar1 kisa kalir. Kas gelisimi asirt olabilir. Pubik ve
aksiller killanma, akne, ses kalinlasmas1 ve apokrin viicut kokusu gelisir. Etkilenen
erkek cocuklarda penis, skrotum ve prostat biiyiimesi olabilir, ancak orantisiz olarak

testisler genellikle prepubertal boyutta kalir. Kizlar benzer sekilde adolesan donemde
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klitor biiylimesi gibi asir1 androjen bulgular1 gosterebilir. Kiz hastalarda akne, hirsutizm

ve over disfonksiyonu gelisebilir (2).
2.3. Pubertal gelisim.

Uygun glukokortikoid tedavisi ve asir1 adrenal androjen iiretiminin
baskilanmasiyla erkek ve kiz KAH hastalarda, puberte gelisimi genellikle uygun
kronolojik yasta baslar. Yetersiz tedavi goren kizlarda ortalama menars yast saglikl
akranlariyla karsilastirildiginda geg basladigi bildirilmistir (14). Ancak kadinlarin az bir
kisminda menars baglamaz ve 17-OHP yeterince baskilandiginda bile progesteron
diizeyi baskilanamaz (15). KAH tanili kadinlarda meme gelisimi de baskilanir. Bu
sorunlar androjen fazlalig1 ve kortizol eksikliginin kombine etkileri olup, tedavi ile

diizeltilebilir (16, 17).
2.4. Fertilite

Yeterli tedavi edilen kadinlarda, menars sonrasi adet diizeni normaldir ve
hamilelik miimkiindiir (18). Ancak, genel dogurganlik oranlarmin disiik oldugu
bildirilmistir (19). Over disfonksiyonuna neden olan yiiksek androjen diizeyi, kronik
anovulasyon, yiiksek progestin diizeyleri, anormal endometriyal implantasyon ve

psikoseksiiel davranislar en sik goriilen nedenler arasinda yer almaktadir (20).

Erkeklerde, subfertilite nedeni, anormal adrenal dokudan kaynaklandigi
diisiiniilen testis adrenal rest tiimorleridir. Ayrica, asir1 adrenal androjenler ve
aromatizasyon {riinleri hipofiz tarafindan luteinize edici hormone (LH) salgilanmasini

baskilayarak hipogonadotropik hipogonadizme neden olabilir (21).
2.5. Adrenal medulla.

Klasik 21-OHE olan hastalarda kortizol eksikligi ayn1 zamanda adrenal
medullanin gelisimini ve fonksiyonlarini etkileyerek, etkilenmemis bireylere gére daha

diisiik epinefrin ve metanefrin konsantrasyonuna neden oldugu bildirilmistir (22).
2.6. Konjenital adrenal hiperplazide tuz kaybi

Klasik KAH hastalarin yaklasik 3/4’i progesteronun 21-hidroksillasyonu

bozuldugundan yeterli aldosteron sentezleyemez. Aldosteron sodyum homeostazinda
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onemli olup, eksikliginde bobreklerden, barsaklardan ve ter bezlerinden Na kaybi geligir
(23). Agir etkilenmis hastalarda eslik eden kortizol eksikligi aldosteron eksikligi
bulgularin1 daha da agirlastirir. Glukokortikoidler kardiyak outputu, kontraktilitesini,
kalp ve damarlarin katekolamin ve diger pressor hormonlarin etkisine duyarliligini ve
iskelet kaslarinin ¢aligma kapasitesini artirir (24). 21-hidroksilaz eksikliginde hem
kortizol, hem de aldosteron sentezi etkilendiginden sok ve hiponatremi sadece

aldosteron sentaz eksikligi ile kiyaslandiginda daha sik goriliir (25).

Konjenital adrenal hiperplazide katekolamin sentezi azaldig1 bilinmektedir. 21-
hidroksilaz eksikligi olan farelerde anormal adrenal medulla gelisimi ve azalmis
katekolamin sentezi gosterilmistir (26). Katekolamin eksikligi glukokortikoid ve

mineralokortikoid eksikligine bagli gelisen sokun daha da agir seyretmesine neden olur.

Tuz kayb1 sendromu olan yenidogan bebeklerde beslenme giigliigii, kilo kaybi,
gelisme geriligi, kusma, dehidratasyon ve hipotansiyon gibi non-spesififk bulgular
gelisir. Hiponatremi, hiperkalemi ve hiperreninemi adrenal krize (azotemi, vaskular
kollaps, sok ve 6liim) neden olur. Adrenal kriz, yasamin ilk 4 haftasinda ortaya ¢ikar ve
erkek cocuklar daha risklidirler. Ciinkii yenidogan muayenesinde erkek bebeklerde dis
genital yap1 normal oldugundan tuz kayb1 bulgular1 gézden kagabilir. Kiz ¢ocuklarda ise

kuskulu dis genital yap1 nedeniyle daha erken tan1 konulabilir (27).

Kardesler olsun ya da olmasin ayn1 mutasyonu tasiyan kisilerde tuz kaybi1 farkli
derecelerde goriilmistiir (28, 29). Bu gozlemlerle ilgili agiklamalar heniiz tam belli
olmasa da tuz kaybinda hem genetik hem de genetik olmayan faktorlerin rolii oldugu
diisiiniilmektedir. In-vivo yapilan metabolik ¢alismalarda ekstra-adrenal 21 hidroksilaz
enzimi saptanmistir (30). 21-hidroksilaz aktivitesi olan farkli enzimler tavsan

karacigerinde tespit edilmis, ancak insanda tanimlanmamuistir (31).
2.7. Non-klasik 21-hidroksilaz Eksikligi

Non-klasik 21-hidroksilaz Eksikligi Klasik formdan daha sik goriilmektedir. Her
yasta izlenebilir ama, genellikle ileri yasta ortaya c¢ikar ve hafif seyreder. Erken puberte

ve kemik yasi artig1 gibi degisik hiperandrojenizm bulgulart verebilir (2).

Non-klasik 21-OHE kiz hastalarda kuskulu genitalya gelismez. Akne, adet

diizensizligi, sekonder amenore, oligoamenore ve hirsutizm gibi klinik bulgular
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verebilir. Non-klasik tip tanili kadinlarin %60’1inda hirsutizm, %54’iinde oligomenore
ve %33’linde akne gorildigi bildirilmistir (32). Non-klasik 21-OHE olan bir¢ok
kadinda polikistik over sendromu gelisebilir. Hiperandrojenizmi olan kadinlarin %2,2-
%10'unda non-klasik 21-OHE tespit edilmistir (32,33,34). Tedavi edilmeyen kadinlar
hastalarda dogurganlik orani1 %50 olarak bildirilmistir (35).

Non-klasik 21-OHE olan erkek hastalar hakkinda ¢ok az yaym vardir.
Erkeklerde androjen artis1 bulgular1 erken puberte, boy kisalig1 ve fertilitede azalma
seklinde olabilir (36). Bu hastalarin bir grubu tamamen asemptomatiktir ve ancak farkli

nedenlerden dolay1 incelendiklerinde tani alirlar (2,6).
2.8. Konjenital adrenal hiperplazide norofizyoloji

Beynin prenatal donemde yiiksek diizeyde androjene maruz kalmasi, etkilenen
kizlarda ileri donemde dimorfik cinsel davraniglara neden olabilir (37-39). Kizlar araba
veya kamyonet gibi erkek oyuncaklari ile ilgilenebilir ve siklikla da oyuncak bebeklere
ilgileri azalmistir (40-43). Etkilenen kizlarda escinsellik sikligi artmustir, ancak ¢ogu
heteroseksiieldir (2). Tuz kaybeden tip KAH hastalarinda hiponatermik dehidratasyon
ve sok kalici beyin hasarina neden olabilmektedir (44-46). Korku ve saldirganligi
kontrol eden androjen duyarli beyin merkezi olan amigdala, KAH’l1 ¢ocuklarda MRG
ile daha kii¢iik oldugu gorilmiistiir (47).

2.9. Konjenital adrenal hiperplazide malignite

KAH hastalarinda adrenal kitle goriilme insidansi genel popiilasyona gore daha
yiiksek saptanmustir. Histolojik olarak adenom, myelolipom ve hemanjiyom tipleri daha
stk goriliir (49-51). Steroid duyarli hiperplastik adrenal nodiiller daha once tani
almamis hastalarda hayatin ileri doneminde saptanabilir ve virilize adrenal adenomlarla
karistirtlmamalhidir (49,52,53). Nadiren de olsa KAH hastalarinda virilize adrenal
karsinom goriilmiistiir (54,55). KAH tanili ¢gocuklarda goriilen adrenal kitlelerin ¢ogu
iyi huyludur (56). Siklikla yetersiz tedavi alan hastalarda goriillmesine ragmen, 21-
hidroksilaz ekiskliginin tuz kaybi formunda diizgiin tedaviye ragmen de erkeklerde
spermatogenez yetersizligi ile giden testikiiler adrenal rest tiimori goriilebilir
(57,58,59). Bu tiimorler genellikle iyi huylu olmasina ragmen, biyopsi ve bazen

deorsiektomi gerektirir (60).



2.10. Yirmi bir hidroksilaz eksikligi tanisi

21-hidroksilaz  eksikligi tanmis1 asagidaki  laboratuar bulgulara  gore

konulmaktadir:

-Yiiksek serum 17-OHP diizeyi (Tablo2).

-Yiiksek adrenal androjen diizeyi: A*-androstenedion, dehidroepiandrosteron
(DHEA).

- Tuz kaybr olan 21-OHE KAH hastalarinda yiiksek plasma renin aktivitesi
(PRA).

Tam1 agisindan siipheli olgularda ACTH uyari testi (250 pg cosinotropin)

yardimci olabilir. Taniy1 desteklemek i¢in genetik ¢calisma yararli olabilir.

Non-klasik olgularda rastgele alinan kandaki 17-OHP diizeyleri normal olabilir.
Bu durumda altin standart ACTH uyan testidir. Bolus tarzinda 250 pg cosinotropin
oncesi ve lsaat sonrasinda 17-OHP diizeyi ol¢iiliir. 17-OHP diizeyi 30 nmol/Liizerine
cikarsa tani kesinlestirilir. Tastyic1 olgularda hafif yiikselme(30 nmol/L’dendaha diisiik)
izlenebilir (5).

Tablo 2: 17-hidroksiprogesteron diizeyine dayal 21-hidroksilaz eksikligi tamisi (
Speicer ve ark. 2010).

Klasik form Non-klasik form Saglikli

Basal 17-OHP diizeyi
>10,000 ng/dL 200-10,000 ng/dL | <200 ng/dLveya 6
veya 300 nmol/L | veya 6-300 nmol/L | nmol/L

ACTH stimulasyon
sonrast 17-OHP diizeyi 1,000-10,000

>
10,000 ng/dL ng/dL veya 31-300
veya 300 nmol/L
nmol/L

<1,000 ng/dL veya 50
nmol/L

2.11. Kuskulu genitaliyanin degerlendirilmesi.

Fizik muayende iiretral meatus degerlendirilmeli ve inguinal kanal, labialar ve
skrotum dikkatli palbe edilmelidir. Fallus ve klitorisin uzunlugu, iiretral agikligin yeri,
labioskrotal fiizyon, gonad palpasyonu ve perine muayinesi yapilmalidir. Uterusun
varligin1 ya da yoklugunu gostermek i¢in ultrason yararh tekniktir ve gonadlarin yerini
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lokalize edebilir. Bebegin genetik cinsiyetini belirlemede hizli bir karyotip analizi
kullanilabilir. Disi psodohermaftoditizimde, tirogenital siniise kontrast madde verilerek

vajina ve uterus goriintiilenirr ve bu metod cerrahi tedavinin planlanmasi i¢in gereklidir

).

Standart tan1 testi olarak bazal 17-OHP bakilmalidir ancak kosinotropin (sentetik
ACTH) stimulasyon oncesi ve sonrasi adrenokortikal hormon profili bakilmasi daha
iistiindiir. Bu degerlendirme hayatin ilk 24 saat sonrasina ertelenebilir. Tuz kaybettiren
tip 21-hidroksilaz eksikligi kiz psédohermofrotidizmin en sik goriilen nedenidir. Test
tamamlandikdan sonra olabilecek adrenal kriz agisindan hasta monitorize edilmelidir.
Hayatin ilk 7 giiniinde tuz kayb1 krizi nadiren rastgelinir, ancak bircok klinisyenler
KAH’l1 yenidoganlarda ilk 7 giinde hiponatremi ve hiperkalemi saptamislar. PRA ve
aldosteron saglam yenidoganlarda da ilk haftada yiiksek olabileceginden
degerlendirilmesi uygun degildir (2).

Inisial testlerin sonucuna gore ileri diizey testler planlanmalidir. Neonotolog,
endokrinolog, urolog ve tecriibeli sosyal calisan ve/ya cocuk psikiatristi erken tani
verilerini degerlendirerek aileye cinsiyet yetistirmesi ve tibbi ve cerrahi tedavi ile ilgili

tavsiyede bulunmalidir (2).
2.12. Yenidogan taramasi

Etkilenen erkeklerde 21-hidroksilaz eksikligi siklikla agir adrenal yetersizlik
gelisene kadar taninmadigindan, bu hastalik cogu Amerikan eyaletinde ve birgok tilkede
yenidogan tarama programina alinmistir. BoOylelikle hem erkek ve kiz bebeklerin
Olimleri engellenmekte hem de erken tibbi/cerrahi miidahale ile problemler,
biiyiimeden diizeltilebilmektedir. Bu programlarda, topuktan alinan ve filtreli kagit
kartlara absorbe edilen kuru kanda 17-hidroksiprogesteron diizeyi analiz edilir.
Potansiyel olarak etkilenen bebekler yaklasik olarak 2 haftalikken tetkikler (elektrolitler
ve 17-OHP) igin yeniden c¢agirilir. Tuz kaybettiren hastalii olan bebeklerde bu
donemde siklikla elektrolit bozuklugu gelismistir, ancak genellikle hastanin ¢ok agir bir
klinigi yoktur. Tarama programi non-klasik formunu saptamada giivenilir degildir,

ancak bu tipte adrenal yetersizlik gelismediginden klinik olarak 6nemi azdir (61).



Avrupa ve Amerika Cocuk Endokrinoloji Topluluklar1 da Yenidogan KAH
Taramas1 yapilmasini dnermektedirler. Akraba evliliklerinin sik oldugu Tiirkiyede de

Yenidogan KAH Taramas1 baglatilmistir (62).
2.13. Molekiiler genetik

Steroid 21-Hidroksilaz, CYP21 geni tarafindan kodlanan bir mikrozomal
sitokrom p450 enzimidir. CYP21enzimi 494 aminoasit rezidiisii i¢erir, molekiiler kiitlesi
52 kDa’dir ve endoplazmik retikulumda lokalize olur (63). 21-hidroksilaz enzimini
kodlayan genin iki ayr1 formu bulunmaktadir. Bunlar aktif gen CYP21 (CYP21A2 veya
CYP21B) ve psodogen CYP21P (CYP21A1P, CYP21A)’dir.

CYP21 geni 10 ekzon ve 9 introndan olusan 3kb’lik bir gendir ve 6p21.3’de
lokalizedir (63). CYP21 geni ve onun inaktif homologu olan CYP21P psddogeni HLA
major histokompatibilite kompleksinin (MHC) grup III bolgesinde, kompleman
sisteminin 4. komponentini kodlayan C4B ve C4A genlerinin hemen yaninda, HLA-B
ve HLA-DR arasinda yer almaktadir (Sekil 1.) (64, 65). Aktif gen ile psodogen,

ekzonlar acisindan % 98, intron agisindan % 96 oraninda homoloji gosterir (66,67).

CYP21P psodogeni, igerdigi 15 farkli mutasyondan dolay1 inaktif durumdadir
(67). CYP21P’in tamamen kayip oldugu ailelerde yapilan ¢aligmalar bu genin timiiyle
fonksiyonsuz oldugunu kanitlamistir. CYP21 ve CYP21P’in yiiksek dizi homolojisine
sahip olmas1 ve yaklasitk 30 kb’ lik bir mesafede yerlesmelerinin sonucu olarak
mayozda kromatidlerin yanlis eslesmeleri ve “Unequal Crossing-over® olaylari
yasanabilmektedir. Bunun sonucu olarak ya C4B ve CYP21 geninde delesyon ya da
psodogende dogal olarak bulunan mutasyonlarin aktif gene aktarilmasi, yani

konversiyon meydana gelebilmektedir (68,69,70).

CYP21 geni insandaki polimorfik genlerden birisidir ve 5 normal varyanti
mevcuttur: insL9, K102R, D183E, S268T ve N493S (5).

21-Hidroksilaz eksikligi otozomal ¢ekinik sekilde gegen bir monogenik hastalik
oldugundan ve HLA kompleksi ile siki baglanti i¢inde oldugundan 21-OHE olan
kardesler neredeyse her zaman ayn1t HLA yapisina sahiptirler (71,72). Tuz kaybettiren
tip hastalik ile HLA-A3, HLA-Bw47 ve HLA -DR7 birlikteligi; non-klasik tip hastalik
ile HLA-B14, HLA-DRI1 birlikteligi saptanmistir. HLA-A1, HLA-B8 ve HLA-DR3’ de,
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21-OHE ile negatif iliskisi olan haplotiplerdir. CY21A2 geni klonlanmadan énce HLA

gostergeleri 21 OHE prenatal tanisinda 6nemli bir aragti (2).

A 6p21.3

210 00 400
—{1 (] E

HLA-B TNF C4/CYP21

@ [Class ]

& iy

B RP1 c4A CYP21P RP2 caB  CYP21
R i >
< LT
TNXA TNXB

30 kb e

Sekil 1: CYP21A geni lokalizasyonu ve genetik haritasi.

A, CYP21 geni, HLA major histokomplite kompleksinde, kromosom 6p21.3’de yerlesimi. Bu
bolgede yerlesen diger genler gosterilmis. Cizginin sag ucundaki daire sentromerin yoniini
gosteriyor. Rakamlar: genler arasindaki mesafe, kilobaz (kb). HLA-B transplantasyon antijeni
kodlayan gen olup, Class 1’de, HLA-DR ise CLASS II’de yerlesmektedir. Bu gen class’lar
arasindaki bolge Class III adlandirilmaktadir. TNF, timor nekroz faktér. C4/CYP21 bolgesi
panel B’de gosterilmistir. B, 21-hidroksilaz (CYP21) geni bélgesinin genetik haritasi. Oklar,
tasnkripsiyon yoniinii igaret ediyor. CYP21P, 21-hidroksilaz psddogeni. C4A ve C4B, serum
komplementinin 4. Komponentini kodlayan genlerdir. RP1, fonksiyonu belirlenemeyen niiklear
protein kodlamaktadir. RP2, RP1 geninin kesilmis kopyasidir. TNXB, tenaskin-X gen. TNXA, bu
genin kopyasi. 30-kb’lik mesafe, duplikasyona katilan bolgeyi gosteriyor.

2.14. 21-Hidroksilaz eksikligine yol acan mutasyonlar

Konjenital adrenal hiperplaziye neden olan 100’den fazla mutasyon
bulunmaktadir. C4B’nin ve CYP21A2’in delesyonlar1 (%20), CYP21A1P’deki zararh
mutasyonlart CYP21A2’ye transfer eden biiyiikk gen konversiyonlart (%3-15),
duplikasyon (%2-9), noktamutasyonlari (%38-86) goriilmektedir (2).

Hastalarin %1’inde spontan mutasyon saptanmaktadir (5). Hastalarin biiyilik

kismi “compound” heterozigottur (1).

Molekiiler c¢aligmalarda hasta ve tastyici bireylerin %90-95’inde en sik 9
mutasyon ve gen delesyonu saptanmistir. Bu mutasyonlar tam ya da parsiyel 210H

eksikligine neden olmaktadir. In vitro ¢alismalara dayanarak CYP21’deki mutasyonlar

11



enzimatik aktivitenin seviyesine gore siniflandirilmistir (2, 73). CYP21 geninde sik

goriilen mutasyonlar Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3: CYP21A geninde sik goriilen mutasyonlar.

Enzim Fenotip CYP21A2 patojenik varyantlari
aktivitesi
%0 Agir Biiyiik gen delesyonu

(Klasik) Biiyiik gen konversiyonu

8bp. delesyon
E6 kiime mutasyonu (ILE236ASN, VAL237GLU,

MET239LYS)

Q318X

R366W
%<1 cIVS2 AS, A/C-G,-13)
%1-%62 1172N

~%20-%50 Hafif (non- P30L
klasik) V281L
P453S

Genis delesyon ve genis konversiyon.

CYP21 geni ve C4B-i kapsayan biiyiik delesyonlar, bir ¢ok popiilasyonda klasik
210HE vakalarmin %20’de saptanmaktadir, ancak Latin Amerika iilkelerinde daha az

gorilmiistiir. Homozigot delesyon genotipi tuz kaybina neden olmaktadir (2).

TNXB genini de kapsayan biiyiik delesyona sahip hastalar gosterilmistir ve 21-
hidroksilaz eksikligi ve Ehlor-Danlos sendromunu kapsayan kontagiyoz gen sendromu

saptanmustir (74).
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Genis konversiyonlar klasik 21-hidroksilaz eksikligi hastalarin allellerinin
%10’ unu kapsar. Konversiyon sonucu psddogenden aktif gene aktarilan mutasyonlar

enzim aktivitesini bozmaktadir (2).
Intron 2°de A veya C—G (IVS2AS, A/C-G,-13)

Intron 2’de sondan 13 baz 6nceki niikleotid normalde Adenin ya da Sitozin’dir.
Bu Adenin ya da Sitozin’in Guanin’e dontisiimii klasik 21-Hidroksilaz eksikligine bagli
KAH’de en sik goriilen alleldir (2). DNA niikleotid dizimine gore €.293-13A> G veya
€.293-13C> G seklinde ifade edilmektedir (5). Bu degisim intronun erken baglanmasina
ve translasyonel okuma cergevesinde kaymaya neden olur. Her ne kadar bu patojenik
varyantlardan biri i¢in homozigot olan ¢ogu birey (>% 90) tuz kaybi sendromu olsa da,
tuz kaybinin siddetinde farklilik gézlenmektedir. Bu genotip-fenotip varyasyonu, artmis
alternatif “splicing” sonucu normal kirpilma olmadigindan, degisken aktiviteye sahip,
ancak yine de yapilabilen bazi protein iiretimi ile agiklanabilir (67). Bu mutasyon hem
tuz kaybi, hem de virilizan tip hastalarda saptanmustir (75,76). White ve ark. (77) bu
mutasyonu tuz kaybi vakalariin %22’sinde, basit virilizan vakalarinin %25’inde ve

non-klasik vakalarinin %12’sinde saptamaistir.
ILE172ASN

Ekzon 4’de bulunan gergeve kaymasi mutasyonudur. Bu mutasyon normalde
CYP21A psodogende bulunmaktadir. CYP21 genine gen konversiyonuyla transfer
olabilmektedir. Izoldsin bolgelerinin 1172N mutasyonu sonucu etkilenmesi enzimin
endoplazmatik retikulum ile iligkisini zayiflatarak, enzimin uygun olmayan bir sekilde
yerlesmesine neden olabilecegi tartisilmistir (2). Wedell ve ark.(78) bu mutasyonu
ILE173ASN olarak refere etmistir. Bu mutasyon %2 enzim aktivitesine sahip olup, tuz

kaybina neden olmadigi gosterilmistir (79).

New ve arkadaslari (80) ise p.lle173Asn ve agir patojenik varyanta sahip bilesik
heterozigot olan etkilenmis bireyler arasinda, %76's1 basit virilize edici fenotipe
sahipken, %23l tuzkaybettiren fenotipine sahip oldugunu gostermistir. Transkripsiyon
regililasyonunda veya proteini translasyonunda olan negatif degisikliklerin 21-OH enzim

aktivitesinin azalmasina neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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172N patojenik varyanti ve agir varyanti olan hastalarin ¢ok kiigliik bir

yiizdesinde ise non-klasik fenotip (beklenen klasik fenotip yerine) saptanmugtir (81).
VAL281LEU

Exon 7°de yerlesen bu mutasyon enzimin endoplazmatik retikulum ile iliskisini
zayiflatarak kalan enzim aktivitesini %20-50 oranina diismesine neden olmaktadir.
Ezquite ve ark. (82) Ispanyol popiilasyonunda yaptig1 ¢alismada non-klasik KAH
hastalarinda (38 hastanin 15’inde) en sik saptanan mutasyon V281L (%34) olmustur.
White ve ark. (77) yaptig1 caligmada da non-klasik tip KAH vakalarinin %34’de V281L

mutasyonu saptamaigtir.
Pro30LEU

Ekson 1°de yerlesmektedir. Kiiltiire edilmis hiicrelerde %30-60 oraninda normal
aktiviteye neden olan bir mutasyon olsa da enzimin degisken olabilecegine dair kanitlar
gosterilmistir. Non-klasik KAH hastalarinin yaklasik %15’inde bulunmaktadir (2).
Val281Leu veya Pro30LEU mutasyonu tastyan bilesik heterozigot bireylerin kiigiik bir
kisminda (%3) non-klasik tip fenotip beklendigi halde klasik fenotip saptanmistir (5).

8-BP DEL

White ve ark. (83) CYP21Pgeninde, ekson 3’de 707-714 niikleotidlerinde 8bp
delesyonunu gostermistir. Bu delesyon “frameshift” yoluyla protein sentezini

durdurarak tuz kaybi tipine neden oldugu bildirilmistir.
GLN318TER (Q318X)

Bu mutasyon ekzon 8’de 318. pozisyonda prematiir terminasyona neden olan
nonsense mutasyondur. Mutant enzimin kalan aktivitesinin %0 oldugu gosterilmistir.

Tuz kaybettiren tip ile iligkilidir (2).
ILE236ASN, VAL237GLU, MET239LYS. E6 kiime mutasyonlari

Ekson 6’da bu 3 mutasyonun toplandig1 bolgedeki G heliksinin etkilenmesi,
enzim aktivitesinin tamamen kaybina yol actigi gosterilmistir. Tuz kaybettiren tiple

iliskilendirilmistir (84).
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ARG356TRP (R356W)

Ekzon 8’deki bu mutasyon enzim aktivitesini tamamen yok etmektedir. Tuz

kaybettiren tiple iliskilidir (2).
PROA453SER

Overbach ve ark. (85) yaptigi ¢calismada 13 Non-klasik KAH vakasinda CYP21
gen strukturunu analiz ederken ekson 10’da pro453ser (P453S) mutasyonunu
saptamistir. P453S mutasyonu non-klasik KAH vakalarinin %46,2°sinde saptanmustir.
Diger non-klasik tip mutasyonlardan farkli olarak, P453S mutasyonu psddogende

bulunmamastir.
Mutasyonlarin patofizyolojisi

Cekinik kalitimli hastaliklarda, iki allelde olan mutasyonlardan daha az agir
olan1 fenotipi belirlemektedir. 21-OHE’ne neden olan alleller, rezidiiel enzim

aktivitesine bagli olarak agir veya hafif olarak gruplandirilmistir (Tablo 3).

* Tuz kaybi1 olan 21-OHE KAH olgularinda genellikle en agir patojenik

varyantlar saptanmistir (6rn. Homozigot delesyonlar).

» Non-klasik 21-OHE KAH olgularinda, genellikle bir ya da her iki allel hafif

etkilenmistir.

« Farkli tipteki mutasyonlar igin heterozigot olgularda ise, hastalik
ekspresyonunun siddeti biiyiikk oranda iki alelden daha hafif etkilenenin aktivitesi

tarafindan belirlenir.
2.15. Genetik testler

CYP21A2 geninde sik goriilen nokta mutasyon ve gen delesyonlarini hedefleyen
analizler etkilenmis olgularin %80-98’inde hastalifa neden allelleri saptayabilir.
Kullanilan yontem ve tetkik edilen populasyona gore bu oran degigsmektedir. Real-time
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tiim gen sekanslama nadir goriilen mutasyonlari,
coklu ligasyona bagli prob amplifikasyonu (MLPA) testi ise biiyiik gen delesyonlari ve

konversiyonlar1  saptayabilir. En sik goriilen mutasyonlar1 saptamak ig¢in
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minisekanslama teknigi gelistirilmis ve bir ¢ok klinikte kullanildigi belirtilmektedir
(73).

2.16. Test sonuclarinin yorumlanmasi

Biiytik gen konversiyonlar1 birden fazla mutasyona sahip sekansi1 psddogenden
aktif gene transfer edebilir. Bu durumda, sik goriilen mutasyonlar1 hedefleyen
analizlerde multipl mutasyonlar saptanir. Bu metod mutasyonlarin bir allelde mi, yoksa
iki allelde mi yerlestigini gdsteremez. Mutasyonlarin cis konfigurayon veya trans
konfigurasyonda oldugunu goéstermek igin her iki ebeveynin genetik analizi

yapilmalidir.

Yanlis yorumlamanin bagka bir nedeni ise CYP21A2 gen duplikasyonudur. Hem
fonksiyonel gen, hem de ayni kromozomda mutasyona sahip kopya tasiyan bireyler

yanliglikla tagiyici sanilabilirler (73).
2.17. Genotip-fenotip korelasyonu

Glinlimiize kadar yapilan calismalarin ¢ogu 21 hidroksilaz yetersizliginde
genotip ve fenotip iligkisinin oldugunu géstermektedir (79,87,88). Ancak 21 hidroksilaz
eksikligine bagli KAH vakalarinda genotip ve fenotip iligkisinin kesin olmadigi da
bildirilmistir (80,81).

Speiser ve ark. (79) 21-hidroksilaz yetersizligine bagli KAH tanili 88 ailede
genotip ve fenotip karsilagtirmasi yapmistir. Analiz edilen kromozomlarin %95’inde
mutasyon saptanmistir. En sik goriilen mutasyonlar IVS2AG (%26), biiyiik delesyon
(%21), Tlel72asn (%16) ve val281leu (%11) oldugu bildirilmistir. Vakalar tahmin
edilen enzim aktivitesine gore gruplandirilmig, ancak her grupta beklenenden daha agir
yada daha hafif fenotipe sahip hastalar saptanmistir. Fenotip-genotip uyumsuzlugunun

CYP21 geninin allelik varyasyonlarindan kaynaklandigi bildirilmistir.

Jaaskelainen ve arkadaslari (89) gen mutasyonlarinin hasta klinigi ile uyumlu
oldugunu, ancak I172N mutasyonunun ise genis fenotipik varyasyonlart neden

oldugunu bildirmistir.
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Krone ve arkadaslar1 (90) yaptig1 calismada akraba olmayan 155 KAH tanili
hastada genotip-fenotip iliskisini ve CYP21 mutasyonlarinin sikligini1 arastirmigtir. 310
allelden 306’sinda (%99) mutasyon saptanmis ve en sik goriilen mutasyonlarin IVS2AG
(%30), biiyiik delesyon (%20), [172N (%20) ve biiyiik gen konverisyonu (%7) oldugu
bildirilmistir. 5 yeni nokta mutasyon gostermistir (90). Genotipler tanmin edilen enzim
aktivitesine gore 4 grupta (0, A, B, C) kategorize ederek, her grubun pozitif prediktif
degeri hesaplanmistir. En agir ve en hafif mutasyon olan gruplarda fenotip-genotip
uyumunun iyi oldugu, orta agir mutasyon olan gruplarda ise fenotip-genotip

uyumsuzlugunun daha fazla oldugu belirtilmistir (90).

Pinto ve arkadaslari (91) 21-OHE’ne bagli KAH tanili 68 hastanin klinik,
hormonal ve genetik incelemesini yaparak genotip-fenotip korelasyonunu arastirmistir.
Mutasyon siddetine gore vakalar gruplandirilmis: grup 0, enzim aktivitesini tamamen
yok eden mutasyon sahip genotip (%17.6); grup A, homozigot 1VVS2 mutasyonu olan ve
bir allelde IVS2, diger allede 0 grup mutasyonu tasiyan bilesik heterozigot genotip
(%33.8); grup B, 1172N mutasyonuna sahip homozigot ve bir allelde 1172N, diger
allelde grup 0 veya grup A mutasyonuna sahip bilesik heterozigot genotipler (%14.7);
grup C, V281L veya p30L mutasyonuna sahip homozigot veya bilesik heterozigot
genotipler (%26.5)ve grup D, enzim aktivitesi belli olmayan mutasyonlar (%7.4). Grup
0 ve A’da tiim vakalar tuz kaybi sendromu, grup C ise non-klasik tip KAH oldugu
gosterilmigtir. B grubu hastalardan 5’1 tuz kaybi sendromu, 5’i ise basit virilizan tip
oldugu saptanmistir. Grup 0 ve A’nin tan1 yasinin daha erken oldugu, ve grup B ile
karsilagtirildiginda daha agir virilize oldugu gosterilmistir. Grup 0, A ve B’ye
uygulanan hidrokortizon dozunun ayn1 oldugu, grup C’de ise diislik oldugu gosterilmis.
Hem klasik, hem de non-klasik tip hastalarda final boyun hedef boydan az oldugu
saptanmigtir. Genetik defekt ile klinik-laboratuvar bulgularin iyi korrele oldugu

gosterilmistir (91).

Stikkelbroeck ve arkadaslar1 (81) Hollanda popiilasyonunda CYP21 mutasyon
sikligin1 ve genotip-fenotip korelasyonunu aragtirmistir. 198 hastadan, 370 allel
incelenmistir. Gen delesyonu/konversiyonu 118 allelde (%31.9) saptanmis. En sik
goriilen nokta mutasyon ise IVS2 (%28.1) ve 1172N (%12.4) olmustur. Yedi allelde
(%1,9) tek kromosom yerlesimli ekson 7 ve 8’de bulunan psddogen kaynakli kiime
mutasyon (V281L-F306-Q318X-R356W) ve 6 yeni mutasyon bulundugu belirtilmistir.
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Genotip-fenotip korelasyonu 87 hastada yapilmis, sifir mutasyon grubunda 29 hastadan
28’inde (%97) ve IVS2 mutasyonuna sahip (homozigot veya 0 grup mutasyonla bilesik
heterozigot) 24 hastanin 23’iinde tuz kaybettiren tip saptanmistir.I172N mutasyonuna
sahip homozigot ve bilesik heterozigot (0 grup mutasyon ya da IVS2 mutayonuyla)
hastalarda tuz kaybettiren tip (17 hastanin 2’sinde, %12), basit virilizan tip (17 hastanin
10’unda, %59) ve non-klasik tip KAH (17 hastanin 5’inde, %29) saptanmistir. P30L,
V281L ve P453S mutasyonuna sahip homozigot ve bilesik heterozigot 6 hastada non-
klasik tip saptanmistir (81). Bati Avrupa {ilkelerinde yapilan diger calismalarla
kiyaslandiginda fenotip-genotip korelasyonun diisiikk oldugu bildirilmistir (81). Yeni
bulunan 6 mutasyon ve ekson 7 ve 8’de yerlesen psddogen kaynakli 4 kiime mutasyonu

Hollanda populasyonu i¢in karakterik olabilecegini belirtmistir (81).

New ve ark. (80) 21-OHE’ne baglhh KAH hastalarinin en biiyiik kohortunu igeren
calismada fenotipin Ongdriilebilirliginin 6nceden diisliniilenden daha az oldugunu
gostermistir. Bu caligmada genotiplerin yaklasik %50'sinde dogrudan genotip-fenotip
korelasyonu bulunmustur. En giivenilir olmayan tahminler, basit virilize edici formda
ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, tuz kaybettiren form ve klasik olmayan formlarda
bulunan bazi genotipler i¢in giiglii korelasyon kaydedilmistir. P.VV281L, delesyonlar, 8-
bp delesyon, p.Q318X ve p.R356W mutasyonlarinda yiiksek genotip-fenotip uyumu

saptanmistir.

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalardan Tukel ve ark. (92) 31 hasta lizerinde yapmis
oldugu bir calismada CYP21A2 geninde sik rastlanan mutasyonlar, “semiquantitative”
PZR/enzim kesimine dayali bir metod ile incelenmistir. Calisma sonucunda P30L ve
V281L mutasyonlarina rastlanmamistir. IVS2 mutasyonuna %22.5, 8bp delesyonuna
%3.2, 1172N mutasyonuna %11.4, E6 cluster mutasyon kiimesine %3.2, Q318X
mutasyonuna %8, R356W mutasyonuna %9.6 oraninda rastlanmistir. Ayni ¢alismada
“SouthernBlot” teknigi ile CYP21A2 genindeki delesyon ve konversiyonlar da

incelenmis ve delesyon orani %9.6, konversiyon orani ise %22.5 olarak bulunmustur.

2009 yilinda Bas ve ark.’nin (93) iilkemizde gercekletirdigi calismada, 56 KAH
tanili hastada CYP21 genotiplemesi raporlanmistir. Hastalarin %84.6’sinda hastaliga
neden olan mutasyonlarin saptanmis oldugu raporlanmistir. Calismada %22.0 oraninda
IVS2, %14.3 oraninda konversiyon, %8.8 oraninda R356W, %9.9 oraninda 1172N,
%7.6 oraninda V281L, %6.6 oraninda biiylik delesyon, %4.4 oraninda 8-bpdelesyon,
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%3.3 oraninda Q318X, %3 oraninda 8-bpdelesyonu, %2.2 oraninda p453S, R339H ve
E6 kiime rmutasyonlar: ve %1.1 oraninda kompleks alleller saptamiglardir (93).

Sadeghi ve ark. (94) yapmis oldugu ¢alismadaise 21-hidroksilaz eksikligi tanisi
almis 100 hastada CYP21A2 geninde sik rastlanan mutasyonlar incelenmistir.
Calismanin sonucunda % 28.5 oraninda IVS2, % 17 oraninda biiyiik gen delesyonlari,
%12.5 oraninda Q318X, %4 oranindal172N ve 8-bp delesyonu, %4.5 oraninda V281L,
%4.5 oraninda R356W, %1,5 oraninda P30L ve %1 oraninda 1236N, V237E ve M239K

mutasyonlaribulunmustur.

KAH hastalarinda genotip-fenotip degiskenligi icin ¢esitli faktorler sorumlu
olabilir. Ayn1 mutasyonu tasiyan kardesler arasinda bile klinik bulgularin agirlig
acisindan farklilik oldugu gozlenmistir. Baska genlerin de etkisi olabilecegine dikkat
¢ekilmektedir (29).

CYP21A2 mutasyonlar1 disinda steroid etkisini veya tuz dengesini degistirerek
fenotipi etkileyebilen diger faktorler bildirilmistir: androjen reseptdrinde CAG
tekrarlart uzunlugu (95, 96); P450 oksidorediiktaz enzimin yiiksek polimorfizmi; RNA
“splice” faktorlerinde kirpilma mutasyonlari varyantlart (97, 98) ve 21-hidroksilaz
aktivitesine sahip sitokrom P450 tip II gibi diger baska proteinleri kodlayan diger genler
(99, 100). Ayrica, genetik analizde yeni mutasyonlarin arastirilmamasi, eksik
genotiplenme, 2 ve ya fazla mutasyona bagl bilesik heterozigotluk genotip-fenotip

uyumsuzlugunu izah edebilir.

2.18. Tedavi

2.18.1. Glukokortikoid tedavisi

Kojenital adrenal hiperplazide tedavi medikal, cerrahi ve uygun cinsel kimligin
verilmesine yoneliktir. Tedavide en Onemli nokta ACTH sekresyonunu normale
getirilerek adrenal androjenlerin asir1 sekresyonun inhibe edilmesi ve adrenal bez
tarafinda sentezlenemeyen steroidlerin replasmaninin yapilmasidir. Adrenal kortekste
androjen yapimini baskilamak i¢in fizyolojik dozda glukokortikoid tedavisi yetersiz
kaldigindan, supra-fizyolojik dozlar kullanmak gerekir. Glukokortikoid dozu interval
bliyiime, viicut yiizey alani, kemik yasi ve hormon seviyesine gore ayarlanir.

Cocuklarda onerilen kortizol tedavisi hidrokortizondur ve 10-20 mg/m2/giin 2 ve ya 3
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dozda uygulanir. Yenidoganlarda kortizol sekresyonu biraz yiiksek olsa da (7-9
mg/m2/giin), KAH’li infantlara minimum 6mg/giin 3 dozda verilir (2).

Diger uzun etkili glukokortikoidlere gore yan etkileri daha az oldugu igin
tedavide tercih edilen baslica glukokortikoid hidrokortizondur. Biiylik adolesan ve
eriskinler daha diisiik doz prednizon (5-7,5 mg/giin iki doz) ve ya deksametazon (0,25-
0,5 mg tek ve ya iki doz) ile tedavi edilebilir. Hastalar hizli kilo alma, hipertansiyon,
striyalar ve osteopeni gibi yatrojenik Cushing sendromu bulgular1 agisindan dikkatli
izlenmelidir. Testikuler adrenal rest sorunu olan erkek hastalarda ACTH baskilanmasi
icin yliksek doz deksametazon gerekebilir. Ates, travma, ameliyat gibi akut strese maruz
kalan KAH hastalarda aldigi glukokortikoid dozunun arttirilmasi gerekir. Genellikle
kullanilan hidrokortizon miktari 3 katina ¢ikartilir (2).

Tedavi basarisi (adrenal hormonlarin baskilanmasi) 17-OHP ve androstenodion
diizeyi ile izlenmelidir. Kiz hastalarda ve prepubertal erkek hastalarda testosteron
diizeyi de bakilabilir. Hedef 17-OHP diizeyi yas ve cinsiyet dikkate alinarak 100-
1000ng/dl araliginda seyretmelidir. Hormon Ol¢iimii zamani ila¢ alma saatine yakin,
saat 08:00°da, ACTH fizyolojik pik yaptig1 saatte ve ya bir sonraki dozu almamistan
once olmalidir. KAH hastalarinda hormon diizeyinin izlenmesi ya tiikiiriikden ya da

parmak ucundan filtre kagitina toplanan ornekten 17-OHP olgiilmesiyle de yapilabilir

).

Cocuklar yillik kemik yas1 degerlendirilmeli ve lineer biiyiime dikkatli
izlenmelidir. Dikkatli hasta takipi ve iyi hasta uyumu olmasina bakmayarak, bir ¢ok
retrospektif caligmalarda final boyun populyasyonun ortalama boyundan ve ya

hesaplanan hedef boydan 1-2 SDS asagi oldugu gosterilmis (101,102).

Tedavide hidrokortizon ile kontrol saglanilamiyorsa, 2-4 giinliik prednison veya
deksametazon tedavisi ile baskilanma saglanarak hidrokortizon tedavisi devam
ettirilebilir. Epifizler kapandiktan sonra prednizon ve ya deksametazon esas tedavi
olarak kullanilabilir. Ancak ilag dozu 20mg/m2 hidrokortizon eqvivalan dozunu
asmamali ve hasta yatrojenik Cushing sendromu bulgular1t agisindan dikkatli

izlenmelidir (2).

Non-klasik KAH tanis1 alan hastalarda eger fazla androjen sekresyonu bulgulari

varsa tedavi edilmelidir. Erken pubars, erken baslayan tiiylenme ve ona eslik eden
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uyumlu kemik yasi bulgulari olan hastada disik doz glukokortikoid tedavisi
baslanabilir. Non-klasik Yahudi hasta grubunda yapilan ¢aligmada erken adrenars ve
kemik yas1 hizlanmasinin ilk bulgular1 baglarken diisiik doz glukokortikoid tedavisi
baslanarak hedef boya ulasilmistir (103). Baska calismalarda ise non-klasik KAH’nin
boya yan etkisi olmadigi gosterilmistir (104).

2.18.2. Mineralokortikoid tedavisi

Mineralokortikoid replasmani ise fludrokortizon ile yapilir. Hedef renin diizeyini
normal aralikta tutmaktir. Gilinlik doz genelde 100-200 pg kadardir. Tuz
kaybettirmeyen klasik KAH olgularinda da glukokortikoid ihtiyacini azalttigindan
fludrokortizon replasmani 6nerilmektedir (104,105). Ancak fludrokortizonun da yiiksek
dozlarimin biliylimeyi engelleyebilecegi unutulmamalidir. Yenidogan doneminde tuz
kaybettiren klasik KAH olgularinda giinliikk 1-2 g sodyum kloriir gereksinimi olurken,
yasamin ilk 6-12 ay1 gectikten sonra tuza ihtiya¢ kalmaz. Sicak havalarda ve yorucu

egzersizlerde tuz ihtiyac arta bileceginden tedaviye eklemek gerekebilir (2).
2.18.3. Diger terapotik yaklasimlar

KAH tedavisinde yeni kullanilan 4’lii rejime flutamid (androjen reseptor
bloker), testolakton (aromataz inhibitorii), diisiik doz hidrokortizon ve fludrokortizon
dahildir. Standart tedavi alan ¢ocuklarla kiyaslandiginda daha az kemik yas1 etkilenmesi

ve daha uygun biiylime hiz1 saptanmistir (106).

Diger deneysel ilag ise 11p-hidroksisteroid dehidrogenaz (11-HSD) inhibitoru
olan karbenoksolondur. Bu enzim kortizolu inaktive ederek onun mineralokortikoid

reseptorlerine ulasmasini engelliyor (107).

Konjenital adrenal hiperplazi ve konkurent malignite nedeniyle tedavi alan 2
hastada antiandrojen etkisi olan klormadion asetat prostat kanseri i¢in kullanilmistir ve
her iki vakada ACTH ve adrenal androjen sekresyonu baskilandigi bildirilmistir
(108).Ancak, hepatik toksisite ve teratojenite gibi yan etkileri olan antiandrojenler

cocuk ve kadin KAH hastalarinin tedavisinde kullanilmamaktadir (2).

Standart medikal tedaviye alternatif olarak laparoskopik adrenalektomi ve diistik

doz steroid tedavisi de denenmistir (109).

21



2.18.4. Cerrahi tedavi

Kiz ¢ocuklarda dis genitalyanin diizeltilebilmesi icin cerrahi tedavi Onem
tagimaktadir. Ancak hastalara uygulanacak cerrahi yaklasim halen oldukca karmasik ve
tartismalidir. “European Society for Pediatric Endocrinology” ve “Lawson Wilkins
Pediatric Endocrine Society”’ye gore klasik tipte KAH hastasi olan ve virilizasyonu
bulunan kizlarda cerrahi operasyon diger yaslara oranla teknik olarak daha kolay oldugu

icin 2-6 aylikken yapilmalidir (5).

Cerrahi tedavi, genitoplasti ve vajinoplasti olmak tiizere 2 asamadan
olusmaktadir. Genitoplasti ile klitoris ve labia diizeltilir, vajinoplasti ile “perineal

introitus” olusturmak i¢in vajina ile urogenital sinus ayirimi gergeklestirilir (2).
2.18.5. Puberte prekoks tedavisi

Adrenal seks hormonlarinin fazla salgilanmasina bagli hipotalo-hipofizer-
gonadal aksin olgunlagsmasi ve santral piiberte prekoks gelisebilir. Santral puberte
prekoksda GnRH analoglari ile hipofiz baskilanmas1 gerekir (110).

KAH hastalarinda tedavi sonucunda adrenal seks steroidlerinde ani diisiis
hipotalamusu aktive ederek gercek puberte prekoksa neden olabilir. Bu durumun
liiteinizan hormon salgilayict hormon analoglar: ile etkin olarak tedavi edilebilecegi
bildirilmistir. Tedavinin amac1 hipofizer gonadtropini ve ayn1 zamanda gonadal seks
hormonlarint baskilamak ve epifiz kapanmasini gecikdirerek hedef boya ulagmay:

saglamaktir (2).
2.19. Prenatal tam ve tedavi

Konjenital adrenal hiperplazi prenatal tedavi ile postnatal fenotipi

tyilestirilebilen nadir genetik hastaliklardan biridir.

21-hidroksilaz eksikliginin prenatal tanisi, ilk trimesterinin sonlarinda koryonik
villus drneklemesi ile veya ikinci trimesterde amniyosentez ile elde edilen DNA analizi

ile konulabilir. Ailede etkilenen bir ¢ocuk bulundugunda bu prosediir uygulanir.

21-hidroksilaz eksikligi ile ilgili prenatal tan1 ve tedavi 1984 yilindan beri

yapilmaktadir (2). Gebelikte anneye deksametazon tedavisi uygulanarak virilize adrenal
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hiperplazili fetusda fetal adrenal androjen sekresyonu dahil, diger steroidler baskilanir
(111-113).

Riskli gebeliklerde, plasentadan kolayca gegen ve tuz tutma etkisi az olan
deksametazonun annenin gebelik Oncesi tartisina gére hesaplanarak 20 ug/kg’dan (max
1,5mg/glin) iki ve ya ii¢ dozda verilmesi Onerilmektedir. Eger gebeligin 6. haftasinda
baglanilirsa, etkilenen kizlarda dis genitalyanin virilizasyonunu engellenir. Fetusun
cinsiyeti ve genotipi belirlemek i¢in daha sonra koryonik villus biyopsisi yapilir,
tedaviye sadece etkilenen fetusun disi olmasi durumunda devam edilir. Cinsiyet tayini
ve CYP21 gen analizi i¢in maternal plazmadan izole edilen fetal hiicrelerin DNA analizi

ile etkilenen disi fetiis daha erken saptanabilir (61).

Prenatal tedavi alan kiz hastalarin %70’1 normal veya ¢ok az virilize genitaliya
ile dogulur. Kiz hastalarda cerrahi rekonstruksiyona gerektiren tedavi basarisizligi
tedavinin ge¢ baslanmasi, gebeligin orta doneminde tedavinin kesilmesi, uygunsuz ve
ya suboptimal dozda verilmesi ile agiklanmis (114), ancak agiklanamayan vakalarda
bildirilmistir (115).

Prenatal tedavi alan kizlarin adolesan doneme ge¢ ulastigi ve normal kognitif

gelisim gosterdigi bildirilmis (116).

Prenatal tedavinin maternal yan etkileri 6dem, asir1 kilo alimi, osteopeni,
hipertansiyon, glukoz intoleransi, cushingoid yiiz gorinimii ve siddetli stria

olusumudur.

Anne ve babanin her ikisi de KAH hastalig1 acisindan tasiyici ise dogacak olan
cocuklarin sadece 1/8’inin etkilenmis bir kiz olabilecegi ve 7/8 fetusun dekzametazon
tedavisini gereksiz bir sekilde alabilecegi diisiiniildiiglinden prenatal tedavi uygulanmasi

konusunda halen tartismalar siirmektedir (2).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Olgular

Calismada, yas araligi gozetmeksizin, 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk
Endokrinoloji polikliniginde 21-hidroksilaz eksikligi klinik tanisi ile takip ve tedavi
edilen 40 olgu alinmistir. Klinik verilere retrospektif olarak Haziran 1982'den Aralik
2017°ye kadar Cocuk Endokrinolojisi polikliniginde muayene edilen hastalarin tibbi

kayitlarindan ulasilmigtir.
3.2. Fenotip degerlendirilme

Hastalar elektrolit anormalliklerinin varlig1 veya yoklugu ve hormonal veriler
temel alinarak tuz kaybettiren, basit virilize ve non-klasik KAH olarak tiplendirilmistir.
Hastalarin klinige bagvuru yasi, tan1 alma yasi, cinsiyeti, anne-baba akrabalik 6ykiileri,
tedavi Oncesinde bakilan bazal ve/veya kortikotropin ile uyarilan serum 17-

hidroksiprogesteron ve renin diizeyleri kaydedildi.
3.3. Genotip degerlendirme

Klasik ve non-klasik tanili 40 hastanin genetik sonucu incelendi. Bunlardan 35-i
ayni merkezde calisilmisdi (merkez 1). Bu merkezde periferik kandan izole edilen
genomik DNA orneginde CYP21A2 geninin protein kodlayan biitiin ekzonlarina ve
intron 2’ye 0zgli primer ¢iftleri kullanilarak Sanger yontemi ile dizi analizi yapilmistir.
Genin protein kodlayan ekzon bolgeleri, ekzon-intron baglant1 bolgeleri ile patojenik
olarak belirlenen intron 2’nin -13. baz bolgesi ve baslangic kodonundan itibaren
yaklasik -350bp bolge proksimal promdter olarak dizilenmistir. Elde edilen hasta

verileri NCBI kaynakli referans dizi kullanilarak analiz edilmistir.

35 hastadan 26’sina ayn1 zamanda MLPA testi yapilmistir (merkez II). MLPA
testi ile prob baglanma bolgelerine gore saptanabilen biiyiikk ekzon ve gen
konversiyonlar1, gen delesyonlari, Intron 2’de ¢.293-13C/A>G (rs6467, IVS-12A/C-G),
Ekzon 3’de ¢.332 339delGAGACTAC (8 bp del), Ekzon 4’de c.515T>A (p.I172N),
Ekzon 6’da ¢.713T>A (p.V238E) ve c.719T>A (p.M240K), Ekzon 7°de c.923delT
(p.L308Cfs*15) bakilmistir (Tablo 4).
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5 hastaya ise 3 farkli merkezde (2 hastaya hem dizi, hem de MLPA, 3 hastaya

ise sadece dizi analizi yapildi) genetik inceleme yapilmistir. Hasta numaralarina gore

yapilan analizlerin listesi Tablo 5’de yer almaktadir.

Tablo 4: Merkez I ve Merkez II’de ¢alisilan genetik testlerin karsilastirilmasi

Merkez | Merkez Il
Kullanilan Sanger yontemi ile dizi MLPA
yontem analizi
Incelenen Tiim ekzon Biiyiik ekzon ve gen konversiyonlari
bolge ve Ekzon-intron baglant1 bolgeleri | Gen delesyonlari

mutasyonlar

Intron 2’°nin -13 baz bdlgesi
-350bp promotor bolge

Intron 2°de ¢.293-13C/A>G (rs6467, IVS-12A/C-G)
Ekzon 3’de ¢.332 339delGAGACTAC (8 bp del)
Ekzon 4°de ¢.515T>A (p.I172N)

Ekzon 6°da c.713T>A (p.V238E)
vec.719T>A(p.M240K)
Ekzon 7°de ¢.923delT (p.L308Cfs*15)

MLPA: Multiplex ligation-dependent Probe Amplification;8 bp del: 8 bp delesyon

Tablo 5: Genetik testlerin ¢alisildigi merkezler

Hasta no

Merkez |

Merkez 11

Di1s merkez

1

+

+

2*

10

11

12

13

14

15

16

+| | H| | |+ ] |+

17

+| | | A ] | | ] | |+

+

* dis merkezde hem dizi analizi, hem de MLPA yapilan hastalar
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Tablo 5: Genetik testlerin ¢calisildigi merkezler (Devami)

Hasta no Merkez | Merkez Il Dis merkez
18 + +

19 +

20 + +

21 + +

22 + +

23 +

24 + +

25 + +

26 +

27 +
28 + +

29 + +

30 +
31 +

32 + +

33 + +

34 +

35 + +

36 + +

37 +
38 +

39 +

40 + +

* dis merkezde hem dizi analizi, hem de MLPA yapilan hastalar
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3.4. Metod

Olgularimizda saptadigimiz genotipler daha 6nce hastaliktan sorumlu oldugu
belirlenmis mutasyonlarin in vitro calismalara dayali tahmini enzimatik aktivite
diizeyine gore 4 gruba ayrildi (1, 2). Grup 0, enzim aktivitesi sifir olan, her iki allelde
enzim aktivitesini sifirlayan mutasyonu olan hastalar (gen delesyonlari, konversiyonlar,
8bp delesyon, Q318X, Y59N) dahil edildi. Grup A’ya IVS2 mutayonu i¢in homozigot
olan veya IVS2 ve 0 mutasyonu i¢in bilesik heterozigot olan hastalar dahil edildi. Bu
mutasyon i¢in tahmin edilmis bulunan minimal enzim aktivitesi %0-1’dir. B grubuna
1172N mutasyonu homozigot veya 0 ve A gruplari ile bilesik heterozigot olan hastalar
dahil edildi. 1172N mutasyonu igin tahmin edilen enzim aktivitesi % ~ 2’dir. C grubuna
genotipleri V281L, P30L mutasyonu i¢in homozigot veya grup 0, A veya B ile bilesik
heterozigot olan hastalar dahil edildi. D grubuna ise CYP21 geninden mutasyon

saptanmayan hastalar dahil edildi.

Grup 0 ve A i¢in beklenen fenotip tuz kaybi, Grup B hastalari icin basit virilizan
ve C grubu i¢in non-klasik KAH formlaridir. Her bir mutasyon grubu ig¢in pozitif
prediktif deger (positive predictive value; pozitif ongordiiriirtcli deger) hesaplandi. PPV
her grupda beklenen fenotiple uyumlu hasta sayis1 o grupta olan toplam hasta sayisina

boliiniip, 100 ile carpilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Kirk hastadan 5’inde genetik testler farkli dis merkezlerde, 35’inde ise merkez

I’de yapilmisdi. Bu 35 hastadan 26’sina ayni zamanda merkez II’de MLPA testi de

calisilmigdi. Farkli merkezlerde ve yontemlerde caligilan genetik testlerin sonucuna

gore 40 hastanin genotipi karsilastirildi (Tablo 6).

Tablo 6: Dizi analizi ve MLPA testi sonuc¢larimin karsilastirilmasi

No Dizi analizi MLPA testi
1 R356W / R356W 1\VVS2 / saptanmadi
2* Q318X / Q318x Q318X /Q318x
3 IVS2 /1VS2 Caligilmad:
4 1172N / 1172N del /saptanmadi
5 IVS2/1VS2 1IVS2/1VS2
6* Q318X / Q318x Q318X / Q318x
7 IVS2 / Q318X Caligilmad:
8 IVS2/1VS2 del /1IVS2
9 IVS2/1VS2 del /IVS2
10 IVS2/1VS2 1VS2/IVS2
11 Gen ¢ogaltilamadi del/del
12 Gen ¢ogaltilamadi konv/konv
13 Gen ¢ogaltilamadi konv/konv
1172N / Mutasyon saptanmad:
V281L / Mutasyon saptanmadi
C.920*921 / Mutasyon saptanmadi
14 1236N,V237E,M239K / Mutasyon saptanmadi Mutasyon saptanmadi
15 Gen cogaltilamad: del / del
16 8bp del / 8bp del 8bp del / del
IVS2/1VS2
17 Gen ¢ogaltilamadi konv /konv
18 1172N / 1172N 1172N / 1172N
19 IVS2 / Q318X Caligilmadi
20 Gen cogaltilamadi konv / del
21 IVS2/1VS2 del / 1IVS2
22 1172N / 1172N 1172N / 1172N
23 1172N / 1172N Caligilmadi
24 IVS2/1VS2 1VS2 /1VS2
25 IVS2/1VS2 1VS2 /1VS2
26 9 10mnsL /9 10msL Calisilmadi
27* 1172N /1172N Caligilmadi
28 IVS2/1VS2 1VS2/1VS2
29 IVS2/1VS2 1VS2/1VS2
30* 1172N / 1172N Caligilmadt
31 IVS2/1VS2 Caligilmadt
32 Q318X / Q318x konv / saptanmadi
33 Gen cogaltilamad: konv/del
34 V281L/V281L Caligilmadi
35 V281L /V281L Mutasyonsaptanmadi
36 V281L /V281L Mutasyon saptanmadi
37* 1172N /1172N Caligilmadi
38 1172N/ V281L Caligilmadi
39 V281L/ Y59N Caligilmadi
40 p.30L/8bp del 8bp del/saptanmadi

*dis merkezlerde caligilan hastalar; Del: delesyon; konv: konversiyon; 8-bp del: 8-bp delesyon; IVS2:
Intron 2 splice mutasyonu (IVS2 -13 A-G); MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
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Hasta genotipleri 6 farkli grupta degerlendirilebildi.

Birinci grup: sadece bir merkezde ¢alisilan olgular. On dort olguda sadece tek

merkezde genetik test yapilmigdi. Bu olgulardan 12’sinde (hasta no. 3, 7, 19, 23, 26, 27,
30, 31, 34, 37, 38, 39) sadece dizi analizi, 2’sinde ise (hasta no. 2, 6) dis merkezde hem
dizi, hem MLPA testi yapilmisdi (Tablo 7).

Tablo 7: Tek merkezde ¢alisilan olgular

Hasta No | Merkez | Dis merkez

2 Q318X/Q318X
3 IVS2/1VS2

6 Q318X/Q318X
7 IVS2/Q318X

19 IVS2/Q318X

23 172N /1172N

26 9 10msL /9 10msL

27 172N /1172N
30 1172N /1172N
31 IVS2/1VS2

34 V281L/V281L

37 1172N /1172N
38 1172N/ V281L

39 V281L/ Y59N

Ikinci grup: hem merkez I’de, hem de merkez II’de calisilan ve genetik sonuglari

ayni olan olgular. Sekiz olguda (hasta no.5, 10, 18, 22, 24, 25, 28, 29) dizi analizi ve

MLPA analizi sonuglart ayn1 saptandi (Tablo 8).

Tablo 8: Merkez I’de ve merkez I1’de genetik sonuc¢lar1 aym saptanan olgular

Hastano | Merkez | Merkez 11

5 IVS2/ IVS2 IVS2/1VS2
10 IVS2/ IVS2 IVS2/ IVS2
18 172N /1172N | 1172N / 1172N
22 172N/ 1172N | 1172N / 1172N
24 IVS2/ IVS2 IVS2/ IVS2
28 IVS2/ IVS2 IVS2/ IVS2
29 IVS2/ IVS2 IVS2/ IVS2
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Ucgiincii grup: PCR yontemi ile CYP21A2 geni ¢ogaltilamayan hastalar. Yedi
olguda (hasta no. 11, 12, 13, 15, 17, 20, 33) Merkez I’de PCR yontemi ile CYP21A2
geni ¢ogaltilamadigindan bu durum aktif genin kismi ya da tamaminin kayb1 olasiligi
seklinde degerlendirilmisdi. Merkez II’de MLPA ile delesyon ve konversiyon saptandi,
sonuglar1 anlamli kabul edildi (Tablo 9).

Tablo 9: Merkez I’de CYP21A2 geni ¢ogaltilamayan ve merkez II’de delesyon ve
konversiyon saptanan olgular

Hastano | Merkez | Merkez Il
11 Gen ¢ogaltilamadi del / del

12 Gen ¢ogaltilamadi konv / konv
13 Gen ¢ogaltilamadi konv / konv
15 Gen ¢ogaltilamadi del / del

17 Gen ¢ogaltilamadi konv / konv
20 Gen ¢ogaltilamadi konv / del
33 Gen ¢ogaltilamadi konv / del

Kalin yazi1 kabul edilen genotipi gostermektedir. Del: delesyon; konv: konversiyon

Dordiincti grup: merkez 1’de homozigot nokta mutasyon saptanan, ancak
merkez II’de MLPA testi sonucu bir allelde delesyon saptanan olgular. Bu hasta

grubunda (hasta no. 4, 8, 9, 16, 21) merkez II sonuglar1 anlaml kabul edildi (Tablo 10).

Tablo 10. Merkez I’de homozigot nokta mutasyon, merkez II’de ise delesyon
saptanan hastalar

Hastano | Merkez | Merkez Il
4 172N / 1172N del/ mutasyon saptanmadi
8 IVS2/IVS2 del / 1VS2
9 IVS2/IVS2 del / 1VS2
16 IVS2/1VS2 8bp-del / del
8 bp-del / 8 bp-del
21 IVS2/IVS2 del / 1VS2

Kalin yaz1 kabul edilen genotipi gostermektedir. Del: delesyon, 8 bp-del: 8 bp delesyon.

Besinci grup: merkez II’de ¢alisilmayan mutasyonlarin saptandigi olgular. Dort
olguda ( hasta no. 32, 35, 36, 40) dizi analizinde merkez II’de ¢alisilmayan mutasyonlar

saptanmigd: (Tablo 11).
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32 no’lu hastada I'de homozigot olarak Q318X/Q318X saptandi, ancak II'de bu
mutasyon bakilamiyordu. Bu hastada II'de bir allelde konversiyon saptandi. Genotipi
konversiyon/Q318X olarak kabul edildi.

35 ve 36 no’lu hastalarda homozigot V281L/V281L saptandi. MLPA sonucu
normal saptandi. Merkez II’de bu mutasyon bakilmadigindan, genotipi V281L/V281L
kabul edildi.

40 no’lu hastada I’de p30L/8bp-del, II’de ise bir allelde 8bp-del mutasyonu
saptandi. Diger allelde mutasyon saptanmadi. Anne ve babaya dizi analizi yapildi.
Annede 8bp-del mutasyonu, babada ise p30L mutasyonu heterozigot saptandi. Genotip
p30L / 8bp del kabul edildi.

Tablo 11: Merkez II’de ¢calisiimayan mutasyonlarin saptandigi hastalar

Hastano | Merkez | Merkez Il

32 Q318X / Q318X | Konv / mutasyon saptanmadi

35 V281L /V281L | Mutasyon saptanmadi / Mutasyon
saptanmadi

36 V281L / V281L | Mutasyon saptanmadi / Mutasyon
saptanmadi

40 P30L / 8bp-del 8bp-del / mutasyon saptanmadi

Kalin yazi1 kabul edilen genotipi gostermektedir. Konv: konversiyon, 8 bp-del: 8 bp delesyon.

Altict grup: genotipi belirlenemeyen olgular. Ug olguda ( hasta no. 1, 14, 26)
genotip belirlenemedi (Tablo 12).

1 no’lu hastada dizi analizinde R356W/R356W mutasyonu homozigot
saptandig1 halde, ikinci merkezde bir allelde IVS-2 saptandi, diger allelde ise mutasyon
goriilmedi. Hem IVS-2 mutasyonunun dizi analizi ile saptanma ihtimali yiiksek
oldugundan, hem de anne ve baba arasinda 2. derece akraba evliligi olan hastanin

heterozigot olma olasilig1 diisiik oldugundan hi¢bir sonu¢ anlamli kabul edilmedi.

14 no’lu hastada dizi analizinde hastalikla iliskilendirilmis 4 mutasyon igin
heterozigot oldugu saptandi. Annenin de ayni sekilde 4 mutasyon i¢in heterozigot
oldugu saptandi. Babada ise mutasyon saptanmadi. Indeks olguda MLPA ile de
delesyon, konversiyon ve prob baglanma bdlgelerine goére arastirilabilen 5 mutasyon

saptanmadi. Sonugta genotipi belirlenememis oldu.
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26 no’lu hastada saptanan ve daha dnce CYP21 geninde benign varyant olarak

tanimlanan 9 10insL degisimin pseudogene ait olabilecegi diistiniildiigiinden, MLPA ile

konversiyon aranmasi gerekti. Ancak DNA yetmedigi i¢in ¢alisdirilamadi.

Tablo 12: Genotipi belirlenemeyen olgular

Hastano | Merkez | Merkez I

1 R356W / R356W IVS2 / mutasyon saptanmadi
1172N/mutasyon saptanmadi Mutasyon saptanamadi/
V281L/mutasyon saptanmadi mutasyon saptanmadi

14 C.920*921/mutasyon saptanmadi
1236N,V237E,M239K/mutasyon
saptanmadi

26 9 10insl /9 10insl Calisilmadi

gen dizi analizi yapildi (Tablo 13).

13: Anne ve babada dizi analizi yapilan olgular

Bilesik heterozigot olan 4 olguda (hasta no.7, 14, 19, 40) anne ve babada CYP21

Hasta | Anne Baba Hasta
no
7 IVS2/mutasyon saptanmadi Q318X/ mutasyon IVS2/Q318X
saptanmadi
14 1172N/ mutasyon saptanmadi mutasyon saptanmadi / 1172N/ mutasyon
V281L/ mutasyon saptanmadi mutasyon saptanmadi saptanmadi
C.920*921/mutasyon saptanmadi V281L/ mutasyon
1236N,V237E,M239K/ saptanmadi
mutasyon saptanmadi C.920*921/ mutasyon
saptanmadi
1236N,V237E,M239K/
mutasyon saptanmadi
19 Q318X/ mutasyon saptanmadi 1172N/ mutasyon saptanmadi Q318X/1172N
40 8bp del/ mutasyon saptanmadi P30L/ mutasyon saptanmadi P30L/8bp del

8 bp-del: 8 bp delesyon
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Bu giine kadar 21-hidroksilaz eksikligi ile iliskilendirilen mutasyonlar1 igeren
genotipi belirlenen otuz yedi 21-hidroksilaz eksikligi tanili hastamizin klinik ve

biyokimyasal verileri ve molekiiler defektleri Tablo 14’de 6zetlenmistir.

Klinik bulgular 37 olgunun 15’1 tuz kayb1 formu (%40.5), 15’1 basit virilize form
(%40.5) ve 7’si non-klasik form (%18.9) ozelligini gosteriyordu. Klasik KAH

olgularinin ise %501 tuzkaybi formu, %50’si ise basit virilizan tip olarak tanimlanmigtir
(Sekil 2).

Erkek/kiz oranina bakildiginda biitiin vakalarin %27’i (10/37) erkek, tuz kaybi
ile giden vakalarim % 46.6’s1 (7/15), basit virilizan vakalarmin %20-si (3/15) erkek
oldugu goriildii. Non-klasik KAH vakalarinda erkek hasta yoktu (Tablo 15 ve sekil 3).

Otuz yedi hastamizin 16’sinda (%43.2) anne baba arasinda akrabalik
tanimlanmaktadir (Tablo 14). Bilesik heterozigot genotipine sahip 13 hastanin 2’sinde

(%15.3) anne baba arasinda akrabalik tanimlanmaktadir.

Hastalarin %27,5'inde (n = 8) pozitif aile Oykiisii vardi: iki kardesin de
etkilendigi aile sayis1 4°tii. ilk ailede, iki kardeste 46, XX BV, ikinci ailede 46, XX TK
ve 46, XY TK, tgiinci ailede 46, XX BV ve 46, XY BV, dordiincii ailede ise ayni
genotipli kardesler 46, XX TK ve 46, XY BV idi (Tablo 16).
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Tablo 14: Yirmi bir hidroksilaz eksikligi tanili hastalarin klinik ve biyokimyasal

Verileri ve molekiiler defektler

Hasta no Karyotip Genotip AE Tan1 yast b 170HP(ng/ml) Fenotip
2! XX Q318X/Q318x yok | 0,04 110(t.a) TK
3 XX IVS2/1VS2 var | 0,04 >20 TK
4 XX del/saptanmadi yok | 0,01 138 TK
52 XY IVS2 /IVS2 var | 0,02 47,6 TK
6! XY Q318X/Q318x yok | 0,02 166(ta) TK
7 XX IVS2/Q318X var | 0,08 591 TK
8 XY del/IVS2 yok | 0,01 16,50(t.a) TK
9 XY del /IVS2 yok | 0,29 >20 TK
10 XY IVS2/IVS2 var | 0,08 42,25 TK
11 XX del/del var 0,05 >20 TK
12 XX konv/konv var 0,05 259 TK
13 XY konv/konv yok | 0,15 100 TK
15 XX del/del var 0.01 >20 TK
16 XX 8bp del/del yok | 0.140 >20 TK
17 XY konv/konv var 0,06 >20 TK
183 XX 1172N/1172N var 5,05 Dis merkez BV
19 XY IVS2/Q318X yok | 0,08 591 BV
20 XX konv/del yok | 0,11 43,94 BV
21 XX del/IVS2 yok | 0,01 >20 BV
223 XX 1172N /1172N var 4,671 0,91 BV
23 XX 1172N /1172N var 7,5 69,6 BV
24% XX IVS2/1VS2 yok | 2,54 12,8 BV
25% XX IVS2/1VS2 yok | 0,36 >20 BV
27 XY 1172N /1172N yok | 9,29 >20 BV
28 XX IVS2/IVS2 yok | 4,42 >20 BV
292 XY IVS2/IVS2 var 2529 >20 BV
30 XX 1172N /1172N yok | 1,84 220 BV
31 XX IVS2/1VS2 var | 0,15 80 BV
32 XX konv/Q318x var 0,66 28,5(t.a) BV
33 XX konv/del yok | 0.485 >20 BV
34 XX V281L/V281L var | 8,4 5,9 NK
35 XX V281L /V281L yok | 6,62 32 NK
36 XX V281L /V281L var 17,38 8,37 NK
37 XX 1172N /1172N yok | 11,06 4.4 NK
38 XX 1172N/V281L yok | 17,03 28,7 NK
39 XX V281L/Y59N yok | 8,25 31,5 NK
40 XX p.30L/8bp del yok | 7,12 4.7 NK

Genotipi belirlenemeyen 1, 14 ve 26 no’lu hastalar tabloda yer almamaktadir. ' 2 3, *kardes ciftlerini
gostermektedir; t.a.-tedavi altinda; AE: akraba evliligi; TK: tuz kaybi; BV: basit virilizan; NK: non-
klasik; del: delesyon; konv: konversiyon; 8 bp del: 8bp delesyon; b170H: bazal 17 hidroksiprogesteron.
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= Tuz kaybettiren

Sekil 2: Tiitm KAH-I vakalarin hastalik tipine gore dagilim.

= Basit viilizan

= Non-klasik

Tablo 15: Yirmi bir hidroksilaz eksikligi olgularinin hastahk tipi ve cinsiyete gore

dagilim
Tip Erkek Disi Toplam Erkek/kiz orani
(XY) (XX)
Tuz Kaybettiren 7 8 15 1:1.1
Basit virilizan 3 12 15 1:4
Non-klasik 0 7 7
Toplam 10 27 37 1:2.7
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14

12

10

Tuz kaybettiren

W kiz ®erkek

0

basit virilizan

non-klasik

Sekil 3: Yirmi bir hidroksilaz eksikligi olan XX ve XY vakalarinin hastalik tipine
gore dagilim

Tablo 16: Kardes olan 21-hidroksilaz eksikligi tamili hastalarimizin genotip ve
fenotip ozellikleri

" KARYOTIP FENOTIP GENOTIP

1 XX BV IVS2/1VS2
XX BV IVS2/1VS2

2 XX BV 1172N/1172N
XY BV 1172N/I172N

3 XX TK Q318X/Q318X
XY TK Q318X/Q318X

4 XX TK IVS2/1VS2
XY BV IVS2/1VS2

BV: basit virilizan; TK: tuz kaybettiren.
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Genetik bulgular.

Calismamizda, 37 hastanin 74 alleli tanimlandi. Yirmi bir hidroksilaz eksikligi

olan 37 hastanin mutasyon siklig1 Tablo 17 ve sekil 4’de gosterilmektedir.
Yirmi dort hasta (%64.9) homozigot ve 13 hasta (%35.1) bilesik heterozigot idi.

Biiyilik gen delesyonu 11 allelde (%14.7) ve biiyiik gen konversiyonu 9 allelde
(%12.1) saptandi.

Nokta mutasyonlart 51 allelde (%68.9) saptandi.

En sik saptanan nokta mutasyon IVS2 olup, sikligi %28.3 (21/74) olarak
saptandi.

IVS2 mutasyonundan sonra en sik goriilen nokta mutasyonlar sirasiyla 1172N

(13allel, %17.6), V281L (8 allel, %10.8) ve Q318X (7 allel, %9.6) saptandi.

P30L mutasyonu %21.4 (lallel), Y59N mutasyonu %1.4 (lallel) ve 8pb del.

mutayonu %2.7 (2 allel) oraninda saptandi.

Hem tuz kaybettiren formda, hem de basit virilizan formda en sik saptanan
mutasyon [VS2 mutasyonu olup, allel siklig1 her bir form i¢in sirasiyla % 30 ve % 40
olarak saptanmistir. Tuz kaybettiren form hastalarda IVS2 mutasyonundan sonra en sik
goriilen mutasyon biiyiik gen delesyonu (%26) oldu (Sekil 5). Basit virilizan form
hastalarda IVS2 mutasyonundan sonra sik goriilen mutasyonlar 1172N (%33,3) oldu
(Sekil 6). Non-klasik form hastalarda en sik saptanan mutasyon V281L olup, allel
siklig1 % 57 olarak saptandi (Sekil 7).

Tuz kaybettiren tip tanil1 bir hastada bir allelde mutasyon saptanmada.
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Tablo 17: Yirmi bir hidroksilaz eksikligi olan 37 hastanin 74 allelinde saptanan

mutasyonlarin sikhig:

Mutasyon TKn BV n NKn Total Total siklig

(%) (%) (%) sayisi (%)
delesyon 9 (30) 12 (40) 0(0) 21 28.3
konversiyon 6(20) 3(10) 0(0) 9 12.1
8bp delesyon 1(3.3) 0(0) 1(7.1) 2 2.7
R356W 0(0) 0(0) 0(0) 0 0
Q318X 5(16.6) 2(6.7) 0(0) 7 9.4
IVS2-13 A, C>G 9(30) 12(40) 0(0) 21 28.3
1172N 0(0) 10(33.3) | 3(27) 13 17.6
p.Pro 30 Leu 0(0) 0(0) 1(7.1) 1 1.4
V281L 0(0) 0(0) 8 (57.1) 8 10.8
Y59N 0(0) 0(0) 1(7.1) 1 1.4
Mutasyon 1(3.3) 0(0) 0(0) 1 1.4
saptanmadi
Toplam 30 (100) |30 (100) |14 (100) 74 100
TK: tuz kaybettiren; BV: basit virilizan; NK: non-klasik.

28.3
17.6
14.7
121 g 108
| 2.1 1.4 1.4
[
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Sekil 4: Otuz yedi hastada CYP21 geninde rastlanan allel sikliklar:
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Sekil 5: Tuz kaybettiren formlu 15 KAH hastasinda rastlanan patojen allel
sikhiklar

40
33.3
10
6.7
3.00
. 0.00 0 0 0

delesyon  konv  8bpdel IVS2 1172N  Pro30 Q318X V28lL Y59

Sekil 6: Basit virilizan formlu 15 KAH hastasinda CYP21 geninde rastlanan
patojen allel sikhiklar.
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del konv  8bpdel IVS2 1172N pro30 Q318X V281L Y59

Sekil 7: Non-klasik formlu 7 KAH hastasinda CYP21 geninde saptanan patojen
allel sikhiklari.

Otuz yedi hastada 16 tip genotip saptandi. Genotip ve fenotipler Tablo 18’de
gosterilmektedir. Tuz kaybettiren tip KAH vakalarinda en sik saptanan genotip
IVS2/1VS2 (%20) ve konv/konv (%20) genotipleridir. Basit virilizan tip KAH
vakalarinda sik saptanan genotip ise IVS2/IVS2 (%33.3) ve 1172N/I172N (%33.3)
genotipleridir. Non-klasik KAH vakalarinda ise en sik goriilen genotip V281L/V281L-
dir (%42,8).

Genotip-fenotip uyumu.

Hasta genotipleri in vitro ¢aligmalar1 dayali tahmini enzimatik aktivite diizeyine
gore 4 gruba ayrildi. Genotip, ongoriilen ve bulunan fenotipler Tablo 18-de 6zetlendi.
Genel genotip-fenotip uyumu %72.9 (27/37) saptandi. Grup 0’da 10 hastadan 2-si
genotipine gore tuz kaybeden tip beklenirken basit virilizan KAH saptandi. Her iki
allelde agir tip mutasyona sahip (del/konv ve Q318X/konv) bilesik heterozigot iki hasta
basit virilizan tip idi. A grubunda 12 hastadan 6’s1 ve B grubunda 7 hastadan 5’i
beklenen fenotiple (tuz kaybeden tip) uyumlu saptandi. A grubunda IVS2/IVS2
genotipli hastalarin % 37.5’1 (3/8) tuz kaybettiren tip, %62.5’1 (5/8) ise basit virilizan tip
saptand1. IVS2/del genotipli bilesik heterozigot bir hastada basit virilizan tip saptandi. B
grubunda her iki alellde 172N mutasyonu ve bir allelde 172N, diger alelde agir tip

mutasyon tasiyan hastalarin %85-i (5/6) basit virilizan tip tanis1 almigtir. Kalan %15 (1
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hasta) hasta ise non-klasik tip tanilidir. C grubunda olan 6 hasta non-klasik tip olup,
beklenen fenotiple uyumlu saptandi. Mutasyon gruplar i¢in ppv hesaplandi: ppv 0:
%80, ppv A: %50, ppv B: %85, ppv C: %100.

Tablo 18: Olgularimizda genotip-fenotip uyumu

Mutasyon | Genotip Ongoriilen | TK BV | NK | Hasta | Genotip-fenotip
Grubu fenotip say1 korelasyonu(ppv)
(enzim
aktivitesi)
Del /Del 2 0 0 2 %100
Konv/Konv 3 0 0 3 %2100
Del/Konv 0 1 0 1 0 %80
0 (%0) Q318X/Q318X | TK 2 0 0 2 %2100
Q318X/konv 0 1 0 1. %0
8bp del/del 1 0 0 1 %100
IVS2/1VS2 3 5 0 8 %37.5 | %50
A (%1) IVS2/Q318X | TK 1 0 0 1 %2100
IVS2/Del 2 1 0 3 %66.6
B (%1-2) 1172N/1172N BV 0 5 1 6 %83.3 | %85
1172N/Q318X 0 1 0 1 %100
V281L/V281L 0 0 3 3 %100
C VV281L/Y59N 0 0 1 1 %100
(%20-%50) | V281L/1172N NK 0 0 1 1 %100 | %100
P30L/ 8bp del 0 0 1 1 %100
D
Del/saptanmadi 1 0 0 1 0 0

TK: tuz kayb1 sendromu; BV: basit virilizan tip; NK: non-klasik tip; Del: delesyon; konv:konversiyon;
8bp del: 8 bp delesyon; ppv: positive predivtive value
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5. TARTISMA

Konjenital adrenal hiperplazi otozomal ¢ekinik bir hastalik oldugundan esit
cinsiyet dagilimi beklenmektedir. Ancak ¢alismamizda KAH olgularinin %27’si (1/2.7)
erkek olarak saptanmistir. Klasik KAH grubunda erkek/kiz orani 1/2 saptanmistir. Non-
klasik tip grubunda ise erkek hasta yoktu. Vaka caligmalarina dayanarak yapilan
arastirmalarda Ercan ve arkadaslar1 (117) erkek/kiz oranimi 1/4.2 olarak, Kandemir ve
arkadaslar1 (118) 1/4 olarak bildirilmistir. KAH taramasi yapilan isve¢’te ise bu oran
1/1.2 bildirilmistir (119). Tarama programlarina dayanilarak yapilan Therrel ve
arkadaslarinin (120) calismasinda erkek/kiz orami 1.2/1 olarak bildirilmistir. Bu
bulgular erkeklerin tani almadan kaybedildigini akla getirmektedir (121, 122).
Tiirkiye’de 2017 yilinda yapilan KAH yenidogan taramasi pilot ¢alismasinin verilerine
gore ise erkek/kiz orani 1.5/1 saptanmistir (62). Bu da Tiirkiye’de daha dnce bildirilen
oranlardan ¢ok farklidir (118,119).

Akraba evliligi oran1 Ercan ve ark. ¢alismasinda (117) %55, Kandemir ve ark.
caligmasinda (118) %56,4, Bas ve ark. galismasinda (93) %32, Sadeghi ve ark.
calismasinda (94) %56, bizim caligmamizda ise %43.2 saptandi. Calismamizda
saptanan akraba evliligi oram1 Tiirkiye’de yapilan diger calismalarla benzerlik

gosteriyordu.

Calismamizda 40 klasik ve non-klasik KAH olgusunun 3’linde genotip
belirlenememistir. Genotipi belirlenen 37 hastanin 74 allelinin 73’tinde (%98.6)
mutasyon saptanmistir. Mutant allellerin i¢inde en yiiksek oranda (%28.3) IVS2
mutasyonu saptanmustir. Bu oran1 %17.6 oraninda 1172N, %14.7 oraninda biiylik gen
delesyonu, %12.1 oraninda konversiyon, %10,8 oraninda V28IL, %9.6 oraninda
Q318X, %2.7 oranda 8-bp del, %1.4 oraninda P30L, ve %]1,4 oraninda Y59N (sadece
bir allel) mutasyonlar takip etmektedir. 21-Hidroksilaz eksikligine bagl klasik KAH’da
mutasyonlarin sikliklarinin saptanmasi i¢in farkli toplumlarda bir ¢ok c¢alisma
gerceklestirilmistir. Calismamizda elde edilen sonuglarin literatiirdeki diger ¢alismalarla

karsilagtirmas1 Tablo 19’ da 6zetlenmistir.
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Tablo 19: Calismamizda ve literatiirdeki 9 en sik rastlanan mutasyon sikliklari

Ulke Allel | del. konv. | IVS2 | 1172 | V28 | Q31 |P30L [8bp |R35|E-

sayt | % % % N 1L | 8X | % del. | 6W | 6%
% % % % %

Bu ¢aligma 74 147 | 121 | 283 | 176 | 108 | 94 14 |14 | O 0

Bas ve 91 8.8 143 | 220 | 99 | 76 | 33 0 44 | 88 | 2.2

ark.(93)

Tukel ve 62 9.6 225 | 225 | 114 | O 8 0 32 | 96| 32

ark.(92)

Sadeghi ve 200 17 0 28.5 4 45 | 125 | 15 4 | 45 1

ark.(94)

Krone ve 310 | 203 87 | 303 | 19.7 | 29 | 438 26 | 16 | 45| 10

ark.(90)

Stikkelbrock | 370 31.9 28.1 | 124 | 22 | 35 03 | 43 |84 | 30

ve ark. (81)

New ve 3005 20.3 229 | 82 | 239 | 35 26 | 21 |36 | 21

ark.(80)

*New ve ark, Stikkelbrock ve ark. yaptigi ¢alismada biiyiik gen delesyonu ve konversiyonu orani birlikte
gosterilmistir.

Yirmi bir hidroksilaz eksikliginde en sik rastlanan mutasyonlardan biri 1VS2
mutasyonudur (2). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda bu mutasyonun gériilme sikhg %
22-28 civarindadir. Bizim ¢alismada da IVS2 mutasyonu %28.3 allel siklig1 ile saptanan
en stk mutasyon olmustur. Ayrica ABD, Almanya, ispanya, Meksika ve Japonya gibi
bazi tilkelerde de 1VVS2 en sik saptanan mutasyon olarak bildirilmistir (2).

Calismamizda IVS2 mutasyonundan sonra en sik goriilen mutasyonlar sirasiyla
I172N, biiyiikk gen delesyonu, konversiyon ve V281L olup Tirkiye’de ve diinyada
yapilan diger calismalarda da bizde oldugu gibi en sik goriilen 4 mutasyon igine
girmektedir (Tablo 19). Calismamizda P30L, 8bp del, Y59N mutasyonlar: ise en az

goriilen mutasyonlar olup, tiim allellerin % 5,4’{inii olusturmaktadir.

Birinci ekzonda yer alan P30L mutasyonu non-klasik tip KAH hastalarinda
gozlenen bir mutasyon olarak tanimlanmakla birlikte goriilme orani diistiktiir (Tablo
19). Ulkemizde yapilan iki ¢alismada da bu mutasyon gézlenmemistir (92,93). Sadeghi
ve ark. calismasinda (94) ise %1 oraninda saptanmistir. Bizim c¢alismamizda bir non-

Klasik tip KAH hastasinda sadece bir allelde belirlenmis olup %]1.4 oraninda saptandi.
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Diger taraftan, tigiincii ekzonda bulunan ve 8 bazlik delesyon mutasyonu olan
8bp del mutasyonu da olgularimizda %]1.4 oraninda saptanmis olup, bu oran hem
diinyada, hem de Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermistir (80, 81, 92, 93,
94).

Ayrica ¢alismamizda %1.4 oraninda (bir allelde) Y59N mutasyonu saptandi.
Tiirkiye’de yapilan diger ¢alismalarda bu mutasyon saptanmamistir, ancak literatiirde
bildirilmistir. Ilk kez Tardy V. tarafindan tanimlanmis olan bu mutasyon 2007’de
saptanmistir (123). Y59N mutasyonu enzimin hidrofobisitesini etkileyerek fonksiyon
kaybma yol agmaktadir. CYP21A2’nin hidrofobik interaksiyonlarinin kaybi protein
stabilitesini ve ikincil striiktiirlerin organizasyonunu bozdugu bildirilmistir. Bu nedenle
de tuz kaybettiren tiple iliskili bulunmustur (124). Bizim ¢alismamizda non-klasik KAH
olgunun bu mutasyon i¢in heterozigot oldugu saptanmistir. Hastalik ekspresyonunun
siddeti daha hafif etkilenen allelin aktivitesi tarafindan belirlendigi icin, V281L/Y59N
genotipi beklendigi gibi non-klasik tiple uyumlu saptandi.

Dort no’lu tuz kaybi sendromlu hastada bir allelde mutasyon saptanmadi. Wilson
ve ark. (125) sadece bir mutant allelin saptandigi iki kardes bildirmislerdir. Bu
kardeslerden bir tanesi tuz kaybi sendromu, digeri basit virilizan tip KAH idi. Bu
olgularda tek allelde babadan kalitilan IVS2 mutasyonu saptanmistir. Saptanan bu
mutasyon A grubu, yani agir mutasyondu. Bizim olgumuzda ise daha da agir bir
patoloji, yani 0 grubuna giren delesyon saptandi. Wilson ve ark. (125) olgularinda
anneden ayni kromozom kalitilmasina ragmen annede ve her ikisinin maternal allelinde
mutasyon saptanmamistir. Bizim bu olgumuzda anne ve babanin genotipi

arastirilamamustir.

Krone ve ark. (90) da 3 hastalarinda mutasyon saptamamislardir. Bunlardan
birinde bizim hastamizda oldugu gibi sadece bir allelde delesyon ve tuz kaybi sendromu
vardi. Diger hasta ise bir allelde 1172N mutasyonuna sahip olup basit virilizan tip idi.
Basit virilizan tip tanili iiglincii hastada ise her iki allelde mutasyon saptanmamaistir.
Krone ve ark. (90) CYP 21 geninin tiim ekzon, intron ve promotor bdlgede -450bp
bolgeye kadar dizi analizi yapmalarina ragmen mutasyon saptanmamislardir.
Mutasyonun saptanmadigi durumda regiilator bolgeyi incelemek icin -2000bp bolgeyi

kapsayan dizi analizi yapilmas1 gerektigini bildirmislerdir (90).
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Araujo ve ark. (126) ise bir allelinde mutasyon saptanmayan 17 non-klasik
Klinik tanili hastanin 2’sinde promotor bolgede mutasyon gdstermistir. Bu hastalardan
birinde bir allelde V281L mutasyonu 6nceden saptanmis olup, diger allelde -126C>T, -
113G>A, -110T>C promotor mutasyonu saptanmistir. Diger hastada ise IVS2
mutasyonu bir allelde 6nceden saptanmis olup, diger allelde promotor bolgede -126C>T
saptanmigtir.  Bu ¢alismada CYP21A2 geninin -370 bp’lik promotor bdolgesi
arastirtlmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak -350bp’lik promotor bolge

calistirilmistir.

Bas ve ark. (93) %15.4 allelde mutasyon saptanmamustir. Bu oran bizim

calismamizda %1.4’diir.

Yirmi bir hidroksilaz eksikliginde en sik goriilen 9 mutasyondan ikisi, R356W

ve E6 kiime mutasyonlar1 ise ¢alismamizda saptanmadi.
Genotip-fenotip iliskisi

CYP21A2'deki mutasyon tipine gore, KAH hastaliginin klinigi biiyiik
degiskenlik gostermektedir. Fenotipin siddeti, genellikle her iki allelde mevcut bulunan
mutasyonlara baglidir. Genotip-fenotip korelasyonlart hastaligin  klinik seyrini
ongormeye yardimci olabilir. Diger taraftan ayni mutasyona sahip hastalarda farkli
klinik tablolar da gelisebilir. Agir ve hafif genotipler klinik agidan Ongoriilebilen
tablolara yol acarken, genetigin orta derecede etkilendigi olgularda klinik tablo
acisindan yiiksek oranda oOrtligme s6z konusu olabilir (2). Diger taraftan, belli bir
genotip i¢in hangi formun go6zlenebilecegi Ongoriilerek hormonal taninin miimkiin
olmadigi KAH’nin prenatal tanisinda yararli olabilir. Ayrica genotip verileri CYP21A2
mutasyonu i¢in heterozigot olan ebeveynlerde normal hamilelik ya da tiip bebek

uygulamalar1 6ncesi genetik danigmada 6nem tasiyabilir.

Calismamizda agir mutasyonlari igeren 0 grubunda genotip-fenotip uyumu %80
(8/10 hasta) saptandi. Del/del, konv/konv ve Q318X/Q318X homozigot genotipe sahip
7 hastada da genotip ongoriilen fenotiple uyumlu saptandi. Del/8bp del genotipli bilesik
heterozigot hastada her iki allelde agir tip mutasyon oldugundan, éngoriilen fenotip tuz
kaybettiren tipti ve genotiple fenotip uyumlu idi. Del/konv (hasta no. 33) ve
Q318X/konv (hasta no.32) bilesik heterozigot genotipine sahip iki hastada ise her iki

allelde agir tip mutasyon olmasina ragmen basit virilizan tip saptandi. New ve ark. da
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(80) del/konv genotipine sahip 2 hastada da basit virilizan tip saptamistir. Lobato ve ark.

ise (127) tuz kayb1 sendromlu hastanin birinde Q318X/konv genotipi saptamustir.

Bu calismada en az bir allelde IVS2 mutasyonuna sahip 12 hastada (grup A)
genotip-fenotip uyumu %50 (6 hasta) saptandi. 1VS2/del ve 1VS2/IVS2 genotipli 6
hastada ise tuz kaybettiren tip beklenirken, basit virilizan tip saptandi. White ve ark.
(77) 1IVS2 mutasyonunu, heterozigot ya da homozigot olarak, tuz kaybi vakalarinin
%22, basit virilizan KAH vakalarinin %25 ve non-klasik KAH vakalarinin %12’sinde
saptamistir. Wilson ve ark.’m (125) calismasinda IVS2/1VS2 genotipli 21 hastadan
19°’unda tuz kaybi1 sendromu, 2’sinde ise basit virilizan tip saptanmustir. IVS2/del
genotipli 25 hastadan 24’{inde tuzkaybi sendromu, bir hastada ise basit virilizan tip
saptanmistir. Bu uyumsuzlugu IVS2 mutasyonunun degisken splicing’i (kirpilma) ile
iligkilendirmistir. New ve ark. (80) homozigot IVS2 mutasyonuna sahip 155 hastanin
%92’sinde (143 hasta) tuz kaybi sendromu, %7’sinde (11 hasta) basit virilizan tip ve
%0,7’sinde (1 hasta) non-klasik tip saptamistir. IVS2 mutasyonunun Kriptik “up-stream
3’ splice” akseptoriinii aktive ederek anormal kirpilmaya neden oldugunu ve basit
virilizan tip fenotipinin ise az sayida transkriptin diizgiin kirpilmasimna bagh
olabilecegini bildirmistir. Bizim olgularimizda, genotip-fenotip uyumsuzlugunun daha

yiiksek oranda oldugunu gordiik. Olgu sayimizin azlig1 bu durumla iliskili olabilir.

IVS2/IVS2 homozigot genotipine sahip kardeslerin (hasta no. 5 ve 29) farkh
fenotipe sahip oldugu saptandi. Bes no’lu hasta yenidogan doneminde kuskulu genitalya
nedeniyle incelenerek, tuz kaybi sendromu tanis1 almistir. Hidrokortizon ve
fludrokortizon tedavisi ile izlenmektedir. Kardesi 29. no’lu hasta ise 2,5 yasinda, hizli
biiyiime sikayeti ile tetkik edilerek basit virilizan tip tanisi almistir. Hidrokortizon

tedavisi ile izlenmektedir.

Pinto ve ark. (91) ve Speiser ve ark. da (79) ¢alismalarinda ayn1 genotipe, ancak
farkli fenotipe sahip kardesler bildirmistir. Kardes olsun yada olmasin ayn1 mutasyonu
tasiyan bireylerde tuz kaybinin farkli agirlikta olabilecegi goriilmiistiir (28,29). Bu
gozlemlerle ilgili agiklamalar heniiz tam bilinmese de tuz kaybinda hem genetik hem de
genetik olmayan faktorlerin roli oldugu diisiiniilmektedir. CYP21 tarafindan
kodlanmayan ek 21 hidroksilaz aktivitesinin ve androjen biyosentezinin ve androjene

karst  duyarliligin  genetik  varyasyonlarmin  androjen  fazlaligi  bulgularim
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etkileyebilecegi ve tuz kaybi bulgularinda farkliliklara neden olabilecegi bildirilmistir
().

B grubunda genotip-fenotip uyumu %85 saptandi. 1172N mutasyonunun %2
enzim aktivitesine sahip olup, basit virilizan KAH’a neden oldugu ve tuz kaybina neden
olmadig1 gosterilmistir (79). 172N/172N genotipli 6 hastadan 5°i basit virilizan iken, bir
hastada non-klasik tip saptandi. Stikkelbroeck ve ark. (81) 1172N/I172N genotipine
sahip 4 hastanin 3’linde non-klasik tip (beklenen klasik fenotip yerine) KAH
saptamiglardir. Diger taraftan, tersine, New ve ark. (80) 1172N/I172N genotipine sahip
23 hastadan 21’inde basit virilizan tip, 2’sinde ise tuz kaybettiren tip saptamis ve bu
uyumsuzluga transkripsiyonel regiilasyon veya protein translasyonundaki negatif
degisikliklerin 21-OH enzim aktivitesinin azalmasina neden olabilecegini One
stirmistir. Ayn1 g¢alismada 1172N/del genotipine sahip non-klasik tip bir hastada
genotip-fenotip uyumsuzlugunu CYP21A2 allelinin hafif mutasyonlu bir duplikasyonu
olabilecegi ile iliskilendirmistir (80). 1172N/Q318X genotipine sahip hastamiz ise
beklendigi gibi basit virilizan tipte idi.

C grubunda fenotip-genotip uyumu %100 saptanmistir. Hafif mutasyon olarak
tanimlanan V281L mutasyonunun, enzim aktivitesinin %20-50 oranina diismesine ve
non-klasik fenotipe neden oldugu bildirilmektedir (2). Bizim ¢alismamizda da
V281L/V281L genotipine sahip 3 hastada non-klasik tip saptandi. V281L/I172N,
V281L/Y59N ve P30L/8bp-del genotipine sahip bilesik heterozigot genotipli 3 hastada
da non-klasik tip saptandi. Diger ¢alismalarda da V281L mutasyonu ve C grubuna dahil
diger mutasyonlarin fenotip-genotip uyumunun yiiksek oldugu bildirilmistir
(79,81,90,91). Sadeghi ve ark. (94) P30L mutasyonunu 2 hastada 3 allelde
saptamiglardir; ancak bu arastirmacilarin her iki hastasi da basit virilizan KAH idi. P30L
mutasyonu V281L mutasyonu gibi hafif mutasyon grubuna dahil edilse de, hem non-

klasik, hem de virilizan tip hastalarda da saptanabilecegi bildirilmistir (80).

Calismamizda genotip-fenotip uyumsuzlugu 10 hastada saptandi. Tuz
kaybettiren (14/15) ve non-klasik tip (6/7) KAH vakalarinda fenotipin genotiple daha
uyumlu, basit virilizan tip KAH vakalarinda (6/15) ise daha az uyumlu oldugu goriildii.
Bu bulgular literatiirle uyumluydu (79, 80, 81, 88, 89, 90). Bu da, o6zellikle basit
virilizan KAH ig¢in fenotipin sadece in vitro ¢alismalara dayanarak belirlenen enzim
aktivitelerine gore dngdriilemeyecegini gosteriyor.
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Genotip-fenotip iliskisi ile ilgili ¢alismalarda 0, A ve C mutasyon kategorileri
birlikte alindiginda genotip ve fenotip arasinda iyi bir iligki oldugu gosterilmistir (79,
80, 89, 90, 91). Bizim ¢alismamizda genotip-fenotip uyumu %72.9 saptandi. Grup 0, B
ve C’de genotip ve fenotip iliskisi A grubuna gore daha iyi oldugu gosterildi ve 0, B ve
C gruplarinin toplam fenotip-genotip uyumu %87,5 bulundu. Grup 0’da genotip-
fenotip uyumu % 80, grup B’de %85, grup C’de ise %100 saptandi (Tablo 10). A
grubunda ise genotip-fenotip uyumsuzlugunun daha yiiksek oranda (%50) oldugunu

gordiik. Olgu saymin azliginin bu durumla iligkili olabilecegini diisiindiik.

KAH hastalarinda genotip-fenotip degiskenligi i¢in ¢esitli faktorlerin sorumlu
olabilecegi bildirilmistir (29). Androjen reseptoriinde CAG tekrarlari uzunlugu (95, 96),
P450 oksidorediiktaz enzimin yiiksek polimorfizmi, RNA “splice” faktorlerinde
kirpilma mutasyonlar1 varyantlari (97, 98) ve 21-hidroksilaz aktivitesine sahip sitokrom
P450 tip Il gibi bagka proteinleri kodlayan diger genler (99, 100) CYP21A2
mutasyonlart diginda steroid etkisini veya tuz dengesini degistirerek fenotipi
etkileyebilir. Ayrica, genetik analizde yeni mutasyonlarin arastirilmamasi, eksik
genotiplenme, 2 ve ya fazla mutasyona bagl bilesik heterozigotluk da genotip-fenotip

uyumsuzlugunu izah edebilir.
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SONUCLAR

Klasik ve non-klasik 40 KAH hastamizin 37’°sinde 74 allelin 73’iinde mutasyon

belirlendi.
Yirmi dort hasta (%64.9) homozigot ve 13 hasta (%35.1) bilesik heterozigot idi.

Biiyiik gen delesyonu 11 allelde (%14.7) ve biiylik gen konversiyonu 9 allelde
(%12.1) saptandi.

Nokta mutasyonlari 51 allelde (% 68.9) saptandi.

En sik saptanan nokta mutasyon IVS2 olup, sikligi %28.3 (21/74) olarak
saptandi.

IVS2 mutasyonundan sonra en sik goriilen nokta mutasyon sirasiyla 1172N (13
allel, %17.6), V281L (8 allel, %10.8) ve Q318X (7 allel, %9.6) olarak

saptanmistir.

P30L mutasyonu %21.4 (lallel), Y59N mutasyonu %21.4 (lallel) ve 8pb del

mutasyonu %2.7 (2 allel) oraninda saptandi.

Y59N mutasyonu Tiirkiye’de ilk defa bildirildi. Olgu non-klasik KAH olgusu
idi.

Tuz kaybettiren form hastalarda IVS2 mutasyonundan sonra en sik goriilen

mutasyon biiyiik gen delesyonu (%26) idi.

Basit virilizan form hastalarda da 1VS2 mutasyonundan sonra sik goriilen
mutasyon 1172N (%33,3) oldu.

Non-klasik form hastalarda en sik saptanan mutasyon V281Lolup, allel siklig1 %
57 olarak saptandi.

Tuz kaybettiren tip tanili bir hastada bir allelde mutasyon saptanmadi.

Mutasyon gruplari i¢in ppv hesaplandi: ppv 0: %80, ppv A: %50, ppv B: %85,
ppv C: %2100 bulundu
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e Basit virilizan tip (6/15) KAH olgularinda fenotipin tuz kaybettiren tip (14/15)
ve non-klasik tip (6/7) olgularina gore genotiple daha az uyumlu oldugu
belirlendi.
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