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1. GIRIS

1.1 Konjenital Adrenal Hiperplazi

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), adrenal bezinde kortizol sentezi icin gerekli
olan 5 enzimden birinde defekt sonucu ortaya ¢ikmaktadir. KAH otozomal resesif
kalitilir ve kuskulu genitalya’nin nedenlerinden birisini olugturmaktadir. Konjenital
adrenal hiperplazi insidanst her 5000-18000 yeni doganda 1 olarak bildirilmistir. En
sik goriilen enzim defekti (>%90) 21-hidroksilaz defektidir. Klasik ve klasik
olmayan (=non-classical) olarak iki gruba ayrilir ve klasik formun iki tipi vardir: Tuz
kaybettiren formu (%75) ve virilizan formu (%25). Ikinci siklikta goriilen enzim
defekti 11-beta hidroksilaz enzimi defektidir (%5-8) (Uwaifo ve Merke, 2003). Daha
az gorilen diger enzim defektleri (%2-5); 3-beta hidroksilaz, 17-alfa
hidroksilaz/17,20 liyaz ve steroidogenik akut regiilator protein (Lipoid hiperplazi)
defektidir (White ve Speiser, 2000; Frindik, 2003; Speiser ve White, 2003; New ve
Betensky, 2004; Stratakis ve Bossis 2004; Votava ve ark., 2005).

Adrenal bez anatomik olarak 3 bolgeye ayrilmaktadir:
1) Zona glomerulosa: Agirlikli olarak mineralokortikoidlerin sentezlendigi
tabaka.
2) Zona fasciculata: Agirlikli olarak glukokortikoidlerin sentezlendigi tabaka.
3) Zona retikularis: Agirlikl olarak androjenlerin sentezlendigi tabaka.
Adrenal hormonlarin sentezinin ilk asamasi, kolesteroliin mitokondri dis
zarindan i¢ zarina dogru transportudur. Steroidogenik akut regulatuar protein (StAR)
bu transportu gerceklestirir. ACTH ve kalsiyum, bu transportu hizlandirir. Steroid
sentezindeki ilk enzimatik asama kolesterolun pregnenolona doniismesidir (sekil
1.1). Bu reaksiyon mitokondrial sitokrom p450 enzimi olan CYP11A ile gerceklesir.
Pregnenolon, steroid hormonlarin sentezinde Onciil madde olarak kullanilmaktadir.

Glomeruloza tabakasinda mineralokortikoidlerin sentezi i¢in endoplazmik retikulum



ve mitokondride yer alan 3-beta hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi (33- HSD)
pregnenolononu progesterona doniistiiriir ve sekil 1°de gosterildigi gibi 4 farkl
enzimatik reaksiyondan sonra aldosteron sentezlenir (White ve Speiser, 2000;

Frindik, 2003).

Kortizol sentezi icin fasikulata ve retikularis tabakalarindaki endoplazmik
retikulum enzimi olan CYP17 (P450cl17,17-o0 hidroksilaz/17,20 Lyase)
pregnenolonu  17c-hidroksipregnenolona doniistiiriir ve 3B-HSD enzimi etkisiyle
17-0¢ hidroksiprogesterona  doniigiir. ~ Bir  sonraki  basamakta  17-o
hidroksiprogesteron, CYP21 enzimi etkisiyle 11-deoksikortizola ve bu da
mitokondrial CYP11B1 ile kortizole doniisiir (White ve Speiser, 2000).

Adrenal korteksin retikularis tabakasinda ve gonadlarda CYP17 enziminin
17,20 liyaz aktivitesiyle, 17o-hidroksipregnenolon, dehidroepiandrostene (DHEA)
doniisiir ve bir sonraki asamada  3-f HSD enzim etkisiyle androstenediona ve
gonadlarda 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi vasitasiyla testosterona
doniigiir. Overdeki aromataz (CYP19) enzimi; androstenedion ve testosteronu,
Osterojen ve Ostradiole doniistiirebilir, ayrica testosteron hedef dokuda 5Sa-rediiktaz

enzimi sayesinde dihidrotestosterona metabolize olur (White ve Speiser , 2000;

Speiser ve White, 2003).
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Sekil 1.1 Steroid hormon biyosentez yolu (White ve Speiser, 2000’den alinmustir).

1.1.1 Steroid Sentezi Regiilasyonu

Adrenal hormon sentezi hipofiz bezinden salgilanan adrenokortikotropin hormonu
(ACTH) tarafindan diizenlenir. Bu hormon kolesteroliin pregnenolona doniismesini
2-6 dakikada 10 kat hizlandirir. Ayrica hipotalamus bezinden salgilanan
kortikotropin-“releasing” faktor (CRF) ve vazopresin sinerjik olarak ACTH
salinimim indiikler. ACTH artisinin direkt etkisi kolesterol desmolaz enzimi igin
substrat olan kolesterol miktarimin artmasidir. Hipotalamus-hipofiz-adrenal
sisteminde negatif geri bildirim kortizol tarafindan yapilir. Adrenal enzim defektinde
kortizol miktar1 diiser ve ACTH salimimi artisiyla birlikte adrenal kortekste

hiperplaziye yol acar (Rimoin ve ark., 2002, boliim 84; Marshal ve New, 2003).



1.1.2 ic ve Dis Genital Farkhlasmasi

Embriyogenezisin 8. haftasina kadar Wolf ve Miiller kanallar1 birlikte bulunur. Bu
donemden sonra sadece bir kanal sistemi gelisir, bu sistem 0zel kanal ve bezlere
doniisiirken, digeri islevsiz hale gelerek kaybolur (Grumbach ve ark., 2003, Boliim

22).

Testosteron, fetal testislerden leydig hiicreleri gelisince (8. hafta) salgilanmaya
baslar. Testosteron, Wolf kanal sisteminin epididim, vas deferens ve seminal

kanallara gelisimini uyarir (Grumbach ve ark., 2003, Boliim 22).

SRY geni ve testis yoklugunda, anti miilleriyen hormon (AMH) eksikligi
sonucu ve fetal overlerin iirettigi Ostrogen etkisiyle Miillerian sistemden fallop
tiipleri, uterus ve tst vagina gelisir. Testosteron yoklugunda Wolf kanali geriler

(Grumbach ve ark., 2003, Boliim 22).

Bipotansiyel donemde (6. haftaya kadar) dis genitaller genital tiiberkiil,
irogenital sinus ve iki lateral labioskrotal sislikten olusur. Her iki kanal sisteminin de
beraber oldugu i¢ genitallerin aksine, dis genitaller notral olup gonadal steroid
hormon sinyallerine gore sadece ya disi ya da erkek yapilarina doniisiirler

(Grumbach ve ark., 2003, Bolim 22).

Androjen etkisinin yoklugunda iirogenital siniis katlanmasi acgik kalir, labia
minuslar1 olusturur, labioskrotal katlantilar labia majorleri olusturur, genital
tiiberkiilden klitoris ve iirogenital sinusten vagina ve iiretra olusur (Grumbach ve

ark., 2003, Boliim 22).

Embriyo gelisiminin kritik donemlerinde androjenlere maruziyet cesitli
Olciilerde maskiilinizasyona yol acar. 9-14. haftalardaki androjen maruziyeti bazal
disi fenotipinde klitoral hipertrofi ve hipospadias gibi farkliliklara yol agar. Erkekte

12. haftada lokal androjen konsantrasyonu ya da aktivitesi yetersizse, yetersiz



maskiilinize olmus dis genitaller olur. Erkek ve disi dis genitallerin yapisal

bozukluklar1 anormal androjeni gosterir (Grumbach ve ark., 2003, Boliim 22).

Disilerdeki konjenital adrenal hiperplazi dis genitallerin maskiilinizasyonu ile
karakterize olup, adrenal korteksten asir1 androjen iiretiminin gosterilmesiyle tani
konulur. Androjen miktar1 ve etkilenme siiresine gore gesitli derecelerde anatomik
bozukluklar goriiliir. KAH olan disilerde AMH salgilanmadig icin fallop tiipleri,
uterus ve {ist vagina normal gelisir, Wolf kanali gelisimi olmaz, ancak dis genitaller
degisebilir. 10. haftadan sonra, vagina ve iiretra ayrildiktan sonra asir1 androjenin
etkisi sadece klitoral hipertrofi ile sinirli olabilir. Ancak 12. haftadan Once asir1
androjen varligi labiumlarin ilerleyici fiizyonuna, iirogenital sinus olusumuna ve
hatta tiretranin fallus boyunca kapanmasina (hipospadias) yol acar (Grumbach ve

ark., 2003, Boliim 22).

Asirt adrenal aktivitesi i¢ genitallerin farklilasmasim etkilemez. Ciinkii adrenal
korteksin anlamli olarak islevsel oldugu 10-12. haftalardan once i¢ genital gelisimi
tamamlanir. Disi dis genital fenotipi 20. haftaya kadar tamamlanmadigindan, 10-12.
haftalardaki erken androjen fazlaligi tamamen maskiilinizasyona yol acabilir. Geg
hiperandrojenizm (18-20. hf) smirli kuskulu genital yapiya yol agar. Klitoris
biiylikliigli androjen fazlaliinin zamanlanmasindan c¢ok miktartyla ilgilidir

(Grumbach ve ark., 2003, Boliim 22).

1.2 21-Hidroksilaz Defekti (21-OHD)

Konjenital adrenal hiperplazinin en sik goriillen nedeni 21-hidroksilaz enzimi
defektidir (%90-95). Siipheli genital yapiin en sik sekli ve neonatal 6liimlerin en sik
endokrin nedenidir. Klinik olarak klasik ve klasik olmayan olmak iizere iki ana

formda gozlenir (New ve Betensky, 2004).



Klasik formda enzim defekti ¢ok agirdir. Klasik formun %75’ini tuz
kaybettiren ve %?25’ini basit virilizan tipi olusturmaktadir. Yenidogan bebeklerde tuz

kaybettiren formu tuz kaybi krizi ile ortaya ¢ikar (New ve Betensky, 2004).

Klasik olmayan formda orta diizeyde enzim defekti vardir ve postnatal
donemde hiperandrojenizm ile ortaya ¢ikar. Bu formda kiz bebekler dogumda virilize

degillerdir (New ve Betensky, 2004).

Klasik formun her iki tipinde de dogumda disi psodohermafrodit bulgular
gozlenirken klasik olmayan formunda klinik bulgular genellikle ergenlik ve
sonrasinda ortaya ¢ikar ve hirsutizm, adet diizensizligi ve infertiliteye neden olur

(New ve Betensky, 2004).

1.2.1 Klasik Tuz Kaybettiren Formu

21- OHD’in klasik formunda fonksiyon kaybi ¢ok agirdir. Vakalarin 2/3-3/4 ‘iinde
adrenal aldosteron, sodyum emilimi i¢in yeterli degildir ve bu hastalar tuz kaybindan,
kortizol defektinden ve androjen artisindan etkilenirler. Yenidogan bebeklerde
beslenme giicliigii, kilo kaybi, gelisme geriligi, kusma, dehidratasyon, hipotansiyon,
hiponatremi ve hiperkalemi adrenal krize (azotemi, vaskular kollaps, sok ve 6liim)
neden olur. Adrenal kriz, yagamin ilk 4 haftasinda ortaya ¢ikar ve erkek cocuklar
bunun i¢in daha risklidirler. Ciinkii yenidogan tarama programlarinda dis genital
yapilart normal oldugundan gézden kacabilir ancak, kiz cocuklarda kuskulu dis
genital yapt nedeniyle daha erken tam1 konulabilir. Bu formda dis genital
belirsizligin siddeti enzim defekti ile ilgili degildir. I¢ genital yap1 normaldir (New
ve Betensky, 2004).

Tedavi olmayanlarda, asirn androjen maruziyeti nedeniyle penis veya klitoral
biiyiikliik, erken puberte ve akne ortaya c¢ikabilir. Cocukluk doneminde daha hizli
biiytime epifizlerin erken kapanmasina neden olur ve sonucta boy kisaligi ortaya

cikar. Kiz ¢ocuklarda, adet diizensizligi, primer veya sekonder amenore ortaya



cikabilir. Bu hastalarda fertilite diisiiktiir ve ender olarak gebelik bildirilmistir.
Erkeklerde testikiiler fonksiyon, spermatogenez ve fertilite normaldir. Testis
maturasyonun eksik tedavide yetersiz olabilecegi bildirilmistir. (Deaton ve ark.,1999;

Marshall ve New, 2003; New ve Betensky, 2004) (Sekil 1.2).

1.2.2 Klasik Basit Virilizan Formu

Bu formun en belirgin 6zelligi ilerleyici virilizasyon ve somatik gelismenin hizl
olmasidir. Bu formda da kiz ¢ocuklarin erken tan1 alma sans1 erkek c¢ocuklardan
daha fazladir. Disilerde kuskulu genital yapi; hafif klitoral biiyiikliik, labioskrotal
katlantinin farkli derecelerde fiizyonu ve hatta penis olusumu ile ortaya cikabilir.
Genetik cinsiyet ve gonadal farklilasma 21-OHD’de normaldir. Her iki cinsiyette de
erken tani konulmasi ¢cok énemlidir. Uzun siireli androjen artis1 hipofiz-gonad yolunu
baskilar ve testis olgunlagmasini engelleyerek infertiliteye neden olabilir. Her iki
cinsiyette erken epifiz kapanmasi nedeniyle boy kisalig1 ortaya ¢ikar. Bu hastalarda
gebe kalma ve dogum yapma olasiligi, tuz kaybettiren formlu hastalardan daha
yiiksektir (Deaton ve ark.,1999; Marshall ve New, 2003; New ve Betensky, 2004)
(Sekil 1.2).

1.2.3 Non-Klasik Formu

Klasik formdan daha siktir. Her yasta izlenebilir ama, genellikle ileri yasta ortaya
cikar ve  hafif seyreder. Erken puberte ve kemik yas1 artisi gibi degisik
hiperandrojenizm bulgular1 verebilir. Kuskulu genitalya ortaya cikmaz. Sadece
akneyle kendini gosterebilir. Sik olarak adet diizensizligi, sekonder amenore,
oligoamenore ve hirsutizm klinik bulgular icinde yer almaktadir. Hasta olan
kadinlarin  %60’inda hirsutizm, %54’tinde oligomenore ve %33’tinde akne
goriilmektedir (Sekil 1.2). Erkeklerde androjen artisina bagh klinik bulgular zor
tanimlanabilir ve bunlar erken puberte, boy kisalign ve fertilitede azalma seklinde

olabilir (Moran ve ark.,2000).



2 1-hidroksilaz defektinde gozlenen klinik bulgular

Sekil 1.2 21-Hidroksilaz defektinde klinik bulgu spektrumu ( Marshall ve New, 2003’den alinmistir).

Bu hastalarin bir grubu tamamen asemptomatikler ve ancak farkli nedenlerden
dolay1 incelendiklerinde tani alirlar (Speiser ve ark., 2000; Deneux ve ark., 2001;

Speiser ve White, 2003).

1.2.4 Epidemiyoloji

Konjenital adrenal hiperplazi otozomal resesif kalitilir ve kadin erkek oram esittir.
Klasik 21-OHD’nin farkli populasyonlardaki insidanst her 15,000 canli dogumda 1
olarak bildirilmistir. En ¢ok izlendigi topluluk ise Alaskali Yupik Eskimolar1 olup
buradaki siklik 300 canli dogumda 1’e ulasir (New ve Betensky, 2004).



Klasik olmayan formun insidansi daha yiiksektir ve populasyonlar arasinda
farklilik gosterir. New York’ta %1 iken, bazi etnik gruplarda 6rnegin Askenazilerde

1/27°ye ulagsmaktadir (New ve Betensky, 2004).

1.2.5 Tam

Klinik bulgularin saptandigi kisilerde, steroid onciillerin serum konsantrasyonu
Olctimleri genellikle tan1 koydurucudur. Molekiiler genetik ¢alismalar1 da tan1 amach
kullanilmaktadir. 21-OHD’de serumda 17-OHP diizeyine bakilabilir. Normalde 100
ng/d’nin altinda olan 17-OHP diizeyi icin 800 ng/dl iizerindeki degerler tani
koydurucudur. 17-OHP diizeyi klasik formda 20,000 ng/dl ve non klasikte 2,000-
15,000 ng/dl arasinda degisir (New ve Betensky, 2004).

Klasik olmayan KAH belirteci artmis 17-OHP diizeyi ve ACTH uyaris1 sonrasi
dramatik azalmadir. Artmis 17-OHP degerleri genellikle tek basina yeterli degildir.
Bu yiizden ACTH uyan testi kullanilmahdir (Zarkovic ve ark.,1999). Ayrica tani
amaclh olarak diger steroid onciilleri olan pregnenolon, 17 hidroksipregnenolon,
dehidroepiandrosteron, 11-deoksikortikosteroid ve testosteron diizeyi Olctimleri de

kullanilmaktadir (New ve Betensky, 2004).

1.2.6 Molekiiler Genetik

21 hidroksilaz, mikrozomal sitokrom P450 enzimidir. Geni CYP21 yada CYP21A2
olarak adlandirilir. CYP21 geni 6. kromozomun kisa kolunda HLA kompleksinin
hemen yanindadir (6p21.3). CYP21 geni HLA-B ve HLA-DR arasinda yer
almaktadir. CYP21 geni ve onun inaktif homologu olan CYP21P psodogeni
kompleman sisteminin 4. komponentini kodlayan C4B ve C4A genlerinin hemen

yaninda yer almaktalar (Pinterova ve ark., 2000; Lee 2001) (Sekil 1.3).



CYP21 ve CYP2IP 10’ar ekzon icermektedir. CYP21P psodogeni, CYP21
geni ile %98 homoloji gosterir ve igerdigi 15 farkli mutasyondan dolay1 inaktif
durumdadir. CYP21P ekzon 3’te 8bp’lik delesyonu, ekzon 7°de kalip kaydirma
mutasyonuna neden olan timidin insersiyonu ve 8. ekzonda 318. kodonda C-T

nonsense mutasyonunu igermektedir (Higashi ve ark., 1986).

Bu yiiksek derecede homoloji iki tip mutasyona yol agar:
1) Mayozda esit olmayan krosing over nedeniyle CYP21 geninde delesyonlar veya
duplikasyonlar gelisir.
2) CYP21 geninin CYP21P’ye gen doniisiimiine neden olur (Tusie-Luna ve White,
1995; Higashi ve ark., 1988).

Gen doniisiimii, mutasyonlarin %75’inin nedenini olustururken, mayotik
rekombinasyon mutasyonlarin %?20’sine yol acar. Yaklasik 60 farklt mutasyon,
mutasyonlarin geri kalan %35’ini olusturmaktadir. Hastalarin %1’inde spontan

mutasyon saptanmaktadir (Speiser ve ark., 1992; New ve Betensky, 2004).

CYP21 geni insandaki polimorfik genlerden birisidir ve 5 normal varyanti

mevcuttur: insL9, K102R, D183E, S268T ve N493S (New ve Betensky, 2004).

Molekiiler calismalarda hasta ve tasiyici bireylerin %90-95’inde en sik 9
mutasyon ve gen delesyonu saptanmaktadir (Cizelge 1.1) (New ve Betensky, 2004),
(Sekil 1.3).

Hastalarin biiyiilk kismi “compound” heterozigottur (Krone ve ark., 2000;
Merke ve Bornstein, 2005). Klasik 21-OHD’de en sik goriilen mutasyon (%50) 2.
intronda A/C659G (IVS2) mutasyonudur. Homozigot mutasyon, enzim aktivitesini
%1’in altina disiiriir ve tuz kaybettiren hastalarda ortaya c¢ikar (Wilson ve ark.,

1995).
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Delesyonlar, CYP21 geninin biitiinilyle kayb1 veya 3. ekzonda 8bp’lik
delesyon seklinde meydana gelir ve tuz kaybettiren hastalarin %?20’sinde

saptanmaktadir (New ve Betensky, 2004).

E8 E9

Sekil 1.3 CYP21, CYP21P gen ve calisilan mutasyonlarin lokalizasyonu (www.compgene.com’dan

alinmustir).

Cizelge 1.1 21-OHD’deki mutasyonlarin siklig1 (New ve Betensky, 2004 ten alinmustir).

Siklik Mutasyon
%50 A/C659G (intron2 splice mutasyonu)
~ 9%90-95 %20 delesyonlar (gen delesyonu ve 3. ekzonda 8bplik
delesyon)
%20-25 P30L, I172N, Ekzon 6 cluster mutasyonu,
v V281L, F306+t, Q318X, R356W, P453S

Diger aleller
~ %5-10

11



1.2.7 21-OHD’de Genotip-Fenotip iliskisi

Enzim aktivitesine gore alleller iki gruba ayrilirlar: agir ve hafif alleller. Genellikle
klinik bulgularin agirhig ile mutasyon tipi arasinda iyi bir korelasyon mevcut
olmakla birlikte (Werkmeister ve ark., 1986; White ve ark., 1994), her zaman bu
iliski gozlenmez (Wilson ve ark., 1995; Krone ve ark., 2000).

Enzim aktivitesine gore hastalar 4 kategoride incelenebilir:
1) Enzim aktivitesi %0 olanlar.
2) Enzim aktivitesi %1’in altinda olanlar.
3) Enzim aktivitesi %1-11 arasinda degisenler.
4) Enzim aktivitesi %20-50 arasinda degisenler (Cizelge 1.2).
Klasik 21-OHD’de CYP21 genin her iki allelinde agir mutasyon vardir ve tuz

kaybettiren formda enzim aktivitesi hi¢ yoktur (New ve Betensky, 2004).
Non-klasik formda hastalar her iki allelde iki hafif mutasyon veya bir alelde

agir ve digerinde hafif mutasyon tagimaktadirlar. Bu tip enzim defektinde hastalarin

2/3’1 “Compound” herterozigotturlar (New ve Betensky, 2004).
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Cizelge 1.2 Enzim aktivitesine gére CYP21 gen mutasyonlarin simiflandirilmas: (Krone ve ark.,

2000’den alinmigtir).

Enzim Hastalik
Mutasyon
aktivitesi seyri
Gen delesyonu, biiyiikk gen doniigiimii, 3. ekzon da
900 8bplik delesyon, ekzon 6 cluster mutasyonu, F306+t,
Agir Q318X ve R356W
o (Klasik) A/C 659G (intron 2 ayiklanma bolge mutasyonu)
<%
(IVS2)
%1-11 I172N
Orta P30L
(Klasik V281L
~%?20-50
olmayan) P453S

Cizelge 1.2°de gosterildigi gibi ilk grupta delesyonlar ve nonsense mutasyonlar
sonucu enzim aktivitesi tamamen kalkmistir. Bu tip mutasyonlar genelde tuz
kaybettiren formda ortaya cikar. Diger grupta yanlis anlamli 1172N mutasyonu
sonucu enzim aktivitesi %1-11’e diiser, bu hastalarda aldosteron sentezi yapilabilir
ve basit virilizan tip ortaya c¢ikar. Son grupta enzim aktivitesi %20-50 arasinda
degisir ve bu mutasyonlara 6rnek olarak V281L, P30L verilebilir. Bu mutasyonlar

genellikle non-klasik formda goriilmektedir (Sekil 1.4).
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Genotip-Fenotip Iliskisi

Biiviik delesyon
8bp’lik delesyon
E6 Cluster
Q318X

V281L P30L I172N Intron 2 splice R356W

Klasik olmayan Basit virilizan Tuz kaybettiren

Sekil 1.4 21-OHD’de Genotip-Fenotip iliskisi (www.compgene.com’dan alinmistir).

1.2.8 Tedavi

Klasik formda erken tani ve tedavi cok énemlidir. Tedavi iki sekilde olabilir: medikal

ve cerrahi (New ve Betensky, 2004).

Medikal tedavide prensip eksik olan hormonun verilmesidir. Kortizol tedavisi,
ACTH salinimim ve androjenik Onciillerin iiretimini azaltir. Asin tedavi “Cushing”
sendromuna ve biiyiime geriligine yol agar. Yetersiz tedavi ise boy kisaligi, hirsutizm
ve infertiliteye yol acgabilir. Dolayisiyla tedavi siirekli 17-OHP, androstendion ve

testosteron konsantrasyonlarinin takibi ile yapilmalidir (New ve Betensky, 2004).
Tuz kaybettiren formda hastalarin tedavisine tuz tutucu hormon eklenmesi

gerekir. Plasma renin aktivitesi normale dondiigiinde ACTH ve androjen diizeyleri

daha da diiser ve glukokortikoid dozu azaltilabilir (New ve Betensky, 2004).
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Mindr stresler adrenal androjenlerde kisa artislar yapabilir ama doz ayarlamasi
gerektirmez. Ancak cerrahi gibi major streslerde ek hormonal destek gereklidir (New

ve Betensky, 2004).

Anatomik anomalilerin cerrahi tedavisi ilk bir kag¢ y1l icinde tercihen ilk 6 ayda

yapilmalidir (New ve Betensky, 2004).

Bunun yanisira boy kisalifi i¢in biiyiime hormonu veya “gonadotropin
releasing” hormon (GnRh) uygulanabilir. Erken puberte problemleri  igin
“luteinizing-hormone releasing” hormon analoglar1 (LHRH) uygulanabilir. Son
olarak da agir 21-OHD olan hastalarda ve hormonal tedaviye cevap vermeyen

hastalarda bilateral adrenalektomi yapilabilir (New ve Betensky, 2004).

21-hidroksilaz defekti olan farelerde gen tedavisi uygulanmistir (Gotoh ve ark.,
1994). Insanda tibbi tedavi ucuz ve efektif oldugu icin gen tedavinin uygun
olmayacag1 diistiiniilmektedir. Ayrica gen tedavisinde adrenal kortekste yiiksek
ekspresyon hedeflenmesi gerekmektedir. Gen tedavisinde en zor olan kisim adrenal

androjenlerin baskilanmasidir (White ve Speiser, 2000).

Non klasik 21-OHD: Bu hastalarda genelde tedavi gerekli degildir, c¢iinkii
hastalarin ¢cogu hayatlar1 boyunca asemptomatiktirler veya klinik bulgulan ergenlik
doneminde, puberteden sonra veya dogum yaptiktan sonra ortaya cikar. Artmis
kemik yasi, agir akne, hirsutizm, adet diizensizligi ve infertilite tedavi endikasyonu

dogurabilir (New ve Betensky, 2004).

1.2.9 21-OHD’de Prenatal Tam ve Tedavi

21 hidroksilaz eksikliginde prenatal tami intrauterin tedaviye olanak saglamasi
yoniinden onemlidir. Intrauterin dekzametazon tedavisi etkilenmis kiz fetuslarda
virilizasyonun azalmasini saglar, ayrica klitoroplasti veya vaginoplasti gerekliligini

azaltir (Mercado ve ark., 1995) . Bu tedavi sonras1 diisiik dogum agirligi ya da boy
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kisaligi bildirilmemistir. Ancak bu tedavinin kalic1 skarla birlikte strialar,
hiperglisemi, hipertansiyon, GIS semptomlar ve duygusal bozukluklar gibi belirgin
maternal yan etkileri vardir. Bu nedenle endikasyon olmaksizin dekzametazon tedavi
verilmemesi ve gebeligin ikinci yarisindan sonra dozun azatilmasi 6nerilmektedir

(lajik ve ark., 1998; Collett-Solberg, 2001; New ve ark., 2001).

Prenatal tan1 amniyon sivisinda artmis 17-OHP ve androstenedion diizeyleri ile
konulabilir. 17-OHP sadece tuz kaybettiren formda artabilirken androstenedion tiim
formlarda artar. Daha hafif formlarda amniyon sivisi degerleri normal
olabileceginden bu testler yerlerini molekiiler genetik taniya birakmislardir. Bu
fetuslarin tedavisinde etik acidan 6nemli bir nokta vardir: Bu hastalik otozomal
resesif gecislidir, eger anne baba tasiyici ise sadece fetuslarin 1/8’inde = KAH
cikmasi beklenir, yani fetuslarin 1/8 etkilenmis bir disi fetus olacaktir ve 7/8
etkilenmemis fetuslerde gereksiz tedavi verilmis olacaktir. Bu yiizden fetuslerin
karyotip tayini ve molekiiler ¢aligmalar tedavide ©nemlidir. Bu nedenle ilk olarak
anne babada molekiiler genetik calisma yapilmali ve ikisinin de tasiyici olup
olmadiklar1 belirlenmelidir (Speiser ve ark., 1992; Day ve ark., 1996). Anne baba
tasiyic ise gebeligin 5.haftasinda tedaviye baslanmasi onerilmektedir. Annenin ve
fetusun gereksiz steroid alimimi engellemek icin olast en erken invazif tam
girisimlerinin sec¢ilmesi uygun goriilmektedir. Bu nedenle ideal olan, gebelik
oncesinde ailedeki mutasyonun bilinmesi ve 7-10.haftalarda alinan koryon villus
orneklerinden fetusun CYP21 mutasyonuna bakilmasidir. Bunu takiben etkilenen
disi fetuslerde tedavi siirdiiriiliirken, etkilenmemis kiz ve tiim erkek bebeklerde

tedavi kesilir (White ve Speiser, 2000), (Sekil 1.5).
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Dekzametazon
baglat

Dekzametazonu
kes

Dekzametazona Dekzametazonu
devam kes

Sekil 1.5 Riskli gebeliklerde siipheli 21-hidroksilaz defekti olan fetuslarin prenatal tedavi algoritmasi

(White ve Speiser, 2000’ den alinmistir).

1.2.10. Amag

Bu calismada 21-OHD olan 100 hasta bireyde diinyada en sik goriilen 9 mutasyon
olan 8bp’lik delesyon, biiyiik gen delesyonu, P30L, IVS2, 172N, V281L, Q318X,
R356W ve Ekzon 6 cluster mutasyonlarinin iilkemizdeki sikliginin saptanmasi

amaclanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

Proje, Ankara {iiniversitesi Tip fakiiltesi Etik kurulunun 24.03.2005 tarihli
toplantisinda 7796 sayi ile onaylanmistir. Bu arastirmada 21-OHD tanisi ile izlenen
ve aymi aileden olmayan A.U.T.F., SSK Diskap1 Hastanesi ve Dr. Sami Ulus Cocuk
Hastanelerinin Cocuk Endokrin boliimlerinden gonderilen 100 hasta ailesi ¢alisma
hakkinda bilgilendirilmistir. Ek 1’de verilen bilgilendirilmis onam formu ile onami
alman hastalar i¢cin Ek 2’de verilen hasta kayit formu doldurulduktan sonra her

hastadan 5 ml periferik kan 6rnegi alinarak EDTA’11 tiiplere aktarilmastir.

2.1 DNA izolasyonu ve Kantitasyonu
DNA izolasyonu, 5ml periferik kandan tuz ¢ikarimi yontemiyle yapildi.

e 5 ml periferik kan, 14 ml’lik santrifiij tiipline aktaritlip 2500 rpm’de 20 dk
santrifiijlendi (Hettich zentrifugen, Rotanta 460).

e Siipernatan atilip pellet iizerine 14 ml’ye kadar steril dH2O eklenip vorteksle
karistirildiktan sonra 60 dk buz tizerinde bekletildi.

e 1500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

e Siipernatan atilip pellet iizerine 14 ml’ye kadar steril dH2O eklenip vorteksle
karistirildiktan sonra 1500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

e Siipernatan atilip pellet iizerine 5 ml’ye kadar 1XSTE (10 mM Tris-HCl
[Applichem, A2264,1000], 400 mM NaCl [Applichem, A2942,1000] ve 2
mM EDTA [Applichem, A5097,0500] pH 8.2) eklenip vorteksle
karistirildiktan sonra 1500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

e Siipernatan atilip pellet tizerine 4.5 ml’ye kadar 1XSTE ekleyip vorteksle
karistirlldi. Daha sonra karisimin iizerine 500 Wl %10’luk SDS (Applichem,
A1112,0100) ve 12.5 pl proteinaz K soliisyonundan (20 pg/ul [Applichem,
A4392,0005] ) eklenip yavasca karistirildi ve bir gece 37 °C’de (Heraus, FB
420) inkiibe edildi.
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e Karnigim iizerine 1 ml doymus NaCl (5.6M) eklenip 15 saniye kuvvetlice
karistirildi ve 2500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatan temiz bir tiipe
aktarild1 ve iizerine iki kati hacimde saf etanol (Applichem, A3678,2500)
eklenip DNA’nin persipite olmas1 beklendi.

¢ Presipite olan DNA 1.5 ml ependorf tiipe aktarildi. Tiipe 1.5 ml’ye kadar saf
etanol eklenip 13000 rpm’de (Eppendorf, centrifuge 5417R) 10 dk santrifiije
edildi.

e Siipernatan atilip pellet iizerine 1 ml’ye kadar %70 etanol eklenip pellet
kaldirild1 ve 13000 rpm’de 10 dk santrifiije edildi.

e Siipernatan atilip pellet kurumaya birakildi (yaklasik 30 dk).

o Kuruma isleminden sonra pellet iizerine 500 ul dH2O eklenip DNA’nin
¢Oziilmesi i¢in 37 OC etiive kaldirildi ve bir gece inkiibe edildi (Miller ve
ark.,1988).

e FElde edilen DNA’min miktar ve safligit spektrofotometre (Jasco

Spectrophotometer, V-530) ile dl¢iildii.

2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

8bp’lik delesyon, biiyiikk gen delesyonu, P30L, IVS2, 1172N, V281L, Q318X,
R356W ve Ekzon 6 cluster mutasyonlarinin incelenmesi i¢in Cizelge 2.1°de

listelenen primerler kullanildi (Sekil 2.1).
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Cizelge 2.1. Kullanilan primer dizinleri (Kharrat ve ark., 2003’den alinmistir).

Mutasyon

Forward primer (5”-3")

Reverse primer (3’-5)

8 bp delesyon

P7/
GTCTAGGAACTACCCGGACCTGTC

P8/ CTTCTTGTGGGCTTTCCAGAGCAG

Biiyiik delesyon

P3/
AGGTCAGGCCCTCAGCTGCCTTCA

P9/ AGCTGCATCTCCACGATGTGA

P30L

P6/ TCGGTGGGAGGGTACCTGAA

P4/ GGCTTTCCAGAGCAGGGAGTAGTC

IVS2

P3/
AGGTCAGGCCCTCAGCTGCCTTCA

P4/ GGCTTTCCAGAGCAGGGAGTAGTC

I172N

P1/ GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC

P5/ TCTCCGAAGGTGAGGTACCAG

E6 Cluster

P1/ GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC

P2/
GCCGTGTGGTGCGGTGGGGCAAGGCTA

V28IL

P1/ GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC

P2/
GCCGTGTGGTGCGGTGGGGCAAGGCTA

Q318X

P1/ GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC

P2/
GCCGTGTGGTGCGGTGGGGCAAGGCTA

R356W

P1/ GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC

P2/
GCCGTGTGGTGCGGTGGGGCAAGGCTA

Her bir PCR uygulamasi, 0.7 pg genomic DNA, 150 ng her primerden, 0.2 mM
dNTP (Larova, dNTP-set 1), 1.5 mM MgCl (Applichem, A5324,0005), 10X PCR

tamponu (Applichem, A4897,0005) ve 2.5 U Taq polimeraz enzimi (Applichem, A

5186,10000) iceren toplam 100 pl reaksiyon karigiminda

(Kharrat ve ark., 2003).

gerceklestirilmistir
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Sekil 2.1. PCR i¢in kullanilan forward (sar1), reverse (mavi) primerler ve mutasyonlarin gen

tizerindeki yeri.

BD, 8bp’lik delesyon, IVS2, P30L ve 1172N i¢in kullanilan PCR protokolii:

Denatiirasyon 95 °C, 60 saniye
Annealing 58 °C, 60 saniye 31 dongii
Extension 72 °C, 60 saniye

V281L, Q318X, R356W ve E6 cluster mutasyonlar1 i¢in kullanilan PCR protokolii:

Denatiirasyon 95 °C, 60 saniye
Annealing 58 °C, 60 saniye 31 dongii
Extension 72 °C, 90 saniye

PCR fiiriinlerinin varligm kontrol etmek amaciyla %]1°lik agaroz jelde
(Applichem, A2114,0050) elektroforez yapilmistir. Jel 1X TBE’de ( Tris base
[Sigma,T8524], Borik asit [Sigma, B6768], 0.5 M EDTA) 0.5 pg/ul Ethidium
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bromide (Applichem, A1151,0100) icerecek sekilde hazirlanmistir. PCR
trriinlerinden 10 pl alinarak agaroz jelde 90 V’da 1 saat yiiriitiildilkten sonra

(Electrophoresis power supply consort E452) reaksiyon sonuglart degerlendirilmistir.

2.3 RFLP

Belirtilen mutasyonlarin incelenmesi i¢in, PCR iiriinleri (biiyiik delesyon ve 8bp’lik

delesyon haric) cizelge 2.2’de belirtilen restriksiyon enzimleriyle kesim yapilmistir.

Kesim protokolu:
Kesim 37 °C ‘de 16 saat
Inaktivasyon 65 °C’de 20 dakika

Kesim iiriinleri, mutasyonlarin varolup olmadigini kontrol etmek i¢in %3’liikk
agaroz jelde, 90 V’da 1-2 saat elektroforez yapilmistir. PCR iiriin uzunlugu ve
kesimden sonra normal ve homozigot mutant bireylerde elde edilen fragmanlarin

uzunlugu cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2 PCR iiriin uzunlugu, restriksiyon enzimi kesim bolgeleri, normal ve homozigot bireylerde

kesimden sonra elde edilen fragmanlarin uzunlugu.

Mutasyon PCR (iiriinii Restriksiyon enzimi/ kesimden sonra elde edilen
uzunlugii Tanima bolgesi fragmanlarin uzunlugu
Homozigot
Normal
Mutant
8 bp delesyon 64bp | @ - 64 56
Biiyiik delesyon 789bp | - 789 N
Acil/
P30L 854 b 464,167, 153, 464, 196,
P C ¢ CGC 43,27 167,27
Alul/
IVS2 126 bp AG ‘CT 60, 51, 15 60, 34, 17, 15
Bsel I/
172N 330 bp ACTG G N¢ 231,95 217,95, 14
Mbo I/
E6 Cluster 1460 b 349, 336, 332, 685, 332,
P ¢ GATC 257, 183 257, 183
Alw21 1/
V28IL 1460 bp GTGCT# C 991,205, 170, || 1165, 205, 91
Pstl/
Q318X 1460 bp CTGCA | G 584,300, 298, || 584, 452, 300,
¢ 154, 121 121
Acil/ 420, 272, 189, | 530272
, 166,
R356W 1460 bp C| CGC 166,131, 65. 56. 11 131 65,56
¢ 55, 34, 30, 12, A
55, 34, 12, 10,
10,9, 8 93

Sekil (2.2), (2.3), (2.4), (2.5), (2.6), (2.7), (2.8), (2.9) ve (2.10)’da caligilan her

bir mutasyon icin RFLP kesimlerinin jel goriintiileri verilmistir.

23




190——>

789

Sekil 2.2. 8bp’lik mutasyonunun jel goriintiisti. M;
marker, 1; normal, 2; mutant.

Sekil 2.3. BD mutasyonunun jel goriintiisii. M;
marker, 1; normal, 2; mutant.
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Sekil 2.4. IVS2 mutasyonunun, enzimle
kesilen {iriinlerin jelde ytiriitiildiikten
sonraki goriintiisii. M; marker, 1; normal,
2; heterozigot mutant, 3; homozigot
mutant.

Sekil 2.5. P30L mutasyonunun, enzimle
kesilen iiriinlerin jelde ytiriitiildiikten
sonraki goriintiisii. M; marker, 1;
normal, 2; homozigot mutant.
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Sekil 2.6. I172N mutasyonunun, enzimle
kesilen iiriinlerin jelde yiriitiildiikten
sonraki goriintiisii. M; marker, 1;
homozigot mutant, 2; normal.

pajl — 250
17 — 200

150
95 —» +— 100

Sekil 2.7. E6 Cluster mutasyonunun,
enzimle kesilen tirtinlerin jelde
yiiriitiildiikten sonraki goriintiisii. M;
marker, 1; normal, 2; heterozigot mutant.
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Sekil 2.8. V281L mutasyonunun, enzimle
kesilen iiriinlerin jelde yiiriitiildiikten
sonraki goriintiisii. M; marker, 1; normal,
2; homozigot mutant.

Sekil 2.9. Q318X mutasyonunun, enzimle
kesilen {iiriinlerin jelde yiiriitiildiikten
sonraki goriintiisii. M; marker, 1; normal,
2; homozigot mutant, 3; heterozigot

384 mutant.
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121 —
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Sekil 2.10. R356W mutasyonunun, enzimle
kesilen triinlerin jelde yiiriitiildiikten sonraki
goriintiisii. M; marker, 1; normal, 2;
homozigot mutant.
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3. BULGULAR

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden gelen hastalar calisilmistir. Hastalarin
%301 Ankara’dan, %6’s1 Cankiri’dan, %6’s1 Corum’dan, %6’s1 Gaziantep’ten olup,
geri kalan %52’si, Marmara bolgesi hari¢, toplam 6 cografik bolgeye ait diger 27

ilden olan hastalar olusturmaktadir.

Caligilan 100 hastadan, 78’inde (%78) ve 200 alelden, 155’inde (%77.5)
mutasyon saptanmistir. Klasik tuz kaybettiren formlu 50 hastanin hepsinde (%100)
mutasyon saptanirken klasik basit virilizan formlu 50 hastadan ancak 28’inde ( %56)
mutasyon tanimlanabilmistir. Hastalarda bulunan mutasyonlar c¢izelge 3.1°de

verilmistir.

Hastalarin 64’ti (%64) aym1 mutasyon icin homozigot, 7’si (%7) iki farkl
mutasyon i¢in “compound” heterozigot olarak saptanmistir (sekil 3.1). Hastalardan
S’inde (%5), alellerin sadece birinde mutasyon saptanmistir ve diger alelde
mutasyon saptanmamistir. Ayrica 2 hastada (%2) her bir alelde birden fazla
mutasyon saptanmigtir. Birinci hasta (76. sira ile gosterilen hasta) hem 8bp’lik
delesyon hem de V281L mutasyonlar1 i¢in homozigot olarak saptanirken, diger hasta
(92. sira ile gosterilen hasta) hem Q318X mutasyonu i¢in hem de R356W mutasyonu

icin homozigot olarak saptanmistir.

Hastalarin %56’s1 kiz ve %44’u erkektir. Hastalarin tan1 yas1 1 giinliik ve 12
yas arasinda degismektedir. Tuz kaybettiren tip i¢in tan1 yas1 1 giinliik ve 3.7 yas
arasinda iken basit virilizan tipi tan1 yas1 1 giinliik ve 12 yas arasinda degismektedir.
Tuz kaybettiren form daha agir klinik tabloya yol actigindan, bu tip hastalarda daha
kiigiik yaslarda tam1 konulabilirken basit virilizan formu daha biiyiik yaslarda tani

alabilmektedir.

Toplam 100 hastadan 56’sinda anne-baba akrabaligi s6z konusudur. Bu

hastalarin 42’sinde (%75) mutasyon saptanmistir. Mutasyon saptanan 42 hastadan
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37’si (%88) homozigot mutant, 3’ (%6.3) “Compound” heterozigot olarak
saptanmistir. Bir hastada (%2.3) sadece alellerin birinde mutasyon saptanmistir. Bir
hastada (%2.3) da her bir alelde birden fazla mutasyon saptanmistir (Q318X/ Q318X
ve R356W/ R356W).
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40
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20+ 7 5 2
10-

64

22

Homozigot Compound Sadece bir Kompleks Mutasyon
mutant Heterozigot  alelde mutasyon mutasyon tanimlanmayan

Sekil 3.1. Saptanan mutasyonlarin tiplerine gore sikliklari

30



Cizelge 3.1. 21-OHD saptanan 100 hastanin tam yasi, akraba evliligi, aile oykiisii, dogum yeri, klinik
tanis1 ve CYP21 gen mutasyonlart

Klinik | Mutasyon Akraba Aile
Sira Cinsiyet tip Tani yas1 eviiligi sykitst Dogum yeri
1 K TK | BD/BD 5 GUN. YOK YOK TRABZON
2 K BV | 106 YAS | YOK YOK ANKARA
3 K TK | Q318X/ Q318X 13 GUN. VAR YOK GAZIANTEP
4 E TK | IVS2/1VS2 2.5 YAS VAR YOK URFA
5 K TK | 8bp/ 8bp 1 GUN. YOK YOK DENIZLI
6 K BV | IVS2/1VS2 3AY. YOK VAR K. MARAS
7 E BV | IVS2/1IVS2 6 YAS VAR VAR ANKARA
8 E TK | IVS2/1VS2 1 AY. VAR YOK ANKARA
9 K BV | V281L/V28IL 20 GUN. YOK YOK ANKARA
10 E BV | Q318X/R356W | 3.0 YAS VAR YOK MALATYA
11 K BV | IVS2/1IVS2 1.5 YAS VAR YOK ELAZIG
12 E TK | IVS2/1VS2 15 GUN. YOK YOK ANKARA
13 K TK | BD/BD 1 GUN. VAR YOK CANKIRI
14 E TK | IVS2/1VS2 4 AY. YOK YOK ANKARA
15 E TK | BD/BD 2AY VAR YOK AFYON
16 K BV | IVS2/ Q318X 10 GUN YOK YOK ANKARA
17 E BV [ -oeeee- LAY. YOK YOK CORUM
18 E TK | IVS2/1VS2 1.5 AY YOK YOK ANKARA
19 E BV | IVS2/1VS2 5YAS YOK YOK CANKIRI
20 E BV | IVS2/1VS2 1 AY VAR YOK ANKARA
21 E TK | 8bp/ 8bp 1 AY VAR YOK YOZGAT
2 K TK | IVS2/1VS2 1 GUN. YOK VAR ANKARA
23 E TK | IVS2/1VS2 1 GUN. VAR VAR URFA
24 K BV | - 8 YAS YOK YOK ELAZIG
25 K BV [ I172N/1172N 3.7 YAS VAR YOK CORUM
2% K TK | R356W/R356W | 1 GUN. VAR VAR YOZGAT
27 K BV | IVS2/1VS2 5AY YOK YOK GUMUSHANE
28 K A 1 GUN. YOK YOK DENIZLI
29 K BV [ BD/BD 10 YAS YOK YOK ANKARA
30 E TK | BD/BD 1AY YOK VAR ANKARA
31 K BV | I172N/1172N 2 YAS VAR VAR ANKARA
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Klinik | Mutasyon Akraba Aile
Sira Cinsiyet tip Tan1 yast eviiligi sykiisi Dogum yeri
30 K 21770 [ E— 1 GUN. YOK YOK AKSARAY
33 E TK | Q318X/ Q318X 25 GUN. YOK YOK ADANA
34 K TK | BD/BD 20 GUN. VAR VAR GAZIANTEP
35 K TK | Q318X/R356W 3 GUN. VAR YOK CANKIRI
36 E BV | I172N/? 4YAS YOK YOK ANKARA
37 K 17700 [ 7 GUN. VAR YOK CORUM
38 E TK | Q318X/ Q318X 2AY. YOK YOK CORUM
39 E BV | I172N/ Q318X 52 YAS VAR YOK CANKIRI
40 E TK | BD/BD 1 GUN. VAR YOK TUNCELI
41 E TK | Q318X/ Q318X 10 GUN VAR YOK CANKIRI
4 E TK | IVS2/1VS2 2 YAS VAR YOK GAZIANTEP
43 K TK | BD/BD 20 GUN VAR VAR KUTAHYA
44 K 37200 [ 1 YAS VAR YOK ANKARA
45 K BV [ IVS2/1VS2 4 GUN. YOK VAR TRABZON
46 K BV [ IVS2/1vVS2 3.3 YAS VAR YOK GIRESUN
47 E TK | IVS2/1VS2 4AY. VAR YOK GAZIANTEP
48 E 23720 [ 7YAS VAR YOK KONYA
49 K TK | BD/BD 1 GUN. VAR YOK AMASYA
50 K 23720 [ 10 YAS VAR YOK ANKARA
51 K TK | IVS2/1VS2 1 GUN. YOK YOK ANKARA
50 K TK | Q318X/ Q318X 2AY. VAR VAR AKSARAY
53 E TK | IVS2/1VS2 1.5AY. VAR VAR ANKARA
54 E 372 [ 2YAS YOK YOK ANKARA
55 E BV | P30L/IVS2 1 YAS YOK YOK ANKARA
56 E TK | IVS2/1VS2 4AY. VAR YOK ANKARA
57 K BV [ IVS2/1VS2 2 GUN. YOK YOK ERZINCAN
58 K TK | BD/BD 3 GUN YOK YOK KARS
59 E BV [ IVS2/1VS2 6 YAS YOK YOK ANKARA
60 K BV [ s 2AY. VAR YOK ZONGULDAK
61 K BV [ - 1.1 YAS VAR YOK BOLU
62 K TK | BD/BD 2.5AY. VAR VAR K. MARAS
63 K 23770 6AY. VAR VAR CANKIRI
64 K TK | Q318X/ Q318X 1 GUN. VAR VAR ANKARA
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Klinik | Mutasyon Akraba Aile
Sira Cinsiyet tip Tan1 yast eviiligi sykiisi Dogum yeri
65 K A [ 7.8 YAS YOK YOK ANKARA
66 K BV | IVS2/1VS2 2AY. YOK YOK ERZRUM
67 K BV |- 1.3 YAS YOK YOK ANKARA
68 E TK | Q318X/ Q318X 3AY. VAR YOK ANKARA
69 E BV | E6/? 5YAS YOK YOK KUTAHYA
70 K -1V [ 7YAS VAR YOK ANKARA
7 E TK | BD/BD 1 AY. YOK YOK BOLU
7 K TK | BD/BD 7 GUN. VAR VAR HATAY
73 E BV | P30L/P30L 6 YAS YOK VAR TUNCELI
74 K BV |- 7.5 YAS VAR YOK YOZGAT
75 E 17700 [ 1 YAS VAR YOK SIVAS
76 K TK | V281L/V28IL 2 YAS YOK YOK MUS
8bp/ 8bp _
77 K -\ 14 GUN. VAR YOK YOZGAT
78 E -1 — 47YAS VAR YOK URFA
79 K BV | V281L/V28IL 2AY. YOK YOK ZONGULDAK
80 K TK | 8bp/ 8bp 1.5 AY. VAR YOK CORUM
81 E BV | E6/ V28IL 2AY. YOK YOK URFA
82 K BV | 1172N/1172N 6 YAS YOK YOK AFYON
83 K BV | BD/BD 12 YAS VAR YOK SIVAS
84 K TK | Q318X/R356W 1AY. YOK YOK ANKARA
85 E TK | BD/BD LAY. VAR YOK KONYA
86 E BV | R356W/? 1 GUN. YOK YOK AKSARAY
87 K BV | V28IL/V28IL 5.9 YAS VAR YOK AKSARAY
88 K TK | IVS2/1VS2 3 GUN. VAR YOK YOZGAT
89 E TK | 1vS2/? 7AY. YOK YOK KIRSEHIR
90 E TK | IVS2/1VS2 3.7 YAS VAR YOK TRABZON
91 K TK | IVS2/1VS2 1AY. VAR YOK GAZIANTEP
9 E TK | Q318X/ Q318X 3AY. VAR VAR ZONGULDAK
R356W/ R356W

93 E TK | BD/BD 1.5 AY. VAR YOK CORUM
94 K TK | Q318X/Q318X 1 GUN. YOK YOK SINOP
95 K TK | Q318X/ Q318X 1.5 AY VAR YOK ANKARA
9 E TK | IVS2/1VS2 6 AY. YOK YOK SIVAS

K TK | R356W/? 7 GUN VAR YOK ANKARA

97
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Klinik | Mutasyon Akraba Aile
Sira Cinsiyet Tan1 yast Dogum yeri
tip evliligi oykisii
98 E [E3720 [ 4YAS VAR YOK KIRSEHIR
99 E TK | BD/BD 21 GUN YOK YOK ISPARTA
100 K BV | e 9 YAS VAR YOK GAZIANTEP
TK: TUZ KAYBETTIREN BV: BASIT VIRILIZAN

Hastalarin 18’inde (%18) aile Oykiisii s6z konusu iken 82’sinde (%82) s6z

konusu degildir. Aile dykiisii olan 18 hastadan 13’iinde (%72.2) anne-baba akrabaligi

vardir; 11’1 (%84.6) homozigot mutasyona, biri (%7.9) her bir alelde birden fazla

mutasyona sahiptir. Bir hastada (%7.9) mutasyon saptanmamustir.

En sik saptanan mutasyon IVS2 olup, alel siklig1 %28.5 olarak saptanmistir.

Cizelge 3.2°de 100 hastada saptanan total mutasyon sikligi ve her bir klinik tipe ait

mutasyon sikligi ve Sekil 3.2’de CYP21 geninde en sik rastlanan ve caligilan 9

mutasyonun alel sikliklar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. 21-OHD’li 100 Tiirk hastada saptanan mutasyonlarin siklig.

TK formda BV formda Total
Mutasyon Allel sayisi alel (100) alel (100) mutasyon
n=200 sikligi (%) sikligi (%) sikligi (%)
8 bp 8 8 0 4
Biiyiik delesyon 34 30 4 17
P30L 3 0 3 1.5
IvVS2 57 33 24 28.5
I172N 8 0 8 4
E6 Cluster 2 0 2 1
V281L 9 2 7 4.5
Q318X 25 22 3 12.5
R356W 9 7 2 4.5
Saptanmayan 49 0 49 225
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Sekil 3.2 Calisilan 100 hastada CYP21 geninde en sik rastlanan ve calisilan 9 mutasyonun alel
sikliklari.

Hem tuz kaybettiren formda hem de basit virilizan formda en sik saptanan
mutasyon IVS2 mutasyonu olup alel siklig1 her bir form i¢in sirayla %33 ve %24
olarak saptanmustir. Tuz kaybettiren formda ve basit virilizan formda saptanan alel

sikliklart sekil 3.3 ve sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.3 Tuz kaybettiren formlu 50 KAH hastasinda CYP21 geninde en sik rastlanan 9 mutasyonun
alel sikliklari.
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Sekil 3.4 Basit virilizan formlu 50 KAH hastasinda CYP21 geninde en sik rastlanan 9 mutasyonun
alel sikliklari.
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4. TARTISMA

21-hidroksilaz defekti, konjenital adrenal hiperplaziye neden olan enzim defektleri
icinde en sik (>%90) goriilendir. Enzimi kodlayan CYP21 geni polimorfik genlerden
olmakla birlikte hastaliga yaklasik 70 farklt mutasyon yol a¢gmaktadir. Mutasyon
sikliginin ve farkliliklarinin yiiksek olmasi, bu genle %98 homoloji gosteren
CYP21P psodogeninin varligina baglanmaktadir. Bu yiiksek homoloji mayozda esit
olmayan krosing over sonucu delesyon veya duplikasyonlara (%20) ya da mitoz
sirasinda psdodogende var olan niikleotid degisimlerinin CYP21 genine transfer
olmasina (%75) neden olur. Olusan genis ya da kiiciik gen doniisiimleri genin
islevsiz ya da islevi az olan protein iiriinleri vermesine ya da protein iriiniiniin
olmamasina yol agmaktadir. Taze mutasyon hastalarin %1’inde saptanmaktadir

(Speiser ve ark., 1992; New ve Betensky, 2004).

Molekiiler c¢alismalarda hasta ve tasiyict bireylerin %90-95’inde biiyiik
delesyonlar, 8bp’lik delesyon, P30L, IVS2, 1172N, E6 Cluster, V281L, Q318X ve
R356W mutasyonlart en sik rastlanan 9 mutasyonu olusturmaktadir. Ancak farkli
toplumlarda bu mutasyonlarin sikliklarinin degistigi ve her populasyon ¢alismasinda

farkli mutasyonlarin da tanimlandig bildirilmektedir.

4.1 Alel Sikhig1 ve Dagilimm

21-OHD’inde diinyada en sik rastlanan mutasyon IVS2 mutasyonudur (New ve
Betensky, 2004). Bu calismada da IVS2 mutasyonu, %28.5 alel siklig1 ile saptanan
en stk mutasyon olmustur. Mutasyonlarin yarisindan ¢ogunu (%58) IVS2, biiyiik
delesyonlar ve Q318X mutasyonlar1 olustururken 8bp delesyonu, P30L, 1172N, E6
Cluster, V281L ve R356W %19.5’iinii olusturmaktadir. CYP21 gen mutasyonlarinin
daha 6nce bildirilen alel sikliklan ¢izelge 4.1’de verilmistir. Mutasyon saptanmayan
hastalarin hepsi basit virilizan tip olarak tani alan hastalardir. Tuz kaybettiren formlu

hastalarin tiimiinde mutasyon saptanmigtir
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Cizelge 4.1. Baz1 iilkekerde CYP21 gen mutasyonlarinin alel siklig1 (%) dagilimi (Koyama ve ark.,
2002’den alimmustir).

ULKE ALLEL 8bp BD P30L IVS2 1172N E6 V281L Q318X R356W
SAYISI del.

JAPONYA 46 2.1 37.0 239 19.6 6.5

ISVEC 186 1.2 298 1.6 27.7 208 0.5 54 0.5 3.8

ISPANYA 76 39 11.8 2.6 25 1.3 0 18.4 39 3.9

AMERIKA 394 2.8 226 25 269 84 0 8.9 4.1 3.8

TURKIYE 62 32 9.6 0 22.5 114 32 0 8 9.6

(Tukel,

2003)

Bu 200 4 17 1.5 285 4 1 4.5 12.5 4.5

Calismada

Tukel ve ark., (2003) tarafindan Southern blot, Allel-specific PCR ve
Semiquantitative PCR yontemleri kullanilarak 31 hastada yapilan calismada da,
IVS2 mutasyonunun Tiirkiye’de en sik mutasyon oldugu bildirilmektedir.
Calismamizin sonuglar1 bu bulguyu desteklemektedir. Ayrica Japonya, Ispanya,
Amerika gibi baz1 iilkelerde de IVS2 en sik saptanan mutasyon olarak
bildirilmektedir. isve¢’de ise biiyiik gen delesyonlarmnin en stk KAH’a yol actigi

rapor edilmektedir.

Tukel ve ark., (2003) yaptigi calismada P30L ve V281L mutasyonlari
saptanmamistir, ama bu calisma bu mutasyonlarin da Tiirkiye’de sirasi ile %1.5 ve

%4.5 siklikla goriildiigiinii ortaya koymustur.
Q318X mutasyonunun %12.5 siklikla saptanmasi ve Japonya gibi (%19.5) en

sik saptanan iiclincli mutasyon olmasi da Tiirk toplumunun bir diger ozelligi

sayilabilir. Tukel ve arkadaslarinin (2003) bulgular1 da bunu desteklemektedir.
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Farkli toplumlarda, toplumlar arasindaki farkliliklarin yamisira, farkli alel
sikliklarinin ~ saptanmas1  segilen hasta gruplann arasindaki farkliliklardan
kaynaklanabilir. Tukel ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 calismada hastalarin %54.8’1
tuz kaybettiren formda, %38.8’i basit virilizan formda ve %6.4’1i klasik olmayan
formda izlenen hastalardan olusmustur. Ayrica Ispanya’da yapilan bir calismada 76
alelden 42’si tuz kaybettiren formda, 4’{i basit virilizan formda ve 30’1 klasik
olmayan formda izlenen hastalardan olusmustur. Bu ¢alismada ise klasik olmayan

formda hasta calisilmamistir (Koyama ve ark., 2002).

Alellerin Tiirkiye icindeki dagilimina bakildiginda, biiyiik gen delesyonlarinin
her bolgede 6nemli yer tuttugu gézlenmektedir. Ege ve Akdeniz bolgesinde diinyada
ve iilkemizde en sik goriilen mutasyon olan IVS2 mutasyonuna rastlanmamasi dikkat
cekicidir. Benzer sekilde E6 cluster mutasyonu da yalnizca bu iki bolgemizden gelen
hastalarda saptanmistir. Akdeniz bolgesi de P30L mutasyonlarinin saptandigi tek

bolge olarak goze carpmaktadir (Sekil 4.1).

i B Tanimlanmayan
W EG cluster

O P30L

| 172N

O 8bp del

B R356W

0O Vv281L

0 Q318X

mBD

O IVS2

W

EGE

ANADOLU
AKDENIZ

KARADENIZ
GUNEY DOGU
IC ANADOLU

DOGU ANADOLU

Sekil 4.1 Alellerin Tiirkiye’de bolgelere gore dagilimi.
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4.2 Genotip-Fenotip Iliskisi

Genotip-fenotip iliskisi acisindan agir klinik tabloya yol acan 8bp’lik delesyon
(Krone ve ark., 2000) sadece tuz kaybettiren forma sahip hastalarda saptanmistir ve

tuz kaybettiren formda alel siklig1 %8 iken, basit virilizan formda %0 dir.

Agir klinik tabloya yol acan biiyiik delesyonlarin (Krone ve ark., 2000) tuz

kaybettiren formda alel siklig1 %30 iken, basit virilizan formda %4 tiir.

Hafif klinik tabloya yol acan P30L mutasyonu (Krone ve ark., 2000,
Grumbach ve ark., 2003) fenotip ile uyumlu olarak sadece basit virilizan formda

(%3) saptanmistir ve tuz kaybettiren formda (%0) saptanmamastir.

[172N mutasyonu da fenotip ile uyumlu olarak (Krone ve ark., 2000,
Grumbach ve ark., 2003) sadece basit virilizan formda (%8) saptanmistir ve tuz

kaybettiren formda (%0) saptanmamaistir.

Agir mutasyon olarak tanimlanan E6 Cluster mutasyonu (Krone ve ark., 2000,
Grumbach ve ark., 2003) sadece iki hastada saptanmistir. Hastalarin birinde alellerin
birisinde E6 Cluster mutasyonu ve diger alelde V281L mutasyonu saptanmistir. Hafif
mutasyon olarak tanimlanan V281L ile “compound” heterozigot olan bu hastanin
basit virilizan forma sahip olmasi1 bu hafif alel ile birlikteligi ile agiklanabilir. Yine

basit virilizan formda olan ikinci hastada ise diger alelde mutasyon saptanmamustir.

Hafif mutasyon olarak tanimlanan V281L mutasyonu, (Krone ve ark., 2000,
Grumbach ve ark., 2003) alellerin %7’sinde fenotip ile uyumlu olarak basit virilizan
formda saptanmistir. Tuz kaybettiren formda olan bir hastanin her iki alelinde de
V281L yam sira 8bp’lik delesyon saptanmistir. Bu hastada tuz kaybettiren formda
klinik bulgularin varligi 8bp’lik delesyon ile aciklanabilir.
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Agir mutasyon olarak tanimlanan Q318X mutasyonu (Krone ve ark., 2000,
Grumbach ve ark., 2003) %22 siklikla tuz kaybettiren formda ve %3 siklikla basit
virilizan formda saptanmistir. Basit virilizan formda olan bu 3 alelden birisi IVS2 ile,

113

ikincisi 172N ile ve iiciinciisi R356W mutasyonu ile “ compound” heterozigot

olarak saptanmistir.

Agir mutasyon olarak tanimlanan R356W mutasyonu (Krone ve ark., 2000,
Grumbach ve ark., 2003) %7 siklikla tuz kaybettiren formda ve %?2 siklikla basit
virilizan formda saptanmistir. Basit virilizan formda olan bu 2 alelden birisi Q318X
mutasyonu ile “Compound” heterozigot olan ve diger hasta sadece bir alelinde

mutasyon saptanan hastalardir.

Iki hasta her bir alelde birden fazla mutasyon tasimaktadir. Hastalarin birisi
hem 8bp’lik delesyon hem de V281L mutasyonlart icin homozigot olarak
saptanirken, diger hasta hem Q318X mutasyonu icin hem de R356W mutasyonu i¢in

homozigot olarak saptanmistir. Bu durum gen doniistimii ile agiklanabilir.

4.3 “Compound” Heterozigotluk ve Akraba Evliligi

Bu calismada “compound” heterozigot olarak saptanan hasta sayis1 diger
calismalardan daha azdir (%7). Halbuki Tukel ve ark., (2003) yaptig1 calismada
hastalarin %35.4’i “compound” heterozigot olarak saptanmustir. Tunus’da Kharrat
ve ark., (2004) tarafindan yapilan ¢alismada “compound” heterozigotluk oran %17.6
iken Koyama ve ark., (2002) tarafindan Japonya’da yapilan bir calismada %87.8
saptanmigtir. Tiirkiye’de akraba evliliginin yiiksek olmasi homozigot mutantlarin

sayisinin “compound ” heterozigotlardan fazla olmasini aciklayabilir.
Bu 7 hastanin 3’iinde (%42.8) anne-baba akrabaligi vardir. “Compound”

heterozigot bireylerde akraba evliliginin bu kadar yiiksek olmasi toplumumuzda

CYP21 gen mutasyonlarinin sikliginin yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir.
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Otozomal resesif hastaliklarda toplumda ender goriilen hastaliklar i¢in akraba
evliligi oranlan yiiksek ve sik goriilenler icin diisiik olarak beklenmektedir. Sekil
4.2°de baz1 otozomal resesif hastaliklar i¢in tilkemizdeki ebeveyn akrabaligi siklig
gosterilmistir (Tokatli ve ark., 1993, Altay ve ark., 1997, Saltik ve ark., 2000, Altay
ve ark., 1995, Ersoy ve ark., 1991, Coskun ve ark., 1993, Yiice ve ark., 2000,
Goc¢men ve ark., 1995, Saatci ve ark., 1997). Burada da goriilecegi gibi, lilkemizde
sik oldugunu bildigimiz Fenilketonuri i¢in akrabalik oranlart bizim caligmamizdan
elde etmis oldugumuz KAH’I1 ¢ocuklarin ebeveyn akrabaligi (%56) sikligindan
daha yiiksek goriilmektedir. Daha once %56.4 olarak bildirilmis (Kandemir ve
Yordam, 1997) olan bu siklik bizim calismamiz ile uyumlu goriinmektedir. Bu
sonuclar CYP21 gen mutasyonlarinin sikliginin iilkemizde yiiksek olabilecegi

ongoriisiinti desteklemektedir.

« 100

Y%

44,2

28,7

Turkiye

Propiyonik Asidemi
Fanconi

Talasemi

Ataksi Telenjektazi
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Wilson

KAH

Kistik Fibrozis
Ailesel Akdeniz Atesi

Sekil 4.2 Tiirkiye’de bazi otozomal resesif hastaliklar i¢in ebeveyn akrabalig: sikliklari.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma Tiirkiye’nin farkli 31 ilinden olan hastalar iizerinde olan bir ¢alisma
olmasi ile birlikte hasta sayis1 da dikkate alimirsa CYP21 gen mutasyonlarinin

sikligin1 Tiirkiye’de temsil edebilmektedir.

Kullanilan yontem c¢esitli mutasyonlar1 saptayabildiginden giivenilir bir
yontem olup ekonomik agidandan da rutin laboratuvarlarda uygulanabilecek bir

yontemdir.

Diinya literatiiriinde hastalarin %95’inde gozlenen mutasyonlar iilkemizde
%78 sikliginda gozlenmistir. Bu da iilkemizde diinyada ender goriillen mutasyonlarin
daha sik olabilecegini ya da toplumumuza 6zgii yaygin mutasyonlarin varligini

diisiindiirmektedir.

En sik saptanan mutasyon IVS2 olup, alel siklig1 %28.5 olarak saptanmistir.
Diger mutasyonlarin alel sikliklar1 8bp’lik delesyon; %4, BD; %17, P30L; %1.5,
I172N; %4, E6 Cluster; %1, V281L; %4.5, Q318X; %12.5, R356W; %4.5 olarak
saptanmigtir. Daha Once bildirilen literatiire uygun genotip-fenotip  iligkisi

toplumumuzda da kurulabilmektedir.

Akraba evliliginin sik oldugu iilkemizde, c¢alisilan 100 hasta bireyin ancak
56’sinda anne-baba akrabalig1 s6z konusudur. “Compound” heterozigotlarda akraba
evliligi oram1 %37.5 olarak saptanmistir. Bu iki sonug birlikte degerlendirildiginde

tilkemizde mutant CYP21 alel sikliginin yiiksek oldugu ongoriilebilir.

Mutasyon tanimlanmayan hastalarda DNA dizi analizi yapilmasi ile ender ya

da toplumumuza 6zgii mutasyonlarin tanimlanmasi miimkiin olacaktir.
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OZET

Tiirkiye’de 21-OHD Hastalarinda CYP21 Geninde En Sik Rastlanan 9 Mutasyonun
Sikhiklarmim Saptanmasi

21 hidroksilaz defekti otozomal resesif olarak kalitilan ve CYP21 geninde meydana gelen mutasyonlar
sonucu ortaya cikan bir hastaliktir. Tiirkiye’de CYP21 gen mutasyonlarinin sikliklarimi saptamak icin
ayni aileden olmayan 100 klasik formlu hastada mutasyon c¢alismasi, PCR ve RFLP yontemleri ile
yapilmistir. Hastalarin %78’inde (alel frekansi: %77.5) mutasyon saptanmistir. En sik saptanan
mutasyon IVS2 mutasyonu olup alel frekansi %28.5 olarak saptanmistir. Diger mutasyonlarin alel
frekansi: 8bp; %4, BD; %17, P30L; %1.5, 1172N; %4, E6 Cluster; %1, V281L; %4.5, Q318X; %12.5,
R356W; %4.5.

Anahtar Sozciikler: CYP21 gen, Konjenital adrenal hiperplazi, Mutasyon, Tiirkiye, 21-OHD.
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SUMMARY

Identification of Frequency and Distribution of the 9 Most Frequently Mutations in Turkish
Patients with 21-OHD.

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is a group of autosomal recessive disorders mainly due to
defects in the steroid 21- hydroxylase (CYP21) gene. To determine the mutational spectrum in the
Turkish population, the CYP21 active gene was analyzed in 100 unrelated patients using PCR and
RFLP. All patients had a classical form of 21-hydroxylase deficiency. Mutations were detected in 78
patients (allele frequencies; %77.5). The most frequent mutation in the Turkish CAH population was
found to be IVS2, with %28.5 allele frequency.The allele frequencies of the other mutations were as
follows: 8bp; %4, BD; %17, P30L; %1.5, I172N; %4, E6 Cluster; %1, V281L; %4.5, Q318X; %12.5,
R356W; %4.5.

Key Words: Congenital adrenal hyperplasia, CYP21 gene, Mutation, Turkish, 21-OHD.
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Ek 1.
HASTA BIiLGILENDIRILMiS ONAM FORMU

Bu form ¢ocugunuzun katilmasi 6nerilen ¢alisma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek iizere
hazirlanmistir. Formun diizenlenmesinde, arastirmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin
kolaylastirilmasi hedeflenmistir.

Calismamin Adi: Tiirkiye’de 21-OHD hastalarinda CYP21A2 geninde en sik
rastlanan 9 mutasyonun siklik ve dagiliminin saptanmasi.

Calismanin Amact: Cocugunuzun hastalik bulgular1 Konjenital adrenal hiperplazi
adi verilen kalitsal bir hastalia uymaktadir. Bu hastalikta, en belirgin bulgu dis
genital organlardaki gelisme bozukluklar1 olup, bu bozukluklar tedavi edilebilir
niteliktedir. Bunun yanisira bazi1 hastalarda goriilen viicuttan fazla miktarda tuz
atilmasi ile ortaya ¢ikan olaylar yasam i¢in tehlikeli olabilir.

Bu hastaligin en sik nedeni (%90-95) 21- hidroksilaz adi verilen bir enzimin
calismamasidir. Bu problem, siipheli genital yapinin en sik sekli ve yenidogan
donemindeki 6liimlerin en sik endokrin nedenidir. Hastaligin kesin tanisi icin DNA
incelemesi gerekmektedir. Diinyada bu hastaliga en sik neden olan DNA iizerinde 9
degisiklik (mutasyon) bildirilmistir. Bu calismada bu 9 mutasyonun Tiirkiye’deki
sikligina bakilacaktir. Dogum 06ncesi tani ve tedavinin bu hastalikta ne kadar kritik
oldugu dikkate alimirsa bu calisma sonra tarama testleri icin referans olarak
kullanilabilecektir.

Calismanin Protokolii: Bu calismada 0-18 yas arasi, 100 hasta ¢alisilacaktir. Caligmaya katilacak
hastalardan 5 ml kan alinarak gen diizeyinde ¢calisma yapilacaktir. Calismaya katilacak bireylerin
kimlikleri gizli tutulacak, elde edilen DNA’lar anonim olarak bilimsel amagh diger arastirmalarda da
kullanilanilabilecektir.

Bu caligmanin ¢ocugunuzda neden olabilecegi herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir.

Bu caligma sizin i¢in ekonomik acidan bir yiik getirmeyecektir.

Calismadan istediginiz zaman cikabileceksiniz. Ayrica teknik nedenlerden dolay: arastirmact
tarafindan caligmadan ¢ikarilabileceksiniz.

Ben. .o , bu ¢calisma ile ilgili yeterli bilgiye sahibim.
Konu ile ilgili sorularimi sorarak acik ve doyurucu yanitlar aldim.

Bu bilgiler 1s18mda ¢ocugum ... ’1n bu calismaya elde edilen
DNA’sinin;

[J bagka amagla kullanilmamasit

[J kimligi gizli tutularak bilimsel amagh diger arastirmalarda da kullanilanilabilmesi

kosulu ile katilmasina izin veriyorum.

Hastanin adi-Soyadi: Sorumlu Aragtirmaci:
Veli: Imza:
Imza:
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Tarih:

Tanik:

Imza:
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Ek 2.
HASTA KAYIT FORMU

Hastanin ad1 —soyada:
Protokol no:
Arastirma kayit no:
Yast:

Hastanin boyu:
Hastanin kilosu:

Tani1 yast:

Hasta klinik bugular:

Urojenital bulgular

[JLabial fiizyon [JSkrolotazisiyon
OKlitoromegali [OBiiyiik penis
[IDIZET: weveeiiieeeeeiieee e

Adrenal kriz oykiisii: [OVar  [1Yok
Kemik yasi artisi: [OVar Yok
Erken killanma: [OVar  [JYok
Hizli biiyiime: [OVar  [1Yok

Boy kisaligi: [OVar  [JYok

Akne: [OVar [JYok

Hirsutizm: [OVar  [0Yok

Adet bozuklugu: [1Var  [JYok

Ek bulgular:

Molekiiler tani:

[ A/C659G (intron2 splice mutasyonu)
[0 Ekzon3’teki 8bplik delesyon

[J Genin delesyonu

71 P30L

O I172N

[] Ekzon 6 mutasyonu

11 V281L

Q318X

11 R356W

Arastirmacinin adi-soyadi:
Imza:

Tarih:
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