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Abstract

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), kortizol sentezini saglayan
enzimlerin konjenital eksikligi sonucu olusan, otozomal resesif kali-
timla gegen ve sik goriilen metabolik ve endokrin bir hastaliktir.

21 hidroksilaz eksikligi: KAH vakalarinin %90’ 1na neden olur.
21 hidroksilaz enzimini kodlayan genin iki ayr1 formu mevcuttur; aktif
gen (CYP21) ve psddogen (CYP21P). Her iki genin, hatali eslesme ve
esdeger olmayan caprazlagmalari ve DNA dizisinin intergenik
rekombinasyonu sonucu psddogende dogal bulunan mutasyonlar aktif
gene aktarilir. Mutasyonlarin %90’1 bu sekilde olurken %10’u “de
novo” olusur. Vaka serilerinde delesyon (%8-36), CYP21/CYP21P
biiyiik gen konversiyonlari (%3-15), duplikasyon (%2-9), nokta mu-
tasyonlar1 (%36-86) degisik oranlarda verilmistir. Dogru ve giivenilir
molekiiler tan1 igin analiz metotlar1 gelistirilmistir. Invitro ekspiresyon
caligmalariyla substrat-fonksiyon iliskisi incelenmistir.

11 hidroksilaz eksikligi: Bu enzimin geni olan CYP11 B1, kro-
mozom 8q21-q22 de bulunur. Ekspiresyon c¢aligmalari ile substrat-
fonksiyon iliskisi incelenmistir. Japonya ve Fransa’da 11 hidroksilaz
eksikligine bagli KAH vakalarinda CYP11 B1/CYP11 B2 hibrid geni
bulunmustur.

3 beta hidroksisteroid dehidrogenaz eksikligi: Bu enzimin iki
izoenzimini kodlayan HSD3 Bl ve HSD3 B2 genleri kromozom
1p13.1’te bulunur. HSD3 B2 geninin ekspiresyonu adrenal ve
gonadlarda aktiftir. Hastali§in agir (tuz kaybi) ve basit tipinde mutas-
yonlar tanimlanmis ve invitro ekspiresyon ¢alismalar1 yapilmistir.

17 hidroksilaz eksikligi: Steroid 17 hidroksilaz enzimini kodla-
yan CYP17 geni, kromozom 10q24-q25°te bulunur. Yirmiden fazla
genetik defekt tamimlanarak invitro ekspiresyon caligmalariyla
substrat-fonksiyon iliskisi incelenmistir.

Konjenital lipoid adrenal hiperplazi (KLAH): Kromozom
15923-q24°te bulunan CYP11 A geninde kompound heterozigot
mutasyon tanimlanarak invitro ekspiresyon calismalari yapilmistir.
Kromozom 8pl11,2 de bulunan StAR geninde ¢alismalar siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Konjenital adrenal hiperplazi, genetik yaklagim
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Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is a common, autosomal
recessively inherited, metabolic and endocrinologic disorder caused by
a deficiency in one of the enzymes necessary for the synthesis of
cortisol in the adrenal cortex.

21 hydroxylase deficiency: More than 90% of all cases of CAH is
caused by 21 hydroxylase deficiency. The gene which codes 21 hy-
droxylase has two separate forms, a functional gene (CYP21) and a
nonfunctional pseudogene (CYP21P). Due to the un-resiprocal coupling,
unequal cross over and inter-genic recombination of the DNA strings of
the both genes, the mutation which naturally appears on the pseudogene
is transferred onto the active gene. The 90% of the mutations forms in
that way, while the other 10% appears de novo. Deletions (8-36%),
duplications (2-9%), point mutations (36-38%) and CYP21/CYP21P
gene conversions (3-15%) have been seen with different percentages in
case studies. For accurate and reliable molecular diagnosis various analysis
methods have been developed. Substrate-function interference is studied
with in vitro expression studies.

11 hydroxylase deficiency: The gene CYP11 B1 of this enzyme
is localized to chromosome 8q21-q22. Its expression is weak in the
zona fasiculata and it only arranges 11 hydroxylation. Structure-
function inferences are investigated with expression studies. In Japan
and France, the CYP11B1/CYP11B2 hybrid gene has been found in
CAH cases that have occured as a consequence of 11 hydroxylase
deficiency.

3 beta hydroxysteroid dehydrogenase (HSDs) deficiency: HSD3
B1 and HSD3 B2 genes, which code the two izoenzymes, are localized
to chromosome 1p13,1. Expression of the HSD3 B2 gene is active in
the adrenals and gonads. The mutations have been correlated with the
severe (salt-wasting type) and simple types of disease and in vitro
expression studies have been performed.

17 hydroxylase deficiency: CYP17 gene, which codes the 17
hydroxylase, is localized to chromosome 10q24-q25. Substrate-
function interference have been studied in in vitro expression studies
and more than 20 genetic deficiencies have been defined.

Congenital lipoid adrenal hyperplasia (CLAH): In vitro expres-
sion studies have been performed to define the compound heterozy-
gous mutations on the CYP11A gene, which is localized to chromo-
some 15q23-q24. Investigations are still being carried on with respect
to StAR gene, which is localized to chromosome 8p11,2.
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onjenital adrenal hiperplazi (KAH)
kortizol sentezini saglayan enzimlerin
(450 SCC (cholesterol side-chain

enzyme) kolesterol yan zincir klevajim saglayan
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proteini, 3-beta hidroksisteroid dehidrogenaz, 17
hidroksilaz, 21 hidroksilaz ve 11 hidroksilaz)
konjenital eksikligi ve fonksiyonel bozuklugu
sonucu olusan, otozomal resesif kalitimla gecen,
sik goriillen genetik, endokrin ve metabolik bir
hastaliktir. Vakalarin %901 steroid 21 hidroksilaz
eksikligi sonucu olusur. Diger enzim eksikliklerine
bagli KAH vakalar1 daha nadirdir'* (Sekil 1).

21 Hidroksilaz Eksikligi

21 hidroksilaz enzimi, 17 hidroksiprogestero-
nun 11-deoksikortizole; progesteronun da deoksi-
kortikosterona (DOC) doniisiimiinii kataliz eder. 21
hidroksilaz eksikligine bagli konjenital adrenal
hiperplazinin klinik tablosu, ‘klasik’ ve ‘klasik
olmayan’ tip olarak ikiye ayrilir. Yenidogan evre-
sinde bulgu veren klasik tip; androjen etkisi (se-
rumda 17  hidroksiprogesteron, DHEA ve
testosteron  yiikselmesi sonucu) tek basina
bulunursa ‘klasik basit virilizan tip’ ve tuz kaybi

virilizan tip’ ve tuz kaybi ile birlikte bulunursa
‘klasik tuz kaybeden tip’ olarak tanimlanir. Hasta-
ligin gec baslayan (GB) formu (klasik olmayan)
hafif seyirli olup daha gec yasta bulgu verir. Klinik
tablodaki farkliliklar 21 hidroksilaz genindeki mu-
tasyonlarin olusturdugu yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere baglidur.

Iki steroid 21 hidroksilaz geni (CYP21 aktif
gen, CYP21P psédogen) 6. kromozomun kisa kolu
(p21) iizerinde MHC (Major Histocompatibility
Complex)’nin Klas III bolgesi i¢inde bulunur. Has-
talik bu nedenle HLA tipleriyle baglantili olup
aktif gen (fonksiyonel) ile psddogen, kompleman
komponentlerini (C4 A, C4 B) kodlayan genlerle
cift uniteler seklinde (C4 A-CYP21P-C4 B-
CYP21) lineer dizi olusturur. Her iki gen birbirin-
den 30 kb uzaklikta ve her biri 3.1 kb uzunlugunda
olup 10 ekzon icerir. Nukleotid dizileri ekzonlara
gore %98, intronlara gore %96 homologdur.

Kolesterol

P450 SCC (15 kr)
(20-22 desmolaz)

21 hidroksilaz P450 c 21 (6 kr)

| 1

11 deoksikortikosteron
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l
18 OH B
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d
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\: l \:
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Seks hormonlari

Sekil 1. Steroid sentezi.
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CYP21P’de ¢ok sayida bulunan dogal nokta mu-
tasyonlar1 nedeniyle psddogen ekspresyonu zayif-
tir. Fonksiyonu bilinmeyen CYP21P transkript-
lerinin ve CYP21P gen promoter dizi varyantlari-
nin etkinligi, aktif gene gore cok zayiftir. Aktif ge-
nin (CYP21) kodladigi 21 hidroksilaz enzimi,
enzimatik aktiviteyi tam olarak saglar. Aktif genin
defektine neden olan mutasyonlar aktif ve
psddogenin birbirine ¢ok yakin ve yiiksek derecede
homolog olmasindan kaynaklanir. Bu 6zellikler;
kardes kromatidler arasinda aktif ve psddogenin
hatal1 eslesme ve esdeger olmayan ¢aprazlagsmalari-
na (unequal cross over) ve bunun sonucunda DNA
dizisinin intergenik rekombinasyonuna bagli olarak
delesyonlara, duplikasyonlara, gen
konversiyonlarina ve nokta mutasyonlarina neden
olur. Mutasyonlarin %90 dan fazlas1 bu sekilde olur.
Geriye kalanlar CYP21’de yeni olusmus ‘de novo’
mutasyonlardir."”

Delesyon olaylari, 21 hidroksilaz eksikligi olan
hasta kromozomlarinin %?20-25’ini kapsar. Bunlarin
icinde en sik olani, 30 kb’lik DNA zincirinin
delesyonudur. Bu delesyon alani CYP21P’nin 3’
kismini, C4B’nin tiimiinii ve CYP21’in 5° kismim
icine alir. Delesyon sinirlar1 farkli kromozomlarda
degisebilir. En stk CYP21’in 3 ile 8’inci ekzonlar1
arasini kapsar. Bu delesyon hemen daima hibrid gen
olusturur. Hibrid genin 5’ ucu CYP21P’den tiireyen
nukleotid dizilerini (promoter bolgesi dahil) igerdigi
icin bu hibrid genin etkinligi yetersizdir. Buna bagh
olarak mutant 21 hidroksilaz enziminin aktivitesi
yeterli degildir."

Gen konversiyonlar, CYP21 nokta mu-
tasyonlarini siklikla tireten bir mekanizmadir. Gen
konversiyonu, homolog genetik enformasyonun
karsilikli olmayan (non-resiprokal) degisimini icerir.
Iki kromatidde CYP21 ve CYP21P genlerinin hatali
meyotik dizi olusturmas: sonucu CYP21’in baz
dizisini iceren bir segment, CYP21P’ninki ile yer
degistirir. Bu sekilde CYP21P’den CYP21’e zararh
mutasyonlar transfer olur. Bazi hastalarda C4B-
CYP21dizisinin, C4A-CYP21P dizisiyle yer degis-
tirdigi gosterilmistir. Biiyiik gen konversiyonlari
denilen bu durum, tuz kaybeden tip klasik KAH
vakalarindaki mutasyonlarin %15’inden sorumlu-
dur.'

70

Cesitli mutasyon tiplerinin ve bunlara tekabiil
eden HLA haplotiplerinin siklig literatiirde degisik
oranlarda verilmistir. CYP21 nokta mutasyonlari
vaka serilerinde en sik (%36-86) goriilendir.
CYP21 delesyonu (%8-36), CYP21/CYP21P bii-
yik gen konversiyonu (%3-15), CYP21P
duplikasyonu (%2-9) degisik oranlarda bulunmus-
tur."” HLA haplotid caligmalarinda en sik goriilen
HLA antijenleri; Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) 27 pedigride BW47, Isveg ve Irlanda’da 32
pedigride B40, Fransa’da 53 pedigride B12, Al-
manya’da 33 pedigride B5’dir. BW47 haplotipi ile
baglantili CYP21 delesyonu, Kuzey Avrupa iilke-
leriyle ABD’de Kuzey Avrupa orijinli sahislarda
bulunmustur. HLA BW47 ile baglantili delesyon,
komplike genetik mekanizmalara baglhidir. HLA
B14 DRI haplotidi ABD’de populasyonun %8-
9’da olup bunlarin yaris1 P28IL mutasyonu ile
baglantili olarak klasik olmayan KAH vakalarinda
bulunmustur.' Cesitli calismalarda hastaligin klasik
tipi icin; delesyon (%8-39)"'" biiyiik gen
konversiyonlari (%5—14),5’6’10’12 Int 2 splice (%23-
42) 35791 {170 N (%5-39) 4581013 318X
(%29-22), >4 R356W (%13-19),"*"* P30L (%10-
19),*1° V281L (%3.7)° gibi mutasyonlarin siklig
degisik oranlarda verilmistir. Klasik olmayan KAH
icin; V281L (%32-86),”%'"'® Int 2 splice (%15),’
1172 N (%7-10),>"* P30L (%16-21),*'® P453 S
(%5-16),7%1410 R356W  (%6-10),>"”  gen
konversiyonu (%1—4)5’12 ve delesyonlar (%2—4)5’12
gibi mutasyonlarin sikligr degisik oranlarda bu-
lunmugtur.

Bu calismalarda tuz kaybeden (TK) klasik
KAH icin %90-100, basit virilizan (BV) klasik
KAH icin %75-95 ve gec baslayan (GB) (klasik
olmayan) KAH i¢in %65-95 genotip ve fenotip
uyumu saptanmustir.**'>'""® Bu durum, prenatal
tan1 ve genetik danigsmanlikta 6nem kazanir.

Genotip-fenotip uyumsuzlugu; hem ekspres-
yon caligsmalart ile striiktiir-fonksiyon iliskisinin
incelenmesine hem de dogru ve giivenilir molekii-
ler analiz metotlarinin gelistirilmesine yol agmustir.
CYP21 gen lokusunun komplike olmasi, molekiiler
analiz ve yorum giicliiklerine neden olmustur. Bu
konu klinik tan1 ve tasiyicilik tayininde énem ka-
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zanir.” Bu nedenle, homozigot nokta mutasyonla-
rin1, kompound heterozigot mutasyonlardan; fonk-
siyonel genin konversiyon ve heterozigot deles-
yonlarini, CYP21P’nin duplikasyonlarindan ayir-
mak ve hastalarin cogunda bulunan hibrid genleri
gostermek  gibi  stratejiler  gelistirilmistir.”’
‘Southern blotting’ (SB) teknigi delesyon ve biiyiik
gen konversiyonlarmi gostermez.”'’ Tek basina
PCR* ve Taq 1 enzimi® ile yapilan calismalar
yanlis molekiiler taniya neden olur. Bu nedenle SB
teknigi ile tarama® yapilmakta ve allel spesifik
PCR*'%%*? jle nokta mutasyonlari, dizi analizi ile
diger mutasyonlar incelenmektedir. Ayrica RFLP,*"*
CFLP” ve diger polimorfizm ¢alismalari,>*** allel
spesifik oligonukleotid hibridizasyon,'*'*** hetero-
dupleks analiz,®® HLA mikrosatellit (;ahsmas1,14
karma primerlerle CYP21 ve hibrid gen PCR™ ve
RDB hibridizasyon® gibi metotlar kullaniimakta-
dir. Koryonik villus 6rneginden aliman DNA’nin
allel-spesifik amplifikasyonu, prenatal tanida kul-
lantlmistir.”’  COS-1  kullanilarak  transkripsiyon
calismalari yapilmaktadir.*

Invitro ekspiresyon caligmalarinda zararli ol-
duklar ispatlanmis mutasyonlar; C30T (GB), Int 2
C-T (frame-shift, TK, BV), ekzon 3 8bp del
(frame-shift, prematiir terminasyon, TK, BV),
G172 C (TK, BV), G281T (GB, HLA-B14) ve
C453T (GB) dir.! 2001 yilina kadar 56 farkli
CYP21 mutasyonu rapor edilmistir. Bunlarin 15’1,
allelerin %90-95’inde bulunmaktadir.’® Bu nedenle
CYP21 geninin molekiiler ¢calismalari, sik goriilen
mutasyonlarin  taranmasiyla  sinirlandirilmstir.
Farkli populasyonlarda 21 hidroksilaz mutasyonla-
rinin taninmast o populasyon i¢in riskli gebelikler-
de prenatal tan1 ve genetik danmigsmanlik agisindan
Onem tagir.

CYP21’in en sik rastlanan nokta mutasyonu
Intron 2’deki ‘frame-shift’ mutasyon olup,>>”*!"!?
genetik sifrenin okunmasini degistirerek baglanma
alanmin  (splicing) degismesine neden olur.'
Fenotip spektrumu genistir. Ekspresyon caligmala-
r1, 21 hidroksilaz enzim aktivitesini etkileyebilecek
birkag nokta mutasyonunun sinerjistik etkisini
gostermistir."

Ekzon 3’de 8 baz ciftini iceren delesyon, ge-
netik sifrenin okunmasint degistirerek prematiir
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terminasyon kodonlar1 olusturur. Messenger RNA
(mRNA) dizisi kisaldigi icin enzimin molekiiler
yapisi kii¢iiliir ve aktivitesi bozulur. Ekzon 7’deki
tek baz insersiyonu ayni etkiyi yapar.” Homozigot
P30L mutasyonu GB KAH’a neden olurken,
kompound heterozigot (diger allelde 5’con, 1172 N
veya hibrid gen) mutasyonu klasik KAH’a neden
olur.”!

Steroid 21 hidroksilaz geninin ekspiresyonunu
ve steroid hormon etkisini degistirebilecek
regiilatuvar ve promoter bolgeleri ile ilgili faktor-
ler, cevresel genler, transkripsiyon faktorleri,
transport proteinleri ve diger diizenleyiciler
genotip-fenotip uyumsuzlugu iizerinde etkili ol-
maktadir. KAH’l1 hastalarda CYP21’nin 5° kodla-
ma yapmayan bolgesinde gen konversiyonu sonu-
cu olusan 3 mutasyonun; regiilatuvar bolgenin
yapisimt  degistirdigi  ve  CYP21  geninin
transkripsiyonel aktivitesinin regiilasyonunu etki-
leyerek fenotipi etkiledigi rapor edilmistir.*®

Homozigot 30 kb’lik delesyon, klasik KAH’a
neden olurken, kompound heterozigot 30 kb’lik
delesyonun GB KAH olusturmasi; delesyon sinir-
larindaki farklilik nedeniyle maternal alleldeki
baglanma (splicing) alaninin fonksiyonel olmasina
baglanmustir.>* ki  duplike hibrid  gende
(CYP21/CYP21P/CYP21) reverse gen konversi-
yonuna sekonder multiple mutasyonlar tanimlan-
mlstlr.34

Steroid 21 hidroksilaz enziminin 3 boyutlu
modeli yapilarak gen defektlerinin hangi Onemli
noktalar etkileyebilecegi incelenmistir. Molekiiliin
substrat taniyan alani ile ‘heme’ baglanma alanini
etkileyen agir mutasyonlar enzim aktivitesinin
kaybina neden olmaktadir.”

CYP21P’den transfer olmayan ve sadece
CYP21’de bulunan mutasyonlar ‘de novo’ nokta
mutasyonlaridir. {1k tanimlanan ‘de novo’ mutas-
yonlar R339 H ve P453 S missense mutasyonlar
olup GB KAH fenotipine neden olurlar.'?

Brezilya’dan; H-28+C ins (frame—shift),36
G424S, 1003 A ins, 1032-1037 del, IVS-2 -2A>G,
E351V, H365Y, R408C (frame-shift veya siki
korunan aminoasitin yer degistirmesi) ‘de novo’
mutasyonlar1 rapor edilmistir.”’
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Diger ‘de novo’ mutasyonlar; Japonya’dan;
246 A del (prematiir terminasyon, TK) (P450
polipeptidin mRNA’s1 ‘Heme’ baglanma bolgesi
i(;ermiyor),38 Hindistan’dan; L261P (TK) ve 406C
(TK),” Singapur’dan; Eks 1 21-57 111bp,"” Is-
ve¢’ten; L300F (enzim striiktiirii) V281G (enzim
aktivitesi daha fazla bozuluyor),” italya’dan
WI19X, I17IN, R426H, P482S, R341P (inaktive
edici mutasyonlar) (12), Avusturya’dan Arg 426
His (diisik enzim aktivitesi)*' ve Arjantin’den
R356W (klasik, GB)15 olarak tanimlanmustir.

Steroid 21 hidroksilaz enziminin genetigindeki
gelismelere paralel olarak bir cok iilkede her
yenidogan 21 hidroksilaz eksikligi yoniinden ta-
ranmaktadir. 17 hidroksiprogesteron, 21
hidroksilaz eksikligine bagli KAH’1n tan1 ve teda-
visinde en 6nemli plazma parametresidir. Son yil-
larda kurutulmus kan lekelerinde 17 OH
progesteronun hizli, basit ve giivenilir dl¢iimiinii
saglayan spesifik metotlar (mikro-HPLC/ESI-
MS/MS) gelistirilmistir."?

11 Hidroksilaz Eksikligi
11 Hidroksilaz enziminin geni CYP11Bl1,
kromozom 8q 21-22’de bulunur. Gen zona
fasikiilatada aktiftir. 11 hidroksilaz enzimi, 11
kortizole,
(DOC)’u  kortikosterona cevirerek sadece 11
hidroksilasyonu saglar. CYP11B1 geni ile %93
homolog olan CYP11B2 geni, zona glomerulozada
aktif olup aldosteron sentaz enzimini kodlar. Bu
enzim DOC’tan aldosterona kadar biitiin reaksi-
yonlar1 (11 beta hidroksilasyon, 18 hidroksilasyon

ve 18 dehidrogenasyon) kataliz eder.'?

deoksikortizolu deosikortikosteron

CYP11B1 geninde; missense mutasyonlar
(V129M, T318M, A331V, E371G, R374Q,
V441G, R448H, R448C) ve nonsense mutasyonlar
(W116X, K174X, W274X, Q338X, Q356X), kii-
ciik insersiyonlar (Ins CTG 446, Ins2bp394), 5bp
duplikasyon ve delesyonlar (dl 28bp Eks 2, dl 1 bp
Cod32) tanimlanmustir.'

CYP11B1 geninde ekson 2-6 ve 8’de sicak
noktalar tammmlanmustir. Ekzon 8’in 8 kodonluk
(441-448) segmentinde cok sayida mutasyon bu-
lunmustur.** Ekspresyon sistemle analiz edildigin-
de V441G ile R448H mutasyonlarinin ‘heme’ de-
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mirine 5’inci ligand olarak hizmet eden ve biitiin
p450 sitokromlarda korunan alanm etkiledigi goste-
rilmistir. Ayn1 sekilde T318’in ileri derecede ko-
rundugu ve molekiiler oksijeni parcalayan proton
transferini kolaylastirdigi postiile edilmistir. Biitiin
nonsense ve frame-shift mutasyonlarda P45011
protein molekiili tam sentezlenmez. CYP11B1
mutasyonlarinin  striiktiir-fonksiyon iliskisine,
invitro ekspresyon calismalariyla 6nemli agiklama-
lar getirilmistir."***

Agir virilizasyonu olan beyazlarda kodon
267°de tamimlanan iki mutasyon (G267R ve
G267D) nedeniyle olusan amino asit degisiminin,
baglanma alanimt etkileyerek enzimatik aktiviteyi
bozdugu tespit edilmistir.”’ Son zamanlarda Bre-
zilyali bir hastada yeni bir mutasyon (G267S) sap-
tanmugtir.”

CYP11B1 geninde ekzon 5’de (T318T) ile int
8’de IVS 8+4A-G bulunan bir hastada agir hiper-
tansiyon  tedaviye cevap vermedigi i¢in
adrenalektomi yapilmustir.*** Invitro adrenal hiic-
relerde enzim aktivitesi bulunmamistir. CYP11B1
mRNA’s1 RT-PCR ve dizi analizi ile incelendigin-
de intron 8 mutasyonu nedeniyle ekson 8in,***
ekson 5’teki mutasyon nedeniyle 3-7 eksonlarimin**
mRNA’da bulunmadigi gosterilmistir. ‘“Western
blot’ analizi ile 43kDa molekiil agirliginda daha
kiigiik p450c11 enzimine ait immiinoreaktif band
gosterilmistir.***> Bu mutasyonlarm CYP11B1’in
baglanma defektinden sorumlu oldugu tespit edil-
mistir.

Yeni dogan doneminde 11 hidroksilaz eksikli-
gi olan bir vakaya agir tuz kayb1 ve elektrolit bo-
zuklugu nedeniyle kombine 21 hidroksilaz-11
hidroksilaz eksikligi tanis1 konulmustur. DNA
analizinde, CYP21 de homozigot Int2 mutasyonu,
ebeveynde heterozigot olarak  bulunmustur.
CYP11B1 geninin normal oldugu saptanmis olup,
androjenlerin 11 beta hidroksilaz enzimini suprese
ettigi kabul edilmistir.*®

Farede CYP11B1/CYP11B2 gen aranjmani
bulundugu halde, insanda ilk defa 2001 yilinda
KAH’l1 hastada ‘fiizyon gen PCR’ ve ‘Southern
blot’ teknigi ile gosterilmistir. Bu hibrid genin,
CYP11B2’nin promoter ve ekson 1-4 ile
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CYPI11B1’in intron4-ekson9 arasindaki kismi iger-
digi ve ekspresyonunun, anjiotensin ve K(+) ile
diizenlendigi saptanmustir.”’” Mini ekspresyon me-
todu uygulanan hastanin ikinci CYP11B1 allelinde
bulunan IVS 3+16G-T mutasyonunun, baglanma
bolgesine pre mRNA’nin baglanmasim radikal
olarak azalttig1 tespit edilmistir."’

Aymn1 y1l Fransa’da 11 beta hidroksilaz eksikligi
ve KAH bulunan bir hastada CYP11B1/CYP11B2
hibrid geni bulunmustur. Bu gen CYP11B2’nin
promoter ve eksonl-6 ile CYP11B1’in ekson 7-
9'unu icerdigi saptanmustir.®® Hibrid gende
CYP11B1’in promoter ve diizenleyici kismu bulun-
madigindan, bu gen zona fasikiilatada ve zona
retikiilariste eksprese olmamistir. Hibrid gende ayri-
ca intrakodon I339T mutasyonu bulunmus ve bu
mutasyona uygun mutant komplemanter DNA,
COS-1 hiicrelerinde eksprese edilmis ve enzim akti-
vitesinin fazla bozulmadig goriilmiistiir.*®

3 Beta Hidroksisteroid Dehidrogenaz
Eksikligi
3 beta hidroksisteroid dehidrogenazin (HSD)
izoenzimlerini kodlayan farkli iki gen (HSD3B1 ile
HSD3B2) kromozom 1 pl3’de bulunur. Bu
izoenzimlerin her ikisi, delta5 3-betahidroksil gru-
bu iceren C21 ve C19 steroidlerini, deltad4 3-keton
iceren C21 ve C19 steroidlerine birbirinden biraz
farkl1 kinetikle doniistiiriirler.'

HSD3B2 geninin ekspresyonu steroidojenik
dokularda (adrenal ve gonadlar) oldugu halde,
HSD3B1 geninin ekspresyonu steroidojenik olma-
yan dokularda (plasenta, deri, meme dokusu ve
karaciger) olur. Steroid 3 beta HSD enzim eksikli-
gine bagli KAH’I1 hastalarda HSD3B2 genindeki
mutasyonlara bagli olarak adrenal ve gonadal
steroidogenez bozuldugu halde, periferde 3 beta
HSD enzim aktivitesi devam eder.'”

3 beta HSD enzim eksikliginin tuz kaybindan
sorumlu molekiiler defektleri, 21 hidroksilaz gen
defektlerinde kullanilan yaklagimla tanimlanmustir.
Bu giine kadar ¢ok sayida mutasyon bulunmustur.'

[Ik saptanan mutasyonlar; kodon 171°de
‘nonsense’ mutasyon ile kodon 186’da C
insersiyonu ile olusan ‘frame-shift’ mutasyondur.
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Tuz kaybetmeyen bir hastada saptanan ‘missense’
mutasyonu (A245P) tasiyan allelle kodlanan
cDNA’nin transfekte edildigi hiicrelerde normal
enzimatik aktivitenin %10’u kazanilmistir. Bu da

mineralokortikoid  sentezine  yetecek  kadar
enzimatik aktivite oldugu gosterilmistir.'
Tuz kaybetmeyen hastalarda baglanma

(splicing) bolgelerini etkileyen mutasyonlar da
bulunur. Striiktiir-fonksiyon iliskileri, 3 beta HSD
enzim eksikligi olan vakalarda incelenmektedir.
Geg baslayan hafif formda gen mutasyonu simdiye
kadar bulunmamustir.'

Belirsiz genitalya (ambiguus genitalia) nede-
niyle 3 beta HSD eksikligi saptanan ve 2 aylikken
kilo alamama ve hiponatremik-hiperkalemik
dehidratasyon saptanan bebegin HSD3B2 geninde
yapilan dizi analizinde 4. ekzonda C665C>A bu-
lunmustur. Bu nukleotid degisikligi P222Q’ya
neden oldugu ve enzim aktivitesinin kayboldugu
saptanmugtir.*

Hiperpigmente dis genitalyas: olan ve 60 giin-
lilkken tuz kaybi saptanan 46XX bebege 20 aylik-
ken klasik tuz kaybeden 3 beta HSD tanisi1 konul-
mustur. Genomik DNA’s1, PCR amplifikasyonu ile
incelendikten sonra direkt dizi analizi ve jel
elektroforezi ile mutasyonlar taranmistir. Hastada
homozigot, ebeveynde heterozigot E135X mutas-
yonu (prematiir terminasyon) bulunmustur.” 371
aminoasiti olan 3 beta HSD enzimi yerine 134
aminoasiti olan kii¢ciik molekiillii protein sentezine
neden olabilecegi kabul edilmis ve bu iiriiniin agir
3 beta HSD’ye neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.”

17 Hidroksilaz Enzim Eksikligi

17 hidroksilaz enzimini kodlayan gen olan
CYP17, kromozom 10q 24.3’de bulunur. Nukleotid
dizisi ve gen yapisi, CYP21’inkine (her ikisi
mikrozomal steroid hidroksilaz geni) benzer. Hasta-
larin CYP17 allelleri incelendiginde ‘missense’,
‘nonsense’, ‘frame-shift’, ‘splicing’ mutasyonlar,
delesyon ve insersiyonlar seklinde 20 farkli genetik
lezyon bulunmustur. CYP21’den farkli olarak bii-
yiik delesyonlar bulunmamustir."

Kombine 17 hidroksilaz/17-20 liyaz eksikligi
olan fenotipi kadin, genotipi 46 XY olan Italyan
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hasta, 518 baz cifti iceren delesyon kismina 469
baz cifti igeren yabanct DNA insersiyonu igin
homozigot bulunmustur. CYP17 geninin bu
defektinin; 2. eksonunun 3’ terminal kismindan
baslayip, intron 2 tiimiinii ve ekson 3’lin 5° termi-
nal kismini kapsadigi saptanmistir. Yabanci
DNA’nin, E.Coli I ac operon kismu ile %99 dizi
benzerliginin oldugu ve prematiir terminasyon
kodonu igerdigi i¢in ileri derecede kiiciik molekiil-
lii 17 hidroksilaz proteininin olustugu gosterilmis-
tir. Yine kombine 17 hidroksilaz/17-20 liyaz eksik-
ligi olan bir Thai hastada 3 kodon iceren kiigiik bir
delesyon bulunmustur. In vitro c¢aligmalarla bu
delesyonun aktivite azalmasina neden oldugu gos-
terilmistir.  Son  zamanlarda kombine 17
hidroksilaz/17-20 liyaz eksikligi olan iki italyan
hastada ekson 1°de Phe93Cys mutasyonu bulun-
mustur.”’ Aminoasit substitusyonu, proteinin ¢ok
korunmus bolgesinde oldugundan ve incelenen 100
normal allelde gosterilemediginden polimorfizm
olmadigina karar verilerek Phe93’iin enzimatik
aktivite icin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.

17 alfa hidroksilaz eksikliginde hipoaldos-
teronizm mekanizmasini ¢ozmek i¢in 2 Japon has-
tanin genomik DNA’sinda CYP17 ve CYP11B2
dizi analiz yapilarak, CYP17 geninde bir hastada
kodon 243’te 1bp delesyon; digerinde R415C nok-
ta mutasyonu bulunmustur.”> CYP11B2’de mutas-
yon olmadig1 saptanmistir. Bu mutant CYP17 gen-
leriyle COS-1 hiicrelerde ekspresyon calismalari
yapildiginda; 1bp delesyonu sonucunda 17
hidroksilaz/17-20 liyaz aktivitesinin kayboldugu,
R415C mutasyonunda ise her iki enzimin aktivite-
sinin zayif oldugu bulunmustur.”®. Hasta ve kont-

rollerden alinan  mononukleer 16kositlerde
CYP11B2 mRNA ekspresyonu ile plazma
aldosteron sentaz aktivitesinin tUzerine renin

sekresyon stimulasyonunun etkisi incelenmistir.
Kontrollerde CYP11B2 mRNA ekspresyonu ve
buna paralel olarak plazma aldesteron sentaz akti-
vitesi artarken hastalarda CYP11B2 mRNA eks-
presyonunun zayif olmasi nedeniyle bu yeni mu-
tasyonlarin, transkripsiyon seviyesindeki yeni
diizenlemelerle plazma aldosteron sentaz aktivite-
sinin azalmasina neden olabilecegi one siiriilmiis-

tiir.>
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Kortizol biyosentezinde
pregnolona doniistiiren mitokondrial ii¢ peptid (20-
hidroksilaz-22 hidroksilaz-20,22 desmolaz) koles-
terol yan zincir klevajindan (P450SCC) sorumlu
olup, kromozom 15q 23-24’de bulunan CYPI1A
geni ile kodlanir. Hastaligin tavsan modelinde
CYP11A geninde delesyon bulundugu halde, in-
sanda yakin zamana kadar mutasyon gosterileme-
mis ve CYPI1A mutasyonlariin fetal yasamla
birlikte olamayacag 6ne siiriilmiistiir."

flk defa 2001’de, Japonya’dan bir hastada,
CYP11A geninde kompound heterozigot mutasyon
(paternal allelde ekson 3’de A189V ile maternal
allelde ekson 6’da R353W mutasyonu) tanimlan-
mistir. Proteinin fonksiyonel ekspresyon caligmala-
r ile R353W mutasyonunun enzim aktivitesini
tamamen kaldirdigim1 ~ gosterilmistir.
A189V mutasyonunun ise ekson 3’de yeni bir al-
ternatif baglanma ‘splice-donor’ alani yaratarak,
ekson 3’lin son 61 baz ciftinin eliminasyonuna,
sablonunun kaymasma ve 205’inci
kodonun, prematiir terminasyon kodonuna doniis-
mesine neden olarak kiiciik molekiillii enzim trans-
kripsiyonuna ve aktivite azalmasina neden oldugu
gosterilmistir.”

kolesterolii

ortadan

okuma

Kolesterolii mitokondrinin dis kismindan i¢
kismina transport eden StAR proteini, steroid sen-
tezinde hiz kisitlayici reaksiyon basamagini kont-
rol eden bir proteindir. StAR geninin transkripsi-
yon hizi, steroidogenezin baslica belirleyicisidir.
StAR proteini ile ilgili striiktiir-fonksiyon ¢alisma-
lar1, molekiiliin N terminal kisminin mitokondrial
hedef belirleyicisi, C-terminal kisminin ise lipid
transferi ile ilgili START alant oldugunu goster-
mistir.”* Kromozom 8p11.2’de bulunan StAR ge-
nine ait ¢ok sayida mutasyon (frame-shift,
nonsense, missense ve splicing) StAR aktivitesini
bozarak lipoid KAH’a neden olur. Bu mutasyonlar
proteinin START alaninda toplanmustir.

Bazal ve cAMP bagimli StAR ekspresyonunu
kontrol eden transkripsiyon faktorleri incelenmis-
tir. StAR genindeki mutasyonlari1 saptamaya yone-
lik molekiiler genetik caligmalar siirmektedir.
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Son zamanlarda Japonya ve Kore’de Q258X
mutasyonu, Filistin’de R182L mutasyonu saptan-
mustir. Iki kiz kardeste (46XX, 46XY) saptanan
homozigot ‘splice-site’ mutasyon (IVS 1+2 T-G)
dogumda primer adrenal yetmezlige neden olmus-
tur.”” Adrenal yetmezlik saptanan ve fenotipi kiz
olan 46XY hastada R182H mutasyonu bulunmus-
tur. StAR’1n lipid transfer eden kisminda bulunan
bu mutasyon nedeniyle RI182’nin kolesterol
transportundaki kritik fonksiyonel rolii iizerinde
durulmustur.”

Isvigre’de fenotipi kiz, genotipi 46 XY olup
2,5-5 aylikken adrenal yetmezlik (tuz kaybi) sapta-
nan 3 hastanin, eriskin déneminde; meme gelisimi-
nin oldugu, pubik killarin olmadigi ve normal
heteroseksiiel oryantasyon sagladiklarr goriilmiistiir.
Molekiiler calismalarda, homozigot (L260P) ve
kompound heterozigot (L260P/L157P ve L260P/
629-630 del) mutasyonlar saptanmustir. Adrenal
yetmezligin gecikmesini, StAR bagimsiz steroido-
genezin birka¢ ay devam etmesi ile agiklamislar ve
adrenal glandlar lipidle doldugu zaman adrenal
yetmezligin ortaya ciktigini one siirmiislerdir.>

StAR  geninde mutasyonlar  gosterilen
konjenital lipoid adrenal hiperplazili, genotipi
46XX olan 3 hastada pubertenin spontan basla-
masi, LHRH’ye pubertal LH yanit1i alinmasi ve
menapozal hormonlara dstrojen yanitinin alinma-
s1; overlerde StAR’dan bagimsiz bir sistemle
mitokondriye kolesterol transport edildigini gos-
termistir.”” Bu hastalarda menstriiel siklus hayat
boyu devam ettigi halde oviilasyon olmamustir.”’

Sonu¢ olarak adrenal hiperplazi genetigine
yonelik yapilan ¢alismalar; enzimlere ait genlerde-
ki mutasyon tipleri, yeni mutasyonlar, hibrid gen-
ler, mutasyonlarin siklik ve yayginligi, fenotip-
genotip uyumu, invitro ekspiresyon caligsmalariyla
substrat-fonksiyon iliskisi, dogru ve giivenilir mo-
lekiiler tan1 i¢in gelistirilen analiz metotlar1 tizerin-
de yogunlagmstir.
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