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Investigation of Copy Number Changes in CYP21A2 Gene By Using
MLPA Technique in Patients with Congenital Adrenal Hyperplasia

Konjenital Adrenal Hiperplazi Vakalarinda CYP21A2 Geni Kopya Sayis1 Degisimlerinin MLPA Teknigi ile
Incelenmesi
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ABSTRACT Key Words:

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) belongs to the group of familial diseases with autosomal recessive Congenital adrenal hyperplasia,
inheritance, which is caused by a disorder of adrenal steroid production. It is caused by the deficiency of CYP21A2

any of the five enzymes that provide cortisol synthesis from cholesterol in the adrenal cortex. Characteristic ’
of CAH is ambiguous genital structure and impaired sexual development. The most common cause of CAH CYP21P,
is 21-hydroxylase enzyme deficiency. The CAH, which is caused by 21-hydroxylase deficiency, has 2 types MLPA
as ‘classic' and 'non-classical'. The differences in the clinical picture depend on the structural and ’
functional changes caused by mutations in the 21-hydroxylase gene.

The two steroid 21-hydroxylase genes (CYP21A2 active gene, CYP21P pseudogene) are located on the
short arm of chromosome 6. The mutations that cause defect of the active gene are due to the fact that
active and pseudogene are very close and quite homologous. Deletions, duplications, gene conversions and
point mutations occur as a result of intergenic recombination of the DNA sequence. Due to the presence of
CYP21A2 pseudogene; there are often problems in diagnosing CAH, which develops due to 21-hydroxylase
deficiency only with sequence analysis studies for the CYP21A2 gene.

In this study; patients who were directed to Department of Medical Genetics in Cerrahpasa Medical Faculty
for CYP21A2 gene mutation analysis were reevaluated with clinical and laboratory findings. It was aimed
to determine the number of copy changes that could not be detected in the sequence analysis. Therefore;
ensuring the treatment of the patients without delay in their diagnosis; In addition, it is aimed to
demonstrate that MLPA method is an easy, relatively cheap, fast and reliable method in mutation analysis
for the CYP21A2 gene.

With the MLPA method, 28 patients were included in the study, homozygous deletion covering the majority
of the gene in 1 patient, heterozygous deletion in 2 patients and heterozygous duplication in 1 patient were
detected.

OZET

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), adrenal steroid yapiminin bozuklugu ile olusan ve otozomal resesif
kalitim gosteren ailesel hastaliklar grubundandir. Adrenal kortekste kolesterolden kortizol sentezini
saglayan bes enzimden herhangi birinin eksikligi sonucu olusmaktadir. KAH i karakteristik ozelligi, CYP21A2,
kuskulu genital yapi ve bozulmus cinsel gelisimdir. KAHin en sik nedeni ise 21-hidroksilaz enzim CYP21P,
eksikligidir. 21-hidroksilaz enzim eksikligine baglh KAH in, ‘klasik’ ve ‘klasik olmayan’ olarak 2 tipi vardur.

Klinik tablodaki farkliliklar 21-hidroksilaz genindeki mutasyonlarin olusturdugu yapisal ve fonksiyonel MLPA.
degisikliklere baghdir.

Iki steroid 21-hidroksilaz geni (CYP21A2 aktif gen, CYP2IP psodogen) 6. kromozomun kisa Kolu iizerinde
bulunur. Aktif genin defektine neden olan mutasyonlar aktif gen ile psoédogenin birbirine ¢ok yakin ve
olduk¢a homolog olmalarindan kaynaklanmaktadir. DNA dizisinin intergenik rekombinasyonlari sonucunda
delesyonlar, duplikasyonlar, gen konversiyonlar: ve nokta mutasyonlar meydana gelir. CYP21A42 nin
psodogeninin bulunmasi nedeniyle 21-hidroksilaz enzim eksikligine bagl gelisen KAH a sadece CYP21A42
genine yonelik dizi analizi ¢alismalariyla dogru tani konulmasinda ¢ogu kez aksakliklar yasanmaktadir.

Calismamizda; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na CYP21A2 geni mutasyon analizi
icin yonlendirilen hastalar klinik ve laboratuvar bulgulariyla tekrar degerlendirilmeye alindi ve dizi
analizinde saptanmast miimkiin olmayan kopya sayisi degisikliklerinin belirlenmesi hedeflendi. Boylece;
hastalarin tanisini kesinlestirerek, tedavilerinin gecikmeden yapilmasinin saglanmasi ile birlikte CYP21A2
genine yonelik yapilan mutasyon analizlerinde MLPA yonteminin kolay, nispeten ucuz, hizli ve giivenilir bir
yontem oldugunun gosterilmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler:
Konjenital adrenal hiperplazi,

Calismaya dahil ettigimiz 28 hastada uygulamis oldugumuz MLPA yontemiyle, 1 hastada genin biiyiik
fasmim kapsayan homozigot, 2 hastada heterozigot delesyon ve 1 hastada ise heterozigot duplikasyon
saptanmistir.
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GIRIS

Konjenital adrenal hiperplazi (KAH), adrenal steroid
yapiminin bozuklugu ile olugsan ve otozomal resesif
kalitim gOsteren ailevi hastaliklar grubunda yer
almaktadir. Adrenal kortekste kolesterolden kortizol
sentezini saglayan bes enzimden herhangi birinin
eksikligi sonucu olugmaktadir (1). ik kez 1865 yilinda
disi cinsiyet gelisim bozuklugu bulunan bir olguda
tanimlanmistir (2). Bu olgularin tedavisi, KAH 1 ilk
tanimlandig1 giinden yaklasik bir asir sonra kortizonun
kesfi ile miimkiin olmugtur. Buna ragmen normal
bliylime ve pubertenin saglanmasinda hala sorunlar
bulunmaktadir (3).

Hipofizden salgilanan ACTH, kolesteroliin
pregnenolona doniistimiinii saglayarak steroid sentezini
uyarir. Hipotalamo-hipofizer-adrenal eksendeki negatif
geri Dbildirim kortizol ile saglandigindan, kortizol
sentezinde gerekli olan enzimlerden herhangi birinin
etkinligindeki azalma hipofizden ACTH
salgilanmasinda artisga sebep olur (4,5). ACTH
salgilanmasindaki  artiy ise adrenal kortekste
hiperplaziye ve sonug¢ olarak da enzim blokundan
onceki kortizol 6n maddelerinin ve diger adrenal
steroidlerin artigtyla sonuglanir (4). Enzim eksikliginin
yerine ve derecesine gore klinik bulgular ve
biyokimyasal belirtecler degiskenlik gostermektedir.
Mineralokortikoidlerin yapiminin azaldigi durumlarda
tuz kayb1 bulgular1 ortaya ¢ikarken, androjenlerin asir1
yapildigt kiz olgularda virilizasyon, eksikliginde ise
erkeklerde yetersiz maskiilinizasyon goriiliir.

Yenidogan doneminde kuskulu genital yapinin en sik
nedenlerinden biri KAH’dir (6-8). Genel olarak
KAH’da karakteristik 6zellik, kuskulu genital yap1 ve
bozulmus cinsel gelisimdir (4). Cinsiyet gelisim
bozukluklarinin bir kismi yenidoganin acil sorunlari
arasinda yer alir. KAH vakalarinin ¢ogu yenidogan
doneminde kuskulu genital yap: gosterirken bazilar1 da
puberte doneminde tani alir (9-11). Dogumda genital
anomali sikligi 1/300 kadar olmakla birlikte, gercek
kuskulu genital yap1 sikligi 1/5000 civarindadir. Erken
tani, sosyal ve psikolojik nedenler disinda tuz kaybiyla

seyreden KAH olgularinda oldugu gibi yasam
agisindan da 6nemlidir (11).

21-hidroksilaz enzim eksikligi (21-OHE) KAH’m en
stk nedeni olup, %90-95 oraninda goriilmektedir (1).
Klasik ve klasik olmayan iki klinik sekli mevcuttur.
Klasik 21-OHE basit virilizan (BV) ve tuz kaybettiren
(TK) olmak iizere iki ayr alt tipe ayrilir (1,5,12,13).
Yenidogan donemindeki klasik 21-OHE insidansi
1/10000-1/15000  olup, etnik gruplar arasinda
farkliliklar  gosterir. Klasik olmayan sekli daha
yaygindir. Beyaz irkta insidanst 1/1000 olmakla
birlikte, Askenazi Yahudilerinde 1/27, Ispanyollarda
1/53, Yugoslavlarda 1/63, italyanlarda 1/333 oranminda
goriilmektedir (1,4-6). Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda
KAH tanili vakalarda 21-OHE orani yaklasik %80-85
olarak bildirilmistir (14).

ACTH  prekiirsorleri  olan  pro-opiomelanokortin
artarak, oOzellikle genital bolge ve meme uglarinda
hiperpigmentasyona yol acar. Adrenal androjen sentezi
artist disi bebeklerde hafif klitoris biiyiimesinden
bilateral kriptorsidili erkek goriiniimiine kadar agir
derecede virilizasyona neden olur. Erkeklerde ise
penisin iri ve uzun olmasi disinda dis genital yapi
normaldir (1,4,5,12,13,15).

Tuz kaybettiren tip 21-OHE klasik vakalarin yaklasik
%75’ini  olusturur ve aldosteron sentezi bozulur.
Eksikliginde bobrek, kolon, deri ve ter bezlerinden
sodyum kaybedilir. Aldosteron eksikligi yaninda
kortizol eksikliginin de olmas: bulgularin siddetini
arttirmaktadir (1,5,6,12). Klasik olmayan KAH tipinde
dis genital yap1 dogumda normaldir. Bazal 17-
hidroksiprogesteron (17 OHP) diizeyi klasik tipteki
kadar yiiksek degildir. Daha ge¢ donemde ise erken
killanma, hirsutizm, adet diizensizligi gibi asir1
androjen artis1 bulgulart ile ortaya c¢ikmaktadir. 21-
OHE degisik yas gruplarindaki klinik bulgulart Tablo
1’de 6zetlenmistir.

21 Hidroksilaz Enzim Eksikliginin Genetigi

21-OH enziminin geni CYP21A2 ve psddogeni
(CYP21P), kromozom 6p21.3 iizerindle MHC
kompleksi klas 3 i¢inde yer alir (4-6,16). CYP21A2 ve

Tablo 1: 21 hidroksilaz enzim eksikligine bagli yasla iligkili bulgular

YAS .
DISI ERKEK
. Kuskulu genitalya, Erkek fenotip olabilir Bazen skrotal hiperpigmentasyon,
i % 75’inde tuz kaybi %75’inde tuz kayb1
. . Penis biiyiimesi, Pubik killanma,
Lay-2yas Kliteromegali Biiyiimede hizlanma, Kas artis1
2-12 yas Pubik killanma, Biiylimede hizlanma Pubik killanma, Biiylimede hizlanma
Ergen Adet diizensizligi, Hirsutizm, Akne Boy kisaligi
Eriskin Hirsutizm, Oligomenore, Infertilite Testis tiimori, Adrenal bez kalintisi
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CYP21P genlerinin her ikisi de 10 ekzonlu ve 3.1 kb
biiylikligiinde olup; her iki gen arasindaki en onemli
fark CYP21P geninde fonksiyonel okuma gergevesinin
olmayisidir. (4,5,13,16).

KAH vakalarinin  %90’dan fazlas1 21-OH enzim
eksikliginden kaynaklanir (1,6-8). Hastalik steroid 21-
OH enzimi geni olan CYP21A2’deki mutasyonlar
sonucu olusmaktadir. Mutasyonlarin %90’indan fazlasi
CYP21A2 ile psddogeni olan CYP21P arasindaki
intergenik rekombinasyonlar sonucu ortaya
¢tkmaktadir. Bunlarin yaklasik %20’si ise mayozdaki
“unequal crossing over” neticesinde CYP21P’deki
delesyonlarin CYP21’e aktarildigi “gene conversion”
olay1 sonucu hastaliga neden olabilmektedir (17,18).

CYP21P’deki mutasyonlar intron 2 deki Adenin ya da
Sitozin’den Guanin’e doniisim mutasyonu (IVS2-
13A/C>G), ekzon 3°de bulunan 8 baz delesyonu
(G110A8nt) ve 318. kodondaki anlamsiz mutasyonunu
(Q318X) icermektedir. 21-OHE‘ne bagl gelisen KAH
hastalarinda ayrica CYP21P’de saptanmig 7 yanlis
anlamli mutasyon bildirilmistir (18).

Major histokompatibilite kompleksi simif 3 iginde,
serum kompleman sisteminin 4. komponentlerinden
C4B geni ve CYP21A2 genini igeren bilyiik delesyonlar
klasik 21-OHE hastalarinin %20’sini kapsamaktadir.
Homozigot delesyonlar 21-OHE’nin tuz kaybettiren
tipinde daha sik gorilir. “Unequal Crossing-over®
rekombinasyonu sonucunda 30-kb’lik gen bolgesi
icinde duplikasyonlara yol agabilir (1,13,19). Genis
konversiyonlar klasik 21-hidroksilaz enzim eksikligi
hastalariin %10’unu kapsar (18). Konversiyon sonucu
psodogenden aktif gene aktarilan mutasyonlar da
enzim aktivitesini bozmaktadir. 21-OHE‘ne yol agan
mutasyonlarin %5-10"u psddogen kaynakli olmayan de
novo delesyon ve gen konversiyonlari ile genellikle
intergenik rekombinasyonlar sonucu ortaya
¢ikabilmektedir.

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismaya; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Pediatrik
Endokrinoloji ile I¢ Hastaliklar1 Genel ve Eriskin
Endokrinoloji  Polikliniklerinden, 21-OHE’ne bagl
gelisen KAH 6n tanist ile Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,
Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine CYP21A2
genine yonelik dizi analizi i¢in yonlendirilen ve analiz
sonucunda mutasyon tespit edilmeyen 28 hasta dahil
edildi. Calimaya dahil edilen hastalarin yaslart 11
giinliik ile 39 yas araligindaydi. Hastalarin 24" disi, 4't
erkek olup, 8 hastanin ebeveynleri arasinda akraba
evliligi mevcuttu.

Hastalarin ¢aligmaya dahil edilme kriterleri; fenotipik
olarak disi olan veya kuskulu genital yap1 bulunan ve
kromozom analizi 46,XX genotipine sahip olanlar ile
fenotipik olarak erkek, yasina gore fallusu biiyik,
skrotumu koyu renkli olan ve erken yasta killanma
goriilen bireylerden olugsmaktaydi.

Bu calismanin etik kurul onami Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun
2016 tarih ve 211397 karar numarasi ile alinmistir.

DNA eldesi:

Hastalardan alinan 2cc periferik kan orneklerinden
ticari kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapildi.

DNA Orneklerinin Multipleks Ligasyona Bagimh
Prob Amplifikasyonu (MLPA) Yoéntemiyle Analizi:

DNA izolasyonunu takiben, CYP21A2, CYP21P, TNXB
ve genlerine yonelik {iretilmis olan MLPA kiti (SALSA
MLPA KIT P050-C1 CAH, Holland) kullanilarak
analiz yapildi. Bu kit CYP21A2 geninde yer alan genis
rekombinasyonlar1  ve sik  karsilasilan  belirli
mutasyonlar1 tespit etmek {iizere tasarlanmistir. 27
probdan olusan setin 12’si KAH lokusunu kapsamakta
olup; bu problardan 8’1, CYP21A2’ye 6zgiidiir.

Verilerin analizi Coffalyser.Net yazilimi kullanilarak
yapildi. Pik degerlerini belirlemek i¢in kullanilan
rolatif pik oran1 (RPR) hastalardan elde edilen degerin,
kontrollerin ortalama RPR degerine béliinmesi sonucu
bulundu. RPR sonuglar1 0,7-1,3 arasinda ise normal,
0,7’nin  altinda delesyon, 1,3’iin {istiinde ise
duplikasyon olarak kabul edildi.

BULGULAR
Klinik ve laboratuvar bulgulari

Calismaya dahil edilen 28 hastanin 2’sinde sadece
kuskulu genital yapi, 1’inde ise kugkulu genital yapi ile
birlikte kusma, kilo kaybi, ishal sikayeti, erkek
hastalarin ise 3’inde yenidogan doneminde skrotal
hiperpigmentasyon mevcuttu. Disi cinsiyetli hastalarin
8’inde adet diizensizligi ile birlikte killanma artis1, kilo
artis1, hizli boy uzamasi, erken puberte sikayetlerinden
en az biri vardi. Tim hastalarin bazal 17-OHP
diizeyleri 3,4 ng/ml’nin (normal diizey <2 ng/ml)
tizerindeydi. 13 hastanin bagvuru anindaki kemik
yaslari ileriydi. Tiim hastalara CYP21A2 geninin ekzon
bolgelerine yonelik dizi analizi yapildi ve bunlardan
hicbirinde mutasyon saptanmadi.

MLPA Analiz sonuclari

Calismaya dahil edilen 28 hastaya uygulanan MLPA
yonteminde, 2 hastaya ait olan tiim problardan elde
edilen pikler ayni boyda dagilim gostermekteydi. Bu
hastalar referans olarak belirlendi. 22 no’lu referans
hastaya ait Coffalyser Prediction goriintiisii Sekil 1 ’de
gosterilmistir. MLPA analizinde degisiklik tespit edilen
10, 26, 12 ve 24 no’lu hastalara ait analiz sonuglari
asagida belirtilmistir.

10 no’lu hastada CYP21A2 geninin 1, 3, 4, 6 ve 7.
ekzonlarina ve CYP21P pseudogenine ait 1,3,4,7.
ekzonlarina ait problarin pik boylarinda referans pik
boylarina gore %50 oraninda kayip oldugu ve
heterozigot biiyiik delesyon tasidig belirlendi.
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MLPA analizinde referans olarak belirlenen hastalardan 22 no’lu hastaya ait olan Coffalyser

Prediction goriintiisii.

Sekil 1

icin heterozigot biiyiilk delesyon,

CYP21A2 geni

26 no’lu hastada CYP21A2 geninin 4, 6 ve 7.

CYP21P’nin ekzon 1 ve 3. bolgesi i¢in heterozigot

duplikasyon,

ekzonlarina ait pik boylarinda referans pik boylarina

icin  homozigot

ekzonu

4 ve 7.

oldugu, CYP21P

azalma

pseudogeninin 1 ve 3. ekzonlarma ait pik boylarinda
referans pik boylaria gore %50 oraninda artig oldugu

ve CYP21P pseudogeninin 4 ve 7. ekzonlarina ait pik

oraninda

%350

gore

duplikasyon olarak degerlendirildi.

12 no’lu hastada CYP21A2 geninin 1, 3, 4, 6 ve 7.

ekzonlarin pik boylarinda referans pik boylarina gore

%50 oraninda artis, CYP21P pseudogenine ait 4.
ekzonuna o6zgli tasarlanmig probun pik boyunda

boylarinda ise referans pik boylarmma goére %100
oraninda artig oldugu tespit edildi (Sekil 2). Bu durum
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Sekil 2: MLPA analizinde heterozigot delesyon belirlenen 26 no’lu hastaya ait olan Coffalyser Prediction

goruntisul.

referans pik boyuna gore %50 oraninda azalma oldugu
goriildi. Bu hastada CYP21A2 geni igin yukarida
belirtilen ekzonlarda heterozigot biiyiik duplikasyon
(Sekil 3), CYP21P geni 4. ekzonunda ise heterozigot
biiyiik delesyon oldugu belirlendi.

24 nolu hastada CYP21A2 geni ekzon 1, 3, 4, 6 ve 7’ye
no’lu tasarlanmig problarin hicbirinde pik elde
edilemedi. Bu durum homozigot biiyiik delesyon olarak

kabul edildi (Sekil 4). CYP21P’de ise bir degisiklik
bulunmadi.

Analiz edilen 8, 16, 20 ve 21 no'lu olgularda ise
CYP21P’e 6zgii ekzon 1, 3, 4 ve 7 igin tasarlanmig olan
problarin piklerinde referans pik boyunun %50’si
oraninda azalma oldugu goriildii. Pseudogenlerin
kopya sayisinda azalma olan bu hastalarin heterozigot
biiyiik delesyon tasidiklart belirlendi.
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Sekil 3: MLPA analizinde CYP21A2 geninde heterozigot duplikasyon belirlenen 12 no’lu hastaya ait olan
Coffalyser Prediction goriintiisii.

3 no’lu vakada CYP21P’nin ekzon 4 bolgesine 6zgii Bu durum homozigot biiyiik delesyon olarak kabul
pik boyunda referansa gore %50 oraninda artis oldugu edildi. 13 ve 15 no’lu hastalarda CYP21P ekzon 1, 3, 4
ve bu artigin tek ekzon duplikasyonu oldugu belirlendi. ve 7 i¢in elde edilen pikler referans pik boyunun
9 no'lu hastada CYP21P geni ekzon 1, 3, 4 ve 7’ye %50’si  oraninda arttigt  belirlendi. Bu durum
Ozgii tasarlanmis problarin higbirinde pik elde CYP21P’nin bu ekzonlarinda heterozigot biiyiik
edilemedi. delesyon olarak degerlendirildi.



Phnx Med J. March, Volume 2 No 1

14-D-282
g "
25000 — e &
3 4 S
Y w8 c
g & g < 't."_ =
20001 o5 3 & a 2
g% x= ® © -3 o
i & g g, :
0 »
313 : ]
e 3 =
3 d
15000 — (4 -33
8 2
£ g . & &
10000 5 g 2. 83
=3 w ™
: ARR I I
[ 2
< g
=
o § g
t\
5000~ 2 == 1
8333 | H
3seg 2
I 3
*‘f‘ g1 :L J | \L
B vnﬁ kl‘_g___‘l_“_s_g_u A .1 L L J‘_Jl A7 A
" LUV UL, i | - A AL
o ST - e E
IRRIEE3 288 § B 3 ® % &SI R BB S8 L
DataPoints - 14-D-282
14-D-282
25—
2 b1
& . g o . x ¥
] T E E =
TP ERTEREE GRS
S & v 0 T N e e
EEEEEES FE NN g
z¥=.vE§=.8?§sE's':‘§ A
E E & ¥ ¥ X X =
g S S i S s (S s = = EF 5 3 & 3 &
23133cscerisrprgppypsdRRENL Ny
:Lcizd':'."?'?vgg':‘."."'."?‘?‘?x,g-'-;.'.'.'.‘.'.'
T < ¢t g2 9 ¢ 999 g9 oe g s o8 % oe - SETETIGEEEE TR
| EFEEEEEEEEELS8d88 98t s ERaNs i iny
‘a—UGOUOUOOOUGU ﬁﬁgb— (&UKK;KKKE
2
: E)
1— &eséagacaagaaagTféﬁifaééf§§ifﬁ
d| «
°;;'.![«II3 uII).:;;,Q';;:E]A.A T e
g8 8 ¢ § —e—— 2% § 31 % 88 535z 8 3§¢@
® 1 2843y Fwey s o808 g NI EEE R E g & &
dNNN‘N(\JNNNNNN!JN«J«'«JrJ&N‘-a’ 8 = o = =
& 8§ 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8B 8 8 8 8 3 8 8 8 5 5 2
g€ 8§ 3 8 8 '8 8 8 8 8 8 8 88 3 8 & 8 8 ¥ 3 8 g B 8 2 e
14-D0-282
Distribution Type: ReferenceSamples | Exp: CAHCTF{

Sekil 4: MLPA analizinde CYP21A2
Coffalyser Prediction goriintiisii.

TARTISMA

KAH adrenal steroid yapiminin bozuklugu ile olusan
ve otozomal resesif kalitim gosteren genetik bir
hastaliktir. Klasik ve klasik olmayan iki klinik sekli
mevcut olup Klasik 21-OHE’nin basit virilizan ve tuz
kaybettiren olmak ftizere iki ayr1 alt tipe ayrilir.
Yenidogan doneminde goriilen kugkulu genital yapinin
en sik sebebi KAH’dir. KAH’a neden olan enzim
defekti ise %90-95 oraninda 21-OHE’dir (1,6-8).

geninde homozigot delesyon belirlenen 24 no’lu hastaya ait olan

21-OHE’ye neden olan 21-OH genindeki mutasyonlar
hastalarda yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
meydana getirir. 21-OHE’ne bagli gelisen KAH steroid
21-OH geni olan CYP21A2’deki mutasyonlar sonucu
ortaya c¢ikmaktadir. Mutasyonlarmm %90’indan fazlasi
CYP21A2 geni ile pseudogeni olan CYP21P arasindaki
intergenik rekombinasyonlar sonucu olusmaktadir.
Bunlarin yaklagik %20°si ise mayozdaki ‘“unequel
crossing over” neticesinde CYP21P’deki delesyonlarin
CYP21A2’ye aktarildigi “gene conversion” olayinin
sonucudur (17,18,20). Gen konversiyonlar1 sonucunda
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da en polimorfik genlerden biri olugsmaktadir. Bu
durum 21-OHE’ne bagh gelisen KAH vakalarinda
genetik etiyolojinin aciklanmasini1 zorlastirmakta ve
molekiiler test sonuglarinin yanlis yorumlanmasina
sebebiyet verebilmektedir (21).

Bu calismada KAH 6n tanistyla takip edilen CYP21A2
geninde dizi analizi sonucunda mutasyon tespit
edilmeyen 28 hastada CYP21A2 geni ve
pseudogenindeki kopya sayist degisiklikleri
belirlenerek  hastaligim  molekiiler  etiyolojinin
aydinlatilmasi amaglanmustir.

21-OHE’ne  baghh  klasik KAH’da  mutasyon
sikliklarinin ~ saptanmast  i¢in  farkli  yOntemler
kullanilarak pek ¢ok calisma yapilmistir. 2005 yilindan
once yapilan caligmalar daha ¢ok dizi analizi ve
Southern Blot yonteminin birlikte kullanilmasiyla tek
niikleotid degisimleri ve delesyon/duplikasyonlari
belirlemeye yonelik c¢alismalardi. Sonraki yillarda
MLPA yonteminin, kolay uygulanabilir olmasi, hizl
sonu¢ alinabilmesi ve gilivenilirliginin  artmasi
nedeniyle daha sik kullanilmaya baslanmustir.

2009 yilinda MLPA yontemiyle yapilan bir ¢caligmaya,
KAH tanisiyla daha 6nceden dizi analizi ve Southern
blot yontemleriyle mutasyon analizi yapilarak 7’sinde
delesyon, 2’inde ise duplikasyon tespit edilmis olan 18
hasta dahil edilmis ve aym sonuglar elde edilerek
MLPA’nin giivenilir ve kolay uygulanabilir bir yontem
oldugu ortaya konulmustur (22). 2011 yilinda yapilan
diger bir calismada, dizi analizi ve MLPA
yontemleriyle CYP21A2 genotiplemesi yapilmig ve dizi
analizi ile tespit edilemeyen 72 hastanin 23’iinde
(%31,9) MLPA ile delesyon tespit edilmistir. Ancak
hi¢cbir hastada duplikasyona rastlanmamistir (23). 2011
yilinda dizi analizi ve MLPA yontemiyle yapilan bagka
bir ¢alismada ise, 13 klasik ve klasik olmayan KAH
hastasinin 5’inde MLPA yontemiyle CYP21A2 geninin
tek kopyasinin bulundugu belirlenmistir (21).

Bu calismada yukarida belirtilen aragtirmalarda oldugu
gibi CYP21A2 genine yonelik kopya sayist
degisiklikleri incelenmistir. Segilen hasta popiilasyonu,
yapilan dizi analizi ile heterozigot veya homozigot
nokta mutasyonu tespit edilen olgularin dislandigs,
geriye kalan diger hastalarin ise klinik ve laboratuvar
bulgular1 detayli olarak degerlendirilerek olusturulan,
kriterleri ~ karsilamayanlarin da c¢aligma  disinda
tutuldugu spesifik bir popiilasyondan olusmaktadir.
Bununla birlikte; farkli c¢aligmalarda tespit edilen
kopya sayis1 degisikliklerinin siklig1 ile tespit ettigimiz
kopya sayist degisiklikleri orani birbiri ile benzerlik
gostermektedir. Calismaya dahil ettigimiz 28 hastanin
4tinde (%14,2) CYP21A2 gen kopya sayisinda
degisiklik gdzlenmis, bu hastalarmm 1’inde homozigot
biiylik delesyon, 2 vakada heterozigot biiyiik delesyon
ve 1 olguda ise duplikasyon saptanmistir.

MLPA yontemiyle CYP21A2 ve CYP21P gen analizi
yaptigimiz 10 no’lu hastada CYP21A2 geninin 1, 3, 4,
6 ve 7. ekzonlarmma ve CYP21P geninin 1, 3, 4, 7.
ekzonlarina ait problarin pik boylarinda referans pik
boylarina gore %50 oraninda kayip oldugu ve hastanin

heterozigot biiyiik delesyon tasidigi belirlendi.
Hastanin klinik ve laboratuvar bulgularinda adet
diizensizligi ve erkek tip killanma mevcuttu, 170HP:
5,01 ng/ml olup ACTH uyan testi sonucu 32,11 ng/ml
olarak tespit edildi.

MLPA yontemiyle CYP21A2 ve CYP21P gen analizi
yaptigimiz 26 no’lu hastada CYP21A2 geninin 4, 6 ve
7. ekzonlarina ait pik boylarinda referans pik boylarina
gore %50 oraninda azalma oldugu, CYP21P geninin 1
ve 3. ekzonlarmma ait pik boylarinda referans pik
boylarina gore %50 oraninda artig oldugu ve CYP21P
geninin 4 ve 7. ekzonlarina ait pik boylarinda ise
referans pik boylarina gore %100 oraninda artig oldugu
tespit edildi. Bu durum CYP21A2 geni i¢in heterozigot
biiylik delesyon, CYP21P’nin ekzon 1 ve 3. bolgesi
icin heterozigot duplikasyon, 4 ve 7. ekzonu igin
homozigot  duplikasyon olarak  degerlendirildi.
Hastanin klinik ve laboratuvar bulgularinda kugkulu
genital yapt ve 170HP: >400 ng/ml oldugu tespit
edildi. Bu bulgular klasik-virilizan KAH tanisiyla
uyumluydu.

MLPA yontemiyle CYP21A2 ve CYP21P gen analizi
yaptigimiz 12 no’lu hastada CYP21A2 geninin 1, 3, 4,
6 ve 7. ekzonlarin pik boylarinda referans pik boylarina
gore %50 oraninda artma, CYP21P genine ait 4.
ekzonuna 0zgl tasarlanmig probun pik boyunda
referans pik boyuna gore %50 oraninda azalma oldugu
goriildi. Bu hastada CYP21A2 geni icin yukarida
belirtilen ekzonlarda heterozigot biiyiik duplikasyon,
CYP21P geni 4. ekzonunda ise heterozigot biiyiik
delesyon oldugu belirlendi. Hastanin klinik ve
laboratuvar bulgularinda erkek tipi killanma, kilo artis
ve erkek tipi akne mevcuttu. Hastanin 170HP diizeyi
4,41 ng/ml olup, ACTH uyar testi sonucu 29,28 ng/ml
olarak tespit edildi.

MLPA yontemiyle CYP21A2 ve CYP21P gen analizi
yaptigimiz 24 no’lu hastada CYP21A2 geni ekzon 1, 3,
4, 6 ve 7’ye Ozgii tasarlanmis problarin higbirinde pik
elde edilemedi. Bu durum homozigot biiyiik delesyon
olarak kabul edildi. Hastanin CYP21A2 genine yonelik
yapilan dizi analizlerinde ise iki farkli zamanda alinan
periferik kan oOrneginden 3 farkli zamanda PZR
yapilmis ancak jel elektroforezinde goriiniir bant elde
edilemedigi i¢in hastada homozigot biiyiik delesyon
olabilecegi diisiiniildii ve daha sonra yapilan MLPA
analiz sonucglar1 ile bu diisiincemiz desteklendi.
Hastanin klinik ve laboratuvar bulgularinda dis genital
yap1 fallus goriinimiindeydi, fallus tabaninda tek
aciklik mevcuttu, labioskrotal flizyon tamdi ve
labioskrotal yap1 icerisinde gonad tespit edilmedi.
170HP diizeyi >250 ng/ml, karyotip analizi normaldi.
Hastanin klinik ve laboratuvar bulgulariyla diisiiniilen
klasik-virilizan KAH tamist MLPA sonucu ile
dogrulandi.

Calismaya dahil edilen 28 hastanin 4’tinde CYP21A2
ve CYP21P genlerine ait kopya sayisi degisiklikleri
saptandi. Bu hastalarin birinde homozigot delesyon
tespit edilmesiyle klinik tani dogrulandi. KAH’mn
etiyolojisine  ¢ogunlukla CYP21A2 ve CYP21P
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genlerinde meydana gelen gen konversiyonlar1 sonucu
ekzonik bolgelerde olusan nokta mutasyonlar1 etki
etmektedir. Ancak bu bolgeler disinda kalan intronik
veya splicing bolgelerinde yer alan mutasyonlarin da
KAH ile iliskili oldugu bilinmektedir. Dizi analizi ve
MLPA c¢aligmalarinda kullanilan primer ve problar
sadece  kapsadigi  bolgenin  analizine  olanak
saglamaktadir. Bu c¢aligma sonucunda mutasyon ve
delesyon tespit edilmeyen vakalarda CYP21A2 ve
CYP21P’e ozgii primer ve problarin kapsamadigi
bolgelerdeki olasi degisimlerin klinige etki edebilecegi,

bunun yanisira bu hastalarda, steroid 21-hidroksilaz
aktivitesine sahip P450C21 disindaki proteinleri
kodlayan CYP21A2’den farkli genlerde olusan
degisimlerden kaynaklanmig olabilecegi de
belirtilmektedir (24). Hastaligin olusumunda birgok
farkli  genetik degisimin oldugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda giderek kullanim1 yayginlasan,
hizli, kolay ve giivenilir bir degerlendirme ydntemi
olan MLPA’nin diger molekiiler genetik tekniklerle
birlikte kullanilmasi halinde hastaligin tan1 oranimni
arttirabilecegi diigiiniilmektedir.
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