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OZET

Yavas Abah Z. Coklu Hipofiz Hormon Eksikligi Olan Olgularda Yeni Nesil
Dizileme Tekniklerinin Molekiiler Patolojinin Aydinlatilmasina Katkis1i ve
Genotip-Fenotip iliskisinin Arastirllmasi. istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2024

Coklu hipofiz hormonu eksikligi (CHHE), hipofiz transkripsiyon faktdrlerini
kodlayan genlerdeki varyantlar nedeniyle bir veya daha fazla hipofiz hormonunun
eksikligi olarak tanimlanmaktadir. CHHE olgularinda genetik etiyolojinin belirlenmesi,
hipofiz disfonksiyonunun derecesi ve hipofiz dis1 6zelliklerin 6ngériilmesini saglar;
ancak, giiniimiizde pek ¢ok olgunun genetik etiyolojisi aydinlatilamamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, farkli molekiiler teknikler kullanarak incelenmis genis bir
CHHE kohortunda genetik etiyolojiyi tanimlamak ve genotip-fenotip iligkisini
belirlemektir. Hedefli bir CHHE gen paneli (25 gen) 118 indeks olguda (45 kadin)
uygulanmistir. Seksen bir olguda Multiplex ligasyon bagimli prob amplifikasyonu
(MLPA) kullanilmistir. Klinik ekzom dizileme (KED) 17 olguda, tiim ekzom dizileme
(TED) ise 15 indekste (n=2 trio; n=2 duo) kullanilmustir.

Olgularin pediatrik endokrinoloji klinigine basvuru yasi ortanca 5,9 yildi
Akrabalik oran1 %40,8 idi. Boy kisalig1 en sik bagvuru nedeniydi (%63,2). Panel testi ile
toplam 98 olgu analiz edilmis ve 11 olguda CHHE ile iliskili genlerde varyant tespit
edilmistir. Bu genler GHSR (n=1), IGSF1 (n=2), LHX3 (n=1), POU1F1 (n=2), PROKR2
(n=2) ve GH1 genleriydi (n=1). KED ile analiz edilen olgularin %29,4’tinde (5/17)
molekiiler etiyoloji belirlenirken TED analizinde GLI2 (n= 2), RNPC3 (n= 2), ROBO1
(n=1) ve SMCHD1 (n=1) genlerinde varyant saptanmistir. TED analizi yapilan olgularin
ticiinde aday gen tespit edilmistir (ALDH18A1, MFHAS1 ve DHX29).

Cesitli tekniklerin kullanimi ile molekiiler etiyoloji, toplamda kohortumuzun
%21,2’sinde belirlenebilmistir. Bu oran, heniiz tanimlanmamis yolaklarin, epigenetik
faktorlerin ve g¢evresel etkilerin de CHHE patogenezinde rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipofiz bezi, Coklu hipofiz hormon eksikligi, Konjenital
hipopituitarizm, Multipleks ligasyon prob amplifikasyon, Tiim ekzom dizileme

Bu c¢alisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: TDK-2022-38742
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ABSTRACT

Yavas Abahh Z. The Contribution of Next-Generation Sequencing
Techniques to Elucidating the Molecular Pathology and Investigating the
Genotype-Phenotype Relationship in Cases with Multiple Pituitary Hormone
Deficiency. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of
Genetics. Doctoral Thesis. Istanbul. 2024.

Multiple pituitary hormone deficiency (MPHD) is defined as the deficiency of
one or more pituitary hormones due to variants in the genes encoding pituitary
transcription factors.

Identifying the genetic etiology in MPHD enables the degree of pituitary
dysfunction and extra-pituitary features to be predicted; however, there are still many
cases that remain unresolved.

The objective of this study was to identify the genetic etiology and determine the
genotype-phenotype correlations in a large cohort of MPHD using a combination of
molecular techniques.

A targeted MPHD gene panel (25 genes) was applied in 118 indexes (45
female). Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) was used in a total
of 81 cases. Clinical exome sequencing (CES) was employed in 17, and exome
sequencing (ES) in 15 indexes (n=2 trio; n=2 paired).

The median age at admission to the pediatric endocrinology clinic was 5.9 years.
The consanguinity ratio was 40.8%. Short stature was the most common reason for
referral (63.2%). A total of 98 cases were analyzed with the panel, and variants in
MPHD-associated genes were identified in 11 indexes. These genes were GHSR(n=1),
IGSF1(n=2), LHX3(n=1), POU1F1 (n=2), PROKR2(n=2), and GH1 genes (n=1). CES
revealed the molecular etiology in 29.4% (5/17). ES revealed GLI2(n= 2), RNPC3(n=
2), ROBO1(n=1), and SMCHD1(n=1) variants. Candidate genes were identified in 3
solo ES (ALDH18A1, MFHAS1, and DHX29).

The molecular etiology could only be determined in 21.2% of our cohort using
various techniques. This indicates that yet unidentified pathways, epigenetic factors, and
environmental influences may be involved in the pathogenesis of MPHD.

Key Words: Pituitary gland, Multiple pituitary hormone deficiency, Congenital
hypopituitarism, Multiplex- ligation probe amplification, Whole exome sequencing

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. TDK-2022-38



1. GIRIS VE AMAC

Hipofiz hormon eksikligi veya hipopituitarizm, biiyiime, lireme, homeostaz ve
metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli gorevleri olan birgok hormonun salgilandigi
hipofiz bezinin dogumsal veya edinsel hormon iiretimi ve salgilamasinda bozukluklar

sonucunda ortaya ¢ikan endokrinolojik bir hastalik grubunu tanimlar.

Ik Cag’dan itibaren yasamsal onemi fark edilen hipofiz bezi, endokrin bir
organdir. On hipofiz (adenohipofiz) ve arka hipofiz (ndrohipofiz) olmak iizere
embriyolojik, morfolojik ve islevsel iki farkli boliimden olusur. Adenohipofizden,
biiyiime hormonu (BH), tiroid stimulan hormon (TSH), adrenokortikotropik hormon
(ACTH), prolaktin, luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimulan hormon (FSH),

norohipofizden ise arginin vazopressin (AVP) ve oksitosin salgilanmaktadir (1).

Hipopituitarizm, bu hormonlardan sadece birinin eksikligi yani “izole hipofiz
hormon eksikligi” seklinde olabilecegi gibi, birden fazla hipofiz hormonunun eksikligi
seklinde de olabilir. Bu durum, “c¢oklu (multipl veya kombine) hipofiz hormon
eksikligi” (CHHE) olarak tanimlanmaktadir. Hastaligin etiyolojisinde konjenital ve
edinsel nedenler rol oynar (2). Konjenital hipopituitarizmin (KH) dogumdaki insidansi
1/4.000-10.000 olarak bildirilmektedir. izole hipofiz hormon eksikligi genellikle
kalitsaldir, CHHE ise ¢ogunlukla sporadiktir, olgularin %5-30’u ailevi olabilmektedir
(3). Ailevi olgularin etiyolojisinde ise hipofizin embriyolojik gelisimini diizenleyen
transkripsiyon faktorlerini kodlayan HESX1, LHX3, LHX4, POU1F1, PROP1, SIX6,
OTX2, PTX2, GLI2, SOX3 gibi genlerdeki islev kaybina neden olan degisimler rol
almaktadir (4).

Glinlimiizde, yeni nesil dizileme (YND) tekniklerindeki hizli ilerlemeler
sayesinde CHHE ile iligkilendirilmis gen sayisinda artis olsa da olgularin biiyiik
cogunlugunun etiyolojisi heniiz bilinmemektedir ve beste birinden azinda bilinen
genlerde hastalik ile iliskili varyantlar saptanabilmektedir (5, 6). Bu durum, CHHE ile
iligkili tanmimlanmay1 bekleyen pek ¢ok gen veya gelisimsel mekanizma oldugunu

diistindiirmektedir.



Hipofizin karmasik gelisimini ve islevini saglayan, yolaklarin devaminda rol
oynayan, bilinen ve bilinmeyen pek ¢ok sinyal iletimi s6z konusudur. Yeni molekiiler
mekanizmalarin saptanarak genotip-fenotip iliskilerinin aydinlatilmasi, olgularin klinik

izlemi ve tedavisi agisindan oldukg¢a onemlidir.

Bu ¢alismada; klinik ve biyokimyasal ozellikleri ile CHHE tanist almis, 25
iligkili ve olas1 iligkili gen iceren CHHE gen paneli ile molekiiler genetik tanisi
konamamis olgularda, MLPA (Multiplex-Ligation Probe Amplification), tim ekzom
dizileme (TED) ve tiim genom dizileme (TGD) yontemleri kullanilarak molekiiler
genetik etiyolojinin aydinlatilmasi, bilinen genlerde iliskili varyantlarin saptanmasi ve
yeni genlerin tanimlanmasi, genotip-fenotip iliskilerin degerlendirilmesi ve kullanilan

farkli tan1 yontemlerinin tantya olan katkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1  Hipofiz Bezi
Tarihge

Hipofiz bezi ile ilgili ilk yazili bilgiler MS 2. yiizyilda ortaya g¢ikmustir.
Bergama'li Galen (129-216), hipofiz bezinin beyin atiklarini mukus veya balgam
(Latince'de pituita) seklinde alip nazal bosluklardan disar1 atilmadan 6nce filtreledigini
diisiiniiyordu. Yunanca "ptuo" ve Latince "pituita" kelimelerinden tiireyen ve "balgam"

anlamina gelen "phlegm" kelimesi, hipofiz bezinin nazofarengeal kokenini yansitir (1).

Ronesans ile birlikte artan ¢aligmalar hipofiz bezinin incelenmesini
hizlandirmigtir. Andreas Vesalius (1514-1564), De Humani Corporis Fabrica Libri
Septem adl kitabinda infindibulum ve hipofizin anatomik baglantisini tanimlamistir (7).
Klinik norobilimin kurucusu Thomas Willis 17.yiizyillda Cerebri Anatome adh
kitabinda, beynin ventral yiizeyini perfiize eden kandan gelen "humorlar"in hipofiz
bezine tasindigini belirtmistir (8). Descartes, 17. yiizyilda beynin viicuttaki pek ¢ok
endokrin islevi kontrol ettigini one siiren ilk kisi olmustur. Morgagni, 1733 yilinda
anensefalik bir yenidoganda adrenal bezlerin gelismedigini tespit ederek beyin ile
adrenal bezler arasinda gelisimsel ve islevsel bir baglantinin kanitlarin1 sunmustur.
Claude Bernard, 1849'da dordiincii ventrikiil bolgesindeki lezyonlarin poliiiriye yol

actigin1 gostererek noroendokrinolojide ilerlemelere zemin hazirlamistir (1).

Daha sonraki arastirmalarda hipofiz hormonlarinin tanimlanmasi ve kimyasal
olarak izolasyonu ile hipofiz tiimorlerinin akromegali ve Cushing hastaligi gibi

hipofizin fonksiyonel hipersekretuvar sendromlari ile iligkisi tanimlanmigtir (1).

Modern néroendokrinolojinin onciisii kabul edilen Geoffrey Harris, 1948'de 6n
hipofiz  hormonlarint  incelemis, bu hormonlarin  kontroliiniin  hipotalamik
diizenlemelerle ve buradan salinan 6zgiin diizenleyici faktorlerle iliskili oldugunu

bildirmistir (9).



Anatomi

Hipofiz, 6n (anterior) lob, arka (posterior) lob ve ara (pars intermedia) lob
olmak iizere ii¢ lobdan olusmaktadir. On lob, adenohipofiz; arka lob nérohipofiz olarak
da adlandirilmaktadir. Hipofiz sap1 (infindibulum, stalk) ile hipotalamusa (median
eminense) baglanir. Sella turcica i¢inde yer alir ve dura ile (diyafragma sella) ortiiliir.
Yetiskinlerde hipofiz yaklasik 600 mg agirligindadir (400-900 mg araliginda degisir).
En genis ¢ap1 (transvers) yaklasik olarak 13 mm olup vertikal yiikseklikte 6-9 mm ve
anteroposterior boyutta yaklasik 9 mm O0lgiilerindedir. Yasamin farkli donemlerinde

(¢ocukluk, puberte, gebelik gibi) boyutlarinda belirgin degisiklikler olmaktadir (1, 10).

Sella turcica, kafa tabaninda yer alir ve sfenoid siniisiin ince kemik ¢atisini
olusturur. Yan duvarlari, ii¢lincli, dordiincli ve altinci kraniyal sinirler ile internal
karotid arterlerin gegtigi kaverndz siniisler ve etrafindaki kemik ile duradan olusur.
Dura ortiisii, hipofiz bezini beyin omurilik sivisinin basincindan korur. Hipofiz sapinin
oniinde bulunan optik kiyazma, dogrudan diyafragma sellanin iistiindedir. Bu nedenle,
optik traktus, hipofiz kitlesi tarafindan olusturulan basi etkisine maruz kalabilir. Hipofiz

bezinin anatomisi Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Manmiller cisim

3. Ventrikiiliin
optik girintisi

Tuber cinereum
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Infindibulum
(Hipofiz sap1)

5

Pars intermedia Pars nervoza

(ndrohipofiz)

Pars distalis Araknoid

(adenohipofiz)

Baziler arter

Sekil 2.1 Hipofiz bezi ve anatomisi (sagittal kesit) (11)

Oberfield SE, Gallagher MP, Hale DE. Endocrinology. In: Polin RA, Ditmar MF, editors. Pediatric Secrets (Fifth
Edition). Philadelphia: Mosby; 2011. p. 197-228 kaynagindan diizenlenmistir.
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Sekil 2.2 Hipofiz bezi ve anatomisi (Koronal kesit) (12)
Choe CH, Cornblath WT. Orbital Signs of Parasellar Syndromes. In: Servat JJ, Black EH, Nesi FA, Gladstone GJ,

Calvano CJ, editors. Smith and Nesi’s Ophthalmic Plastic and Reconstructive Surgery. Cham: Springer International

Publishing; 2021. p. 667-87 kaynagindan diizenlenmistir.

Norohipofiz dogrudan hipofiz sapinin supraoptikohipofizer ve tuberohipofizer
sinir kiimeleri tarafindan inerve edilir. Bu nedenle, hipotalamik noronal lezyonlar, sap
kesisi veya hipotalamusta sistemik olarak kdken alan metastazlar siklikla AVP eksikligi

veya oksitosin salgisinda bozukluklar ile iligkilidir (1).
Hipofizin kan dolasimi

Hipofiz, birka¢ kaynaktan saglanan oldukca zengin bir kan dolagimina sahiptir.
Superior hipofiz arterler, internal karotis arterlerden dallanarak hipotalamusu besler;
median eminens i¢inde bir kapiller ag olusturur ve kan-beyin bariyeri disinda
bulunurlar. Hipofizin hem uzun hem de kisa portal damarlari, sirasiyla infundibular
pleksuslar ve hipofiz sapindan koken alir. Bu damarlar, adenohipofizin temel kan
akimin1 olusturan hipotalamik-portal dolagimi olusturur. Bdylece, adenohipofizin
uyarict hormon iireten hiicrelerine hipotalamik salinimi ve inhibisyon hormonlarinm
herhangi bir sistemik seyrelme olmadan iletmelerini saglar; bu da hipotalamik hormon
salinmminin  hipofiz zamanlamasimna bagli olarak diizenlenmesine olanak tanir.
Hipotalamik hormonlarin vaskiiler taginmasi, ayni1 zamanda superior hipofiz arterlerinin
sap dallarindan tiireyen kontraktif bir i¢ kapiller pleksus (Gomitoli) tarafindan bolgesel
olarak diizenlenir. Geriye dogru median eminense kan akimi olmasi da, ¢ift yonlii
islevsel hipotalamik-hipofiz etkilesimlerini kolaylastirir. Sistemik arteriyel kan akisi,

norohipofizi dncelikle besleyen inferior hipofiz arteriyel dallar tarafindan saglanir (13).



Sap biitiinliiglinlin bozulmasi, hipotalamik hormonlarin adenohipofiz hiicrelerine

erisimini engelleyerek hipofiz portal kan akiminin zarar gérmesine neden olabilir.
Hipofiz bezinin gelisimi
Yapasal gelisim

Adenohipofiz stomodeum (agiz boslugu) tavanindaki Rathke kesesinden,
norohipofiz ise diensefalonun yaptigi ¢ikintidan gelisir. Bu gelisim, ekstrinsik ve
intrinsik ¢ok sayida transkripsiyon faktorii ile sinyal molekiiliiniin zamansal ve
mekansal etkilesimleri sonucunda gergeklesen asamali bir siirectir. Insanlarda bu
siiregler i¢in dogrudan kanitlar yeterli degildir; ancak, zebra baligi, amfibiler ve
kemirgenler dahil olmak iizere birgcok omurgali tiirlinde hipofiz gelisiminin oldukga
korunmus bir siire¢ oldugu bilindigi icin diger tiirlere ait verilerden insana dair de
oldukca fazla bilgi edinilmistir. Ozellikle farelerde hipofizin gelisimi oldukca iyi
karakterize edilmistir (14). Bu nedenle, klasik olarak insanda hipofiz gelisimi faredeki

gelisim zamanlamasina gore tanimlanir.

Farede, hipofiz gelisimi insandaki gebelik yas1 esdegeri olan 4-6 haftada baslar
ve (i) hipofiz plakodu, (ii) rudimenter Rathke kesesi, (iii) definitif Rathke kesesi ve (iv)
olgun hipofiz olmak iizere dort asamada gerceklesir (Sekil 2.3).

NP

Oral eKtoderm ) Rudimenter KESE sy Rathke | i Hipofiz bezi
Sican 8.5 11.0 14.5 19.5
Fare 8.0-8.5 9.5 12.0 17.0
Embriyonik giin >

Sekil 2.3 Kemirgen hipofiz gelisiminin asamalari (15)

Oral ve néroektoderm yapilarinin katlanma siirecinin lateralden gosterimi.

I: infundibulum; NP: néral plak; N: notokord; PP: Pituitary placode, hipofiz plakodu; OM: oral membran: H: heart,
kalp; F: forebrain, 6n beyin; MB: midbrain, orta beyin; HB: hindbrain, arka beyin; RP: Rathke Pouch, Rathke kesesi;
AN: anterior neural por; O: oral kavite; PL: posterior lobe, arka lob; OC optik kiyazma; P: pontin fleksur; PO pons;
IL: intermediate lob, ara lob; AL: anterior lob, 6n lob; DI: diensefalon; SC: sphenoid cartilage, sfenoid kikirdak.
Sheng HZ, Westphal H. Early steps in pituitary organogenesis. Trends Genet. 1999;15(6):236-40 kaynagindan

diizenlenmistir.



Hipofiz gelisimi, fare modelinde embriyonik 7.5 giinde (E7.5) noral plagin 6n
sirtindaki hipofiz plakodundan baglar. Ventrale dogru yer degistirme oral ektodermin ve
oral kavitenin olusumuna yol acar. Bu ektodermin bir kism1 rostral olarak invaginasyon
oncesi kalinlasir (E8.5). Dort haftalik gebelige karsilik gelen E9.5'te, dorsale go¢ olur ve
rudimenter Rathke kesesi olarak bilinen bir koni seklinde bir yap1 ile sonuglanir. Bu
yap1, mezenkime yayilan artan rostral mitoz ile kalinlasmaya devam eder. Rathke kesesi
farelerde E10.5'te, insanlarda ise gebeligin 5. haftasinda belirgindir. Devam eden
proliferasyonun ardindan, E12.5'te (insanda 6. gebelik haftasi) oral ektodermden ayrilir.
Hormonal hiicre oOnciilleri ventral kisimdan cogalarak ortaya cikar ve adenohipofizi
olusturur. Kok hiicreler Rathke kesesinin artik yarigindan ayrilir ve adenohipofiz
hormonlarini iireten hiicrelere doniisiir. Somatotroplar kaudomedialde, gonadotroplar
rostroventralde ve kortikotroplar ventralde ortaya ¢ikar. Dorsal yon daha sonra inen
infundibulumla birlesir ve ince kalir (ara lob) (16). Bas mezenkimi ve noral krest
hipofize ve vaskiiler yapilara katkida bulunur. insanlarda hipofiz bezi 13. gebelik
haftasinda morfolojik olarak gelismistir ve 21. gebelik haftasina kadar biiyiimeye devam
eder (17).

Tiim stireclerin normal islemesi i¢in rudimenter Rathke kesesi ile diensefalon
arasinda etkilesim gereklidir. In vitro doku rekombinasyon deneyleri, noral ektodermin
Rathke kesesinin biiyiimesi ve farklilasmasi iizerinde dramatik etkileri oldugunu
gostermistir. Bu durum, noral ektodermin hipofiz olusumu i¢in gerekli olan indiikleyici
sinyalleri sagladigina dair hipotezleri gelistirmistir. Salgilanan sinyal molekiilleri bone
morphogenetic protein 4 (bmp4) ve fibroblast growth factor 8 (fgf8)’dir. Fgf8 de LIM
homeobox 3 (Ihx3) ve LIM homeobox 4 (Ihx4) olmak iizere iki diizenleyici geni aktive
ederek rudimenter kesenin net bir keseye doniigsmesini saglar (18). Bir homeobox geni
olan Nkx2.1'in (T/ebp, Ttfl olarak da bilinir), hipofiz hattina yakin bir yerde, ventral
diensefalonda ifade edildigi gosterilmistir. Bu gen, embriyogenez sirasinda higbir
zaman oral ektodermde veya Rathke kesesinde ifade edilmez. Bununla birlikte, Nkx2.1
genindeki null mutasyon sadece diensefalon gelisiminde ciddi kusurlara degil, aym
zamanda hipofiz bezinin ablasyonuna da neden olur. Bu veriler, noral ektodermden
tiiretilen sinyallerin hipofiz bezinin olusumu i¢in gerekli olduguna dair dogrudan kanit

saglar (15).



Oral ektodermdeki sinyaller de 6nemlidir. SHH geninin ifadesi, Rathke kesesini
tiretmek icin kalinlasan oral ektodermde belirgindir. SHH sinyali, LIM homeobox
transkripsiyon faktorii LHX3'Q indiikler. B-katenin aracili WNT sinyalizasyonu da

Rathke kesesinin biiylimesi ve noral ektodermin uzanimini uyarmak i¢in de gereklidir.

Norohipofizin gelisimi i¢in de Rathke kesesinin gelismekte olan diensefalonun
tabani ile temas1 6nemlidir. Bu temas ile ndroektodermden koken alan bir uzanti olusur
ve bu uzant1 norohipofizi olusturmak iizere dorsale dogru ilerler. Ugiincii ventrikiil disa
dogru bir uzant1 seklinde infundibulumu olusturur. Bu uzantinin hemen 6niindeki doku
optik kiyazmayi olustururken diensefalon da bu siireg boyunca hipotalamusu

olusturmak izere gelisir (16).

Gonadotrop hiicrelerin gelisiminde rol oynayan faktorler arasinda olfaktor
plakodun gelisimi de yer alir. Olfaktor plakod, noral plak iizerindeki hipofizer plakodun
hemen lateralinde olusur. Buradaki hiicreler olfaktor bulbusun yani sira altinci gebelik
haftasindan itibaren 6n beyne go¢ eden ve 15. haftada hipotalamusa ilerleyen GnRH
salgilayan hiicreleri de olusturur. Bu hiicrelerden ¢ikan aksonlar hipotalamik portal

sisteme uzanarak gonadotrop hiicrelerin diizenlenmesini saglar (19).

Ozetle, erken asamalarda rol alan sinyal molekiilleri, ventral diensefalondan
uretilen Bmp4, Fgf8, Fgf4, Nkx2.1, Wnt5a, oral ektodermden {iretilen sonic hedgehog
(Shh), ve ¢evre mezenkimden iiretilen Bmp2 ve Chordin ile Rathke kesesinden iiretilen
Bmp2 ve Wnt4 olarak sayilabilir (20). Hipofiz organogenezinde erken donemde ifade
edilen diger transkripsiyon faktorleri Hesx1, Lhx3, Lhx4, Sox2, Sox3, Gli2 ve Otx2'dir.
Propl ve Poulfl (daha 6nce Pitl olarak biliniyordu) daha sonraki agsamalarda gorev alir
(18).



Bmp4 Fgf8
Noral ektoderm
Nkx2.1 Wnt5a
1. sinyal 2.sinyal
Lhx3
Oral ektoderm Isl1 Lhx4 Poulfl
Hesx1 Pitxl Lhx3
Pax6 Pitx2 Lhxd
Six3 Propl Hormona dzgiin genler
Six6

Oral ektoderm ) RUdimenter hipofiz plakodunun ey - i sy Hipofizde hiicre tipleinin
hipofiz plakodu indiiksiyonu Definitif hipofize gelisim farklilagmasi

8.0dpc 9.5dpc 11.0dpc 15.0 dpc

Sekil 2.4 Gelismekte olan hipofiz bezinde sinyal molekiilleri ve transkripsiyon
faktorlerinin etkisi (20)

dpc: day post-coitum

Kelberman D, Dattani MT. The role of transcription factors implicated in anterior pituitary development in the
aetiology of congenital hypopituitarism. Ann Med. 2006;38:560-77 kaynagindan diizenlenmistir.
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Sekil 2.5 Kemirgenlerde transkripsiyon faktorlerinin ifadesinin zamanlamasi (2)

Cullingford DJ, Siafarikas A, Choong CS. Genetic Etiology of Congenital Hypopituitarism. In: Feingold KR,
Anawalt B, Blackman MR, Boyce A, Chrousos G, Corpas E, ve ark., editors. Endotext. South Dartmouth (MA):

MDText.com, Inc. kaynagindan yeniden diizenlenmistir.

Transkripsiyon faktorleri ve bu faktorleri kontrol eden genlerdeki degisimler
hipofiz gelisiminin etkilenmesine veya durmasina neden olabilir. Erken gelisim
sirasinda ortaya ¢ikan bozukluklar genellikle goz, olfaktdr bulbus, orta hat yapilar1 ve
on beyin gibi yakin yapilart etkileyebilirken daha sonraki asamalardaki bozukluklar
tipik olarak izole hipofiz anormalliklerine neden olmaktadir (2). Ornegin, SOX2, HESX1
ve GLI2 gibi gelisimin erken donemlerinde ifade edilen genlerdeki kusurlar yakindaki
diger yapilar daha sik etkilerken, PROP1 ve POU1F1 gibi daha sonra ifade edilenler

tipik olarak lokalize etkilere sahiptir.

Transkripsiyon faktorlerinin embriyolojik gelisim sirasinda etkinlikleri birden
fazla transkripsiyon faktorii tarafindan arttirilabilir (upregulation) veya azaltilabilir
(downregulation) ve ifade edildikleri bolgeler de degisebilir.
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Sekil 2.6 Hipofiz gelisiminde transkripsiyon faktorlerinin seyri (3)

Gregory LC, Dattani MT. The Molecular Basis of Congenital Hypopituitarism and Related Disorders. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism. 2019;105:€2103-¢20 kaynagindan yeniden diizenlenmistir.

islevsel gelisim

Adenohipofizin en erken farklilagma belirteci, E11.5'te ventral Rathke
kesesindeki sinirli bir hiicre alaninda ifade bulan a-glikoprotein alt birimidir (aGSU)
(Cga tarafindan kodlanir). Bu hiicreler, transkripsiyon faktori islet-1'i (Isl1) de ifade
eden ve tiroid uyarict hormon B-alt iinitesinin (7shf) ifadesini baglatarak E12.5'te
farklilasacak olan tirotroplara karsilik gelir. Bu erken hiicre popiilasyonu gegicidir ve
dogumda kaybolur; olgun hipofizde aGSU sadece definitif tirotrop ve gonadotroplarda

tespit edilir.

Pomc ifadesi ile tanimlanan kortikotroplar E12.5'te baglar. gh ve prl’nin E15.5'e
kadar ifade edilmesi, sirasiyla somatotrop ve laktotroplarin farklilagsmasinin ayirt edici
ozelligidir. Prolaktin, gelismekte olan bezin anterolateral kanatlarinda ortaya cikar,
ardindan hiicre sayilar1 6nemli 6l¢iide artar ve E18.5'e kadar anterior lobun merkezi ve
lateral kisimlar1 boyunca goc ederler. Laktotroplar, ara lobun ventral yilizeyine bitisik

medial bolgede lokalize kalir. Gonadotroplar, E16.5'te LH'nin B-alt biriminin (Lhp) ve
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bir giin sonra FSH'nin (Fshp) ifadesinin baglamasiyla ortaya ¢ikan son hiicre soyudur
(10).

Benzerliklere ragmen farelerdeki hipofiz gelisiminin insanlarla tam olarak
iliskilendirilmesi zordur. Pluripotent kok hiicreler, hipotalamus ve adenohipofiz
hiicrelerini olusturmaya yonlendirilmis olsa da transkripsiyon faktorlerinin karmasik
etkilesimi ve diger anatomik yapilarla etkilesimleri nedeniyle insanlarda kesin
zamanlamalar bilinmemektedir. Tarihsel embriyo o6rnekleri, gestasyonun dordiincii
haftasinda Rathke kesesinin olustugunu, altinci haftada agiz boslugu ile baglantisinin
kesildigini ve 16. haftada adenohipofizin tamamen farklilagtigin1 gostermektedir. Bu iki
embriyolojik zaman ¢izelgesini iliskilendirmek i¢in hormon ifadesi kullanildiginda,
insanlar sekizinci gebelik haftasinda BH, FSH, LH ve ACTH, 13. haftada ise TSH ve
prolaktin iiretmeye baslar (21).

Geleneksel kabul goren hiicre farklilagmasinin ardisik olarak ilerledigi goriisii
yerine son yillarda hiicrelerin daha erken oOzellestigi ve sonradan belirlenmis
konumlarina gog ettikleri goriisii 6nem kazanmaktadir. Birth-dating ¢alismalarinda da
gosterilen, gelisim siirecinin basamakli olarak ilerlemedigi, hiicrelerin daha karmasik ve

dinamik bir model ile 6zellestigi one siiriilmektedir (22).

Hipotalamus, diger néron gruplarindan farkli olarak hipofizotropik etkisi olan
uyarici ve inhibe edici hormonlar: sentezleyen sinir hiicre gévdelerini ve ayn1 zamanda
norohipofizden salian AVP ve oksitosin hormonlarini igerir. Hipotalamik parvoseliiler
norosekretuvar sistem adenohipofiz hormonlarmin salinimindan sorumludur. TSH ve
prolaktin salgisin1 uyaran tirotropin salgilatict hormon (TRH), ACTH salgisin1 uyaran
kortikotropin salgilatict hormon (CRH), FSH ve LH salinimini uyaran gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH), BH salinimini uyaran biiylime hormonu salgilatict hormon
(GHRH), BH salmimmi negatif olarak diizenleyen somatostatin (SS) ve prolaktin
salinimini inhibe eden dopamin gibi faktorler salgilar. Bu hipotalamik faktorler

hipofizer portal kan dolasimi araciligiyla adenohipofize taginir (23).
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Olgun bir adenohipofiz igerisinde bes farkli hormon salgilayan hiicre tipi

bulunmaktadir:

e Kortikotrop hiicreler, ACTH dahil olmak iizere pro-opiyomelanokortin (POMC)
peptidlerini,

e Somatotrop hiicreler BH’yi,
e Tirotrop hiicreler, genel glikoprotein a-alt birimi ve 6zgiin TSH-f alt birimini,
e Gonadotrop hiicreler, FSH ve LH i¢in hem a- hem de B-alt birimlerini,

e Laktotrop hiicreler de, prolaktin salgisini diizenler.

Adenohipofizdeki hiicre dagilimi %40-50 somatotrop, %15-20 kortikotrop,
%10-15 laktotrop, %10-15 gonadotrop ve %3-5 tirotrop olarak siralanabilir (2, 10).

Histolojik olarak hematoksilen-cozin ile boyanma oOzelliklerine gore de
asidofilik (somatotrop ve laktotrop hiicreler), bazofilik (gonadotrop, kortikotrop,
tirotrop) ve kromofobik (POMC’nin yikim iriinii olan a-MSH ve B-endorfin) olarak

gruplandirilmaktadir.

Her hiicre tipi, kendi farklilasmig gen ifadesini diizenleyen son derece 6zgiin
sinyallerle kontrol edilmektedir (24). Biiylime hormonu, etkisini karacigerden insiilin
benzeri biliylime faktorii 1'in (IGF-1) indiiklenmesi yoluyla gosterir ve lineer biiylime
icin kritik 6neme sahiptir. Prolaktin, meme bezinin gelisimini ve siit salgisini uyarir,
tipik olarak gebelik ve emzirme doneminde aktiflesir. TSH, tiroid bezinden tiroid
hormonu iiretimini uyarir, bu da metabolik hiz1 diizenler. Cocukluk déneminde biiylime
ve biligsel gelisim i¢in kritik 6neme sahiptir. FSH ve LH gonad gelisimini, testosteron
veya Ostrojen liretimini ve germ hiicrelerinin olgunlagsmasini destekler. ACTH, kortizol
tiretimini uyarir. Norohipofiz, hipotalamik-hipofizer yol olarak bilinen hipotalamik
hiicrelerden gelen aksonal uzantilarin bir pargasi olarak vezikiillerde bulunan AVP ve

oksitosin salgilar (10).
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Sekil 2.7 Hipotalamus — hipofiz — hedef organ eksenleri

TRH: Thyrotropin-releasing hormone; CRH: Corticotropin-releasing hormone: SS: Somatostatin; GHRH: Growth
hormone-releasing hormone: GnRH: Gonadotropin-releasing hormone: TSH: Thyroid stimulating hormone: ACTH:
Adrenocorticotropic hormone: FSH: Follicle stimulating hormone: LH: Luteinizing hormone; T3: Triiodothyronine;
T4: Thyroxine; IGF-1: Insulin-like growth factor -1

Kwadade, K. “Concept map of the endocrine system” (2024). [ONLINE] Available at
https://www.myendoconsult.com/learn/glucose-transporters [Accessed 26 June 2024] kaynagindan yeniden

diizenlenmigtir.

2.2 Hipopituitarizm

Hipopituitarizm, sadece bir hipofizer hormonun eksik oldugu izole hipofiz
hormon eksikligi ve birden fazla hormonun eksik oldugu CHHE olarak
simiflandirilabilir. Panhipopituitarizm terimi ise tiim adenohipofiz hormonlarinin
eksikligini tanimlamak icin kullanilsa da bazi durumlarda bu terim AVP eksikligini de

kapsayabilir.

Fetal gelisim sirasindaki olumsuzluklar sonucu gelisen hipopituitarizm, KH
olarak ifade edilir. Olgular, bulgularin ge¢ ortaya ¢ikmasi veya tanida gecikmeler

sonucu ileri yaslarda da tanmi alabilir. KH, genetik nedenler veya antenatal olaylar
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sonucu geligebilir, siklikla idiyopatiktir. Norohipofizin gelisim basamaklarindaki
farkliliklar nedeniyle AVP eksikligi her olguda goriilmez. AVP eksikligi, yakin zamana
kadar santral diabetes insipidus (DI) olarak adlandirilmaktaydi; ancak, giincel
literatiirde AVP eksikligi seklinde ifade edilmesi dnerilmektedir. Bu yeni isimlendirme,
diabetes mellitus ile karistirilmay1 6nlerken hem etiyolojiyi hem de tedaviyi vurguladig:
icin tercih edilmektedir. AVP eksikligi diger eksikliklerle bir arada bulunabilir veya
izole olabilir (2, 10).

Coklu hipofiz hormon eksikligi (CHHE)

Coklu hipofiz hormon eksikligi ¢cogunlukla biiyiime hormonu eksikligine eslik
eden bir veya daha fazla hipofiz hormonunun eksikligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Konjenital formu hipofiz gelisiminde rol alan transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genlerdeki bozukluklara bagli gelisebilecegi gibi; ¢cogu idiyopatiktir. Bilinen genetik
nedenler arasinda Onemli Ol¢iide fenotipik degiskenlik vardir; bazi formlar eksik
penetrans gosterir ve asemptomatikten siddetli yenidogan baglangicli formlara kadar
degisken klinik s6z konusudur. Farkli biyokimyasal ve yapisal formlarina neden oldugu
gosterilmistir. Transkripsiyon faktorlerindeki kusurlar, normal hipofiz goriiniimiinden
adenohipofiz hipoplazisi (AHH) veya agenezisine kadar degisen bir dizi yapisal
fenotipe neden olmaktadir. Infundibulum/hipofiz sap1 ince veya gelismemis olabilir.
Norohipofiz hipoplazik, gelismemis veya ektopik olabilir. Erken gelisimi agamasinda
rol alan faktorlerin kusurlarinda hipofiz gelisimine ek olarak néroanatomik bozukluklar
da tabloya eslik edebilir (2). Septo-optik dispazi (SOD) ve holoprozensefali (HPE) bu
duruma Ornektir. Bu ¢alismada, CHHE, “sendromik™ ve “sendromik olmayan” olarak

siniflandirilarak neden olan transkripsiyon faktorleri ile birlikte ele alinacaktir.
Sendromik CHHE/hipopituitarizm
Septo-optik displazi (SOD)

de Morsier Sendromu olarak da adlandirilan SOD, optik sinir hipoplazisi, orta
hat anormallikleri (korpus kallozum agenezisi (KKA) ve septum pellusidum yoklugu),
ve hipopituitarizm ile birlikte hipofiz hipoplazisi gibi bulgulardan en az ikisinin varlig
ile tan1 alan oldukga heterojen bir durumdur (25). Olduk¢a nadir goriiliir ve sikliginin
1/9.000-40.000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (26). Hipopituitarizm ve optik sinir
hipoplazisi arasindaki iliski, optik kiyazmanin embriyolojik kokeninin infundibular

dokunun hemen o6niinde olmasiyla iliskilidir, bu nedenle bu konumdaki bir uyaran her
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iki yolu da kesintiye ugratabilir. Fenotip, ailesel SOD olgularinda bile oldukca
degiskendir. Cesitli genetik nedenler tanimlanmis olsa da, bunlar SOD olgularinin
%10'undan azini olusturur (27). Bugiine kadar, HESX1, SOX2, SOX3 ve OTX2 gibi
transkripsiyon faktorleri, SOD etiyolojisinde rolii en ¢ok olan genlerdir. KAL1, FGFR1,
PROKR2 ve FGF8 gibi hipogonadotropik hipogonadizme (HH) yol acan genlerdeki
varyantlar da yakin zamanda SOD olgularinda bildirilmistir (6, 28). GLI2, BMP4,
TBC1D32, PROKR2 varyantlar1 da SOD ile iligkilidir; ancak, tipik fenotipleri SOD
degildir.

SOD, genellikle primipar geng¢ annelerin bebeklerinde gozlenir ve dogum Oncesi
alkol ve uyusturucu kullanimma maruz kalma etiyolojide One siiriilmiis olsa da,

nedenselligi destekleyecek yeterli kanit yoktur (29, 30).

SOD’da gozlenen optik sinir hipoplazisi tipik olarak bilateraldir (%80-90) ve
orta hat defektleri de septum pellusidumun (%85) veya korpus kallozumun (%30)
hipoplazisi veya agenezisi seklindedir (30). Hipofiz hormonu eksiklikleri %55-80'inde
mevcuttur; BH ve TSH eksikligi en sik goriilen eksikliklerdir ve bunlart ACTH
eksikligi izler. AVP eksikligi ve HH, olgularin %30'undan azinda gozlenir. Bu hormon
eksikliklerinin yaklasik yaris1 yasamin ilk iki yilinda tespit edilir ve yenidoganda ciddi
hipoglisemi ve kardiyovaskiiler instabilite ile ortaya c¢ikabilir, geri kalani ise ¢ocukluk
ve ergenlik doneminde ortaya c¢ikar. Hormonlarin eksiklik derecesinin zaman iginde
ilerledigi de bildirilmistir (25). SOD'lu ¢ocuklarda tipik olarak belirli bir diizeyde gérme
bozuklugu mevcuttur ve %44-80'inde agir gorme bozuklugu vardir. Epilepsi ve davranig
sorunlar1 yaklagik dortte birinde ve bilissel bozukluk %42,5'inde goézlenir (25, 30).
Yakin zamanda, olgularin %31'inin tedaviye ragmen obez oldugu saptanmistir ve bu da

hipotalamik etkilenmenin katkis1 oldugunu diigiindiirmektedir (25).
Holoprozensefali (HPE)

Prozensefalon insanlarda gestasyonun 18 ve 28. giinleri arasinda sag ve sol
hemisferlere ayrilir. Bu siirecteki sorunlar, frontal korteks icinde bir baglant1 ile ayrilmis
ventrikiillere sahip lober HPE, kismen ayrilmis semilobar HPE ve siirekli tek bir 6n
ventrikiile sahip alobar HPE ile sonuglanir. Yiiz gelisimi de aym siirecten etkilenir ve
hipotelorizm veya yarik damaga neden olabilir. Ciddi olgularda anoftalmi veya siklopi
gozlenebilir. Orta interhemisferik varyant HPE’de ise, frontal ve oksipital loblar normal

olarak birbirinden ayrilmistir ancak, frontal ve pariyetal loblarin daha arka boliimlerinin
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farkli kisimlarini iceren prozensefalik bir boliinme eksikligi mevcuttur. Bu formda
korpus kallozum gdvdesi yok iken korpus kallozumun genu ve spleniumu genellikle
mevcuttur. Diger HPE varyantlar1 gibi, talamus ve kaudat g¢ekirdekler tam olarak
ayrilmamis olabilir, ancak hipotalamus ve lentiform ¢ekirdekler ayrilmistir (31). HPE,
250 embriyodan 1'inde goriliir; ancak, fetal O6lim oram1 yiiksektir. Dogumda

insidansinin 1/8.000-16.000 oldugu tahmin edilmektedir (32).

Diger iliskili orta hat defektleri arasinda olfaktor bulbus ve korpus kallozumun
az gelismis olmasi, tek orta hat maksiller kesici dis ve hipoplastik hipofiz veya ektopik
norohipofiz (ENH) sayilabilir. HPE, olgularin %5-10'unda anterior hipopituitarizm ile
iligkilidir ve %70'inde AVP eksikligi goriiliir (33).

Birgok olgu, tim HPE nedenlerinin %40-60'1n1 olusturan trizomi 13'ten
kaynaklanir, trizomi 18 ve triploidi de iliskilidir. SHH ve ZIC2 genindeki varyantlar
sendromik olmayan olgularin %5'ini olusturur. SIX3, TGIF ve CDON, HPE ile iliskili
diger genlerdir. SIX3, agir HPE fenotipi ile karakterize iken TGIF’de fenotip oldukca
degiskendir. CDON gen varyantlarinda konjenital kalp hastaligi, renal displazi, radiyal

kusurlar ve safra kesesi agenezisi ile goriilebilir (34).
Hipofiz Sap1 Kesisi Sendromu (Pituitary Stalk Interruption Syndrome, PSIS)

Infundibular hipoplazi/agenezi, AHH ve ENH birlikteligi, hipofiz sap1 kesisi
sendromu (PSIS) olarak tanimlanmaktadir. SHH ve SIX3, TGIF, CDON ve GPR161
dahil olmak tizere SHH sinyal yolunun diger genlerinin tiimii, HPE olmaksizin PSIS ve
CHHE'li olgularda bildirilmistir (35). iliskilendirilen diger KH nedenleri arasinda
POU1F1, PROP1, LHX3, LHX4, HESX1, SOX3, OTX2, PROKR2 ve FOXA2
bulunmaktadir. Genis serilerde olgularin tamaminda BH eksikligi olup ¢ogunlugunda
gonadotropin, ACTH ve TSH eksiklikleri, azmnliginda ise hiperprolaktinemi
saptanmugstir (36).
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Normal hipofiz bezi infindibulumda incelme Adenohipofiz hipoplazisi

Hipofiz sapi ve norohipofizyok  Ektopik nérohipofiz PSIS

Sekil 2.8 Yapisal hipofiz fenotiplerinin lateral kesitten goriiniimii (2)

PSIS (Pituitary Stalk Interruption Syndrome): Pituiter sap kesisi sendromu PSIS: Adenohipofiz hipoplazisi,
infundibular incelme/yokluk ve ektopik nérohipofiz (ENH) birlikteligi. Cullingford DJ, Siafarikas A, Choong CS.
Genetic Etiology of Congenital Hypopituitarism. In: Feingold KR, Anawalt B, Blackman MR, Boyce A, Chrousos G,
Corpas E, ve ark., editors. Endotext. South Dartmouth (MA): MDText.com, Inc. kaynagindan yeniden

diizenlenmistir.
Sendromik CHHE etiyolojisi ile iliskili genler
HESX1 (Hesx Homeobox 1)

HESX1 geni (MIM*601802), kromozom 3p14.3 bolgesinde yer alan homeobox
gen ailesinin bir lyesidir ve bu gendeki varyantlar dominant ve resesif kalitimla
hipopituitarizme yol acgabilmektedir. HESX1’deki patojenik degisimlerin SOD

olgularinin yaklasik %1°ne neden oldugu bildirilmistir.

Hesx1, hipofiz primordiyumunun en erken belirteclerinden biridir ve E7.5'ten
E8.5'e kadar 6n beyinde ve E8.5'ten E13.5'e kadar Rathke kesesinde tespit edilebilir.
E12'den itibaren hizla downregiile olur ve E13.5'e kadar tespit edilemez hale gelir (6).
Hesx1 hipofizin yapisal organizasyonunu diizenler ve transkripsiyonu baskilayarak
infundibulum ve ¢evre dokularla etkilesime girer. Transkripsiyonel bir baskilayici olan
Hesx1’in downregiilasyonu Propl gibi sinyal yolagimin asagisinda rolii olan diger
genleri aktive eder, bu da her ikisinin de karsit transkripsiyon faktorleri olarak islev
gordiiglinii disiindiirtir. Faredeki caligmalar, Hesx1 etkisi olmadiginda tipik olarak
Rathke kesesi/on hipofiz olusumunu engellemedigini (%5); ancak, polipitiiitarizm ile

sonuglanabilecegini gostermektedir. Hesx1'in hedefli olarak yok edilmesi (knock-out),
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SOD benzeri anoftalmi veya mikroftalmi ve orta hat kusurlar1 (septum pellusidum

yoklugu ve hipofiz hipoplazisi gibi) ile sonuglanir (37).

HESX1'in LHX3, PROP1, FGF8 ve FGF10 genlerinin bolgesel ifadesini
diizenleyerek hipofizin asir1 genislemesini 6nledigi 6ne siiriilmektedir. HESX1, OTX2
ve LHX3 transkripsiyon faktorleri tarafindan aktive edilirken FGF8 ve PROP1
tarafindan baskilanir (38).

Ik kez 1990'larin sonunda akrabalik olan bir ailede HESX1’de homozigot
(p.(Argl60Cys)) varyant1 tamimlamistir. SOD fenotipi olan bu olgularda optik sinir
hipoplazisi, orta hat kusuru, ENH ve hipopituitarizm ile birlikte AHH gosterilmistir
(37). Daha sonra bildirilen HESX1 varyantlarinda ise, anoftalmi, mikroftalmi, optik sinir
hipoplazisi ve optik sinir aplazisi gibi bulgularla birlikte olgularin yaklasik %30'unda
tam SOD triyadi olabilecegini gostermektedir (38). HESX1 patojenik varyantlarinin
cogunlugu BH eksikligi ile kendini gosterir ve diger adenohipofiz hormonlarinin
eksikligi degisken ve AVP eksikligi nadirdir. Etkilenen bireylerde gdriiniim normal bir
hipofiz bezinden, ENH ve AHH’ye dek degisebilir. Ayrica hipoplazik burun
bosluklari/olfaktor bulbuslar ve 6n beynin az gelismis olmast ile de iligkilidir (38-41).

Otozomal dominant formlar tipik olarak ENH ve BH eksikligi ile daha hafif bir
fenotipe neden olur; ancak, fenotip-genotip iliskisi zayiftir. Asemptomatik ebeveynler
ve kardeslerin bildirilmesi ve bazi olgularda orta hat kusurlari ve optik sinir
anomalilerinin bulunmamasi nedeni ile penetrans degiskendir. HH tanili 217 olgu
incelendiginde, %]1,4'linde HESX1 varyanti saptanmig ve bu olgularin

goriintiilemelerinde hipofizin normal oldugu ortaya konmustur (42).
SOX2 (SRY-Box 2)

SOX2 geni (MIM*184429), 3q26.33 kromozom bdlgesinde bulunur ve otozomal
dominant kaliim gosterir. Mikroftalmi ve anoftalmi olgularmin %10-15'ine SOX2
varyantlar1 neden olabilmektedir. SOX2 ve SOX3, transkripsiyon faktorlerinin SOX
(Sry-Related Hmg-Box Gene) ailesindendir ve her ikisi de gelisimin erken donemlerinde

ifade edilen ve hiicreler farklilastik¢a ifadesi azalan genlerdir (27).

Sox2 morula evresinde, E2.5'te ifade edilir; ancak gastrulasyondan itibaren
presumptif noroektoderm ile siirhidir ve E9.5'te beyinde, merkezi sinir sistemi

(MSS)'de, duyusal plakodlarda, brankiyal arklarda, 6zofagusta ve trakeada bulunur (38).
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E11.5'te Rathke kesesi boyunca ifade edilir; ancak, E18.5'ten itibaren ara lobla sinirlidir
(43). Insanlarda 3.5-9. haftalar arasinda gelisen adenohipofizde ve diensefalonda ifade

edilir; nérohipofiz veya infundibulumda ifade edilmez (27).

Ilk olarak 2006 yilinda gelisimsel gecikme, &zofagus atrezisi ve genital
anomalilerle iligkili bilateral anoftalmi veya siddetli mikroftalmiye neden olan
heterozigot de novo SOX2 varyantlar1 tamimlamistir (44). Daha sonra Kelberman ve ark.
SOX2'nin HH, BH eksikligi ve AHH ile iligkisini bildirmistir (45).

AHH’ye ek olarak, siklikla hipotalamik hamartomalar ve korpus kallozum
anomalileri goriiliirken; ayrica, hipokampus anomalileri, sensorinoral isitme kaybi,
ogrenme giicliikleri ve biligsel bozukluklar sik¢a karsilasilan durumlardir. Biiyiik
¢ogunlugunda en az bir gozde anoftalmi goriliir; ancak, daha hafif olgularda
mikroftalmi, kolobom ve optik sinir hipoplazisi de mevcuttur. Cok nadir durumlarda
normal goz yapilarina rastlanir. SOX2 varyantlari, 6zofagus/trakea ve genital
anomalilerle seyreden AEG sendromu (Anoftalmi- Esophagus (6zofagus)- Genital) ile
de iliskilendirilmistir. Mikropenis ve kriptorsidizm sik¢a goriiliir. Genital anomaliler
disilerde daha az siklikta olmakla birlikte bazi olgularda vaginal agenezi gibi ciddi
bulgular olabilir (10).

SOX3 (SRY-Box 3)

SOX3 geni (MIM*313430) kromozom Xqg27.1'de bulunur ve bu gendeki
varyantlar X'e bagli resesif kalitilir. BH eksikligi olgularinin %0,4'linde goriildiigii
bildirilmistir. SOx3 embriyonik gelisim sirasinda merkezi sinir sistemi boyunca ve ilk
olarak E6.5'te ifade edilir, ancak hizla 6n ektoderm ve presumptif néroektoderm ile

sinirlanir. Infundibulum ve presumptif hipotalamusta yiiksek oranda ifade edilir ancak

Rathke kesesinde ifade edilmez (38).

SOX3, hipotalamus ve infundibulumun gelisiminin yan1 sira adenohipofizin
gelisimini  de destekler. Gen ifadesinin olmamasi, hipofiz proliferasyonunu
desteklemekle iligkili diger genlerin ifadesini azalttigir diisiiniilerek infundibulumun
incelmesiyle sonuclanir. Sonu¢ olarak, Rathke kesesi baslangicta genisler; ancak,
sonunda AHH gelisir. FGF8 ve BMP4'in ifadesini smirlandirarak asir1 aktiviteyi
onlemede gorevlidir. Ayrica, SOX3 duplikasyonlar1 da fonksiyonel olmayan degisimler
(tipik olarak polialanin genislemeleri) benzer fenotiplerle iliskilidir. Bu durum, optimal

embriyolojik gelisim i¢in dogru dozda SOX3 gerektigini gostermektedir (38).



21

Laumonnier ve ark. SOX3 fonksiyon kaybi sonucu izole BH eksikligi ve
ogrenme giicliigii olan bir erkek ¢ocuk tanimlamistir (46). Daha sonra, BH eksikligi
olan erkekler de bildirilmistir ve bu olgularda gelisimsel gecikme veya degisken
siddette biligsel bozukluk oldugu bildirilmistir. Boy kisaligi ve dil/isitme bozuklugu
olan bes etkilenmis disiden olusan bir aile tanimlanmigtir. Diger es zamanli hipofiz
hormon eksiklikleri degisken siklikta mevcuttur ve bazi olgularda panhipopituitarizm

tanimlanmustir (38).

SOX3 eksikliginde, KKA, infundibulum hipoplazisi/aplazisi ve ENH’ye ek
olarak bilissel bozukluk ve 6grenme giicliikleri de gézlenmektedir. SOX3 mutasyonlari
optik sinir hipoplazisi ile iligkilendirilmemistir. Kraniyofasiyal anormallikler fare
modellerinde siklikla bildirilmekle birlikte insanda nadirdir ve bir spina bifida

olgusunda tanimlanmstir (38).
OTX2 (Orthodenticle Homeobox 2)

OTX2 geni (MIM*600037) 14g22.3 kromozomunda yer alir ve otozomal
dominant kalitilir. Anoftalmi/mikroftalmi olgularinin %?2-3'linde tespit edilmistir ve
hipopituitarizm ile iligkilidir. OTX2, beynin 6n kismindaki yapilarin gelisimi ve 6n

beyin (forebrain) idamesi i¢in kritik oneme sahiptir (47).

Farede E10.5'ten itibaren Otx2, nérohipofiz ve hipotalamusta giiglii sekilde ifade
edilir. Rathke kesesindeki ifadesi oldukg¢a azdir. Gen ifadesi E12.5'te susturulur. Otx2
etkisizligi, noérohipofiz ve hipofiz sap1 gelisiminde yetersizlige ve sekonder AHH ye yol
acar. Bu duruma, FGF10 iiretiminde eksiklige bagli AHH neden olur; hiicre
farklilagsmasi normal gelisir. Ayrica, Hesx1 ve Poulfl'in diizenlenmesi (upregiilasyonu)

i¢in de onemlidir.

OTX2’deki patojenik varyantlarda tipik olarak izole BH eksikligi gézlenmekle
birlikte CHHE, TSH eksikligi, HH gozlenebilir. Hipofiz hipoplazisi olabilecegi gibi
hipofiz bezi normal de olabilir, ENH eslik edebilir. Anoftalmi/mikroftalmiden optik
sinir hipoplazisi veya retinal distrofiye kadar degisir ve normal okiiler fenotip de

tanimlanmistir. Ek anomali goriilmesi nadirdir (47).
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PAX6 (Paired Box 6 Gene)

PAX6 geni (MIM* 607108), 11p13 kromozomu iizerinde yer alir ve otozomal
dominant 6zellikte eksik penetrans ile kalitilir. Farede hipofiz gelisiminde Pax6, E9-
12.5'ten itibaren Rathke kesesinin dorsalinde ifade edilir ve ventral-dorsal hiicre
siirlarint olusturur. G6z gelisiminin erken evrelerinde 6nemli bir rolii vardir, klasik
olarak aniridiye neden olur, hipoplazi veya mikroftalmi veya anoftalmi gibi optik sinir

anomalileri de tanimlanmustir (48).

Bugiine dek ¢ok sayida PAX6 varyanti tasiyan olgu tanimlanmis olup bunlardan
cok azinda hipopituitarizm bildirilmistir. Bu nedenle, g6z anomalileri olan hastalarda

hipopituitarizmin nadir bir nedenidir ve SOD ile ortaya ¢ikabilir (49).
RAX (Retina And Anterior Neural Fold Homeobox)

RAX geni (MIM*601881) kromozom 18q21.32 bélgesinde 6n beyin ve goz
gelisiminde rol alan ve resesif ozellikte kalitilan bir gendir. Insanlarda anoftalmi,
mikroftalmi ve palatal anomalilerle iliskilidir. Anoftalmi/mikroftalmi olgularinin
yaklasik %3"tinde bulunur (50). Bugiine kadar bir hastada panhipopituitarizm ve hipofiz
agenezisi (6n ve arka hipofiz) saptanmistir; ancak, diger hastalarda hipofiz anomalileri

gosterilmemistir (51).
TCF7L1 (Transcription Factor 7-Like 1)

TCF7L1 geni (MIM* 604652), kromozom 2pl1.2 bolgesinde yer alir ve
WNT/B-katenin sinyal yolu ile beyin gelisimi i¢in dnemli olan bir transkripsiyon
diizenleyici gendir. TCF7L1'in heterozigot varyantlarmin hastaliga yol a¢tigi, birinde
BH ve ACTH eksikligi olan ve optik sinir hipoplazisi, AHH ve norohipofizin agenezik
oldugu iki SOD olgusunda tanimlanmustir (52).

LHX3 (LIM Homeobox Gene 3)

LHX3 geni (MIM*600577), kromozom 9q34.3 iizerinde bulunur ve eksikligi
resesif kalitim oOzelligi gosterir. Hipopituitarizm olgularmin %0.5-1.2'sinde goriiliir.
LIM homeobox proteinleri LHX3 ve LHX4 erken gelisim evrelerinde ifade edilir ve
hipofiz gelisimini desteklemede birlikte rol alir (53, 54).

Lhx3 ilk olarak Fgf8 tarafindan indiiklendikten sonra E9.5'te Rathke kesesinde

ifade edilir ve E12.5'e kadar agirlikli olarak kesenin dorsal yoniinde ifade edilir. Ayrica
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ventral arka beyin, i¢ kulak ve omurilikte de ifade edilir ve aktivitesi hipofizde LHX4 ve
i¢ kulakta SOX2 tarafindan diizenlenir. Lhx3, gelisim boyunca adenohipofiz ve ara
lobda ifade edilir, yetiskinlige kadar devam eder. Bu nedenle bazi hiicre tiplerinin
korunmasinda rolii oldugu diistiniilmektedir. LHX3 null farelerde, Rathke kesesi
baslangicta olusur; ancak, HESX1 ve POU1F1 iiretimini desteklememesine bagli olarak
On ve ara loblarn aplazisi olusur ve kese de geriler. Lhx3, Rathke kesesinin 6n hipofize
olgunlagsmasi i¢in kritik 6neme sahiptir ve kortikotroplar bir miktar korunmus olsa da

tiim 6n hiicre hatlarmin farklilasmasini diizenler (55).

LHX3 varyantlar1 yaygin olarak CHHE’ye neden olur. Yaklasik yarisinda ACTH
tiretimi normaldir. Olgular tipik olarak dogumda tespit edilir; ancak, ¢ocukluk boyunca
hipopituitarizm gelistiren daha hafif fenotipler de tanimlanmistir. Goriintiillemelerde
%10 olguda bulgular normaldir. Aplaziye kadar degisen degisken bir klinik de orataya
¢ikabilir ve baz1 olgularda mikroadenom goriiniimii vardir (56). LHX3, SOX2 ile birlikte
i¢ kulagn kisitlt bir bolgesinde bulundugundan, yaklasik yarisinda sensorindral igitme
kaybr goriiliir. Olgularin %38'inde zihinsel yetersizlik veya 0Ogrenme giigliikleri
bildirilmistir (57). Yaklasik %70'inde sinirli rotasyona sahip kisa ve sert bir boyun,
yaklasik %50'sinde ise skolyoz gibi diger vertebral anomaliler gozlenir. Respiratuvar
distres sendromu (RDS) da bazi olgularda tanimlanmistir (57). Erken baslangichh CHHE
ile birlikte boyunda hareket kisitlilig1 ve/veya isitme kusuru olan olgularda LHX3 ile
iligkili patolojiler akla gelmelidir. RDS de nadiren eslik eden fakat LHX3 yoniinde yol

gdsterici bir bulgudur.
LHX4 (LIM Homeobox gene 4)

LHX4 geni (MIM* 602146) kromozom 1q25.2 bdlgesinde yer alir ve dominant
kalitilir. Hipopituitarizm olgularinin %0,9-1,4tinti olusturur (58). LHX4, LHX3 gibi
E9.5'ten itibaren Rathke kesesinde ifade edilir; ancak, E12.5'e kadar 6n lobla sinirlidir.
Ayrica arka beyin, serebral korteks ve omurilik dokularinda da ifade edilir. LHX4 ve
LHX3, hipofiz hiicrelerinin 6zellesmesini desteklemek igin birlikte ¢alisir ve LHX4,
LHX3 ve POU1F1'i upregiile etmek ve bu indiiksiyonun dogru zamanlamasini saglamak
icin Onemlidir. Bu nedenle, LHX4 eksikligi LHX3 eksikliginin bir unsuruyla
sonuglanabilir ve uygun hiicre farklilasmasina sahip; ancak, hormon iireten hiicrelerin

sayisinin azaldigi hipoplazik bir 6n hipofize neden olabilir (59).
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LHX3'te oldugu gibi, LHX4 de tipik olarak CHHE’ye neden olur, ancak gegici
izole BH eksikligi dahil olmak {izere daha hafif olgular bildirilmistir (58). Resesif
kalitimda letal olabilen LHX4 varyantinin saptandigi bir ailede CHHE ve siddetli
hipopituitarizm ve solunum sikintis1 bildirilmistir. Goriintiillemede ENH yaygindir ve
adenohipofiz normalden aplaziye kadar degiskendir. Az sayida olguda Chiari 1
malformasyonu da bildirilmistir. Penetrans degiskendir ve asemptomatik etkilenmis

ebeveynler yaygindir (60).
GLI2 (GLI-Kruppel Family Member 2)

GLI2 geni (MIM*165230) kromozom 2ql4.2 bulunan bir ¢inko parmak
transkripsiyon faktoriidiir ve inkomplet penetrans ile otozomal dominant kalitim
gosterir. Hipopituitarizm olgularindaki prevalansi %13,6 olarak bildirilmis olsa da diger

kohortlar bunun daha nadir (<%1) oldugunu gostermistir (61).

Gli2, Bmp4 ve Fgf8' indiikledigi ventral diensefalonda ifade edilir ve SHH
yanitina aracilik etmek i¢in dnemli oldugu E8.5'ten itibaren oral ektoderm ve Rathke
kesesinde bulunur. GLI2 hipofiz 6nciil hiicrelerin ¢ogalmasini desteklemek igin
onemlidir. Etkisizligi hipofiz hiicre sayilarinin, 6zellikle kortikotrop, somatotrop ve
laktotroplarin azalmasina, ancak genel olarak hiicrelerin uygun diizende farklilagsmasi

ile sonuglanir (62).

GLI2'nin SHH etkisine aracilik ettigi gosterilmistir. SHH iizerindeki etkisi
HPE’ye neden olabilmektedir. Roessler ve ark., HPE kriterlerini karsilayan 390 hastanin
yedisinde GLI2 gen varyantlarini tanimlamistir; ancak bunun nadir bir bulgu oldugu
gosterilmistir (63). GLI2 varyanti olan 112 olgu ile yapilan bir ¢alismada ise HPE’li
yalnizca li¢ ¢cocuk saptanmistir. Bunlardan birinde de HPE’ye neden olan bagka bir
gende varyant tespit edilmistir. Bu caligma, trunkasyona neden olan GLI2 varyanti
tastyanlarin %62'sinde hipofiz anomalileri ve polidaktili oldugunu ve sadece %15'inde
her iki anomalinin de olmadig1 gosterilmistir. Protein trunkasyonuna neden olmayan
varyant tastyanlarin ise %58'inde hipopituitarizm gozlenmistir. Yiizde 13'iinde orta yiiz
hipoplazisi ve %16'sinda yarik damak/dudak saptanmistir. Diger HPE nedenlerinin
aksine, GLI2 tipik olarak adenohipofiz anomalileri, 6zellikle de BH ve ACTH eksikligi
ile kendini gosterir (61).

Radyolojik bulgular optik sinir hipoplazisi, septum pellusidum veya korpus

kallozum hipoplazisi/agenezi, AHH, ENH veya PSIS dahil olmak {iizere cesitlilik
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gosterir. Dolayisiyla SOD, PSIS ve nadiren HPE, GLI2 iligkili hipopituitarizmin olas1
belirtileridir (64). CHHE, polidaktili, orta yiiz hipoplazi, tek santral kesici dig varligi,

GLI2 varyantlarini akla getirmelidir.
GLI3 (GLI-Kruppel Family Member 3)

GLI3 geni (MIM*165240), kromozom 7p14.1 iizerinde bulunan bir diger ¢inko
parmak transkripsiyon faktoriidiir ve heterozigot varyantlari, mezoaksiyel polidaktili ve
hipotalamik hamartomun go6zlendigi Pallister-Hall sendromuna neden olur. Fare
caligmalarinda, GLI3lin hipofiz veya hipotalamik gelisim veya farklilasma i¢in kritik
olmadig1 gosterilmis olsa da GLI2 varyantlar ile birlesirse, fenotip tek basina GLI2

anomalilerinden daha siddetlidir.

GLI3 geninin amino-terminal {igte birlik kismindaki varyantlar, hipotalamik
anormallikler olmadan polidaktili, makrosefali ve hipotelorizm ile iliskili Greig
Sefalosindaktili sendromuna neden olurken, Pallister Hall sendromu genin orta ligte

birlik kismindaki varyantlardan kaynaklanmaktadir.

Pallister Hall sendromunda, hipofiz fenotipi normal hipofiz islevlerinden izole
BH eksikligi ve panhipopituitarizme kadar degiskendir Ailesel formlar belirtilmistir, bu
nedenle tiim olgular hipofiz yetmezligi a¢isindan degerlendirilmelidir. Hipotalamik
hamartomun diger nedenlerinde oldugu gibi, santral erken ergenlikle de iligkili olabilir

ve olgular bu agidan da izlenmelidir (4, 65).
SHH (Sonic hegdehog signaling molecule)

SHH geni (MIM* 600725), kromozom 7q36 iizerinde yer alir ve MSS'nin,
ozellikle de 6n beynin erken gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir. Notokord, noral tiip ve
bagirsagin arka uzuv tomurcuklarinda bulunur. HPE’de rol oynayan énemli bir gendir
ve HPE olgularinin yaklasik %5 nin etiyolojisinde rol alir. Etkisine diger transkripsiyon
faktorleri aracilik eder. SHH ve ZIC2 olgulart bildirilmis olmasina ragmen, her gen
tipinde on hipofiz disfonksiyonu oranlarina iliskin sinirh veri bulunmaktadir (32, 33).
ZIC2 de HPE olgularinin %5’nin etiyolojisinde rol oynar. SHH ve ZIC3 varyantlarinda

renal ve iiriner anomali goriilebilmektedir (2).
ROBOL1 (Roundabout Guidance Receptor 1)

ROBO1 geni (MIM* 602430), kromozom 3pl12.3 bélgesinde yer alir ve bu

gendeki varyantlar daha 6nce PSIS'li bes olguda monoallelik olarak altinci olguda ise
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biallelik olarak tanimlanmistir. Hipermetropi ve pitoz dahil olmak {iizere okiiler
anomaliler de gorilmiistir. Bazi olgularda etkilenmemis ebeveynler nedeniyle
inkomplet penetrans bildirilmistir. BH ve TSH eksikligi bir arada olan olgular ve bir

panhipopituitarizm olgusu tanimlanmistir (66).
FOXAZ2 (Forkhead box A2)

FOXA2 geni (MIM* 600288), kromozom 20pl11.21 bolgesinde yer alir ve
dominant veya de novo olarak kalitilir (67). FOXA2, GLI2 ve SHH ifadesini diizenler ve
FOXAZ2 genindeki varyantlar ve genin yer aldigi 20p11 delesyonlarinin hipopituitarizme
neden oldugu bildirilmistir (68). Goriintiilemede AHH/aplazisi, ENH ve ince hipofiz
sap1 yani PSIS gozlenebilmektedir. FOXA2 ayrica pankreatik beta hiicrelerindeki K-
ATP kanallart i¢in kritik olan ABCC8 ve KCNJ11 genlerinin diizenlenmesinde de rol
oynar ve bu gendeki varyantlarin konjenital hiperinsiilinizme neden oldugu
gosterilmistir. Diger fenotipik 6zellikler arasinda kraniyofasiyal dismorfizm, koroidal

kolobom, karaciger, akciger ve kalp malformasyonlar1 yer almaktadir (69, 70).
EIF2S3 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 2)

EIF2S3 geni (MIM* 300161), Xp22.11 kromozomunda yer alir ve gendeki
varyantlar MEHMO sendromuna (Mental retardasyon, epilepsi, hipogenitalizm,
mikrosefali ve obezite) neden olur. X’e bagh resesif olarak kalitilir. EIF2S3
embriyolojik gelisim sirasinda hipofiz ve hipotalamusta ifade edilir. Tipik olarak BH
eksikligi ile sonuglanir, panhipopituitarizm de tanimlanmistir. Goriintiilemelerde tipik

olarak korpus kallozum incelmesi ve normal ya da hipoplazik 6n hipofiz saptanir (71).
BMP4 (Bone morphogenetic protein 4)

BMP4 geni (MIM* 112262), kromozom 14022-q23 bolgesinde yerlesir ve
dominant kalitm 6zelliginde olup eksik penetrans gosterebilmektedir. Farede Bmp4,
E8.5'ten itibaren diensefalon ve infundibulumda ifade edilir ve yoklugu hipofiz plakodu
ve Rathke kesesi gelisiminde yetersizlikle sonuglanir (72). Bu gendeki patojenik
varyantlar siklikla anoftalmi/mikroftalmi, YDD ve polidaktili/sindaktili ile iligkilidir.
Rodriguez-Contreras ve ark., 2018’de BH ve TSH eksikligi ve miyopi olan bir erkek
cocukta patojenik bir BMP4 varyanti bildirmistir (73).
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ARNT?2 (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2)

ARNT2 geni (MIM* 606036), kromozom 15g25.1 lokusunda yer alir ve resesif
kalitilir. ARNT2 gelismekte olan 6n ve arka hipofiz ve hipotalamusta ifade edilir ve bu
gendeki patojenik varyantlar AVP eksikligi ile birlikte CHHE ye neden olur. Hipofiz
goriintiilemesinde sap incelmesi ve hipoplastik bir 6n hipofiz ile birlikte arka hipofizin
bright spot 6zelliginin olmadig1 goriiliir. Ayrica postnatal mikrosefali, hipoplazik frontal

ve temporal loblar, renal anomaliler ve gorme bozuklugu ile de iliskilidir (74).
TBC1D32 (TBC1 domain family member 32)

TBC1D32 geni (MIM* 615867), kromozom 6q22.31 boélgesinde bulunur ve
iligkili klinik otozomal resesif kalitim gosterir. Bu gen gelismekte olan hipotalamus ve
Rathke kesesinde ifade edilir ve SHH sinyalizasyonunda ve siliyer fonksiyonda rol
oynar. Bugiine kadar bildirilen az sayida olguda izole BH eksikligi veya
panhipopituitarizm gozlenmistir. AHH veya aplazisi, parsiyel KKA ve optik kiyazma
hipoplazisi, ENH bildirilmistir. Diger fenotipik O6zellikler arasinda yarik damak ve
dudak, hipertelorizm gozlenebilmektedir ve oro-fasiyal-dijital sendromla uyumlu

ekstremite anomalileri (polidaktili/sindaktili) yer alir (75).

Sendromik olmayan CHHE/Hipopituitarizm
POU1F1 (Pou Domain, Class 1, Transcription Factor 1)

POU1F1 geni (MIM*173110), kromozom 3pll.2 bolgesinde bulunan,
baslangicta farelerde (PIT-1 olarak bilinir) ve sonra insanlarda tanimlanan CHHE'nin
saptanmis ilk genetik nedenidir. Olgularin %65'1 resesif, %35'1 ise dominant kalitim
ozelligindedir. POULF1, ailesel CHHE'in %21'ine kadar olmak iizere CHHE'nin

%2,8'inde gozlenmektedir.

Poulfl'in ifadesi Propl tarafindan tetiklenir ve E13.5'ten itibaren hipofizde
goriiliir ve yetiskinlige kadar devam eder. Tirotrop, laktotrop ve somatotrop hiicrelerin
farklilasmasini ve ¢ogalmasini desteklemek icin kritik 6neme sahiptir ve hormon sentezi
icin gerekli olan Ghl, Prl ve TshB genlerini uyarir. Lhx3, Lhx44 ve Otx2 Poulfl'i
upregiile eder ancak Poulfl geninin islevi i¢in Propl gereklidir (55).
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Literatiirdeki olgularin tamaminda BH eksikligi, %87,5'inde TSH eksikligi ve
%095,6'sinda prolaktin eksikligi saptanmistir. TSH eksikligi tipik olarak bebeklik
doneminde, BH ve prolaktin eksikliginden 6nce veya es zamanli olarak tespit edilirken,
~%13,5'1 BH eksikliginden sonra tespit edilir. Yiizde 70'inde AHH gd6zlenebilirken orta
hat ve periferik kusurlar da nadiren goriiliir. Dominant formlarda hipofiz aplazisi
olasiligr daha diistiktiir (%63,6). Hipopituitarizm diginda, POU1F1 ile iliskili oldugu
bilinen baska fenotipik 6zellik yoktur (76).

PROP1 (Prophet of POU1F1)

PROP1 geni (MIM*601538), 5q35 kromozomunda yer alan ve resesif kalitim
gosteren eslestirilmis homeodomain benzeri bir transkripsiyon faktoridiir. Tim CHHE
olgularinin %11'ine, ailesel formlarin %50'sine ve sporadik formlarin yaklasik %7'sine
neden oldugu bilinmektedir. Bu durum farkli popiilasyonlar ve etnik kdkenler arasinda
oldukgca degiskendir; Japonya, Almanya, Birlesik Krallik, Ispanya veya Avustralya'daki
caligmalarda sik degilken Litvanya'daki sayilar CHHE olgularinin %65'i ve ailesel
olgularin>%90" kadar yiiksektir (54).

Propl baslangicta E10'da Rathke kesesinde ifade edilir, seviyeler E12'ye kadar
yukselir ve sona erdiginde E15.5'e kadar diiser. Mezenkimal hiicrelere kok hiicre
doniistimiinii uyarir, hiicre gogiinii ve farklilasmasini destekler. Bunlar olmadan hiicreler
statik kalir. Poulfl'in ifadesi i¢in gereklidir ve bunun basarisiz olmasi hiicre
farklilasmasinda baska sorunlara neden olur. Gonadotropinler ve daha az olgiide
kortikotroplar dahil olmak tizere tiim hiicre hatlarinin uyarilmasi ve farklilasmasinda rol

oynar (77).

Cogunda CHHE gozlenir ve tipik olarak ilerleyicidir, teshis edilen eksikliklerin
sayis1 ve eksikligin siddeti zamanla artar. BH, TSH eksiklikleri ve HHmin baglangict
dogumda tan1 ile antenatal olarak ortaya ¢ikabilir, ancak genellikle daha sonra ortaya
c¢ikar ve nadir durumlarda bazi hiicre hatlar1 normaldir. ACTH eksikligi alt1 yasindan
itibaren bildirilmistir ve tipik olarak gec¢ cocukluk ve ergenlik doneminde gelisir.
Gorilintileme AHH veya normal bir 6n hipofiz (nadiren hiperplazi gdosterir ve
hipogonadizme ikincil 6zellikler (mikropenis ve inmemis testis) disinda ek fenotip

tanimlanmamustir (78).
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izole hipofizer hormon eksiklikleri (izole hipopituitarizm)
Bilyiime Hormonu eksikligi

Harvey Cushing tarafindan 1909 yilinda adenohipofizin biliylime ve yag
metabolizmasi ile iliskisi konusunda arastirmalar baslamig, 1958 yilinda Raben BH
eksikligi olan 17 yasindaki bir olguda biiylime hormonu tedavisini yayimlamistir (1,
79).

BH salgisinin kontrolii

Hipotalamus tarafindan salgilanan GHRH ve somatostatin, somatotroplarin
ultradian ritimde pulsatil olan BH salgisint uyarir. BH karacigerde IGF-1 {iretimine
neden olur. BH ve IGF-1, uzun kemiklerdeki hiicresel proliferasyon ve farklilasma

etkileri ile lineer biiyiimeyi saglar (80, 81).

GHRH, somatotrop hiicrelerde G proteinine bagli bir reseptor (GHRHR) ile
etkilesime girerek cAMP sinyal yolunu aktive eder ve bu da BH mRNA
transkripsiyonunun ve saliniminin artmasina neden olur. BH, iki distilfit kopriisii ve 191
amino asit rezidiisii i¢erir. BH dolagima salindiktan sonra karaciger, kas, kemik ve yag
dokusu gibi hedef dokularda hiicre yiizeyindeki GHR'ye baglanir. Baglanma JAK2'nin
aktivasyonuna yol agar ve bu da Raf-MEK-ERK, PI3K-Akt ve STAT5 dahil olmak
tizere bir dizi sinyal kaskadini tetikler. ERK, Akt ve STATS'in tiimii IGF-1 sentezi ve

salgilanmasi yoluyla biiylimeyi destekler.

[zole BH eksikliginin prevalansinmn  1/4.000-10.000 arasinda  oldugu
bildirilmektedir. Cogu sporadiktir, yaklasik %6,5'inde saptanabilen genetik bir neden
vardir. Aile oykiisii olanlarda bu oran %38'e kadar ¢ikmaktadir. Etiyolojide en sik GH1
ve GHRHR genleri yer alir. HESX1, SOX3, OTX2, LHX4 ve GLI2 gibi CHHE’ye neden
olan genler de izole BH eksikligine neden olabilir. Otozomal resesif GH1 gen
delesyonlarinda tespit edilemeyecek diizeyde diisiilk BH seviyelerine sahip Tip 1A, GH1
genindeki splice-site varyantlar veya diger genlerin neden oldugu Tip 1B, GH1'deki
ekzon atlama (exon skipping) varyantlar1 da dominant kalitilan tip 2- BH eksikligine
neden olur. Tip 3 X'e bagl resesiftir ve agamaglobulinemi ile iliskilidir (82). Giincel

siiflamalarda ise tip 1B tip 4 olarak da ifade edilmektedir (2).
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BH salgilatici hormon (+) SS (-) Hipotalamus
g
BH Adenohipofiz
IGF-1
Karaciger ——) Kemik

Sekil 2.9 BH — IGF1 ekseni (83)

BH: Biiyiime hormonu; BH salgilatict hormon:Growth hormone releasing hormone (GHRH); SS: Somatostatin;
IGF1: Insulin-like growth factor 1. Tseretopoulou X, Mushtaq T. How to interpret IGF-1 and growth hormone
stimulation tests. Archives of disease in childhood -Education &amp; practice edition. 2020;105(5):311-4

kaynagindan yeniden diizenlenmistir.

GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone)

GHRH geni (MIM*139190), 20q11.23 bolgesinde yer alan bes ekzonlu bir
gendir. Bu gen, somatotrop hiicrelerinin ¢ogalmasinit ve BH salgisin1 uyaran
hipotalamik bir peptid olan GHRHyi kodlar. GHRH, preprohormon olarak sentezlenir
ve N-terminal sinyal dizisi enzimatik olarak bolinerek GHRH'in olgun 44-amino asit
formunu ve C-terminal GHRH ile iliskili bir peptidi (GHRH-RP) olusturur.

Ghrh geninin intron 2 ve ekson 3'liniin ¢ogunun delesyonu ile islevsel Ghrh'den
yoksun fareler iiretilmistir. Genin bu kismi, biyolojik aktivite i¢in gerekli olan olgun
proteinin ilk 14 amino asidini kodlar. Ghrh -/- fareler mendelian kalitima uygun oranda
dogmus ve dogumda normal goriinmiistiir. Yasamin ikinci haftasindan sonra biiyiime
geriligi gozlenmistir. Ghrh -/- farelerin hipofiz bezlerinin boyutu kii¢iilmiis ve siddetli

derecede diisiik BH mRNA ve protein igerigi oldugu tespit edilmistir. Ayrica serum Igfl
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ve karaciger Igfl mRNA'lar1 da azalmigtir. Ghrh -/- fareler normal dogurganlik
gostermis, ancak mutant disilerin yavru boyutunda tutarli bir azalma olup bu yavrularda

mortalite oran1 yiiksek saptanmis ve gelisme geriligi bildirilmistir (84).

Yakin zamana kadar BH eksikligine neden olan GHRH varyant1 bildirilmemisti.
Cin’den 2024 yilinda bildirilen bir olguda, GHRH geninde islev kaybina neden olarak
izole BH eksikligine neden olan heterozigot ¢ergeve kaymasi varyant: bildirilmistir. Bu
olgu, GHRH geninde haployetersizligin neden oldugu izole BH eksikliginin patogenezi
hakkinda yeni bilgiler saglamistir (85).

GHRHR (Growth Hormone Releasing Hormone Receptor)

GHRHR geni (MIM*139191), kromozom 7p14.3 bolgesinde yer alan 13 ekzonlu
bir gendir. Hindistan’dan akraba evliligi olan bir ailede iki bireyde siddetli BH eksikligi
(izole BH eksikligi tip 4; MIM#618157) gosterilmistir. GHRHR geninde p.(Glu72*)
varyanti biallelik olarak tespit edilmistir (86). GHRHR sorunlarinin AHH ile iligkisi de
gosterilmistir (87).

GH1 (Growth Hormone 1)

GH1 geni (MIM *139250), kromozom 17qg23.3 {izerinde yer alan bes ekzonlu
bir gendir. GH1’deki biallelik patojenik varyantlar tip 1 izole BH eksikligine neden

olurken monoallelik varyantlar tip 2 izole BH eksikligi veya CHHE’ye neden
olabilmektedir. BH eksikligi fenotipleri Tablo 2.1°de verilmistir.


https://www.omim.org/geneMap/17/840?start=-3&limit=10&highlight=840
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Tablo 2.1 izole biiyiime hormon eksikligi fenotipleri

Tip

1A

1B

Kahtim

OR

OR

oD

XR

OR

Ailevi

olgular (%)

2-4

15-22

Bilinmiyor

16-19

Hipofiz

goriintiilemesi

Normal, AHH

Normal, AHH

Normal/AHH

ENH

Normal, AHH

Genetik ozellikler EKk ozellik

BH diizeyleri
GH1 gen delesyonu,  saptanamayacak
nonsense varyantlar kadar diisiik,

anti-GH antikorlari

GH1 splice-site

varyantlari
GHL1 splice-site ve CHHE
missense varyantlari gozlenebilir
SOX3 Agamaglobulinemi
GHRHR gen
varyantlari

BH: Biiyiime hormonu, OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif, AHH: Adenohipofiz hipoplazisi, ENH:

Ektopik nérohipofiz, Nonsense varyant: anlamsiz varyant, splice-site varyant: kirpilma- bolgesi varyanti, missense

varyant: yanlis anlamli varyant

Izole hipofiz hormon eksiklikleri, TSH eksikligi (santral hipotiroidi) (Tablo

2.2), ACTH eksikligi (santral adrenal yetersizlik) (Tablo 2.3) ve hipogonadotropik

hipogonadizm (Tablo 2.4) olarak sayilabilir.



Tablo 2.2 izole TSH eksikligi (santral hipotiroidi) nedenleri

Gen

TSHB

TRHR

IGSF1

TBL1X

Kalhitim

OR

OR

XR

XR

Hipotiroidi

derecesi

Siddetli

Hafif

Hafif-siddetli

Hafif

PRL, nadiren BH

Diger hipofiz hormon
eksiklikleri
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Diger ozellikler

Sarilik, gelisim geriligi

PRL

Makroorsidi, obezite, DEHAB

Isitme kayb1, DEHAB

OR: Otozomal resesif; XR: X’e bagl resesif, PRL: Prolaktin; BH: Biiylime hormone DEHAB: Dikkat eksikligi

hiperaktivite bozuklugu IRS4 (Xq22.3, Insulin receptor substrate 4), genindeki patojenik varyantlar genellikle izole

TSH eksikliginin bir nedeni olarak bilinmektedir; ancak, simdiye kadar bildirilen olgularda diisiik T4 ancak normal

T3 ve TSH gozlendigi i¢in bunun da gergek bir santral hipotiroidizmi diisiindiirmedigi belirtilmektedir (88)

Tablo 2.3 izole ACTH eksikligi (santral adrenal yetersizlik) nedenleri

Gen

TBX19

PCSK1

POMC

NFKB2

OR: Otozomal resesif; OD: Otozomal dominant; CVID: Common variable immunodeficiency

Kahtim

OR

OR

OR

oD

Klinik 6zellik

Hipoglisemi, kolestaz, adrenal
yetersizlik baglangici

yenidogan doneminde.

Baslangic yas1 degisken,
malabsorbsiyon, ishal
Yenidogan déneminde
hipoglisemi, sarilik
Baglangi¢ yas1 degisken.
Tekrarlayan sinopulmoner

enfeksiyon

Diger hipofiz hormon

eksiklikleri

FSH, LH, BH, TSH,
nadiren AVP

TSH, BH, LH, FSH

BH, TSH (nadir)

Ek ozellikler

Geg tani alirsa
zihinsel yetersizlik,
Chiari 1
malformasyonu
Erken ¢ocuklukta
obezite

Obezite, kizil sag,
diyabet

CVID
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Tablo 2.4 CHHE’nin de gozlenebildigi hipogonadotropik hipogonadizm iliskili genler

Kahtim Diger hipofiz hormon
Gen MR goriintiileme o Ek ozellikler
HH’de sikhik eksiklikleri
OD/OR
PROKR2 SOD/PSIS CHHE -
9%5-23
OD/OR
FGF8 %1 SOD/HPE BH/CHHE VACTERL
0
oD Yarik el/ayak
FGFR1 SOD/PSIS BH/CHHE
%5-11 malformasyonu
Kolobom, KKH,
Koanal atrezi, boy
CHD7 OD/De novo kisalig, zihinsel
- BH/TSH
(CHARGE) %6

yetersizlik, genital
hipoplazi, kulak
anomalileri
OD: Otozomal dominant; HH: Hipogonadotropik hipogonadizm; KKH: Konjenital kalp hastaligi; HPE:
Holoprosensefali; PSIS: Pituitary Stalk Interruption Syndrome, Pituiter sap kesisi sendromu; SOD — Septo-optik

displazi; VACTERL- Vertebral defects, Anal atresia, Cardiac defects, Tracheo-esophageal fistula, Renal anomalies,
and Limb abnormalities



35

2.3. Genetik Tan1 Yontemleri

Genetik hastaliklarin  tan1 ve arastirllmasinda kullanilan teknikler, analiz
hedefine gore, sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler teknikler basliklar
altinda toplanmaktadir. Klinik degerlendirme net bir taniyr isaret ediyor ve iligkili
genlerde daha Once saptanmis varyantlarin ¢ogunlugunu kiigiik dizi varyantlari
olusturuyor ise ilk basamak test Sanger dizi analizi olarak kabul edilmektedir. Lokus
heterojenitesinin gézlendigi durumlarda veya pratik uygulamada Sanger dizi analizine
uygun olmayan durumlarda laboratuvarin kosullarina gore yeni nesil dizi (YND)
yontemleri  kullanilarak panel test de kullanilabilmektedir. Kliniklerin ve
laboratuvarlarin bu testlere erisim olanagina gore tanida kullanilan testler de
degisebilmektedir. Ozgiin bir tanmin elde edilemedigi ve/veya tanimlanmamis genlerin

arastirildigl durumlarda, TED veya TGD analizi 6n plana ¢ikmaktadir.

Genetik tan1 yontemlerine kolay erisim ve biyoinformatik alanindaki hizli
gelismelerle  birlikte, fenotipin  dogru  tamimlanmasi, saptanan varyantlarin
patojenitesinin degerlendirilmesi, aday bulgularin islevsel dogrulamasi ve tim bu
veriler 1s1¢inda dogru ve bilgilendirici raporlama, genetik bir taninin Snemli

asamalaridir.
Bu béliimde ¢alismada kullanilan genetik tan1 yontemlerinden bahsedilecektir.
Molekiiler sitogenetik yontemler
Kromozomal mikroarray
Array CGH

Karsilastirmali genomik hibridizasyon (comparative genomic hybridization,
CGH), indeks DNA ile referans DNA’nin farkli floresan boyalar ile isaretlenerek
metafaz kromozomlarina hibridizasyonu ve renklerin karsilagtirilmasina dayanir. Array-
CGH (aCGH), mikroarray ve CGH tekniklerinin birlestirilmesiyle gelistirilen bir
yontemdir ve genom arastirmalari, kopya sayis1 degisimleri (Copy number variation,
CNYV), submikroskobik delesyon/duplikasyon sendromlarinin tespiti, onkogen ve timor
supressor gen bolgelerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Dengesiz anomalilerin
yiiksek ¢oziiniirliikle gosterilebilmesi ve tiim genomun kisa bir siirede incelenebilmesi
gibi avantajlar1 nedeniyle dogumsal anomali ve zihinsel yetersizligi olan olgularda ilk

yontem olarak onerilmektedir.
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Multipleks ligasyon bagimh prob amplifikasyonu
(Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification, MLPA)

MLPA, birden fazla ekzondaki kopya  sayis1  degisikliklerinin
(delesyon/duplikasyon) saptanmasinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
ligasyon esasina dayanan bir yontemdir. Calisma prensibi, her biri yaklasik 60 niikleotid
(nt) uzunlugunda 6zgiin bir DNA dizisini tespit eden 60 probun amplifikasyonuna

dayanmaktadir.

Bir MLPA probu, hedefle eslesen iki oligoniikleotid zincirinden olusur. Ornek
DNA i¢inde hedef dizi varsa iki prob bu DNA’ya baglanir. Hibridize olmusg probun iki
pargast fosfodiester bagi kurarak ligasyon ile birlesir. Ligasyonu tamamlanan prob
multipleks PZR ile amplifiye edilir. Sadece hedef diziye baglanabilen problar ligasyona
ugrar ve PZR ile ¢ogaltilirlar. PZR sonrasi her bir prob i¢in hedef bolge ile orantili
ozgiin uzunlukta (130-500 nt) amplikonlar elde edilir. ileri primerde floresan boya
varligi nedeniyle kapiler elektroforez sonrast goriintiilleme yapilabilir. MLPA
reaksiyonunda Orneklerin kaynagi, izolasyon teknigi, DNA kalitesi ve referans 6rnek
secimi sonucun kalitesini dogrudan etkilemektedir. MLPA karsilastirmali bir tekniktir
ve Ornekte her bir hedef diziden elde edilen amplikonlarin miktarlar karsilastirilir ve

veri analiz edilir.

Ornek DNA’sinin Prob hibridi Prob ligasvonu Ligasyon sonrasi
denatiirasyonu rob hibricizasyonu gasy problarin amplifikasyonu

i _/ \—.—/\—/‘

Sekil 2.10 MLPA reaksiyonu

(https://www.mrcholland.com/products/4838/MLPA%20General%20Protocol%20MDP-v008.pdf;
27.06.2024) sitesinden yeniden diizenlenmistir.

MLPA'da saptanan tek ekzon delesyonlari, Sanger dizi analizi ile
dogrulanmalidir. Prob baglanma bolgesinde herhangi bir nt degisimi varsa eslesme

olmaz, ligasyon gerceklesmez ve bu bolge "goriiniirde" delesyon olarak algilanir.


https://www.mrcholland.com/products/4838/MLPA%20General%20Protocol%20MDP-v008.pdf
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MLPA teknigi, Hollanda Tip Arastirma Konseyi'ndeki bilim insanlar1 tarafindan
gelistirilmistir (89). Bu kurulus, giinlimiizde de MLPA prob setlerini gelistirmeye ve

pazarlamaya devam etmektedir (https://www.mrcholland.com/).

Molekiiler genetik yontemler
Sanger dizileme (Birinci nesil dizileme)

Niikleotid dizilerinin belirlenmesinde ilk kullanilan teknikler, Sanger dideoksi
dizileme ve Maxam-Gilbert kimyasal degredasyon yontemleridir. Sanger yOnteminin
zamanla gelistirilip iyilestirilmesi ile Maxam-Gilbert yontemi uygulamadan kalkmustir.
Frederick Sanger tarafindan ilk kez 1970'li yillarin sonunda tanimlanan Sanger
dizileme, dideoksi DNA dizileme olarak tanimlanan ve sik kullanilan bir dizileme

yontemidir (90, 91).

Sanger dizileme yOnteminin temel prensibini olusturan dideoksi terimi,
dideoksintikleotid trifosfat (ddNTP) adi verilen modifiye edilmis 6zel bir niikleotidden
gelmektedir. Normal kosullarda, DNA polimeraz, DNA sentezi i¢in niikleotid riboz
halkasindaki 3’-hidroksil grubu ile ardindan gelen niikleotidin 5’-fosfat grubu
arasindaki reaksiyonu katalize eder. Ancak, ddNTP’de 3’-hidroksil grubu bulunmadig1

i¢in, reaksiyon gerceklesemez ve DNA sentezi bu asamada bloke olur.

Sanger dizilemede, ilk donemlerde kullanilan radyografik etiketli niikleotidlerin
yerini daha sonra Ozglin floroforlar veya floresan molekiiller almistir. Dizi
reaksiyonunda her bir ddNTP farkli floresan etiket tasimaktadir. Son gelistirilen
formlarda ise boya sonlandirict dizileme (dye terminator sequencing) teknigi
kullanilmaktadir. Bu teknikle, her bir ddNTP farkli bir floresan boyayla etiketlenir.
Etiketlenmis DNA fragmanlar1 poliakrilamid jel igeren uzun ve olduk¢a ince cam
kapiller tliplerden elektroforezle yiiriitiilirken ve boylarina gore ayrilirken etiketli

bantlar lazer kullanilarak tespit edilir.
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1

Reaksiyon karigimi:
Primer+ DNA + dNTP +
ddNTP (florokrom igaretli) + DNA polimeraz
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Sekil 2.11 Sanger dizileme teknigi

https://letstalkscience.ca/educationalresources/backgrounders/sanger-sequencing, Tiirk¢eye ¢evrilerek yeniden

diizenlenmistir.

Sanger teknigi ile en fazla 1000 niikleotidlik bir dizi elde edebilir. Bunun da
yaklasik 700-800 niikleotidi net okunabilir. Her bir kapillerde tek seferde sadece bir
okuma dizilenebilir, toplam ¢ikt1 okuma uzunluguna esittir. Birden fazla kapilleri olan

dizileyicilerde ise bir seferde 8, 16, 48 veya 96 6rnegin dizilenmesi saglanabilir (92,

93).
Yeni Nesil Dizileme (YND)
ikinci, iigiincii ve dordiincii nesil dizileme
Masif (viiksek kapasiteli) paralel dizileme

Sanger dizileme, biiylikk gen ve genom dizilemelerinde zaman, maliyet ve
etkinlik agisindan yeterli olmadigi i¢in daha hizli yontemlere gerek duyulmustur (94).
Bu nedenle, genomun belli bolgelerinin ya da tiimiiniin kisa siirede dizilenmesini
amaglayan teknikler gelistirilmistir. DNA’nin paralel olarak dizilenmesi esasina
dayanan yaklasimlar 2000°1i yillarin baglarindan itibaren hiz kazanmistir. Bu yonde
gelistirilen tekniklerin tiimii YND, yiiksek kapasiteli paralel dizileme veya ikinci nesil

dizileme olarak adlandirilmaktadir

Yiksek verimliligi ve maliyet etkinligi ile YND, temel biyolojiden klinik tani
alanina kadar cesitli disiplinlerde aragtirmacilar i¢in temel bir ara¢ haline gelmistir ve

genom Yyapisi, islevi ve dinamikleri hakkindaki bilgilerimizi genisletmektedir. Bu


https://letstalkscience.ca/educationalresources/backgrounders/sanger-sequencing
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kapasite, genetik varyasyonun, gen ifadesinin, epigenetik diizenlemelerin ve mikrobiyal
cesitliligin, tiimor heterojenitesi gibi bircok konunun aydinlatilmasinda, ilag
hedeflerinin kesfedilmesinde etkili olmaktadir. Cok sayida incelemeyi ve bireyi ayni
test siirecinde yapabildigi i¢in birinci nesil olan Sanger dizilemeye gore daha hizli ve

daha az maliyetlidir (95).

Bu teknolojinin dezavantajlari, birinci nesil dizilemeye gore daha kisa okumalar
yapmasi ve PZR amplifikasyonuna dayali teknikler oldugu i¢in yanlis okumalara neden
olmasidir. Ozellikle asir1 Guanin (G), Sitozin (C) igeriginden dolay1 yanlis siralama
veya hatali dizileme gozlenebilmekte ve tekrar bolgelerinde cihaz okuma hatalari

yapabilmektedir.

Ticari kullanim 2005 yilinda Roche 454 pirodizileme ile baslamistir. Bu teknigin
ardindan 2007 yilinda sentez yolu ile dizileme Illumina/Solexa tarafindan ve ligasyon ile
dizileme SOLiD Applied Biosystem tarafindan gelistirilmis ve kullanima girmistir. Iyon
yar1 iletken sistemleri (Ion Torrent), 2010 yilinda Life Technologies tarafindan
gelistirilmistir. MGI DNA nanoball sistemleri ise 2012 yilinda Beijing Genomics
Institute (BGI) tarafindan gelistirilmistir (96).

Ucgiincii nesil dizileme teknolojileri ise dizileme siirecini daha da hizlandirip
maliyeti azaltmayr hedeflemektedir. Bu teknikler ile daha uzun okumalar elde
edilebilmektedir. Pacific Biosciences (PacBio) tarafindan gelistirilen Single Molecule
Real Time (SMRT) ve Oxford Nanopore tarafindan gelistirilen nanopore dizileme

teknolojileri tigiincii nesil dizilemeye 6rnektir (96).
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Sekil 2.12 Dizileme teknolojilerinin yillar icinde gelisimi (96)

Dizileme teknolojilerinin gelisimi {i¢ nesil olarak kategorize edilebilir. Birinci nesil, DNA dizileme igin temel
saglayan Sanger dizileme, ikinci nesil, Illumina ve lon Torrent gibi platformlarla masif paralel dizileme ile yiiksek
verimli dizilemeyi saglamistir. Uciincii nesil ise, uzun okuma ve tek molekiil dizileme olanag: sunan PacBio ve
Nanopor platformlarini igermektedir. Satam H, Joshi K, Mangrolia U, Waghoo S, Zaidi G, Rawool S, Thakare RP,
Banday S, Mishra AK, Das G, Malonia SK. Next-Generation Sequencing Technology: Current Trends and
Advancements. Biology (Basel). 2023; 12:997 kaynagindan yeniden diizenlenmistir.

Dérdiincii nesil dizileme, genom ve transkriptom islemlerinin birlikte uygulanip
analiz edilebilmesine dayanmaktadir. Son yillarda, YND tabanli tek hiicre RNA
dizileme (ScCRNA-seq) teknolojisi, farkli uygulamalar i¢in giiclii bir ara¢ oldugunu
kanitlamigtir. Bu teknolojinin uygulamalar1 arasinda hiicre alt popiilasyonlarinin
siniflandirilmasi, nadir hiicrelerin tanimlanmasi ve hiicre soylarmin belirlenmesi yer
almaktadir. Bu sayede, dokularin bilesimi, transkripsiyon dinamikleri ve farkli genlerin

diizenleyici baglantilar1 hakkinda yeni biyolojik veriler saglamaktadir (97).

Ozellikle in situ dizileme (ISS) gibi dérdiincii nesil dizileme ydntemlerindeki
gelismeler, hiicrelerde ve dokularda niikleik asitlerin dogrudan dizilenmesine ve
bdylece Ornekten bagimsiz olarak yiiksek c¢ozilintirliiklii transkriptomik analizlerin
yapilmasmi saglamaktadir. ISS yoOntemleri, daha Once tanimlanmigs YND

reaksiyonlarina dayanmakta olup tek niikleotid varyasyonlar1 da belirlenebilir (97).
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Sekil 2.13 Farkh ilkelere sahip YND platformlarinin genel 6zellikleri (96)

Satam H, Joshi K, Mangrolia U, Waghoo S, Zaidi G, Rawool S, Thakare RP, Banday S, Mishra AK, Das G, Malonia
SK. Next-Generation Sequencing Technology: Current Trends and Advancements. Biology (Basel). 2023; 12:997

kaynagindan yeniden diizenlenmistir.
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Sekil 2.14 In situ dizileme ve SscRNA-seq kullanarak tek hiicre gen ifadesi

verilerinin mekansal yeniden yapilandirilmasi (97) A: Hedef dokuda in situ dizileme

gerceklestirilerek farkli hiicre tiplerinin profillendigi gen ifadesi verileri olusturulur. B: Ayni kdkenden gelen (ayni
morfoloji) veya ardisik bir kesitten elde edilen tek hiicrelere scRNA-seq uygulanir. scRNA-seq verileri
profillendikten sonra, in situ dizileme gen ifadesi 6riintiileri ile eslesen hiicreler, dokunun mekansal organizasyonunu
yeniden yapilandirmak i¢in ilgili pozisyonlarina yerlestirilir. Ke R, Mignardi M, Hauling T, Nilsson M. Fourth
Generation of Next-Generation Sequencing Technologies: Promise and Consequences. Hum Mutat. 2016; 37:1363-

1367 kaynagindan yeniden diizenlenmistir.
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Glinlimiizde ¢ogu yeni nesil teknolojisi, sentez yoluyla dizilemeye
dayanmaktadir. Ikinci nesil dizileme yontemleri kisa okuma teknolojisi ile
tanimlanirken ticlincii nesil gergek zamanli uzun okuma teknolojileri olarak
tanimlanmaktadir. ' YND yontemlerindeki farkliliklara karsin, is akisi genellikle
kiitiiphane hazirligi, niikleik asit dizileme ve veri analizi gibi ii¢ adimdan olusur (96,
98).

Kiitiiphane hazirligi, dizileme igin niikleik asit 6rneklerinin (template) (DNA
veya RNA) hazirlanmasidir ve her platform i¢in farklilik gosterir. Kisa okumali

teknikler i¢in li¢ basamak su sekildedir:
1. DNA’nin uygulamaya 6zgiin 6rnek uzunluklarina parcalanmasi,

2. Adaptorlerin  baglanmasi (fragmanlarin mikro¢ip, mikrobilye veya
nanokuyucuk gibi kati1 ylizeylere baglanmasini veya dairesel hale getirilmesini

kolaylagtirmak i¢in gereklidir),

3. Amplifikasyon (Dizileyicinin algilamasma izin verecek kadar her

ornekten yeterli kopya saglanmast)

Kiitiiphaneler, yalnizca bir ugtan okuma (single-end) veya her iki uctan okuma
(pair-end) olarak dizilenebilir. Kiitiiphane hazirliginda, PZR amplifikasyonu ile iliskili
sorunlar ve polimeraz hatalar1 veya GC igerigine bagl olarak dizi reaksiyonu ile ilgili
yetersizlikler yasanabilmektedir. Son donemde, kisa okuma platformlar1 i¢in PZR'siz
kiitiiphane hazirlama yontemleri de olusturulmustur; bu yontemler, dizilemenin

dogrulugunu artirarak teknik hatalar1 azaltmayi amaglamaktadir (95).

Asagida calismamizda kullanilan ikinci nesil YND tekniklerinin 6zelliklerinden

kisaca bahsedilecektir.
Iyon yari-iletken dizileme (ThermoFisher Scientific)

Iyon yari-iletken dizileme ydnteminde sentez yolu ile dizileme kullamilir.
Kiitliphane hazirligi, 6rnek DNA'y1 mikroboncuklarin yiizeyine izole eder, ardindan bu
boncuklar emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilir. Mikroboncuklar daha sonra her biri bir pH-
metre olarak islev gdren Ozel bir sensorle eslestirildigi bireysel mikrokuyucuklara
dagitilir. Bu yontem, optik temelli degildir, isaretli niikleotidlere dayanmaz, bunun
yerine niikleotidler tamamlayic1 zincire eklenmesi sirasinda agiga ¢ikan hidrojen

iyonlarinin olusturdugu pH degisikligini Olcer. Bu yOntemin dezavantaji, Ornek
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dizisinde ayni niikleotidin bir homopolimeri mevcutsa niikleotidlerin sayisina orantili

olarak uygun olmayan elektriksel sinyaller kaydedebilmesidir (95).

Iyon yari-iletken dizileyicisinin mevcut versiyonu olan lon Torrent Gene Studio
S5, 200 ile 600 nt arasinda okuma uzunluklar1 tireten ve %99'dan fazla dogrulukla 50
Gb'a kadar ¢ikt1 saglayan bir dizi ¢ip kullanan ii¢ enstriiman igerir. Bu enstriimanlarin
baslica uygulamalar1 arasinda hedeflenmis yeniden dizileme, ekzom dizileme,
transkriptom dizileme, kii¢lik genom dizileme, sivi biyopsi ve genis kanser gen panelleri
bulunur. Sistemin avantajlari, isaretli niikleotidlerin yoklugundan ve yiiksek maliyetli
optik gorilintiilemeye ihtiya¢ duyulmamasidir. Ion Torrent yonteminin dezavantajlari ise
verimliginin nispeten diisiik olmasi ve homopolimerlerin ¢oziilmesinde karsilasilan

zorluklardir. Bunlar, indel performansini etkileyebilir (95).
Kisa okuma sentez yolu ile dizileme (I1lumina)

llumina platformlarinda kiitiphane hazirligi sonrasi, yaklagik 450 nt
uzunlugundaki DNA parcalarina adaptorler eklenir, drnekler tamamlayici adaptorlerin
belli bir diizendeki kiimelerin oldugu cam slayta hibridize edilir. Kati ylizeye
baglandiktan sonra fragmanlar, yalnizca bir ugtan (tek u¢lu okuma) veya her iki ugtan
(es uclu okumalar) PZR ile ¢ogaltilir. Ayni anda dizilenebilen milyonlarca hatta
milyarlarca klonal DNA fragmani kiimeleri olusturulur. Geri doniisiimlii sonlandirici
niikleotidler kullanilir ve her seferinde bir niikleotid eklenerek yiiksek ¢ozliniirliiklii
optik goriintiileme elde edilir. Bu islem, okuma uzunlugu boyunca tekrarlanarak dizi

¢iktisini olusturur ve okuma uzunluklar1 genellikle 75 — 250 nt arasindadir.

Illumina, halihazirda dort tezgah istii dizileyici ve iki tiretim 6lgekli platforma
sahip olup degisken uygulamalarla, in vitro tani dahil olmak iizere gesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Farkli kiitiphane hazirhik kitleriyle birlestirildiginde, her bir
enstriiman cesitli veri isleme kapasiteleri, ¢ikti, baz basina maliyet ve uygulama
yelpazesi sunar. Tezgah iistii dizileyiciler (iSeq, MiniSeq, MiSeq ve NextSeq),
bakteriyel genomlardan transkriptom ve TED'e kadar artan kapasiteyle daha kiiclik
deneyler i¢in uygundur (99). Uretim 6lcekli dizileme platformlar1 (HiSeq ve NovaSeq)
ise esas olarak genis Olcekli TED ve TGD analizleri i¢in kullanilir. HiSeq X ve 4000
sistemlerinin akis hiicresi teknolojisi (patterned flow-cell), yilda on binlerce genomu
dizileme kapasitesine sahip olup bu durum, maliyetleri azaltmaktadir. Illumina

dizileyici serisine en son eklenen NovaSeq 6000, akis hiicresini iki renkli niikleotid
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tespit sistemiyle birlestirerek ultra derin TED ve TGD ile tiimdr profillemesi i¢in hiz,

esneklik ve veri isleme kapasitesi saglar (95, 100).

Tablo 2.5. YND platformlarinin verimlilik ve maliyetlerinin karsilastirilmasi (98, 101)

Platform

Sanger

Pirodizileme

lon Torrent

Hlumina

PacBio

Nanopore

Sirket

Applied

Biosystems

Roche 454

Thermo

Fisher

IHlumina

Pacific

Biosciences

Oxford

Nanopore

Okuma

Uzunlugu

(be)

700-1000

400-500

200-400

50-300

10,000-
30,000

5,000-
100,000+

Verim
(Gb)

0.001-
0.01

0.02- 0.7

10- 50

10- 6000

1- 10

1- 200

Calisma
Hata Orani
Siiresi
Diistik
30 dk - 3 st
(0.001%)
Orta (1%) 10- 24 st
Yiiksek
2-7st
(1-2%)
Diisiik
1- 14 giin
(0.1-1%)
Yiiksek
4 - 6 saat
(10-15%)
Yiiksek Gergek
(5-20%) zamanli

Maliyet

Yiksek

Orta

Diisiik

Diisiik

Orta

Degisken

(Diigiik-
Orta)

Goodwin S, McPherson JD, McCombie WR. Coming of age: Ten years of next-generation sequencing technologies.

Nat Rev Genet 2016; 17:333-351 kaynagindan yeniden diizenlenmistir

Bahsedilen ikinci nesil dizileme yontemlerinin genetik tanida kullaniminda

farkli yollar izlenebilir. Hedeflenmis dizileme yaklasimlar1 genom igindeki belirli

bolgeler lizerine odaklanir. Cogu klinik gen paneli, belirli fenotiplerle iliskili genlerdeki

genetik varyasyonu analiz etmek i¢in hedeflenmis gen dizileme yaklasimini kullanir.

Maliyetlerin azalmasi1 ve hata oranlarinin diismesi ile gen paneli yerine TED ve

TGD’nin kullanimi artmaktadir.
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Tiim Ekzom Dizileme (TED) (Whole Exome Sequencing, WES)

Hedeflenmis dizilemeye yonelik daha kapsamli bir yaklasim olan TED, tiim
genlerin protein kodlayan bolgelerini (ekzonlar) hedefler ve bu bolgeler, tiim genomun
yaklagik %2'sini olusturur (102). Giinlimiizde bilinen hastalik iligkili varyantlarin
yaklasik %85'inin ekzomda bulundugu tahmin edilmektedir (95, 103).

TED’in 6zellikle, genetik heterojenitenin fazla oldugu hastaliklarda, klinik taniy1
desteklemede Onemli katkis1 mevcuttur (104). Ayrica, nérogelisimsel yetersizlikler,
otizm, epilepsi, konjenital kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok farkli hastalik grubunda yeni gen

ve sinyal yolaklari arastirilmasinda da etkin olarak kullanilmaktadir (105).

Analizlerde farkli yaklagimlar kullanilabilmektedir. Fenotip ile iligkili oldugu
bilinen genlerin bir listesini iceren biyoinformatik panel iizerinden analiz yapilmasi
veya tiim nadir ve potansiyel olarak patojenik varyantlarin inceledigi ve fenotipler ile
eslestirildigi yaklasimlar 6rnek olarak verilebilir. Heniiz fenotiple iliskilendirilmemis

genlerdeki varyantlarin tanimlanmasi saglanabilir.

TED tekniginin kisithliklari; gen bolgelerinin eksik kapsanmasi, tekrar
bolgelerindeki degisimi tespit etme yeteneginin sinirli olmasi, yapisal varyantlar ile
derin intronik varyantlarin saptanamamasi olarak sayilabilir. Patojenik intronik
varyantlarin veya bazi yapisal varyantlarin saptanmasma yonelik teknik ve

biyoinformatik iyilestirmeler yapilabilmektedir.
Tiim Genom Dizileme (TGD) (Whole Genome Sequencing, WGS)

En kapsamli genom dizileme yaklagimi, hem kodlayan hem de kodlamayan
bolgeleri dizilemektedir. Ozellikle ekzon-intron birlesim bolgelerindeki varyantlarin
saptanmasinda daha etkili oldugu bilinmektedir. Kodlamayan bdlgelerin analizine ek
olarak hedefli panellerin ve TED’in detayli in silico alt-analizlerini gergeklestirmeye
olanak tanir. TED analizi yapildig1 halde klinikle uyumlu herhangi bir varyantin
saptanmadigi durumlarda TGD teknigi tercih edilebilmektedir (106). Son yillarda

TGD’yi ilk basamak inceleme olarak dneren klinikler de bulunmaktadir.

Biyoinformatik alanindaki gelismeler ile genom ve transkriptomun kodlamayan
bolgelerini sorgulamak giderek daha miimkiin hale gelmekte ve bilinmeyen ve
cOziilemeyen hastaliklarin anahtar1 olabilecek ¢cok miktarda kiiciik ve biiyiik Olgekli

degisim ortaya cikarilabilmektedir (107).
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YND teknolojisi hizla gelismekte olup, yiiksek kapasiteli paralel dizilemenin
farkli uygulamalar i¢in artik ¢ok sayida se¢enek mevcuttur. Dizi varyantlarinin analizi

ve yorumlanmasi iyilestikce daha dnce ¢oziilemeyen hastaliklarin tanisi kolaylasacaktir.



47

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, 1U Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Klinigi’'ne CHHE &n
tanisiyla yonlendirilen 148 olgunun dosya bilgileri incelendi. Klinik degerlendirmeleri

yapildi. Uyumsuz Klinik ve yetersiz veri nedeniyle 23 olgu dislandi.
Calismaya 118 aileden 125 (45 kiz) olgu alindi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 2021/2094 tarih ve sayisi ile onaylanmistir.

3.1  Klinik Degerlendirme

Klinik ve biyokimyasal olarak izole biiyiime hormonu eksikligi veya CHHE
tanis1 konulan ve genetik analizler i¢in Tibbi Genetik’e yonlendirilmis ve molekiiler
etiyolojisinin aydinlatilmasi amaciyla YND panel arastirmasina dahil edilmis olgular ele
alinmistir. Edinsel nedenlere bagl hipofiz hormon eksikligi olanlar diglanmigtir. Hasta
ve/veya hasta yakinlarinin rizasinin olmayisi veya calismaya katilmaktan vazgegcmesi
durumunda arastirma dis1 birakilmistir. Calismaya dahil edilen olgularda klinik genetik
degerlendirme ve fenotipin detaylandirilmasinin yani sira, ii¢ kusak aile agaci, kalitim
modeli, radyolojik degerlendirme raporlar1 (kraniyal ve hipofiz MR gibi), var olan

molekiiler analiz sonuglar1 gibi veriler incelenerek kaydedilmistir.
3.2  Molekiiler Yontemler
DNA izolasyonu ve kalitesinin degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen olgulardan, hasta/aile onamlari alindiktan sonra periferik
vendz kan o6rneklerinden DNA Isolation Kit for MagPurix Blood DNA Extraction Kit
200, Cat.Op02001-4 kullanilarak DNA izole edilmistir. Miktar ve kalite tayini
yapilmistir. Genomik DNA orneklerinin konsantrasyonlar1 (ng/pl) ve absorbsiyon
Olgtimleri  (A260/280~1,80-1,89) spektrofotometre ile yapilmistir. Kalite kontrol
caligmalar1  gercgeklestirildi  (Nanodrop 2000c, Thermo Scientific™). PZR’de
kullanilacak DNA miktarinin reaksiyon basina 50-80 ng/ul olmasi1 hedeflenmistir. Bir

sonraki isleme kadar DNA 6rnegi -20°C’de saklamaya alinmistir.
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Genetik testlerin planlanmasi

CHHE/KH olgularinda genetik etiyolojinin arastirilmas: amaciyla boy kisalig
ve/veya CHHE iligkili 25 geni igeren panel Ion Torrent PGM platformu ile incelendi.

lon Torrent Platformu is akisi

Platformda is akisi, sinyal isleme, baz isimlendirme, haritalama, varyant
isimlendirme ve Onceliklendirme ile yorumlama basamaklarindan olusur. Bu
basamaklar, platformun Torrent Suite Server (TSS) olarak adlandirilan programi ile
yapilir. TSS ile varyant isimlendirme ve onceliklendirme yapilmis BAM ve BAM-BAI
formatindaki veri, platformun lon Reporter programi ile tekrar islenerek ileri analize
alinmaktadir. Sinyal isleme ve baz isimlendirme asamasinda veri haritalanmamig BAM

formatina doniistiiriilmektedir.

Ham verinin kalite Kkontroliinde verinin standartlara uymayan okumalarinin
cikarilmasi veya diizeltilmesi, adaptdr kontaminasyonu, indel ve diisiik kaliteli
okumalardan kaynaklanan yapay dizilerden temizlenmesi yapilir. Bu asamada,
niikleotid kalite degerleri ve dagilimlart gorsel olarak sunulur, primer kontaminasyonu,
niikleotid igerigi ve GC zenginligi gibi Ozelliklere gore okumalarin filtrelenmesi

saglanir.

Haritalama ve hizalama asamasi Okumalarin genomik lokalizasyonlarinin
belirlendigi basamaktir. FASTQ formatindaki diziler SAM/BAM formatina cevrilir.
Veriler BAM dosyast formatinda saklanir. Bu asamada TMAP (Torrent Mapping

Alignment Program) algoritmasi1 kullanilmaktadir.

Varyant belirleme, filtreleme ve isimlendirme asamasinda hizalanmis diziler
referans genomla kiyaslanir ve farkliliklar belirlenir. ileri analiz asamasinda hizalanmis
veriler lon Reporter’a aktarilir, Ion Reporter varyant isimlendirme ve analiz
parametreleri ile degisimleri belirleyerek ayrintili VCF raporu olusturur. Varyantlar

belirlendikten sonra IGV (Integrated Genome Browser) programinda goriintiilenebilir
(108).
IonTorrent PGM’de, boy kisalig1 ve CHHE iliskili 25 genin kodlayan ekzon ve

UTR bolgeleri ile ekzonlarin £10 bg intron siir bdlgelerini igeren 80 kb’lik alan toplam

275 amplikon ile % 99,25 kapsam (coverage)’da dizilendi.
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Panelde bulunan genler: BMP4 (14922-923, NM_001202.3); EGF8 (10g24,
NM_033163.3); EGFR1 (8pll.2-p1l.1, NM_023110.2); GH1 (17924.2,
NM_000515.4); GHR (5p13-p12, NM_000163.4); GHRH (20911.2, NM_021081.4);
GHSR (3926.31, NM_198407.2); HESX1 (3p21.2-p21.1, NM_003865.2); HHIP
(4928-032, NM_022475.2); IGFALS (16p13.3, NM_004970.2); IGF1 (12922-923,
NM_000618.3); IGF1IR (15026.3, NM_000875.4); IGFBP3 (7p13-pl2,
NM_001013398.1); IGSF1 (Xg25, NM_001170961.1); LHX3 (9934.3,
NM_014564.3); LHX4 (1g25.2, NM_033343.3); OTX2 (14921-g22, NM_172337.2);
POU1F1 (3p11, NM_000306.3); PROKR2 (20p12.3, NM_144773.2); PROP1 (5035.3,
NM_006261.4); SHH (7936, NM_000193.2); SHOX (Xpter-p22.32;Ypll.3,
NM_000451.3); SOX3 (Xg27.1, NM _005634.2); STAT5B (17911.2, NM_012448.3);
WDR11 (10926, NM_018117.11) idi.

Alt1 ¢izili olarak isaretlenen genler CHHE ve/veya izole hipofiz hormon

eksikligi ile iliskili veya iliskisi olabilecegi literatiirle bildirilmis olan genlerdi.

Hedef bolgeler i¢in 6zgiin primer tasarimi Ion Ampliseq sistemi kullanilarak
(https://www.ampliseq.com) yapildi. Tasarimda hedef alinan bélgeler 275 amplikona
boliinerek (142 ve 133 amplikonluk iki primer havuzu) multipleks PZR tasarimlar
tamamlandi. Tasarimda 77,2 kb uzunlugundaki hedef bolgenin toplam 319 bg'lik
parcasina dizi motifi ve genomik lokalizasyonu gibi nedenlerle uygun tasarim

yapilamadi ve % 99,25°1 kapsanmis oldu.



Tablo 3.1. Dizileme plani
lon Reporter

Ornek DNA

Hedef Teknigi

lon Reporter Is Akisi
Kiitiiphane Hazirlama Kiti
Kitliphane Anahtar1
Template Kiti

Dizileme Kiti

Akis Sayisi

Cip Tipi

3' Adaptor

Barkod

Boncuk Yiikleme (%)
Anahtar Sinyal (1-100)
Kullanilabilir Dizi (%)
Referans Kiitliphane
Hedef Bolgeler

Hotspot Bolgeler
Eklentiler

Proje

Version 5.6

Hedef DNA

AmpliSeq DNA
SS_CHD_W_HOTSPOTV6

lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

lon TCAG (TCAG)

lon PGM™ Hi-Q™ Vijew OT2

lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit
850

lon 318™ Chip v2

lon P1B (ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGAGAC)
lonXpress

10

30

30

Hg 38 (Homo sapiens)
SS_CHD_IAD116213 197 Designed

SS_CHD_hotspots_v6

Coverage analysis, FileExporter, RunTransfer, variantCaller
(germline_low_stringency)

SS_CHD
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CHHE panel testi analizleri yapildiktan sonra caligmada asagida belirtilen

basamaklar uygulandi:

1. YND panel gen testinden elde edilmis sonuglar irdelenip iliskili/olas1 iligkili
varyantlar i¢in ailelerde segregasyon analizi yapildi. Klinigi agikladig
diistiniilen ve kalittm modeli ve segregasyon analizleri ile agiklanan

sonuglarin raporlanmasi ve genetik danigsma verilmesi planlandi.

2. YND panel gen testinde iligkili varyant saptanmayan olgularda incelemenin
tamamlanabilmesi i¢in diigiik kapsam ya da kapsam dis1 bolgeler Sanger dizi
analizi ile incelenerek bu bolgelerdeki olasi patojenik varyantlarin varligi

arastirilmasi planlandi.

3. Bahsedilen yontemlerle genetik iligkisi agiklanamayan olgular CHHE iliskili
yedi geni igceren MLPA- P216 B1 0815 probu ile delesyon/duplikasyonlar
aragtirtlmasi planlandi. Saptanan kopya sayis1 degisimleri i¢in aile taramasi
yapilmasi ve dogrulanan sonuglarin raporlanarak aileye genetik danisma

verilmesi planlandi.

4. MLPA testi ile de genetik etiyolojisi agiklanamayan olgularin ise aile
agaglar tekrar degerlendirilerek, izole ve ebeveynleri akraba olmayan/ayni
koyden gelmeyen olgular trio (anne-baba-indeks), ailevi olgulalar pair(duo)
(iki etkilenmis ya da bir etkilenmis bir etkilenmemis), ebeveynleri akraba

olan olgular ise solo (tek) yaklagimi ile TED analizine se¢ilmesi planlandi.

5. TED’de de klinigi aciklayacak iliskili varyant saptanmayan olgularda

imkanlar dahilinde TGD analizi yapilmas1 planlandi.

Calisma protokolii Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.
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[ Klinik CHHE/KH tanth olzular ]

/ ~

‘ Sendromik KH olgulan ‘ Hedefli yeni nesil dizileme (YNIY) zen panel

Multinl konienital anomali (25 zem)
Zihinzel yetersizlil/'Gelizim geriligi =l .
Diisiik kapsam/kapsanmayan bolgede
Kromozom analizi [ ¥ ps Pz ay 1z ]
Sanger dizi analizi

Chromosomal Microarray (secili olgularda) 3
¥

MLPA analizi ‘
(GHI, LHX4, POUIFI, HESX1, PROPI, GHRER, LHX3)

Seerepasyvon analizleri
Fonksiyonel analiz planm:

J a——| Tiim Elrom Dizileme* ]

¥

[ Tiim Genom Dizileme** ]

Sekil 3.1 Calisma Protokolii

CHHE: Coklu hipofiz hormon eksikligi; KH: Konjenital hipopituitarizm
*Caligma kapsaminda 15 indeks olguya (trio ve duo analizler ile toplam 21 6rnek) TED analizi uygulanmistir
**Caligma kapsaminda benzer etkilenmis iki kardes olguya TGD analizi uygulanmustir.

Kromozom analizi ve/veya kromozomal mikroarray analizler klinik genetik degerlendirmesinde gerekli goriilen segili

olgularda uygulanmustir.

Sanger Dizileme
Primerlerin tasarlanmasi

CHHE panelinde belirlenen varyantlarin dogrulanmasi ve segregasyonu igin
hedef bolgelere ait primer tasarlandi. Primer tasarimi sirasinda dbSNP veritabaninda
daha 6nceden saptanmis ve siklig1 %0,1’den fazla olan herhangi bir varyant olmamasina
veya tekrarlayan dizi bolgesinde yer almamasina, ileri (Forward, F) ve geri (Reverse, R)
primerlerin baglanma 1silarinin birbirlerine yakin olmasi (+/- 2-5°C fark), A- Tve C - G
niikleotidlerinin olabildigince esit dagilmasina dikkat edildi. Gen bolgesinde beklenen
varyantlarin analiz edilmesine olanak saglayacak derinlikteki intronik bolge iginde
bulunmasina ve 18-24 niikleotid olarak tasarlandi. Primer 6zgiinliigii, UCSC Genome
Browser sitesinden in silico PZR sistemi ile test edildi (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr).
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CHHE gen panelinde iliskili varyant saptanmayan olgularda diisiik
kapsam/kapsanmayan bolgeler tespit edildi. Bu bolgelerden PROP1 geni ekzon 2

bolgesi ve WDR11 geni ekzon 17 ve 26 bolgeleri i¢in uygun yeni primerler tasarlandi.

Tasarlanan ve kullanilan primer ¢iftleri Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2 Diisiik kapsam/kapsanmayan bolgeler icin kullanilan primer ciftleri

Primer Ekzon Primer dizisi Amplikon, b¢
PROP1-2A 5’-CAA TCC CGG GAC AGG CAC A-3’
2R 424
PROP1-2R 5’-GGC CTG TGT CTG GTG ACC A-3°
WDR11-F17 17F 5’-GTT GAA ATT GAT AGG CAATGT AGC T-3°
Kapsanmayan 376
WDR11-R17 bolge 5’-GCG ACA GAG CAA GAC ACCAT-3

WDR11-F26 26R 5°-ACT TCT CAA AGA AGG AGC TGC A-3’
355
WDR11-R26  Dusiik kapsam 5°-GCT ACC AAT GCA AGA TCC ATT-3’

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR reaksiyonlarinin her biri i¢in 25 mM MgCl> (Thermo Scientific), 1x
tampon soliisyonu [10X(NH4)2SO4] (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik
Coorporation), 200 uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2 — 0,5 puM ileri ve revers
primerler (Sentebiolab), 0.5 U Taqg polimeraz enzimi (Hibrigen) ve 150-200 ng gDNA
kullanildi. GC yiizdesi yliksek olan reaksiyonlarda %10 DMSO (Biomatik 52
Coorporation) degisken yiizdelerde kullanildi. Karigim, distile su (dH20) ile elde edilen
voliim 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Her PZR
reaksiyonu DNA icermeyen negatif kontrol PZR ile birlikte uygulanda.

PZR; 94°C’de 5 dk denatiirasyon 1 dongii, ardindan 94°C’de 30 sn
denatiirasyon, primerlerin erime 1sisina (Temparature of Melting, Tm) gore degisen
(52°C’den 62°C’ye) ve 30 sn’lik baglanma silarinda ve 72°C’de 45-90 sn. (her bir 1 kb
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icin 1 dk) uzama basamaklarindan olusan toplam 35 (10+25) dongii ve son olarak
72°C’de 10 dk’lik uzama ile, termal dongii cihazlarinda (SimpliAmp [Applied
biosystems] gerceklestirildi.

Amplifikasyon sonrasi elde edilen iiriinlerden alinan 5 pl 6rnek, %1.2°lik agaroz
jelde (Sigma), 1XTBE tamponunda 160 voltta, 30 dk yiiriitiildii, beklenen b¢ uzunluguna
gore ayrilmasi saglandi. Elde edilen bantlar ultraviyole altinda goriintiilenerek
kaydedildi.

PZR Uriinii Saflastirmasi

Saflagtirma igin Exonuclease-1 (Lot:00716871-Thermo Scientific) enzimi ve
Rapid Alkaline Fosfataz (04898141001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii
cihazlarinda 37°C’de 30 dk, 85°C’de 15 dk ve ardindan +4°C’ye getirilerek PZR
protokolii uygulandi. Saflagtirilmis amplikonlarin ABI3500 otomatik sekiz kapillerli

genom analizatorii (Applied Biosystems) cihazinda dizi analizi gergeklestirildi.
Dizi PZR Reaksiyonu

Tampon soliisyonu (x5) olarak kullanilan PZR ig¢in gerekli kimyasallar1 igeren
BigDye buffer, ddNTP ve AmpliTaq DNA polimeraz igeren BigDye v3.1, tek veya ¢ift
yonli primer/primerler, saflastiritlmis PZR firtinleri ve dH2O eklenmesiyle, son voliim
10ul olacak sekilde plate (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate-N8010560)
tizerinde her bir kuyucuga bir iirlin gelecek sekilde yiiklendi. Protokol toplam 25
dongiide; 96°C’de 10 sn ile denatiirasyon, 50°C’de 5 sn ile baglanma ve 60°C’de 4 dk
ile sonlanma basamaklarini igerecek sekilde ayarlandi. Plate termal dongii cihazina

yerlestirildi.
Dizi PZR Uriinlerinin Saflastirilmast

BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinin kullanilmayan primer ve diger reaktiflerden
arindirilmasi igin plate igerisinde iirin bagina 1 pl 125 mM EDTA, 1 ul 3M sodyum
asetat, 1 pl %2’lik glikojen ve 25 pl %100 soguk etanol eklendi. Plate aliminyum
koruyucu yapiskan bantla (seal) kapatilarak oda sicakliginda 15 dk bekletildi ve
santrifiij edildi (3810 rpm’de 45 dk). Plate iizerindeki koruyucu bant ac¢ildi ve ters
cevrilerek 1100 rpm’de 30 sn kisa santriflij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik
soguk etanol eklendi. Plate yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dak. santrifiij
edildi. Plate tizerindeki koruyucu yapiskan bant a¢ildi ve ters gevrilerek 1170 rpm’de 60
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sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized
Formamid) eklendi. Ornekler 95°C’de 5 dk denatiire edildi ve buz iizerinde 2 dk
bekletildi.

Elektroforez Cihazina Yiikleme

Saflagtirilan 6rnekler ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plak (MicroAmp Optical
96-Well Reaction Plate-N8010560) her bir kuyuya bir oOrnek gelecek sekilde
yerlestirildi. Plate santrifiijinde (Biosan LMC3000) 1200 rpm’de 2 dk c¢evrildi.
Santrifiij bitince, plate ABI3500 cihazina yerlestirilip yiiriitme islemi gegildi. Cihaz

yiiriitme isleminde kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Z Dyeset segildi.
Elektroforez Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforez sonucunda elde edilen fasta dosyast ABI Sequencing
Analysis v5.4 yazilim ve SeqScape v.3.0 programlarinda analiz edildi. SeqScape v.3.0
programinda analiz asamasina ge¢cmeden Once programa referans dizi yiklendi.
Tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bolgeleri program igerisinde diizenlendi.
Dizileme isleminden sonra fasta formatina alinan olgu dizisi programa yiiklendi. Analiz
islemi baglatildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bélgesi lizerindeki yeri,
dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (forward ya da reverse primer veya her ikisi),
saflagtirma kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik ytiksekligi ve
arka alan kirliligi olup olmadig1 kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen kontrollerden
sonra herhangi birinde farklilik var ise ¢aligma PZR asamasi veya yeterli Ornek

mevcutsa, dizi saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi.

SeqScape v3.0 programinda elde edilen Ornek dizi ile referans dizi
karsilagtirilarak tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP, Ensembl ve HGMD veri
tabanlart kullanilarak programda isaretlendi. Daha once karakterize edilmemis
degisimlerin in silico olarak patolojenik olup olmadigi, Mutation Taster ve Prediction
of functional effects of human nsSNPs (PolyPhen-2) Protein Variation Effect Analyzer
(PROVEAN) (http://provean.jcvi.org/) veri tabanlart kullanilarak analiz edildi.
Varyantlarin  smiflandirilmasinda  VarSome veri tabaninda interaktif analizlerden
yararlanildi. Varyantlarin sikliklarmin belirlenmesinde GnomAD veri tabani kullanildi.
Olguda patojenik/olas1 patojenik varyant saptanmis ise bagimsiz ornek calismasi ile
dogruland1. 1ligkili oldugu 6ngériilen varyantlar icin aile agacina gore uygun aile

bireylerinde segregasyon yapildi.
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MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) Analizi

Calismamizda, SALSA MLPA probe mix P216 Bl 0815 kiti kullanildi. Bu
MLPA Kkitin ile LHX4 (NM_033343.3) geni tiim ekzonlari: ekzon 1-6; HESX1
(NM_003865.2) geni tiim ekzonlari: ekzonl-4; POU1F1 (NM_001122757.2)geni bazi
ekzonlari: ekzon 1,2,3,4,6; PROP1 (NM_006261.4) geni tiim ekzonlari: ekzon 1-3;
GHRHR (NM_000823.3) geni bazi ekzonlar:ekzon 1,2,3,4,5,6,7,9,10,11,12,13; LHX3
(NM_178138.5) geni tiim ekzonlar1 ve intron 1:ekzon 1-6; GH1 (NM_000515.4) geni

bazi1 ekzonlar1 ve upstream bolgesi:ekzon 3, 4, 5 kopya sayis1 incelendi.

Tek bir PZR protokoliinde uygun sicaklikta bekletme ve ekleme gibi iglemleri
ile denatiirasyon, hibridizasyon, ligasyon ve amplifikasyon asamalar1t DNA Engine
(BIORAD)-T100 termal dongii cihazinda gergeklestirildi. Size standart (Lize 500
(GS500-250)) esliginde kapiller elektroforez cihazinda fragmanlar yiirtitiildii.

DNA Denatiirasyonu ve Prob Karisimu ile Hibridizasyonu

Denatiirasyon oncesinde stok DNA, yogunlugu 25-30 ng/ul olacak sekilde
yaklasik 25ul miktarda TE tamponunda ¢ozdiiriilerek seyreltildi. Prob kitinden SALSA
Prob karisimi ve SALSA MLPA tamponu ¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziildii. Tampon
vorteks ile karigtirildi ve kisa siireli santrifiij ile ¢oktiriildii. Uzun problar
¢okebileceginden karigim santrifuj edilmedi, prob karisimi pipet ile karigtirildi. DNA
cozeltisinden her ornek icin Sul DNA etiketlenmis 200 pl’lik PZR tiiplerine alindi.
Termal dongii cihazinda 98°C’de 5 dk denatiire edildi. Her bir 6rnek i¢in 1,5 ul MLPA
tampon ve 1,5 pl prob olmak iizere karigim hazirlandi. Oda sicakliginda beklemeye
alinan tiiplere cihaz tizerinde 3 pl olmak {izere dagitilarak pipet ile karigtirildi. 95°C’de
1 dakika kisa prob denatiirasyonundan sonra 37°C’de 16 saat hibridizasyon ig¢in

bekletildi. Hibridizasyon sonrasi bekletilmeden ligasyon islemine gegildi.
Ligasyon basamag

Ligasyon tamponu A ve Ligasyon tamponu B oda 1sisinda ¢ozdiiriildii. Her bir
ornek icin 25 pl dH20, 3 pl tampon A, 3 pl tampon B ve 1 pl Ligaz 65 enzimi
eklenerek karigim hazirlandi. Termal dongii cihaz1 54°C’de iken her bir tiipe hazirlanan
32 ul ligasyon karisimi eklendi ve 54°C’de 15 dk bekletme basamagimna gecildi. Elde

edilen ligasyon iiriinii 4°C’de saklandi.
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PZR basamag

SALSA PZR tamponu ve SALSA PZR primeri (FAM boyali) oda sicakliginda
¢oOziildii. Karisim i¢in 6rnek bagina ayr1 bir tiipe 7,5 ul dH20, 2 ul SALSA PZR primeri
ve 0,5 ul SALSA polimeraz enzimi eklendi. Pipetle iyice karistirilarak homojen olmasi
saglandi. Ligasyon tirlinlerinin lizerine 10’ar pl eklendi. PZR karisimi hazirlanirken,
primerler floresan isaretli oldugundan 1siktan korunmasina dikkat edildi. Her bir 6rnek
icin eklenen karigimin pipetaj ile karigmasi saglandi. 20°C’de bekleme asamasindaki
termal dongili cihazinda sonraki basamaga gecis yapildi (35 dongiide; 95°C’de 30
saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 60 saniye, 72°C’de 20 dakika ve 4°C’de bekleme
asamalar1) 4°C’ye gelen ornekler icin kapiller elektroforezine yiikleme ve fragmanlarin
yiiriitiilmesi asamasina gecildi. PZR iirlinleri saklanacaksa iiriinlerin ya 151k almayan

kutuda saklanmasina ya da aliiminyum folyo ile sarilmasina dikkat edildi.
Kapiler Elektroforez Cihazi ile Fragmanlarin Yiiriitiilmesi

Bos bir karigim tiipiine yiiriitiillecek 6rnek basina 0.2 pl LIZ size standard (Liz-
500, Lot:0904226, Applied Biosystems) ve 9.5 pl formamid (Highly Deionized - HiDi)
konularak  karigtirnlldi.  Kapiller elektroforezine yiiklenmek icin  olusturulan
numaralandirtlmis ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plate (USA Scientific-800-522-
8477) her bir kuyuya bir drnek basma 9,7 ul dagitildi. Uzerine 0,3 ul PZR reaksiyon
triinii plate kuyularina olgu numaralarina gore dagitildi. Plate kuyucuklarinin iizeri
uygun septayla kapatilarak, plate santrifiijiinde 4000 rpm’de 2 dk cevrilerek ¢okmesi
sagland1. Santriflij bitince, plate ABI3500 cihazina yerlestirildi ve kapiller elektroforez
cthazinda ylriitme ayarlar1 diizenlenerek fragman platformunda yiiriitme islemine
gegildi. [Yiiritme voltaji; 13,4 kVolts, 6n yiiriitme voltaji; 15 kVolts, injeksiyon voltaji:
1,6 kVolts, yiiriitme siiresi: 2.520 sn, 6n yiiriitme siiresi: 180 sn, injeksiyon zamani: 8§ sn

ve veri gecikmesi siiresi (data delay): 250 sn. Kapiller sicakligi 60°C].
Veri Analizi

Kapiller elektroforez cihazindan fsa formatinda elde edilen fragmanlar
Coffalyser.Net (v.1400701.0000) (MRC-Holland) programina tanitildi ve aktarildi.
Coffalyser.net programimin gerekli analiz ayarlari (prob tiirii, ornek tiirii, kitin lot
numarasi ve analiz tlirii) yapilarak 6rnekler yiiklendi. Referans 6rnekler segilerek once
fragman analizi ardindan karsilastirmali istatistiksel analiz yapildi. Analiz isleminden

sonra pik degerleri ve bar grafikleri degerlendirilerek var olan kopya sayisi
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degisiklikleri tanimlandi. Kuskulu sonug gosteren olgular tekrar MLPA islemine alindi.
Tek ekzonda delesyon ve duplikasyon saptanan 6rneklerde prob ligasyon bolgesindeki

varyasyonlarin dislanmasi amaciyla Sanger yontemiyle dizileme yapilmasi planlandi.
Tiim Ekzom Dizileme (TED)

Tiim ekzom dizileme islemi 6ncesinde DNA yogunlugu 1,6-2 ng/ul olacak
sekilde gerekli seyreltme islemleri yapildi. Seyreltme sonrasi, her bir olgunun DNA
ornekleri 6zgilin kit kullanilarak (Qubit dsDNA HS Assay Kit) florometrik yontemle
(Qubit Fluorometre) tekrar olgiildii. DNA yogunlugunun TED i¢in hedef aralikta (1,6-2

ng/ul) olmasi saglanana kadar gerekli islemler tekrarlandi.

Calismamizda onbes indeks olgu TED analizine dahil edildi. Dokuz indeks
olgudan elde edilen genomik DNA o&rnekleri, kalite kontrol asamasini takiben YND
islemleri i¢in uygun olduklar1 tespit edildikten sonra, TED islak laboratuvar ¢aligmalar
icin hizmve arkimi kapsaminda DNA Laboratuvarlart Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezi’nde (GHDM) gergeklestirildi (2 trio, 2 duo ve 5 solo TED
analizi toplam 15 6rnek). Dort indeks olgunun TED analizi (Solo) ise merkezimizde

calisildr. Iki olguda ise farkli merkezlerde yapilmis TED verileri tekrar analiz edildi.

TED* (n=21)

l

|

DNA Laboratuvarlar: Merkezimizde TED analizi Dis merkezde TED yapilmis
GHDM** yapilan olgular olgularda reanaliz
hizmet alimm (n=15) (n=4 Solo) (n=2)
9 indeks

(2 trio, 2 duo ve 5 solo)
CNV analizi yok

Sekil 3.2 TED analizi yapilan olgularin simiflandirilmasi

*TGD analizine alinan benzer etkilenmis iki olgudan birine dis merkezde TED analizi yapilmis ve negatif
olarak bildirilmisti fakat TED verisine erigilemedigi i¢in reanaliz yapilamadi ve TED c¢aligsma listesine bu olgu dahil
edilmedi.

** Bu laboratuvardan alinan TED verileri icin CNV analizi yapilamamuistir.
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Hizmet alimi kapsaminda DNA Laboratuvarlari GHDM’de yapilan 1slak
laboratuvar ¢alismalarinda; dizileme Oncesi kiitliphane hazirlanmasi basamaginda
ekzom bolgesini hedef alan Twist Comprehensive Exome Kiti kullanilarak hedef genom
bolgeleri zenginlestirildi ve MGI DNBSEQ-G400 platformunda Konsensiis Kodlama
Dizilerinde (CCD) sunulan genomun protein kodlayan bolgelerinin >%99,2’sini igeren
yaklasik 33Mb’lik bir bolge ortalama 70-80 tekrarla dizilendi. Bu inceleme, hedef
bazlarin  %90’nindan fazlasinin >%90 kapsam homojenligi ile incelenmesini

saglamaktadir.

Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Molekiiler Laboratuvar’’nda
gerceklestirilen TED calismast kapsaminda uygulanan TED 1slak laboratuvar

calismalar1 asagida detaylandirilmistir.

TED 1slak laboratuvar c¢aligmalar1 kapsaminda, dizileme Oncesi kiitliphane
hazirligi ve hedef zenginlestirme protokolii igin Twist Human Core Exome Kiti
kullanildi.

Olgularin ve ebeveynlerin DNA 6rnekleri 6zgiin kit kullanilarak (Qubit dsSDNA
Broad Range Quantitation Assay Kiti) florometrik yontemle (Qubit Fluorometre) tekrar
Olctildii. Kalibrasyon i¢in kitin igeriginde bulunan iki farkli standart 6rnek kullanildi.
Standart 6rnek bagina 199 ul Qubit Buffer ve 2 pul floresan boya ile galigma soliisyonu
hazirlandi. Standart 6rnekten 10 pl ve ¢aligma solusyonundan 190 pl karistirilip oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edilerek Qubit Florometre’de ol¢tim yapildi. Kalibrasyon
Olclimii sonrasinda, her bir ornek icin ayni sekilde hazirlanmis ¢alisma soliisyonu
kullanilarak karigim (198 pl calisma soliisyonu ve 2 pl seyreltilmis DNA) hazirlandi. iki
dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi ol¢lim yapilarak DNA konsantrasyonlari
belirlendi. Qubit olgiimii i¢in gerekli miktarlar Tablo 3.3’te gdsterilmektedir.
Reaksiyona girecek DNA’larin tliimiiniin ayni standartta olmalar1 i¢cin DNA’lar
konsantrasyonlarina gore final {iriin 10 ul olacak sekilde NFW (nuclease free water) ile

sulandirild.
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Tablo 3.3 Qubit él¢iimii icin gerekli miktarlar

DNA (ul) Calisma Soliisyonu (ul)
Standart 10 190
Ornek 2 198
Kiitiiphane Hazirlig

Birinci basamak: DNA fragmantasyonu, U¢ onarimi, dA Kuyruklanmasi

Buz {izerinde 1.5 mL'lik bir mikrosantrifiij tiiplinde enzimatik fragmantasyon

karisimi Tablo 3.4’e gore hazirlanip hafif pipetaj ile iyice karistirildi.

Tablo 3.4 Enzimatik fragmantasyon karisimi

Karisim 1 6rnek 8 ornek 16 6rnek 32 érnek
Nuclease free water (NFW) 25 ul 212,5 ul 425 ul 825 ul
10x fragmantasyon Buffer 5ul 42,5 ul 85 ul 165 ul
5x Fragmantasyon enzimi 10 ul 85 ul 170 pl 330 pl
Toplam 40 pl 340 ul 680 pl 1320 ul

Istenen sayida yakalama reaksiyonu eldesi i¢in her 6rnegin 50 ng saflastirilmis
gDNA icermesi hedeflendi. Bu gDNA ornekleri NFW ile 10 pul’ye tamamlanarak
seyreltildi ve 0.2 mL’lik PZR tiiplerine alindi. Fragmantasyon karigimi hazirlandiktan
sonra buz lizerinde her 10 pL’lik gDNA 6rnegi iizerine 40 pl karisim eklendi. Pipet ile
kanstirildi. Ornekler, buz iizerinde bekletildi ve 4°C’ye geldiginde PZR cihazina
konuldu.
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Tablo 3.5 PZR programi

Sicaklik (°C) Siire (dk)
Kapak 70
Asama 1 4 1
Asama 2 32 22
Asama 3 65 30
Asama 4 4 Bekleme

Ikinci Basamak: Evrensel adaptorlerin baglanmasi ve piirifikasyon

Ligasyon karisimi Tablo 3.6°da gosterilen miktarlardaki gibi buz {izerinde 1.5

mL'lik bir mikrosantrifiij tlipinde hazirlandi.

Tablo 3.6 Ligasyon karisimi

Ligasyon karisimi 1 Ornek 8 Ornek 16 Ornek 32 Ornek
NFW 15 pl 127,5 pl 255 pl 495 ul
DNA Ligasyon Buffer 20 pl 170 pl 340 pl 660 ul
DNA Ligasyon Miks 10 pl 85 ul 170 pl 330 ul
Toplam 45 nl 382,5ul 765 ul 1485 pl

PZR protokolii bittiginde Ornekler bekletilmeden buz bloguna alindi ve
tizerlerine 5 pl Twist evrensel adaptorler eklendi. Ardindan hazirlanan ligasyon
karisimindan da 45 pl eklendikten sonra PZR programinda 20°C’de 15 dk (kapak agik)

inkiibasyona birakild1.
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Tablo 3.7 Fragmantasyon iiriinii, adaptorler ve karisim miktari

Fragmantasyon reaksiyon iiriinii 50 pl

Twist Evrensel Adaptorler 5ul

Ligasyon Miksi 45 ul

Toplam 100 pl
Piirifikasyon

Inkiibasyon sonrasi toplam 100 ul olan iiriin iizerine 80 ul DNA piirifikasyon
boncuklart (AMPure XP Beads) eklendi. Pipet ile karistirildi. Oda sicakliginda bes dk
bekletildi. Sonrasinda 6rnekler manyetik stand iizerine alindi, 3 dk bekletildi. Boylece
DNA piirifikasyon boncuklarinin bir pellet olusturmasi saglandi, sonunda siipernatant
uzaklastirildi. Boncuk peletine 200 ul %80 etanol eklendi, 30 sn bekletildi ve
slipernatant uzaklastirildi. Etanol ile islem tekrarlandi ve sonra boncuk peleti manyetik
stand tizerinde 5 dk oda sicakliginda bekletilerek kalan alkoliin uzaklagsmasi saglandi.
Peletin tamami kuruduktan sonra tiipler manyetik standdan ¢ikarildi. Her tiipe 17 pL
NFW eklenerek ¢ozildi, 5 dk bekletildi. Daha sonra tiipler manyetik standda 3 dk
boyunca veya boncuk yapilari tamamen toplanana kadar bekletildi. Sonrasinda 15 pl

slipernatantlar yeni sekizli strip tiipe aktarildi.
Primerler kullanilarak PZR amplifikasyonu

PZR karigimi, 15 pl dirtin tizerine 10 pl Twist UDI (Unique Dual Index) Primer
ve 25 ul KAPA HiFi HotStart ReadyMix karisimi buz flizerinde 1.5 mL'lik bir
mikrosantrifiij tiipiinde hazirlandi. Pipetleme yapilarak Tablo 3.8’de belirtilen PZR

programina ilerletildi.



Tablo 3.8 PZR karisimi
Fragmantasyon Reaksiyon Uriinii
Twist UDI Primer

KAPA HiFi HotStart ReadyMix

Toplam

Tablo 3.9 PZR programi

Kapak

Baslangic Asamasi
Asama 1

Asama 2

Asama 3

Son asama

Kalite kontrolii

15 pl
10 pl
25 ul

35ul

Sicaklik (°C)

105

98

98

60

72

72

Siire (dk)

45
15
30
30
60

Bekleme

63

Uriinlerden 2 pl alinarak tekrar Qubit élgiimii yapildi. Sonuglar istenildigi gibi

80 ng/ul’nin tizerinde olgiildii.

Hedef zenginlestirme protokolii

Birinci Basamak: Hibridizasyon igin kiitiiphane hazirlanmasi

Her hibridizasyon reaksiyonu, esit havuzda toplanarak yapilan toplam 1500 ng

indekslenmis kiitiiphaneye gereksinim duyar. Bu nedenle, drneklerin her birinden 187,5

ng/uL olacak sekilde 8’li havuzlar olusturuldu. Uriinler 0,2’lik PZR tiipiinde birlestirildi

ve pipet ile karstirildi. Havuz bos bir mikrosantrifiij tiipii i¢ine kapagi agik sekilde

koyularak vakum altinda en diisiik sicaklikta liyofilize edildi.
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Tablo 3.10 Kiitiiphane hazirh@

Havuza Giren Ornek Sayisi 8 Ornek
Kiitiiphane Bas1t DNA Miktari (ng) 187,5
Havuzdaki Toplam DNA Miktari (ng) 1500

Ikinci Basamak: Kiitiiphanelerin yakalama problar: ile hibridizasyonu

Hibridizasyon karigimindan havuz bagina 20 pl olacak sekilde ependorfa alinip
65°C’de 10 dk inkiibe edildi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildi ve 0,2 mL’lik PZR tiipiine
aktarildi. Uzerine 4 pl ekzom probu ve 4 ul Refseq panel eklenip pipet ile karistirildi.
95°C’de 2 dk inkiibe edildi. Liyofilize havuzun tizerine 5 pl bloke edici soliisyon ve 7 pl
evrensel bloke ediciler eklenip karigtirildi. Prob karisimi 95°C’de 2 dk bekledikten
sonra alind1 ve yerine havuzlar koyularak 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Ayni anda prob
karisimi buzda 5 dk bekletildi, sonrasinda hem prob miksi hem de havuzlar oda
sicakligina alind1 ve 5 dk bekletildi. Ardindan her havuz tizerine prob karisimindan 28
ul eklendi ve vortekslendi. Uzerine 30 hibridizasyon artirict eklendi, pipet ile
karistirildi. Sonrasinda 70°C’deki PZR cihazinda 16 st inkiibasyona birakildi.

Tablo 3.11 Hibridizasyon reaksiyonu i¢in kullanilan miktarlar

1 Havuz 8 Havuz 16 Havuz 32 Havuz

Hibridizasyon Miksi 20 pl 170 pl 340 pl 660 ul
Twist Sabit veya Ozel Panel 4 ul 34 ul 68 pul 132 ul
Opsiyonel: Ikincil Panel 4 ul 34 ul 68 pul 132 ul
NFW* - - - -

Toplam 28 ul 238 ul 476 ul 924 ul

*Not: Eger ikincil panel i¢in prob kullanilmayacaksa aynt miktarda NFW ile tamamlanir
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Uciincii Basamak: Hibridize hedeflere Streptavidin boncuklarinin baglanmast
Boncuklarin hazirlanmasi

Streptavidin boncuklart homojenlesene kadar vortekslendi. Mikrosantrifiij
tiiptine (1,5 mL) havuz basinda 100 pL streptavidin boncugu eklendi. Tiiplere 200 pL
baglama tamponu eklendi ve homojenlesene kadar pipetlendi. Tiipler manyetik standa
alindi ve 1 dk bekletilip siipernatant atildi. Tampon ile yikama islemini ii¢ kez
tekrarlandi. Dordiincti kez 200 ul baglama tamponu eklendi ve homojen olana kadar
vortekslendi. Ardindan 70°C’deki 16 saatlik hibridizasyonu tamamlanan PZR firiinii

icine eklenip pipet ile karistirildi ve sonra midi plate {izerine alindi.
Hedeflerin boncuklara baglanmasi

Karisim oda sicakliginda 30 dk vortekslenerek homojenize edildi. Manyetik
standa alind1 ve 1 dk bekletilip siipernatant atildi. Tiipler manyetik standdan ¢ikarilarak
200 pL yikama tamponu ile karistirildi. Tiim voliim 1,5 mL’lik yeni bir mikrosantrifiij
tiipline aktarildi. Tiip manyetik standa alinip 1 dk bekletildi. Sonrasinda siipernatant
atildi. Tiipler manyetik standdan ¢ikarildi ve 48°C’de dnceden 1sitilmis 200 pl yikama
buffer1 2 eklenerek pipetleme yapildi. Tiipler 48°C’de 5 dk inkiibe edildi ve sonra
manyetik standa alinip 1 dk bekletilerek siipernatant atildi. Yikama islemi ¢ kez
tekrarlandi. Yikama islemlerinin sonunda tiipler manyetik standdan ¢ikartilarak 45 pl

NFW eklendi ve boncuklar ¢oziildii.

Dordiincii Basamak: Yakalama Sonrasi PZR amplifikasyonu, piirifikasyon ve

kalite kontrolii
PZR Amplifikasyonu

Streptavidin boncuklarini igeren 6rneklerden 22.5 pL yeni bir 0.2 mL’lik PZR
tiipiine aktarildi (6rneklerin kalan yaris1 -20°C’de sakland1). Uzerine 2,5 uL
amplifikasyon primerleri ve 25 pL. KAPA HiFi HotStart ReadyMix eklendi. Pipet ile
karistirildi ve PZR programina konuldu.
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Piirifikasyon

DNA piirifikasyon boncuklari homojenlesene kadar vortekslendi. PZR sonrasi
toplam 50 ul olan iiriine 50 pul DNA piirifikasyon boncuklar1 (AMPure XP Beads)
eklendi ve karistirildi. Ornekler oda sicakliginda 5 dk ve ardindan manyetik standa 3 dk
bekletildi. Sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. Boncuk peletine 200 ul %80 etanol ile
eklendi, 30 sn bekletilip slipernatant uzaklastirildi. Alkol ile yikama basamagi bir kez
daha tekrarlandi. Manyetik stand tlizerinde 5 dk oda sicakliginda bekletildi ve kalan
alkoliin uzaklagmas1 saglandi. Beklenen siirenin sonunda pelet 32 ul NFW ile ¢oziildii
ve 5 dk bekletildi. Daha sonra manyetik standa alindi ve boncuk yapilar1 tamamen
topaklanana kadar bekletildi. Sonrasinda 28 pl siipernatantlar yeni 0,5 mL’lik LoBind

tiipe aktarildi.
Kalite kontrolii

Uriinlere Qubit 6l¢iimii yapildi. Sonuglar istenildigi gibi 15 ng/ul’den yiiksek
olciildii. Ornekler NovaSeq 6000 cihazinda dizilendi. Elde edilen veriler biyoinformatik

is akist ile analiz edilip varyant listesi elde edildi.
TED verilerinin biyoinformatik analizi

Merkezimizde g¢aligilan TED verilerinin biyoinformatik analizleri icin SOPHIA
DDM v4.4.6.0 programi kullanildi. Biyoinformatik analizlere baslamadan énce CHHE
ile iliskisi bilinen veya iliskili olabilecek genlerden bir gen listesi olusturuldu. ilk
asamada bu gen listesinde yer alan genler agisindan veriler analiz edildi. Ikinci asamada
klinik iligkisi bilinen tiim genlerdeki patojenik/muhtemel patojenik/klinik 6nemi belirsiz
degisimler incelendi. Uciincii asamada ise aday gen arastirilmasi amaciyla tiim
genlerdeki de novo patojenik/muhtemel patojenik/klinik 6nemi belirsiz degisimler ile

olas1 patojenik birlesik heterozigot varyantlar incelendi.

Biyoinformatik analizlerde varyantlarin patojenitesi ACMG (American College
of Medical Genetics and Genomics) kriterlerine gore siniflandirildi (109). Bu kriterlere
gore zararsiz veya muhtemel zararsiz olan varyantlar dislandi. Yaygin bulunan tek
niikleotid polimorfizmlerinin (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) dislanmasi igin
filtrelemelerde minoér allel frekans1 (MAF) <0.05 olarak alindi. Bu varyant sikliklarinin
degerlendirilmesinde GnomAD, G1000 ve ESP5400 gibi veri tabanlari kullanildi.

Biyoinformatik analizlerde kullanilan programin ‘in-house’ varyant sikliklart
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kullanilarak sik saptanan varyantlar dislandi. Okuma derinligi 10x ve iizeri olan

varyantlar incelendi.

Varyantlar kalittm paterni ve varyant fraksiyonunun uygunlugu goz Oniine
alinarak degerlendirildi. Genlerin fenotipleri ve klinik bulgular1 OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) veri tabaninda incelendi. Varyantlarin patojenitesinin
degerlendirilmesinde in silico tahmin programlar1 (MutationTaster, SIFT, POLYPHEN,
SpliceAl, Human Splice Finder vb.) kullanildi. Varyantlarin degerlendirilmesinde
mutasyon tipi, evrimsel korunmusluk, mutasyonun protein iizerindeki etkileri incelendi.
Mutasyon tiplerine gore varyantlar anlamsiz, ¢er¢eve kaymasi, kirpilma hatasi ve yanlig
anlamli olmak tizere Oncelik sirasina gore degerlendirildi. Varyantlarin daha 6nce baska
olgularda bildirilmis olup olmadigi HGMD (Human Gene Mutation Database),
ClinVar, Franklin ve Varsome veri tabanlar1 kullanilarak arastirildi. Varyantlarin okuma

verileri IGV (Integrative Genomics Viewer) lizerinden goriintiilendi.

Klinik ile iligkili varyant saptanmayan olgularda aday genler agisindan
degerlendirmede gen yapi1 ve fonksiyonlari, ekspresyon paternleri, iliskili oldugu
yolaklar/genler vb. bulgularin degerlendirilmesinde GeneCards, Human Protein Atlas,
UniProt vb. veri tabanlarindan yararlanildi. CNV analizinde saptanan varyantlarin
degerlendilmesinde, yukarida bahsedilen veri tabanlarina ek olarak DGV (Database of
Genomic Variants), DECIPHER gibi veri tabanlar1 kullanildi. Klinik ile iligkili bulunan

varyantlar i¢in Sanger analizi ile dogrulama ve aile segregasyonlar1 planlandi.
Varyantlarin adlandirilmasi

Calismamiz kapsaminda CNV ve TED analizlerinde saptanan varyantlarin

genomik adlandirilmast 6zellikle belirtilmedikge hg19/GRCh37’ye gore yapildi.

DNA Laboratuvarlari GHDM’den hizmve arkimi ile gergeklesen TED

analizlerinde CNV verisi bulunmadigi i¢in bu olgularda CNV analizi yapilamadi.
TED Analizi ile saptanan varyantlarin Sanger izileme ile dogrulanmasi

TED analizinde saptanan her aday varyant i¢in gene 6zgii forward ve reverse
primerler tasarlandi. Sanger dizi analizi ile konfirmasyon ve aile segregasyon analizi

yapilarak iligkili bulunan varyantlar raporlandi.
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Tiim Genom Dizileme (TGD)

Calisma kapsaminda benzer etkilenmis iki kardes olguya (P114 ve P114k) TGD
analizi yapilmistir. Bu olgularin TGD hizmeti SZAOMICS Biyoteknoloji Arastirma ve
Gelistirme Laboratuvari’nda yapilmistir. Kiitiiphane hazirlama igin Illumina® DNA
PCR Free Prep Kiti kullanilmistir. Yeterli QC skoruna sahip olan 6rnekler TGD’ye

alimustir.

TGD islemi Ilumina® NovaSeq 6000 (Illumina Inc., San Diego, CA, ABD)
sisteminde gerceklestirilmistir. Dizileme sonrasinda elde edilen ham data (.blc)
DRAGEN software v3.9.5. ile FASTQ (Fast Adaptive Shrinkage Thresholding
Algorithm and Quality) formatina cevrilmistir. FASTQ verisi GRCh38/hg38 insan
referans genomuna gore hizalanarak BAM (Binary Alignment Map) dosyasi elde

edilmistir. Hizalanmig ham veriler varyantlarin ¢agirildigi VCF formatina doniistiiriildii.
TGD verilerinin biyoinformatik analizi

VCF formatindaki veri Franklin by Genoox kullanilarak analiz edilmistir.
Varyantlarin anotasyonlarinin ardindan filtreleme Olgiitleri  belirlenerek anlaml
varyantlar filtrelenmistir. Fenotip ve aile agacindan elde edilen kalitim bilgilerine gore
varyant Onceliklendirilmesi yapilmistir. Varyantlarin patojenitelerini tahmin etmek
amaciyla in silico araglar (CADD Exome, FATHMM DANN Coding, MetaSVM,
MutationTaster, PROVEAN, SIFT, MutationAssessor, MetaLR, PolyPhen-2, REVEL,
SpliceAl) kullanilmigtir.

Tiim varyant analizi basamaklarinda acgik kaynakli veya iicretli, popiilasyona
0zgii, hastaliklara 6zgii ve dizilere 6zgii veri tabanlar1 kullanilmistir. En sik kullanilan
veri tabanlar1 gnomAD, 1000 Genomes Project, dbSNP, dbVar, ClinVar, OMIM,
HGMD, Human Genome Variation Society, DECIPHER, Leiden Open Variation
Society, NCBI Genome, RefSeq, GME, Ensembl ve Turkish Variome olarak

siralanmaktadir.

Okuma derinligi 30x icin en az %95 olan varyantlar degerlendirmeye alinmistir.

Tespit edilen varyantlar ACMG varyant siniflandirma klavuzuna goére simiflandirilmigtir
(109).
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4. BULGULAR

4.1. Klinik ozellikler

Calismaya dahil edilen 118 aileden 125 olgunun (45 kiz) Endokrinoloji
Klinigi’ne basvuru ortanca yast 5,9 yil (IQR25-75: 1,1-11,3) olup 1 giin ile 28.3 yil
arasinda idi. Bagvuruda yas doneminin %35,6’s1 neonatal donem, %34.4°ii iki yas Oncesi,
ve %29,6’s1 1se 10 yas tizeri idi.

En sik bagvuru nedenleri sirasiyla boy kisaligi (9%63,2), hipoglisemi (%9,6) ve
hipotiroidi (%6,4) idi. Diger nedenler, mikropenis (%4,8), inmemis testis (%4,8),
yenidogan sarilig1 (%2,4), ergenlik gecikmesi (%2,4) ve birer olgu ise obezite, kardes

Oykiisti, SOD saptanmasi idi.

Olgularin klinik 6zellikleri Tablo 4.1°de verilmistir.



Tablo 4.1 Olgularin klinik 6zellikleri
Ozellik
Yas (y1l) ort=SD
Kiz n (%)
Gebelik yasi (hafta) ort+SD

Prematiirite n (%)
Postmatiirite n (%)

Dogum agirlig1 SDS ort+SD (ortanca)

Natal ve neonatal SGA n (%)
donem ozellikleri ~ LGA n (%)

Sezaryen n (%)
Yenidogan hipoglisemisi n (%)
Yenidogan sarilig1 n (%)

Akraba evliligi n (%)
Fizik bulgular
Orta hat sorunlari Yarﬂf duda.k n (,%)
Tek 6n kesici dis n (%)
Polidaktili
Sindaktili
Brakidaktili
. . A Servikal omurgada hareket kisitlilig
Iskelet 6zellikleri N
Skolyoz ve diger omurga sorunlari
Pektus deformitesi
Gelisimsel kalga displazisi
Pes ekinovarus
Genital anomali Mikropenis n (%)
(erkeklerde) Inmemis testis n (%)

Hipospadias n (%)
Konjenital bobrek ve iiriner sistem anomalisi
Kardiyovaskiiler sistem anomalisi
Isitme kayb1
Oftalmolojik sorunlar
Zihinsel yetersizlik
Epilepsi
Noropati

6,6+5.,8
45 (36,0)
38,142,1
9(7,2)
1(0,8)
-0,4+1,4 (-0,4)
11 (10,8)
7(6,9)
61 (58,7)
29 (23,2)
67 (62,6)
51 (40,8)

1(0,8)
1(0,8)
4(3.2)
5 (4,0)
3(2,4)
2 (1,6)
4(3,2)
5 (4,0)
4(3,2)
4(3,2)
25 (31,3)
27 (33,8)
3(3,8)
4(3.2)
7(7.2)
6 (4,8)
19 (15,2)
33 (26,4)
11 (8,8)
5 (4,0)

70
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Endokrinolojik 6zellikler

Olgularin tamaminda biiylime hormonu eksikligi vardi. Bunu sirasiyla TSH
(%74,4), gonadotropin (%54,4), ACTH (%35,2), prolaktin (%24,0) ve AVP (%2,4)
eksikligi izliyordu.

100
90
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70

60

50

40

30

2

10 I

Gonadotropin  ACTH Prolaktin

o

o

Sekil 4.1 Olgularda goriilen hipofiz hormon eksikliklerinin siklig

BH: biiylime hormonu, TSH: tiroid stimulan hormon, ACTH: Adrenokortikotrop hormon, AVP: arjinin vazopressin

Olgularim %10.4’tinde (n= 12) tan1 izole BH eksikligi idi. Diger izole hipofiz
hormon eksiklikleri calismaya dahil edilmedi. CHHE olgularinda en sik goriilen
eksiklikler sirastyla prolaktin hari¢ tim 6n hipofiz hormonlarinin eksikligi (%20,8),
BH+TSH eksikligi (%14,4) ve BH+TSH+gonatropin eksikligi (%12,8) idi. Olgularin
%4,4’iinde tiim 6n hipofiz hormonlar1 eksik, %2,4’tinde de AVP eksikligi mevcuttu.
Yedi olguda (%S5,6) prolaktin yiiksekligi 6n hipofiz hormon eksikliklerine eslik
ediyordu.
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Beyin ve hipofiz goriintiileme o6zellikleri

Olgularin tamaminda MSS goriintiilemesi yapilmis olup, bir olgunun
goriintiileme sonucuna ulasilamadi. Kirk bes olgunun (%36,0) hipofiz MR’1 normal idi.
Hipofiz MR’1 normal olan iki olguda Arnold Chiari malformasyonu disinda beyin MR

normal saptanmigti.

Hipofiz goriintiilemede en sik goriilen Ozellikler sirasiyla adenohipofiz
hipoplazisi (%20,0) ve adenohipofiz hipoplazisi — ektopik nérohipofiz (%20,0) idi. iki

olguda ektopik norohipofiz izole olarak saptanmisti.

Alt1 olguda (%#4,8) Rathke kisti saptanirken bes olguda da adenom/hiperplazi
saptanmust1 (%4,0). Pitiiiter sap kesisi sendromu 13 olguda (%10,4) mevcuttu. Iki
olguda SOD, iki olguda optik sinir hipoplazisi, bir olguda da HPE saptand.

Beyin MR’inda dort olguda korpus kallosum gelisim kusuru saptanmisti.

4.2 Molekiiler genetik sonuclarin degerlendirilmesi

Caligma kapsaminda yer alan 118 indeks olgunun molekiiler genetik tani akis

semas1 Sekil 4.2°de verilmistir.

Olgularin 98’1 CHHE YND paneli ile analiz edilmis olup bu analizler sonucunda
11 olguda CHHE iligkili bilinen genlerde ¢esitli iliskili varyantlar saptanarak klinigin
genetik kokeni aydinlatilmisti. Bu genler GHSR (n=1), IGSF1 (n=2), LHX3 (n=1 indeks
olgu, iki etkilenmis kardes), POU1F1 (n=2), PROKR2 (n=2), GH1 (n=1) idi. Bu
genlerde gosterilen varyantlardan besi daha 6nce hastalikla iliskilendirilmis idi (Tablo
4.2).
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Tani

n=11 v
Varyant / 12

saptanan Dogrulama ve segregasyon \ J

GHHE Yeni Nesil
Dizileme Paneli

n=98 n=22 \
——
Diglanan varyant
n=11
/
Klinik uyumiu olgularda
IrKa|:asanma'yran bolge/diigiik kapsam MLPA analizi
Sanger dizileme «GH1, POUTF1, PROP1, GHRHR,
«PROP1 ekzon 2» LHX3, LHX4, HESX1»
n=69 n=81

[ Tani n=1 ]\/{ Tani n=1 ]\/

Tani konulamayan n=85

N

Maliyet analizi ve biitge

[ )
J

[ Klinik degerlendirme

Calisma éncesi

KH/GHHE ! g

\ genetik analiz

118 indeks yapiimayan / \.
n=3

n=15 indeks ©
(11 solo, 2 trio, 2 duo) MG

Varyant saptanan
n=9

[Tﬁm ez diziems } [Tﬁm seno dizieme }

Fenotip
degerlendirme =
Gestalt tant Dogrulama velsegregasyon
Dogrulama VL segregasyon [ Tani n=6 ][ Aday gen }
+ %40 n=3
Tani n=1 \/

v

[ Galigma devam ediyor... ]

Varyant
saptanmayan
n=12

Klinik ekzom
dizileme
n=17

Varyant Tanm
saptanan Dofrulama ve segregasyon —* n=5 \/
=5
n %29,4

Sekil 4.2 Calismada degerlendirilen 118 indeks olgunun elde edilen genetik sonuclarinin

kullanilan yontemlere gore dagilimi

KH: Konjenital hipopituitarizm; CHHE: Coklu hipofiz hormon eksikligi; MLPA: Multiplex-Ligation Probe Amplification;



Tablo 4.2 CHHE YND paneli ile genetik etiyolojisi saptanabilen indekslerin varyant ozellikleri

No

35

39

48

51

52

61

64

75

79

90

96

Gen
Transkript

LHX3
NM_014564.4

GH1
NM_000515.4

PROKR2
NM_144773.4

IGSF1
NM_001170961.1

POU1F1
NM_000306.4

GH1
NM_000515.4

IGSF1
NM_001170961.1

POU1F1
NM_000306.4

GHSR
NM_198407.2

POU1F1
NM_000306.4

PROKR2
NM_144773.4

Zigosite

Hom

Het

Het

Hemi

Hom

Hom

Hemi

Hom

Het

Het

Het

Nukleotid

€.266+2T>C

€.291+1G>A

c.518T>G

€.2395C>T

c.793C>T

€.162C>G

€.3375G>A

€.814delG

c.931C>T

€.669T>G

€.518T>G

Protein

p.(?)

p.(?)

p.(Leul73Arg)

p.(Arg799%)

p.(Arg265Trp)

p.(Tyr54%*)

p. (Trpl12*)

p.(Val272*)

p.(Leu311Phe)

p.(lle223Met)

p.(Leul73Arg)

ACMG

LP

VUS

LP

LP

VUS

VUS

VUS

dbSNP/
ClinVar/Novel

-/-/Novel

rs71640277/
VCV000015970.6/

rs74315416/
VCV000003449.29
/-
-/-I-

rs780359925/
VCV002734543.1/

-/-/Novel

-/-/Novel

-/-/Novel

rs770465500/-/-

-/-/Novel

rs74315416/
VVCV000003449.29
/-

Anne

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

WT

WT

WT

Segregasyon

Baba

Het

WT

WT

Het

Het

WT

Het

Exitus

Het

Het

Kardes

Hom*

74
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P35’te saptanan LHX3 genindeki homozigot ¢.266+2T>C varyant1 daha Once
tanimlanmamis olup evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olan splice dondr dizi
bolgesinde yer aldigi i¢in kirpilmayr bozmasi ve patojenik etki gostermesi
beklenmektedir. P35’in benzer etkilenmis kardesinde de bu varyant homozigot olarak

saptanmigtir.

GH1 gen varyantlarinin G&zelliklerinden izole BH eksikligi kisminda

bahsedilecektir.

P48 ve P96’da saptanan heterozigot PROKR2 gen varyant1 daha once literatiirde
tanimli olup HH ve CHHE ile iliskilendirilmistir (110). Bu varyantin patojenitesi
ClinVar veri tabaninda ¢esitli yillarda arastirmacilar tarafindan ‘muhtemelen benign’

statiisiinden ‘patojenik’ statiistine kadar cesitli derecelerde etiketlenmistir.

P51°de hemizigot olarak saptanan IGSF1 ¢.2395C>T, veri tabanlarinda
bildirilmemis ancak literatiirde hastalik iliskisi bildirilmis bir varyanttir (111). P64’te
IGSF1 geninde gosterilen hemizigot ¢.3375G>A/p.(Trp112%*) varyant1 ise daha Once
literatiirde tanimlanmamis olup anlamsiz tipte bir degisim olmasi nedeniyle protein
trunkasyonuna yol agmasi ve patojenik etki gostermesi beklenmektedir. Kalitim modeli

ile de uyumlu olarak varyant olgunun annesinde saptanmistir.

P52’de homozigot olarak saptanan POU1F1 ¢.793 C>T varyant1 literatiirde daha
once POU1F1 iliskili CHHE i¢in taniml bir varyanttir (112).

P79°da GHSR geninde geninde heterozigot saptanan c.931C>T varyant1 daha
once hastalikla iligkilendirilmemistir ve toplum veri tabanlarinda nadirdir (gnomAD’de
2/251490 birey). Bu varyantin in silico analizlerde patojenik (MT, Polyphen, SIFT,
Provean) oldugu ongoriilmektedir. Dominant ve resesif kalitim 6zelliginde olan GHSR
genindeki bu heterozigot varyant olgunun saglikli oldugu bilinen annesinde de

saptanmistir ve segregasyon analizinin genisletilmesi planlanmustir.

P90’da heterozigot saptanan POULF1l ¢.669T>G varyanti daha O&nce
tanimlanmamistir  ve  ACMG siniflamasina gore Onemi belirsiz varyant (VUS)
ozelliginde olup in silico analizleri Mutation Taster, SIFT ve DANN veri tabanlarinda
patojenik etkili olarak belirtilmistir. Bu varyant gnomAD gibi toplum veri tabanlarinda
da bildirilmemistir. Segregasyon analizinde babasinda ve babaannesinde saptanmuistir.

POU1F1 genin dominant ve resesif kalitim oOzelligi dikkate alinarak karsi allelde
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delesyon agisindan yapilan MLPA analizi normal sonuglanmistir. Ailede varyanti
tasiyan bireylerin CHHE acisindan biyokimyasal ozelliklerinin degerlendirilmesi ve
dominant kalittmda degisken ekspresivite dikkate alinarak varyantin yorumlanmasi

planlanmustir.

Tablo 4.3 CHHE YND panelinde saptamp Sanger dizi analizi ile dogrulama ve

aile segregasyon analizleri yapilarak dislanan gen ve varyantlarin 6zellikleri

Gen Segregasyon
No - Krint Zigosite Nukleotid Protein
ranskr
'P Anne Baba Kardes
GHRH
Het €.221G>A p. (Arg74GIn) Het WT -
NM_021081.5
HHIP
Het €.1620delT p. (Ser540ArgfsT*20) WT Het -
NM_022475.2
WDR11
Het €.2539C>G p.(Leu847Val) Het WT Het
14 NM_018117.11
HHIP
Het c.1762C>T p.(Pro588Ser) Het WT Het
NM_022475.2
PROP1
16 Het €.557C>T p. (Alal86Val) - - -
NM_006261.4
IGSF1
28 Hemi  ¢.1389_1390insA  P.(Ser464llefs*10) - - -
NM_001170961.1
LHX4
55 Het C.730A>G p. (Ser244Gly) WT  WT WT
NM_033343.3
WDR11
69 Het €.3450T>G p. (Phel150Leu) WT Het -
NM_018117.11
IGSF1
73 Het c.1280C>G p. (Pro427Arg) - - -
NM_001555.4
HESX1
88 Het €.200G>C p. (Ser67Thr) Het  WT Het
NM_003865.2
GH1
Het c.478C>T p. (Argl60Trp) Het WT -
NM_000515.4
WDR11
101 Het €.2921C>T p. (Ala974Val) - - -

NM_018117.11

WT: Wild type
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P5°te saptanan HHIP geni varyant1 daha 6nce hastalikla iligskilendirilmemis olup
toplum veri tabanlarinda nadir olarak bildirilmistir fakat in silico analizleri ¢gogunlukla
‘benign’ ozelliktedir. Bu varyant i¢in saglikli babasinin da heterozigot saptanmasi ve

fenotipin net uymamasi nedeniyle bu varyant diglanmistir.

P14’te saptanan varyantlar segregasyon analizleri ile dislanmis olup bu olgu

daha sonra TED caligsmasina alinmistir.

P16’daki PROP1 geni varyant1 heterozigot olmasi nedeniyle resesif kalitim
modeline uymamaktadir. Karsi allelde MLPA ile delesyon saptanmadigi i¢in bu varyant

‘tesadiifi’ olarak yorumlanmustir.

P28’deki IGSF1 varyantt Sanger dizi analizi ile dogrulanamamasi nedeniyle

dislanmustir.

P55’te  'YND ile saptanan LHX4 varyanti Sanger dizi analizi ile

dogrulanamamustir.

P73’te saptanan X’e bagl resesif kalitilan IGSF1 genindeki bu varyant kiz
olguda saptanmis ve klinik ozellikleri de uyumlu olmadigi ic¢in analizler sonucu

dislanmustir.

P88’deki HESX1 geni varyanti daha 6nce tanimlanmis ve in silico analizleri
celigkili sonuglar vermistir (MT: polimorfizm; SIFT: Tolere edilebilir). Bu varyantin
saglikli kardeste de saptanmasi nedeniyle klinik bulgulari net agiklayamadigi

ongoriilerek dislanmis ve ileri analize alinmasi1 planlanmaistir.

CHHE YND panelinde hastalik iligkili patojenik varyant saptanmayan olgular
kapsanmayan/diisiik kapsamda olan bolgeler Sanger dizi analizi ile incelenmistir.
PROP1 geni ekzon 2, WDR11 geni ekzon 17 ve ekzon 26 bdlgeleri i¢in tasarlanan

primerlerle Sanger dizi analizi yapilmigstir.

Calisgmada PROP1 ekzon 2 boélgesi i¢in kapsanmayan bolge analizi yapilan 69
olgudan birinde PROP1 geninde homozigot (NM_006261.5): ¢.301_302del
p.(Leul02Cysfs*8) rs193922688 varyanti saptanmistir (P81). Bu varyant daha once
literatiirde PROP1 iliskili CHHE i¢in tanimli patojenik bir degisimdir (113).

WDR11 geni ekzon 17 ve ekzon 26 bolgeleri ise 70 indeks olguda Sanger dizi

analizi yontemi ile dizilenmis olup herhangi bir patojenik varyant saptanmamustir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs193922688
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Calisma protokoliine gére CHHE panelinde ve kapsanmayan bdlge analizinde

iliskili varyant saptanmayan 81 indeks olguya MLPA analizi uygulanmistir.

MLPA ile bir aileden benzer etkilenmis iki olguda PROP1 geninde homozigot
tim gen delesyonu saptanmistir (P10 ve P10k). MLPA ile ebeveynlerde yapilan
analizlerde delesyon i¢in tastyici olduklart ve etkilenmis kardesin homozigot delesyonu

oldugu gosterilmistir (IV:1ve 1V:2) (Sekil 4.3).

+ DNA'’si saklanan
]
v P10 * * . g0k * MLPA

.....

ARl H
N i e

RETHH m

b babns Type Babrnnes Larmpmes | Fage 2600 2000 DO0E_ KA

Sekil 4.3 Benzer etkilenmis iki kardeste (P10 ve P10k) MLPA yontemi ile

PROP1 geninde homozigot tiim gen delesyonunun gosterimi.
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Bir olguda (P13) MLPA analizinde PROP1 geninde ekzon 1, 2 ve 3’iin

heterozigot duplikasyonu saptanmis olup bu degisimi saglikli babasinin da tasidigi
gosterilmistir (Sekil 4.4).

| *°——O*

% DNA’si saklanan
% MLPA

o Akiaﬂnl«b)! GG ’! $ =

iiiiiii:‘.iiii%éiiignnhfssns

L WW@H@%%@}@*W%$

Sekil 4.4 P13’te MLPA yontemi ile saptanan PROP1 geni ekzon 1, 2, 3 heterozigot
duplikasyonunun gosterimi.
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MLPA yontemi ek olarak, Klinik ekzom dizileme (KED) verisindeki CNV
analizinde delesyon siliphesi olan olgularin dogrulamasinda da kullanilmis ve iki indeks
olguda (P113 ve P123) GH1 geninde homozigot tim gen delesyonu teyit edilmistir
(Sekil 4.5).

+ DNA’si saklanan

* MLPA

Sekil 4.5 P123’te (11:1) MLPA yontemi ile saptanan homozigot GH1 tiim gen

delesyonunun gosterimi.

Calisma kapsaminda 17 olguda panelde iliskili varyant saptanmayan veya direk
KED analizinde dis merkezlerde uygulanmig KED analizinin degerlendirilmesinde bes

olguda CHHE iliskili genlerde kalitim modeli uyumlu varyantlar saptanmstir.

KED analizinde iki aileden ii¢ olguda (P106, P106k ve P107) GHRHR geninde
homozigot varyant saptanmigtir. P107°de saptanan GHRHR (NM_000823) genindeki
homozigot ¢.880G>A p.(Gly294Arg) rs748546851 varyantt VUS Kkarakterinde olup
annesinde heterozigot olarak saptanmis, babada ise segregasyon analizi imkani

olamamustir. Bu olgularin 6zelliklerinden izole BH eksikligi boliimiinde bahsedilecektir.

Bir olguda KED analizinde GLI2 geninde (NM_001374353.1): c¢.2575del/p.
p.(Ser859Profs*36) heterozigot olarak saptanmistir. Bu varyant daha once literatlirde
tanimlanmamig olup ACMG smiflamasina gore patojenik ve toplum veri tabanlarinda
yer almayan bir varyanttir (P116). Bu varyant olgunun babasinda heterozigot olarak

saptanmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs748546851
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izole BH eksikligi icin degerlendirilen olgular

Caligmamizda saptanan izole BH eksikligi olan olgularin klinik o6zellikleri

Tablo 4.4’te ve genetik ozellikleri Tablo 4.5’te verilmistir.

YND gen panelinde GH1 geninin besinci ekzonunda heterozigot
¢.291+1G>A/p.(?) daha once bildirilmis bir splice-donor bolgesi degisikligine yol agan
varyant saptanmistir (114). Segregasyon analizi, ayn1 zamanda etkilenmis annenin de bu

varyant i¢in heterozigot oldugunu gostermistir.

P61°de GH1 geninin ikinci ekzonunda c¢.162C>G p.(Tyr54*) daha Once
tanimlanmamis homozigot varyant tespit edilmistir. Bu varyant Sanger dizileme ile
dogrulanmig ve segregasyon analizi ile ebeveynlerin heterozigot oldugu tespit
edilmistir. In silico analiz araglar1 patojenik olarak raporlanmis ve gnomAD'de
bildirilmemistir. Bu varyant HGMD'de mevcut degildir ve ACMG kriterlerine gore
"muhtemelen patojenik" dir. Bu anlamsiz varyantin gen transkriptinde erken ‘dur’

kodonuna ve fonksiyon kaybina yol agmasi beklenmektedir.

P113 ve P123, CHHE YND paneline dahil edilmemisti fakat dis merkezlerde
KED yontemi ile degerlendirildiginde CNV analizinde GH1 geninde homozigot
delesyon siiphesi raporlanmasi iizerine MLPA analizine dahil edilmistir. Bu iki olguda
GH1 geninde homozigot tiim gen delesyonu [rsa(GRCh38) 17q23.3(63,917,242-
63,919,542) x 0] MLPA analizi ile dogrulanmistir. Segregasyon analizinde
ebeveynlerde de heterozigot tiim gen delesyonu saptanmistir. GH1 genin biallelik tiim
gen delesyonlar1 daha 6nce tanimlanmustir (112). P123’de saptanan homozigot GH1

tiim gen delesyonunun MLPA analizi sonuglar1 Sekil 4.5’de gosterilmistir.



Tablo 4.4. izole BH eksikliklerinin klinik ozellikleri

No

22
38
39

61

91

94

99
104
106

106k
107
113

123

Cins.

m X m X m X

K

Akrabahk

10

10

10

10

10

20

GH DA SDS
39 1,2
39 -04
38 0,9
39 -0,2
40 -1,7
38 -0,7
40 0,8
39 -
36 -0,8
36 0,3
38 1,0
39 -0,94
38 -0,2

Dogum

sekli

C/S
NSD
C/S

NSD

NSD

NSD

C/s
NSD
C/s
C/s
NSD
C/s

CIS

Basvuru
yasi
(ym)
10,0
17,4
0,75

0,7

3,5

3,6

10,1
7,6
6,4
6,4
2,0
2,3

3,4

Basvuru

yakinmasi

Boy kisalig1
Boy kisalig1
Boy kisalig1

Boy kisaligt
Hipoglisemi

Boy kisalig1

Boy kisalig1
Mikrosefali

Boy kisalig1
Boy kisaligt
Boy kisalig1
Boy kisaligt
Boy kisalig1
Boy kisalig1

Boy kisaligt
Hipoglisemi

Ailede
etkilenmis

birey

Anne

Babaanne?

Kuzende

mikrosefali

Kardesi
Tkizi
Ikizi

Dismorfik bulgular

Kalkan gogiis, Cubitus valgus

Hipopituitarizm yiiz gorinimii

Hipopituitarizm yliz goériiniimii

Mikroftalmi, mikrosefali

Mikrosefali, hipotelorizm,

epikantus,

ayak bileginde kontraktiir

Brakidaktili

Uzun yliz

Basik burun kokii

Kraniyal ve
Hipofiz MRG

Normal
Normal

AHH

Normal

ENH, AHH

SOD lober tip
HPE

Normal

Normal

Normal
Rathke kisti

Normal

Normal

Klinik
uyumlu

varyant
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Cins: Cinsiyet, K: Kiz, E: Erkek, GH: Gestasyon hastasi, DA SDS: Dogum agirligi standart deviasyon skoru, C/S: sezaryen, NSD, Normal spontan dogum, MRG:Manyetik rezonans

gorlintiileme, AHH: Anterior hipofiz hipoplazisi, ENH: Ektopik norohipofiz, SOD: Septo-optik displazi



Tablo 4.5. izole BH eksikligi olgularinin genetik dzellikleri

No Gen
39 GH1
61 GH1
106 GHRHR
106k GHRHR
107* GHRHR
113 GH1
123 GH1

Transkript

NM_000515.4

NM_000515.4
NM_000823.4
NM_000823.4

NM_000823.4

NM_000515.4

NM_000515.4

Zigosite

Het

Hom
Hom
Hom

Hom

Hom

Hom

Niikleotid

Varyant

Protein

€.291+1G>A p.(?9)

€.162C>G p. (Tyr54%)
c.967C>T  p. (GIn323%)
c.967C>T  p. (GIn323%)
c.880G>A p. (Gly294Arg)

Tiim gen delesyonu

Tiim gen delesyonu

dbSNP/ClinVar/Novel

rs71640277/
RCV001557907.3 /Tanimlh

-/-/Novel
rs2128598609/SCV001571644/Novel
rs2128598609/SCV001571644/Novel

rs748546851/-/Novel

-[-/Tanimlt

-/-/Tanimlh

Segregasyon
Anne Baba
Het WT
Het Het
Het Het
Het Het

Het -
Het Het
Het Het

83

Genetik tam1 yontemi

CHHE YND panel

CHHE YND panel
KED
Sanger dizi analizi
KED

KED (CNV analizi)
Dogrulama ve
segregasyon MLPA
KED (CNV analizi)
Dogrulama ve
segregasyon MLPA

*P107°de segregasyon analizinde babasinin DNA 6rmegine ulagilamamigtir. Saglikli kardeste segregasyon analizi yapilmasi planlanmigtir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs71640277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2128598609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2128598609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs748546851
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TED analizi ile incelenen olgularin klinik ve genetik ozelliklerinin

degerlendirilmesi

Calismamizda 15 indeks olgu TED analizi ile degerlendirilmistir. Dokuz
indeksin TED 1slak laboratuvar ¢alismalart hizmve arkimi kapsaminda DNA
laboratuvarlar1 genetik tan1 merkezi firmasinda gerceklestirilmistir (2 Trio, 2 Duo ve 5
Solo TED analizi toplam 15 o6rnek). Dort indeks olgunun TED analizi (Solo)
merkezimizde ¢alisilmustir. ki olguda ise farkli merkezlerde yapilmis TED verileri
tekrar analiz edilmistir. Olgularin klinik 6zellikleri Tablo 4.6’da gosterilmistir. Bu
analizler sonucunda alt1 olguda CHHE iliskili varyant saptanirken ii¢ olguda ise aday
gen varligr irdelenmistir. Klinik iliskili varyant gosterilen olgularin genetik 6zellikleri

Tablo 4.7’de verilmistir.
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Tablo 4.6 TED analizi ile incelenen olgularin klinik 6zellikleri

Dosum Basvuru Basvuru Ailede Kraniyal ve
No  Cins. Akrabahk GH DASDS sul yasi 3 etkilenmis Eslik eden ozellikler hipofiz Endokrin fenotip
sekli yakinmasi -
(y1l) birey MRG
14 K 2° 38 -1,7 CIs 0,9 Boy kisaligt Kardes GKD, Polinéropati AHH BH, TSH, PRL
18 K - 38 - - 14 Boy kisaligi - Yarik dudak, strabismus, ZY AHH BH, TSH, ACTH, PRL
; . . Kardeste . . - ENH
31 E - - - - 0,41 Inmemis testis CHHE Bilateral polidaktili AHH BH, Gn
37 E - 38 -05 cls 0.3 Boy kisahigy, - Epilepsi, hafif pektus ekskavatum ~ AHH BH, TSH, ACTH, Gn
Inmemis testis
Epilepsi, otizm, cilt lezyonlari KKA,
40 K 1° 38 -2,4 cIs 15,8 Obezite - ﬁiste[fsn’qﬁs o Cakoreng; N PV BH, TSH, ACTH, Gn
gmus, meg ' heterotropi
57 E - 28 2,3 C/s 53 Boy kisaligi - MY AHH BH, TSH, ACTH, Gn
69 K 2° 39 0,8 C/S 1,6 Boy kisaligi - ZY, Polindropati Normal BH, TSH, PRL
95 K - 38 0,2 C/S 57 Boy kisaligi - Kaygi bozuklugu PSIS BH, TSH, ACTH, Gn
108 K - 37 04 cls 5,9 Hipoglisemi Epﬁ?:g; ZY, HIE, epilepsi, nistagmus, ~ KKA,ENH  BH, TSH, ACTH, Gn
109 K 1° 38 1,0 NSD 12,9 Boy kisalig1 - Epilepsi, ZY, hipoglisemi ykiisii PSIS BH, TSH, ACTH, Gn
ASD, portal ven trombozu, Serebellum ak
110 E 2° 38 -3,5 C/S 0,33 Hipotiroidi - Ozofagus varisi, polidaktili, ZY, madde BH, TSH, Gn
isitme kaybi1 lezyonlart
111 K 1,5° 40 0,7 C/S 2,3 Boy kisalig1 - - PSIS BH, ACTH, Gn, PRL
124 E - 38 0,8 C/S 0,3 Mikropenis - - AHH BH, TSH, ACTH, Gn
125 E 1° 38 -0,9 cis 03 Mikropenis, - Sekundum ASD KKA BH, TSH, ACTH, Gn
hipoglisemi
Mikropenis, .
126 E - 40 0,5 C/S 0,1 hipoglisemi Kuzende ZY  Periferik PS, PEV, portal tromboz PSIS BH, TSH, ACTH, Gn

Cins: Cinsiyet, K: Kiz, E: Erkek, GH: Gestasyon hastasi, DA SDS: Dogum agirlig1 standart deviasyon skoru, C/S: sezaryen, NSD, Normal spontan dogum, CHHE: Coklu hipofiz hormon
eksikligi, GKD: Gelisimsel kalga displazisi, ZY: Zihinsel yetersizlik, HIE: hipoksik iskemik ensefalopati, ASD: atriyal septal defekt, PS: pulmoner stenoz, PEV: pes ekinovarus, MRG:manyetik

rezonans goriintiileme, AHH: anterior hipofiz hipoplazisi, ENH: ektopik nérohipofiz, KKA: korpus kallosum agenezisi, PSIS: pitiiiter sap kesisi sendromu



Tablo 4.7 TED analizinde saptanan CHHE iliskili gen varyantlar

No

14

18¥

31¥

69

95

109

Gen 4
) Zigosite
Transkript
RNPC3
Hom
NM_017619.4
GLI2
Het
NM_001374353.1
GLI2
Het
NM_001374353.1
RNPC3
om
NM_017619.4
SMCHD1
Het
NM_015295.2
ROBO1
Het
NM_002941.4

Nukleotid

c.484C>T

c.1435C>T

c.2013delC

C.484C>T

c.1102 G>T

€.1394 C>T

Protein

p.(Prol62Ser)

p.(Argd79%)

p.(Ser673fs)

p.(Prol62Ser)

p.(Val368Phe)

p.(Thr465lle)

ACMG

VUS

LP

VUS

VUS

VUS

Varyant o6zellikleri

In silico analizler*

SIFT, MT, DANN,
AlphaMissense

MT, DANN, BayesDel

Patojenik

SIFT, MT, DANN,
AlphaMissense
DANN, in silico
analizler geliskili

SIFT, MT, DANN,
BayesDel, PrimateAl

Toplum veri
tabanlan

sikhik

GnomAD v4.1
0.00006569

GnomAD v4.1
0.00

GnomAD v4.1
0.00004962

ACMG: American College of Medical Genetics; VUS: Variant of uncertain significance; LP: Likely Pathogenic; P: Pathogenic; WT: Wild type

Varyantin patojenik (zararli) olarak bildirildigi in silico analiz programlari tabloda gosterilmistir.

¥P18ve P31°deki GLI2 genindeki varyantlar literatiirde daha dnce tanimlanmugtir.

Anne

Het

WT

Het

Het

WT

Het

Segregasyon analizi

86

Baba Kardes
Saghkh  Etkilenmis
Het WT/WT Hom
WT - -
WT - Het
Het - -
WT WT -
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10 11 12
n

* DNA'si saklanan

* TED

P14 P14k
P162S/P162S  P162S/P162S

Yiiriime bozuklugu

Tani?

" P14 Hom c.484C>T

P14k Hom c.484C>T

.1 Saghkh kardes WT/WT
, Anne c.484C>T/WT

che1104.077,992
fotal Count 141
o
0

|, Baba c.484C>T/WT

0
141 (100%, 74+, 67-)

CEPE P PRRPEEE R R

oz-H00>

z
LR

Sekil 4.6 RNPC3 geninde homozigot varyant saptanan olgularin [(P14 (V:5) ve P14k (V:6)] pedigrisi, IGV ve elektroferogram

gosterimi.



Sekil 4.7 Wild-type ve mutant RNPC3 proteinin ii¢ boyutlu yapisi

RNPC3 proteininin hem vahsi tip (WT) hem de mutant (Mt) formlarmin {i¢ boyutlu modellerini
gostermektedir. A: RNPC3 proteininin WT pPro162 formu, I-Tasser ile gorsellestirilmis ve N-terminalden (koyu
mavi) C-terminal (kirmizi) sona kadar boyanmistir. B ve C: RNPC3 proteininin mutant pSer162 formu, (C)
biiyiitiilmiis versiyonudur. D: WT (yesil renk) ve Mt (mavi renk) protein formlarimin iist {iste bindirilmis hali E: Ust
iiste bindirilmis formlarin ayrintili, bilyiitiilmiis goériniimii. Yavas Abali Z, ve ark. A Novel RNPC3 Gene Variant
Expands the Phenotype in Patients with Congenital Hypopituitarism and Neuropathy. Horm Res Paediatr. 2024;
97:157-164 kaynagindan diizenlenmistir (115).
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3

& 5

Sivas Tokat
T/ O O

c.484CT/WT c.484C>T/WT

1 * 2
Il gg ;,
TATATGTACEEACCACCTT €.484C>T/c.484C>T

Y \/ P TaET
TGTALACKECC

q / ‘ \ Anne heterozigot c.484C>T
H ‘ i * DNA’si saklanan
U NS /R

TATATGTAET ACCACCTT * TED
TGT/CTEACC

ﬂ‘ | A Indeks homozigot ¢.484C>T
Il
|

ML

! L 00

TATATCTAC{ ACCACCTT
TGTACKEALCC

W ;'A /V\

Sekil 4.8 RNPC3 geninde homozigot varyant saptanan P69 (111:2)

——
e

olgusunun pedigri ve elektroferogram goriintiisii.

TED analizinde RNPC3 geninde varyant saptanan olgularin klinik ve genetik
ozelliklerinden edinilen bilgi sonrasinda benzer sekilde bir aileden iki olguda CHHE ve
polindropati klinigi olmasi nedeniyle klinik a¢idan hedef genin RNPC3 geni oldugu
tespit edilmis ve Sanger dizi analizi yapilmistir. RNPC3 geninde (NM_017619.4)
homozigot ¢.484C>T/p.(Prol62Ser) varyant saptanmistir (P112 ve P112k). Benzer
etkilenmis kardeste (P112k) de varyant homozigot olarak saptanmistir (Sekil 4.9).
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1 2
Tokat Tokat
1 5 * DNA’s1 saklanan
* * . .
P112 B Sanger dizi analizi
Il ] P112k - g
€.484C>T/c.484 OT / c.484C>T/c.484 C>T

Re P112 ——Samp1y~lm_x HYIK-RNPC3_FS
= & = = =

110
= = = = = = @ [ ] -
A T A T 6 T A ¢ H

Sekil 4.9 P112°de (11:2) Sanger dizi analizi ile RNPC3 geninde saptanan

homozigot ¢.484 C>T varyantinin elektroferogram goriintiisii.
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Tablo 4.8 RNPC3 geninde biallelik patojenik varyant saptanan ii¢ aileden bes olgunun

ozellikleri

No

Cinsiyet (K/E)
Basvuru yas1

Boy cm (SDS)
Agirhik kg (SDS)
HB cm (SDS)
Laboratuvar

sT4 (pmol/l/) ITSH (mIU/ml)
ACTH pg/mi
Kortizol pg/dl
IGF1 ng/ml
IGFBP3 ng/ml
Prolaktin ng/ml
Na/idrar dansitesi
Goriintiileme
Kraniyal MRG
Hipofiz MRG

14
K
16 aylik
55,8 (-7.6)
6,5(-3.6)
152,5 (-1.8)

4,9/2,8
6,4
<25,0
<0,5
0,1
139/1013

AHH

14k
E
23 giinliik
42,3 (-4.4)
2,8(-2.4)
165,5 (-1.7)

12,3/0,02
9,9
7,6
<17,0
<0,5
0,16
140/1007

Normal

Normal

69 112k
K K
19 aylik 5.8 yas
63,5(-5.8) 76,4 (-8.0)
6,3 (-4.3) 9,0 (-6.2)
161,0(-0.4)

6,3/2,76 11,4/2,8
- 24,7
11,2 9,1
36,9 25
1,66 0,5
0,12 0,47
139/1012 140/1022
Normal Normal
Normal Normal

112
E
7.5 aylik

56,0(-5.1)

4,8 (-1.5)

1554 (-1.3) 1684 (-1.3)

7,6/6,7
16,0
115
35
0,71
0,77
143/1015

Normal

Normal

HB: Hedef boy; SDS: Standart deviasyon skoru; MRG: Manyetik rezonans gérintiileme; AHH: Anterior hipofiz

hipoplazisi
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Calismada TED analizinde iki aileden ii¢ olguda GLI2 geninde heterozigot
varyant saptanmustir. Trio TED analizinde P18’de GLI2 (NM_001374353.1,
NP _001361282.1) geninde ekzon 10°da heterozigot c¢.1435 C>T, p.(Argd79*) daha
once tanimlanmis patojenik bir degisim saptandi (116). Bu varyanti annesi ve babasinin
tagimadiklart belirlenmis olup Sanger dizi ile dogrulanmistir. Bu testte saptanan
varyantin indekste de novo olustugu ve GLI2 geni iliskili CHHE ile uyumlu oldugu
distinilmistiir (Sekil 4.10).

n O

40 yas
Boy kisaligr?

In utero ex

Trizomi 18?
rizomi P18 % DNA’si saklanan

*TED

nnnnnnnnnn

[

o~ WS 4 ~ Va _ .

Sekil 4.10 GLI12 geninde heterozigot varyant saptanan P18 olgusunun (1V:6)

pedigri, IGV ve Sanger dogrulamasinin elektroferogram goriintiileri.

Duo TED analizinde (P31 ve P31k) P31°de GLI2 (NM_001374353.1) geninde
ekzon 13’de daha once tanimlanmis patojenik bir degisim heterozigot olarak saptandi
(117). GLI2 ¢.2013delC varyantt Sanger dizi ile dogrulandi bu varyanti benzer

etkilenmis kardesi ve annesinin heterozigot olarak tasidiklar1 belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 GLI2 geninde heterozigot ¢.2064delC varyanti saptanan P31’in
(IV:1) ve etkilenmis kardes P31k’nin (IV:2) pedigri, IGV ve Sanger

elektroferogramlar.

Solo TED analizinde P95’te SMCHD1 (MIM* 614982) geninde ¢.1102G>T/
p.(Val368Phe) varyanti heterozigot saptandi. Bu varyant ACMG kriterlerine gore dnemi
belirsiz varyant kategorisinde olup in silico analizleri ¢eliskilidir. Toplum veri
tabanlarinda daha once bildirilmemistir. Bu varyant saghikli annede saptanmamus,
babasinin  exitus olmast nedeniyle segregasyon analizi tamamlanamamigtir.
Merkezimizde yapilan TED analizinde bu olguda CNV analizinde patojenik kopya
sayist degisimi saptanmamistir. SMCHD1 geni dominant kalitmda Bosma Arhinia
Mikroftalmi sendromuna yol agmakla birlikte inkomplet penetrans bildirilmesi ve
fenotipte HH tanimlanmasi nedeni ile bu olguda olas1 klinik iliskili gen olarak

degerlendirmeye alinmis, segregasyon analizinin genisletilmesi planlanmistir.

Solo TED olarak incelenen P109°da ROBO1 geninde (NM_002941.4) daha 6nce
tanimlanmamis heterozigot ¢.1394 C>T/p.(Thr4651le)/rs576393729 varyant1 saptandi.
Bu varyanti annesinin tasidigi, baba ve saglikli kardesin tasimadigi belirlendi (Sekil
4.12). Varsome ve Franklin veri tabanlarinda 6nemi belirsiz varyant ve ClinVar’da ise

‘Uncertain’ olarak bildirilmisti. Varyant Polyphen2 veritabaninda olas1 hastalik yapici
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olarak bildirilmisti (Sekil 4.13) ve varyantin toplum veri tabanlarindaki siklig1 nadir
olup gnomAD v4.1°de allel frekans1 0.00004962 idi.
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Sekil 4.12 ROBO1 geninde heterozigot varyant saptanan P109 olgusunun

(1V:3) pedigri, IGV ve segregasyon analizlerinin elektroferogram goriintiisii.
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Sekil 4.13 ROBO1 (NM_002941.4): ¢.1394C>T p.(Thr465Ile) varyantinin
Polyphen2 veri tabaninda degerlendirilmesi.

(http://genetics.bwh.harvard.edu/qqi/pph2/085ddb820411b7d4ffc2b97580754768h8h52
262/9864310.html sitesinden dizenlenmistir-04.07.2024).



http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2/085ddb820411b7d4ffc2b97580754768b8b52262/9864310.html%20sitesinden%20düzenlenmiştir-04.07.2024
http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2/085ddb820411b7d4ffc2b97580754768b8b52262/9864310.html%20sitesinden%20düzenlenmiştir-04.07.2024
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TED analizinde aday gen saptanan olgularin degerlendirilmesi

TED analizi yapilan olgulardan P40, P110 ve P111 olgularinda CHHE ve
sendromik bulgular1 agiklamaya yonelik aday gen i¢in degerlendirildi. Bu olgularda
uygulanan TED analizinde CNV kapsanmamuis, ancak her {i¢ olgunun da molekiiler test
oncesinde kromozom analizleri, Affymetrix Cytoscan Optima 315K mikroarray
analizleri yapilmi ve normal oldugu belirlenmisti. KED analizlerinde klinik iliskili bir
varyant saptanmamustir. P40’ta CHHE ye ek olarak obezite, zihinsel yetersizlik, kii¢lik
el ve ayak gibi Prader Willi sendromunu akla getiren bulgulari olmasi nedeniyle

Metilasyon spesifik MLPA (MS-MLPA) testi yapilmis ve normal saptanmistir.

Anne babasi1 arasinda birinci derece kuzen evliligi olan P40 olgusunda CHHE
iligkili bilinen genlerde resesif veya dominant herhangi bir patojenik varyant
saptanmadi.  ALDH18A1 geninde (NM_002860.6): c¢.1502 T>C/p.(Leu501Ser)/
rs1342016344 varyant1 heterozigot olarak saptandi (Sekil 4.14). Hem dominant hem
resesif kalitim 6zelliginde olan ALDH18A1 genindeki bu varyant inhouse veri tabaninda
bulunmamakla birlikte toplum veri tabanlarinda olduk¢a nadirdir (gnomAD:
%0,0006225). In silico tahmin yontemlerinde ¢ogunlukla patojenik olarak bildirilmisti
(Revel, Varity, SIFT, MT, BayesDel gibi). Ekzon 13’te yer alan bu varyant i¢in primer
tasarlanip dogrulama ve aile segregasyon analizi yapildi. Bu gendeki varyantlar
dominant kalitildigindan kutis laksa OD tip 3 (MIM # 616603) ve spastik parapleji 9A
(MIM# 601162)’ya neden olmaktadir.


https://www.omim.org/entry/616603
https://www.omim.org/clinicalSynopsis/601162
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Sekil 4.14 P40 olgusunun (1V:8) pedigri ile gosterimi ve ALDH18A1
€.1502T>C varyantinin IGV’de gosterimi

Solo TED analizinde P110 olgusunda MFHAS1 geninde (NM_00225.3) c.117
C>G/p.(Ala39Ala)/rs770289859 varyantt homozigot olarak saptandi. Segregasyon

analizinde bu varyant i¢in anne ve baba heterozigot saglikli kardesi de heterozigot

saptandi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 P110 olgusunun (V:2) pedigri ile gosterimi
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Bu varyantin in silico analizleri c¢eliskili olmakla birlikte toplum veri
tabanlarinda nadir olarak bildirilmistir ve korunmuslugu yiiksektir. Varyantin
kirpilmaya etkisini gosterebilmek icin RNA analizi planlanmigtir. Periferik kan
16kositlerinde ifadesi diisiik olmasi nedeniyle kanda etkisi gosterilememistir. Idrar
ornekleri ile analizleri devam etmektedir. MFHAS1 geninin OMIM veri tabaninda
bilinen fenotipi olmamakla birlikte literatiirde zihinsel yeteresizlik, ekstremite anomalisi
ve kalp anomalisi olan bir olguda mikroarray analizinde bu gende homozigot delesyon
bildirilmis olmast bu geninin olgumuzdaki ek bulgular1 agiklayabilecegini

diistindiirmiistiir (118).

Solo TED analizinde P111 olgusunda DHX29 geninde (NM_019030.4) ¢.4110
A>G p.(Terl370Trpext*2) rs1469972493 varyanti homozigot olarak saptanmistir. Bu
varyant in house veride gozlenmemis olup ClinVar’da bildirilmemistir. Varsome da
olas1 patojenik olarak bildirilmistir. Segregasyon analizinde bu varyant anne ve babada
heterozigot saglikli kardeslerin ikisinde heterozigot saptanmis olup diger bir saglikli

kardeste ise saptanmamuistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 P111 (1V:4) olgusunun pedigri ile gosterimi
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Calismada TGD analizi ile degerlendirilen benzer etkilenmis iki kardeste (P114-

P114k) KH’yi agiklayacak genetik etiyoloji saptanamamustir.
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Y DNA’sI saklanan
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Sekil 4.17 P114 ve P114k (V1:3 ve VI:5) olgularmin pedigri ile gosterimi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, KH tanili 118 aileden 125 olgunun klinik ve genetik 6zellikleri
incelenmis, kullanilan farkli genetik yontemlerin molekiiler etiyolojinin belirlenmesine

olan katkis1 degerlendirilmistir.

Calismamizda erkek kiz oran1 1,8 (80 erkek, 45 kiz) saptanmistir. Martinez-
Mayer J ve ark.’in (119) Arjantin kohortunun degerlendirildigi yakin zamanl
calismasinda bu oran benzer sekilde 1,6 olarak bildirilmistir. Genis KH c¢alismalarinda
cinsiyet dagilimi ile ilgili veri sinirli olmakla birlikte hastaligin erkeklerde daha sik
oldugu goriilmektedir. Baz1 caligmalarda erkeklerde daha sik goriilmesi X'e bagh

kalitimin etkisi olarak yorumlanmis olsa da bu durumu destekleyen veri sinirlidir(120).

Genel olarak KH olgularinda dogum agirligi ve boylarinin normal olmasi
beklenir (18). Calismamizda dogum agirligi ortanca degeri -0,4 SDS olup dogum
agirligima gore hesaplanan SGA oraninin %11 oldugu saptanmistir. SGA’nin tanimi
geregi yaklasik %3 oraninda olmasi beklenirken c¢alisgmamizdaki oranin yiiksekce
oldugu goriilmiistiir. Bu durumun, endokrinolojik sorunlarindan ¢ok eslik eden diger

sorunlara bagli olabilecegi diistinlilmiistiir.

Olgularin endokrinoloji klinigine basvuru ortanca yasmin 5,9 yil oldugu
goriilmiistiir. Olgularin sadece %5,6’s1 yenidogan déneminde tan1 almistir. Ugte biri 2
yas altinda, yine yaklagik iicte biri 10 yas lizerinde tan1 almistir. Literatiirde, KH’li
yenidoganlarin %352'sinin dogum sonrasinda iligkili komplikasyonlarla basvurdugu ve
%?23"line yenidogan doneminde tan1 kondugu goriilmektedir (121). Calismamizda erken
tan1 oraninin diisiik olmasi, lilkemizde yenidogan donemi KH belirti ve bulgular ile

ilgili farkindaligin artirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda, en sik basvuru nedeni (olgularin yaklasik tigte ikisinde) boy
kisalig1 idi. Biiytime hormonu eksikliginde boy kisalig1 iki yas lizerinde belirgin hale
gelmektedir. Boy kisaligimin en sik basvuru nedeni olmasi olgulara gorece ge¢ tani
konmas: ile iligkili olarak yorumlanmistir. Farkli ¢alismalarda, yenidogan veya siit
cocuklugunda KH’li olgularin %35'inde sarilik en yaygin basvuru nedeni olarak
belirtilmistir (122). Yenidogan hipoglisemisi yine sik bulgular arasindadir (3).
Caligmamizda olgularin iicte ikisinin Oykiisiinde yenidogan doneminde sarilik

gozlendigi; ancak, bu donemde hipopituitarizm tanist almadiklar1 goriilmektedir.
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Hipoglisemi, uzamis sarilik, kolestaz, yenidogan ve erken siit ¢cocuklugunda 6nemli
bulgular olup akla KH gelmelidir. Inmemis testis ve/veya mikropenis birlikteligi de
onemli bulgular arasinda olup mini puberte donemi tani i¢in kagirilmamasi gereken bir

firsat sunmaktadir.

Olgular, hipofiz dig1 anomaliler nedeniyle de tani alabilmektedir. Beyin
gelisimindeki anomalliler (HPE, SOD, KKA gibi), kraniyofasiyal gelisim anomalileri
(orofasiyal yarik, maksillada tek santral kesici dis veya lateral kesici dis agenezisi,
piriform sinus stenozu, koanal atrezi) veya goz anomalileri (mikroftalmi, anoftalmi,
retinitis, iris veya retina kolobomu) gozlenebilir. Gorme veya isitme sorunlar1 ve farkli
siddette norogelisimsel bozukluklar gibi diger anomaliler de eslik edebilir. Bu
birliktelikler orta hat sendromu olarak da bir arada goriilebilir. Hipopitiiitarizm ek
olarak CHARGE (Coloboma, Heart, Choanal atresia, Retardation, Genital and Ear),
Fanconi, Rieger ve Pallister-Hall sendromlar1 gibi ¢esitli sendromlarin bir belirtisi
olabilir (123-125). Bu durum, ortak embriyolojik gelisim mekanizmalarina ve
ontogenez sirasinda anomalinin gerceklesme zamanina baghdir. Calismamizda
olgularm yaklasik %10’unda bu bulgularin en az birinin varlig1 goriilmektedir. Iskelet
(polidaktili) ve vertebral anomalileri (kisitli bag ve boyun rotasyonu, kisa boyun) de
goriilen bulgular arasindadir. Bu 06zgiin bulgular, molekiiler genetik tani ig¢in

yonlendirici olmaktadir.

Hipotalamus-hipofiz bdlgesinin  anatomik farkliliklar, CHHE olgularinin
%150—100’1linde, izole BH eksikligi olgularinda ise daha nadiren goriilebilmektedir. Bu
anomaliler: AHH, izole ENH, PSIS, SOD ve homojen kontrast artis1 ile artmig hipofiz
hacmi olarak tanimlanabilir. Ayrica, olfaktdr bulbus ve/veya olfaktdr traktus agenezisi,
HPE, sizensefali, heterotopi, Chiari malformasyonu, serebellar malformasyon, Rathke
kisti, mikroftalmi ve hipotalamik hamartom gibi diger iliskili intrakraniyal anomaliler
de gozlenebilmektedir (126). Calismamizda, hipofiz goriintiilemesinde en sik izlenen
ozellikler olgularin beste birinde goriilen AHH ve yine beste birindeki AHH-ENH
birlikteligi idi. Iki olguda SOD, iki olguda optik sinir hipoplazisi, bir olguda da HPE
saptandi. Beyin goriintiilemede dort olguda korpus kallosum gelisim kusuru saptanmaisti.
Bir spektrum olarak tanimlanan HPE, SOD ve KH birlikteligi 6nemli morbiditeye yol
acar ve bu spektrumda 30'dan fazla genin rolii oldugu tespit edilmistir (4). Bu genler

temel olarak hipotalamus ve hipofiz bezinin gelisimi sirasinda hiicre sinyali, siliya,
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hiicre dis1 matriks ve hiicre adhezyonu ve transkripsiyonel diizenleme ile ilgilidir.
Bununla birlikte, klinik olarak tani konulan hastalarin ¢ogunlugunda (~%90) halen
genetik temel bilinmemektedir (5). Calismamizda bu spektrumda yer alan iki olgu

bulunmaktadir ve bu olgularda genetik etiyoloji saptanamamustir.

[k olarak 1987°de kesintiye ugramus bir hipofiz sap1 ve ENH birlikteligi olarak
tanimlanan PSIS, son yillarda, nérohipofiz agenezisi ve kesintiye ugramis hipofiz sap1
olan olgular1 da igerecek sekilde genisletilmistir (127). Hipofiz sap1 normal olup izole
norohipofiz yoklugu PSIS olarak kabul edilmemektedir. Bu o6zellik saglikl
popiilasyonun %10'unda tanimlanmigtir. Norohipofizi MR goriintiilemedeki belirleyicisi
“parlak nokta” yasamin ikinci ayinda fark edilebilir hale gelir (128). PSIS’e farkli orta
hat kusurlar1 da eslik edebilir. Giiniimiizde, PSIS genis HPE spektrumunun bir parcasi
olarak kabul edilmektedir (127). Calismamizda olgularin yaklasik %10’unda PSIS

mevcuttu.

PSIS patogenezi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Cesitli hipotezler 6ne
stiriilmektedir. Perinatal hipofiz hasari ile mekanik olarak hipofiz sap riiptiirii veya
iskemiye neden olan dogum travmasi ilk teori olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PSIS'li
hastalarda perinatal olaylarin ve makat dogumun sikliginin yiiksek olmasi bu teoriyi
desteklemektedir. Bununla birlikte patolojik kanitlarin yetersiz olmasi; ayrica, ailevi
veya akraba evliligine bagl olgularin goriilmesi genetik etiyolojileri, diger konjenital
anomalilerle birlikteligi ise embriyolojik gelisim kusurlarin1 6n plana ¢ikarmaktadir.
Fare calismalarinda, Hesxl, Lhx2, Nkx2.1, Rax, Thx3 ve Hex1/Hes5 genlerindeki
mutasyonlarm hipofiz sapinin gelisiminde bozukluga yol agtigi gosterilmistir (129).
Bunun yaninda, PSIS olgularmin  %5'inde  molekiiler genetik  etiyoloji
saptanabilmektedir. Bu da genetik olmayan risk faktorlerinin de g6z Oniinde
bulundurulmasi geregini ortaya koymaktadir. HPE'nin hafif bir formu olarak tanimlanan
PSIS°’de de HPE'ye benzer bir multifaktoriyel etiyoloji akla gelmelidir. Olgular,
olasilikla gen-cevre etkilesimi, epigenetik mekanizmalar1 da igeren “coklu vurus
hipotezi” agisindan degerlendirilmelidir. Diistik kolesterol diizeyi, maternal alkolizm
veya diyabet, kokain gibi vazoaktif ilaclar ¢esitli HPE ve SOD gibi hipofiz anomalileri
ile iliskilendirilmigtir (130). Calismamizda, 13 PSIS olgusunun 4’tinde molekiiler

genetik etiyoloji saptanmustir.



102

Ozetle, hipopituitarizm olgularinda hipotalamus hipofiz bélgesi anatomik
farkliliklar1 ile beyin ve optik sinir anomalilerinin tanimlanmasi, gii¢lii tanisal ve
etiyolojik kanitlar saglamaktadir. Bununla birlikte, goriintiilemelerin normal olmas1 KH

tanisini1 diglamaz.

KH olgularinda gelisimsel bozukluklar, zihinsel yetersizlik ve epilepsi tabloya
eslik edebilir. Cogunlukla anatomik beyin anomalilerinin varlifinda bu bulgularin
olmast beklenmektedir. Calismamizda zihinsel yetersizlik olgularin dortte birinde
saptanmistir. Zihinsel yetersizlik, beyin gelisim anomalileri veya 6zgiil sendromlar
sonucunda eslik eden bir 6zellik olabilecegi gibi ACTH ve BH eksikliklerine bagl
goriilen hipoglisemi ve TSH eksikligine bagli hipotiroidi sonucunda sekonder de
gelisebilir. Calismamizda bu iliskilerde anlamli sonuglar bulunamamistir. Bu durum alt

grup analizlerindeki olgu sayilarindaki azliga baglanmistir.

Epilepsi, literatiirde KH olgularinda nadir bir bulgu olarak verilmektedir (125).
Calismamizda epilepsi orani yaklagik %9 idi. Bu durum da tam1 Oncesi goriilen
hipoglisemilerin sekel bulgusu olabilir. Olgu sayilarindaki azlik nedeniyle epilepsi

etiyolojisinin belirlenmesi (hipoglisemi veya eslik eden beyin anomalileri) giictiir.

GOz anomalileri olgularin yaklasik %10-%20'sinde mevcuttur ve oldukga
degiskendir (131). Nistagmus, iki tarafli gérme bozuklugunun (siddetli iki tarafl
kolobom, optik sinir hipoplazisi) veya okulomotor anomalilerin bir belirtisi olabilir.
Calismamizda oftalmolojik sorunlar %15 olguda gézlenmistir. KH’ye isitme kayb1 da

eslik edebilmektedir (131). Calismamizda isitme kaybi1 oran1 %4,8 olarak saptanmustir.

Literatiirde molekiiler genetik etiyoloji KH olgularimin yaklasik %10'unda
belirlenebilmektedir. Genetik etiyolojilerin sikligi toplumlar arasinda degisiklik
gostermekle birlikte, hipofize 6zgii bir transkripsiyon faktorii olan PROP1, Avrupa’da
en sik belirlenen gendir ve bunu POU1F1 izlemektedir (119) (132).

Caligmamizda, PROP1 varyant1 iki aileden 3 olguda saptanmistir. Tami alan
olgularda kapsanmayan bolge analizinde kiiciikk dizi varyantlan ve MLPA’da
delesyonlar gosterilmistir. Kohortumuzda literatiiriin aksine PROP1 varyantlarinin nadir

olmasi dikkat ¢ekicidir.

Calismamizda CHHE panel testinde PROP1 geni ekzon 2 bolgesi diisiik

kapsamda oldugu icin bu bolge, Sanger dizi analizi ile yeniden degerlendirilmistir.
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Bunun sonucunda, bir olguda literatiirde sik bildirilen ¢.301-302delAG varyanti
saptanmistir. Bu olguda BH, TSH, gonadotropin ve prolaktin eksikligi mevcuttu ve
mikroadenom gozlenmisti. PROP1 iligkili CHHE olgularinda hipofiz degisken
morfolojilerde olabilmektedir. En yaygin bulgu, kiiciik veya normal bir adenohipofiz ile
normal bir hipofiz sap1 ve normal bir arka lobdur. Hipofiz hiperplazisi de tanimlanmistir
(18, 133). PROP1 varyantlar1 ve hipofiz biiyiimesi olan birgok olgu genellikle erken
¢ocukluk déneminde goriiliir ve bunu ilerleyen yaslarda AHH izler. Hipofiz hiperplazisi
olan olgularin ¢ogunun c¢.301-302delAG varyantin1 tasidigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, ¢.150delA/p.(Arg53Aspfs*112), €.247C>T/p.(GIn83*) ve
c.217C>T/p.(Arg73Cys) varyantlarinin da hipofiz biiyiimesi ile iligkisi tanimlanmigtir
(134). PROP1 ecksikligi olan Jamaikali bir olguda opere edilen hipofiz kitlesinin
histopatolojisi taninabilir hiicre hatlart olmayan amorf bir materyal olarak
sonucglanmistir (134). PROP1 olgularinda hipofiz biiyiimesinin ara lob kaynakli da
olabilecegi bildirilmektedir (135).

Calismamizdaki diger PROP1 varyanti, bir aileden iki olguda MLPA analizi ile
saptanana homozigot tiim gen delesyonudur. Indeks olgunun CHHE nedeni ile izlemi
sirasinda 21 yasindayken hipofizde adenom saptanarak opere edildigi goriilmiistiir.
Olgunun o donemdeki patoloji raporuna ulasilamamakla birlikte selim bir lezyon
oldugu disiiniilmiistiir. Benzer etkilenmis kardesinde giliniimiize dek hipofizde herhangi
bir kitle saptanmadig1 bilgisine ulagilmistir. Literatiirde, PROP1 tiim gen delesyonu
olan bir olguda 18 yasinda iken hipofizde biiylime saptandig1 izleminde adenohipofiz
boyutunda kii¢iilme oldugu yer almaktadir (134).

PROP1 geninde giinlimiize dek (Haziran 2024), HGMD veri tabaninda 58
varyant bildirilmis olup bunlarin 29 adedi yanlis anlamli/ anlamsiz varyantlardir (136).
Kiiciik delesyonlara ait dokuz varyant bildirilmistir ve genel olarak en sik saptanan
degisim ekzon 2’de iki baz ¢iftinin delesyonu (c.301 302delAG/ p.(Leul02Cysfs*8))
ve bir bazlik delesyon (c.150delA/ p.(Arg53Aspfs*112)) ile cergeve kaymasina neden
olan varyantlardir (121).

POULF1, somato-laktotroplarin ve tirotoplarin farklilagmasindan sorumlu
hipofize 6zgili bir transkripsiyon faktoriidiir. CHHE ve izole BH eksikligi olgularinin
yaklagik %38'i bu gendeki varyantlardan kaynaklanmaktadir (137). PROP1 olgularinda
oldugu gibi, olgular BH eksikligi bulgular ile bagvurabilir. TSH eksikliginin ortaya
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cikis yasi oldukca degiskendir ve TSH seviyeleri normal olan olgular bildirilmistir.
Hipofiz normal veya hipoplazik olabilir (121). Giiniimiize dek bu gende 67 varyant
bildirilmigtir. Bildirilen varyantlarin 34’tini yanlis anlamli veya anlamsiz, 10’nu

kirpilma bdlgesi varyantlari, 5’ini de biiyiik delesyonlar olusturmaktadir (136, 138).

Calismamizda CHHE panelinde iki olguda POU1F1 geninde homozigot ve bir
olguda heterozigot varyant saptanmistir. Biallelik saptanan varyantlardan yanlis anlaml
olan1 (c.793 C>T/p.(Arg265Trp)) literatirde daha Once tanimli idi (112). Tanimh
olmayan c¢.814delG/ p.(Val272*) varyantinin erken dur kodonuna yol ag¢masi
beklendiginden patojenik etkisi Ongoriilmiistiir. Bu olgunun da biyokimyasal 6zellikleri
POU1F1 iliskili CHHE ile uyumlu bulunmustur. Hipofiz MR’inda bos (empty) sella
saptanmistir. POU1F1 olgularinda hipofiz MR normal olabilir veya AHH gozlenebilir,

arka hipofiz ve infundibulum normaldir ve orta hat anormalileri bildirilmemistir (139).

POU1F1 varyantlari ¢ogunlukla resesif kalitilir; ancak, son zamanlarda en sik
c.811C>T/p.(Arg271Trp) olmak ilizere dominant kalitilan varyantlar da tanimlanmistir
(140). Calismamizda saptanan POUL1F1 ¢.669T>G/p.(Ile223Met) heterozigot varyanti
ise literatlirde daha Once tanimlanmamis ve Onemi belirsiz varyant (VUS) olarak
smiflandirilmstir. In silico analizleri ¢ogunlukla patojenik 6ngérmektedir (MT, DANN,
SIFT) ve varyant gnomAD gibi popiilasyon veri tabanlarinda bildirilmemis nadir bir
degisimdir. POU1F1 geninin dominant ve resesif kalitim modelinde hastalik yapici
etkisi bilindiginden bu olguda karsi allelde olas1 kopya sayist degisimini saptamak
amactyla yapilan MLPA analizinde delesyon gozlenmemistir. Varyanti babasi da
heterozigot formda tasidig1 i¢in aile segregasyon analizi genisletilmis ve babaannede de
saptanmistir. Bu verilere dayanarak ailede varyanti tagiyan bireylerin CHHE klinik
bulgular1 gostermedigi disiliniilerek varyantin ‘tesadiifi’ olabileceg§i ve olgudaki
bulgular1 tam olarak aciklamadigini diisiindiirmekle birlikte etkisi net olarak
dislanamamistir. Ek olarak, bu olguda inmemis testis, HH ve sindaktili gibi bulgularin
varligi POU1F1 iligkili CHHE fenotipine ek bulgulardir.

LHX3 geni, 6zgiin bulgular1 ile CHHE etiyolojisinde yer alan bir diger gendir.
Calismamizda bir aileden iki benzer etkilenmis olguda LHX3 geninde homozigot
c.266+2T>C/p.(?) varyant1 saptanmistir. Saptanan degisim literatiirde daha Once
bildirilmemistir ve evrimsel korunmuslugu yiiksek olan splice donor dizi bolgesinde

oldugu icin kirpilmayr bozmasi beklendiginden ACMG’ye gore olast patojenik
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kriterinde oldugu tespit edilmistir. Bu olgularda LHX3 iliskili CHHE ile uyumlu olarak
tiim adenohipofiz hormonlarinda eksiklik, boyun hareketlerinde kisitlilik, kisa boyun ve
bilateral sensdrinoral isitme kaybi saptanmistir. Olgularin hipofiz MR incelemeleri
normal bulunmustur. LHX3'in spinal motor ndronlarin gelisiminde onemli bir rol
oynadigr bilinmektedir (biallelik patojenik LHX3 varyant1 olanlarda boyun rotasyon

anomalileri) ve ayrica isitmeye de etkisi bilinmektedir (20).

IGSF1, son yillarda santral hipotiroidi ve makroorsidi olgularinda tanimlanmis
bir KH genidir. Calismamizda, iki olguda IGSF1 varyantlari hemizigot olarak
saptanmistir. Calismada saptanan ¢.2395C>T/p.(Arg799*) varyanti daha oOnce
tanimlanmustir (111). Boy kisaligi nedeni ile bagvuran bu olguda BH, TSH ve PRL
eksikligi saptanmis olup radyolojik degerlendirilmesinde AHH saptanmisti. Bu olguda,
CHHE’ye ek olarak 14 yasinda testis hacminin 25 ml {izerinde saptanmasi nedeniyle

IGSF1 geni Kklinik olarak 6n tanida yer almistir.

IGSF1 eksikligi tanisi alan diger olgumuzda ¢.3375G>A/p.(Trp1125*) varyanti
saptanmistir. Bu degisim, literatiirde daha Once tanimlanmamistir. Toplum veri
tabanlarinda nadir olmasi ve anlamsiz tipte bir degisim oldugu igin protein
trunkasyonuna neden olarak patojenik etkisi Ongoriildiigii i¢in hastalik iligkili kabul
edilmistir. Bu olguda TSH ve prolaktin eksikligi saptanmisti. Hipofiz MR ise normal
idi.

IGSF1 genindeki islev kayb1 varyantlar1 X'e bagli santral hipotiroidizme neden
olur ve santral hipotiroidizmin en yaygin genetik nedenidir. IGSF1 eksikligi ilk kez Sun
ve ark. tarafindan kompleks bir fenotipte karakterize edilmis olup, bu fenotipte olgularin
tamaminda TSH eksikligi mevcuttur (141). Daha genis bir seride ise, bu fenotipe
cocuklukta gecici kismi BH eksikligi, prolaktin eksikligi, yetiskinlikte saptanan artmis
IGF-1 seviyeleri, erken testikiiler biiylime ile kontrast olusturan gecikmis testosteron

artist ve ge¢ adrenars, yetiskin evrede saptanan makroorsidizm ve artmis viicut kitle

indeksi ile iliskilendirilmistir (142, 143).

GHSR, yedi transmembranli, G proteinine bagli bir proteindir ve fosfolipaz C’yi
aktive ederek serbest iyonize kalsiyum artisini ve somatotrop hiicrelerden BH salinimini
uyarir. Bu reseptoriin endojen ligandi 1999 yilinda kesfedilmis ve ghrelin olarak
adlandirilmigtir. Ghrelin, mide tarafindan salgilanan 28 amino asitlik bir peptid

hormonudur ve plazmada asetile veya desasetile ghrelin olarak bulunur. Ghrelinin, BH
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salgisi, istah ve yag birikimi tizerindeki etkileri ile bilinirken, ek olarak prolaktin,
ACTH, LH ve TSH salgilanmasimnin diizenlenmesi gibi endokrin islevlerini de
kolaylastirdigi hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Ghrelin, ayrica
gonadotropin sekresyonunu hem hipotalamik hem de dogrudan hipofiz etkileriyle
diizenler. (144). Calismamizda, GHSR geninde heterozigot ¢.931C>T/p.(Leu311Phe)/
rs770465500 degisimi saptanmistir. ACMG simiflamasina gore énemi belirsiz varyant
karakterinde olan bu degisim in silico analiz yontemlerinde ¢ogunlukla patojenik etkili
olarak bildirilmis olup gnomADv4.1’de siklig1 %0.0004956 olup olduk¢a nadir bir
varyanttir. Bu varyanti annesinin tasimadigi gosterilmekle birlikte babada analiz
yapilamamistir. OMIM veri tabaninda GHSR (MIM*601898) geni, dominant ve resesif
kalitim 6zelliginde bildirilmis olup fenotipi izole parsiyel BH eksikligi ve AHH olarak
tanimlanmistir. Bu olguda, BH eksikligi yaninda inmemis testis, HH gibi bulgularin
olmast GHSR geninin fenotiple iliskisini ortaya koymak i¢in segregasyon analizinin
genisletilmesi ve ailedeki bireylerin klinik ve biyokimyasal olarak ileri
degerlendirilmesini ve ek analizleri gerektirmektedir. Literatiirde BH eksikligi disinda
on hipofiz hormon eksikliginin eslik ettigi GHSR varyantlar1 heniiz bildirilmemis olsa
da bizim olgumuz gibi olgularin bu agidan sorgulanmasi ve ¢alismalarin ilerletilmesi

gerekmektedir.

CHHE YND panelinde, iki olguda PROKR2 geninde ¢.518T>G/p.(Leul73Arg)
varyant1 heterozigot olarak saptanmis olup olgular klinik ve genetik ozellikleri ile
yaymmlanmistir (145). Literatiirde daha 6nce tanimlanmis olan bu varyant toplum veri
tabanlarinda sik bildirilmistir (gnomAD 152,244 allelin 322’sinde; Turkish Variome’da
6722 allelin 24’tinde) ve homozigotlugu ise nadir olarak bildirilmistir. Bazi
caligmalarda, bu gendeki varyantlara baska iligkili yolak genlerde patojenik varyant
eslik ettiginde digenik olarak patojen 6zelligi gosterdigi bildirilmistir (110). Digenik
kaliim o6zelliginin gosterilmesi adina mevcut kosullarda bu olgulara TED gibi ileri
analizler yapilamadig: i¢in bu konuda yorum yapilamamaktadir. Daha 6nce tanimli ve
HH ile iligkilendirilmis olan ve ClinVar’da patojenitesi konusu ¢eligkili olan PROKR2
genindeki bu varyantin olgularda klinigi tek basmna net agiklayamadigi
diistiniilmektedir. HGMD veri tabaninda hastalik yapici mutasyon olarak bildirilmis bu

varyantin tek bagina patojenik etkisinin ileri calismalar ile sorgulanmasi dnemlidir.
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Izole BH eksikligi (edinsel veya kalitsal), ¢ocukluk caginda gozlenen en sik
hipofiz hormon eksikligidir ve belirtisi boy kisaligidir (146). Konjenital izole BH
eksikligi olgularinda genetik faktorlerin rolii giderek daha onemli hale gelmektedir.
izole GH1, GHRHR ve hipofiz gelisimindeki transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genlerdeki iliskiler nadiren goriilmektedir, bu da baska bilinmeyen faktorlerin de etkili
oldugunu diisiindiirmektedir. BH eksikliginin genetik formlar1 izole BH eksikligi veya
CHHE’nin bir bileseni olarak ortaya c¢ikabilir. Sporadik veya ailesel formlarda,
otozomal resesif (tip IA ve IB), otozomal dominant (tip II) ve X'e bagl (tip III) olmak
lizere cesitli kalitimlarla ortaya gikar. Ozellikle tip II izole BH eksikliginde CHHEnin
laboratuvar bulgular1 gozlenebilmektedir (146, 147).

Agir BH eksikligi veya direncin karakteristik fenotipi kraniyofasiyal orantisizlik,
frontal belirginlik, trunkal obezitedir. Kohortumuzdaki genetik olarak izole BH eksikligi

tanist almig tim olgularda bu fenotip degisken derecelerde gozlenmistir(148).

Literattirde, boyu -4,5 SDS’nin altinda olan ve izole BH eksikligi saptanan
olgularda GH1 veya GHRHR genlerinin sikligt %20 olarak bildirilmistir (149).
Calismamizda olgularin basvuruda boy SDS degerleri de, annesindeki klinik BH
eksikligi tanis1 nedeniyle oldukca erken bagvuran bir olgu harig, -4,5 SDS’nin altinda
idi.

Izole BH eksikligi tip I, diger hipofiz hormonlar1 normalken BH eksikligi ile
karakterizedir. En agir tip olan IA’da, yenidogan, siit ¢ocuklugu déoneminde hipoglisemi
ve alti ayliktan itibaren fark edilen siddetli biiyiime geriligi gozlenir. Genel olarak,
siddetli boy kisalig1 ile bagvuran izole BH eksikligi olan olgularin yaklagik %10-15'inde
GH1 geninde delesyonlar oldugu bildirilmektedir (150). Biiyiik delesyonlar yaninda
cerceve kaymasi ve anlamsiz tipte GH1 varyantlari da tip IA’da tespit edilmistir.
Calismamizda homozigot anlamsiz varyant ve homozigot tiim gen delesyonu olan
olgular tip I, heterozigot kirpilma bolgesi varyanti tasiyan olgu ise tip II olarak

siniflandirilmstir.

Calismamizda iki aileden 3 olguda GHRHR geninde daha 6nce tanimlanmamis
varyant saptanmistir. GHRHR (MIM#139191) genindeki biallelik patojenik varyantlarin
izole BH eksikligi tip 1 (GH1 ve GHRHR) ve tip IV’e neden oldugu bilinmektedir. Tip
IV erken baslangigli ve siddetli bliylime geriligi ile karakterize edilen bir durumdur.

Etkilenen olgularin BH uyar testlerinde zirve yanit degerleri ile IGF1 ve IGFBP3
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diizeyleri oldukga diisiiktiir. (146, 151). Giintimiize dek HGMD veri tabaninda GHRHR
geninde 89 patojenik varyant bildirilmistir (yanlis anlamli/anlamsiz:55, splice-site:15,
biiyiik delesyon:5)(136).

Hipopitiiitarizm etiyolojisinde son yillarda tanimlanan RNPC3 geni, 6zgiin
bulgular1 ile karsimiza c¢ikmaktadir. Biallelik RNPC3 varyantlart ile iligkili KH
olgularinin o6zellikleri gelisimsel gecikme, zihinsel yetersizlik, konjenital katarakt,
polindropati ve primer over yetersizligi yer almaktadir. RNPC3, RNA kirpilma
mekanizmalari ile RNA’nin matiirasyonuna katilan U12 tipi spliceosome kompleksinin
bir bileseni olan UI11/U12-65K proteinini kodlar. Kirpilma sirasinda, intronlar
spliceosome tarafindan pre-mRNA'dan ayrilir. Spliceosome bilesenleri, kirpilma
faktorlerindeki mutasyonlar pre-mRNA islenmesinde kusurlara yol acar (152-154). Bu
calismada, BH, TSH, prolaktin eksikligi olan ve polindropati tanisi ile izlenen 3 aileden
5 olguda RNPC3 iligkili KH tanis1 konmustur.

Son c¢aligmalara gore, RNPC3 ile iliskili KH, gorece yeni bir durum olup
fenotipik spektrumu hala genislemektedir (153, 155). Argente ve ark., bilesik
heterozigot RNPC3 varyantlarinin siddetli izole BH eksikligi ve AHH ile iliskisini ilk
olarak tanimlamistir (154). Benzer sekilde, olgularimizda da agir biiyiime geriligi

mevcuttu.

RNPC3 patolojileri izole BH eksikligi nedeni olarak bildirilmis; ancak, hasta
verileri yeniden degerlendirildiginde, diisiik-normal prolaktin konsantrasyonlar: da
gbzlemlenmis ve bu durum KH'yi diisiindiirmiistiir. Daha sonra, Verberne EA ve ark. {i¢
kardeste BH eksikligi, santral hipotiroidi, dogumsal katarakt, gelisimsel
gecikme/zihinsel yetersizlik ve gecikmis ergenlik bildirmistir (156). Olgularimizda da
ozel egitim gerektiren hafif ile orta derecede gelisimsel gecikme ve zihinsel yetersizlik
mevcuttu. Verberne ve ark.’nin ¢alismasindaki iki olguda HH nedeniyle gecikmis
ergenlik bildirilmig; ancak, gonadotropin diizeylerine dair laboratuvar sonuglar
bildirilmemistir. Gonadotropin eksikligi, RNPC3 ile iliskili KH'nin bir 6zelligi degildir;
¢ogu olguda hipergonadotropik hipogonadizm tespit edilmistir (153). Erkeklerde ise
normal ergenlik siireci ve normal gonadotropin diizeyleri mevcut olup Onceki
yaymnlarda erkeklerde gecikmis ergenlik saptanmamustir. Yakin tarihli bir ¢aligmada,
Argente ve ark.’1 olgular1 yeniden degerlendirmis ve kohortlarindaki kadin olgularda

ileri yaslarda hormon replasmani gerektiren over yetersizligi gozlenebilecegini
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bildirmislerdir (153, 154). Bizim olgularimizda spontan menars gozlenmis olup heniiz

over yetersizligi tespit edilmemistir.

Akin ve ark. tarafindan bildirilen RNPC3 varyantlarinin saptandigi dort hastada
polindropati bildirilmistir (153). Bezen ve ark. tarafindan yapilan sonraki bir ¢alismada,
olgunun 6limii nedeniyle polindropatiyi ENMG ile dogrulayamamislardir. Ancak,
klinik bulgulara dayanarak hastalarinda polinéropati oldugunu 6ne siirmiislerdir (157).
RNPCa3 ile iliskili KH'deki polindropatinin patofizyolojisi heniiz net degildir. Noropati
olgularmin en kii¢iigii 5 yasinda olup, baz1 hastalarin yetiskinlik doneminde ndropati
tanist aldigi bildirilmistir. Bizim olgularimiz gibi, bu hastalar da geg¢mislerinde stepaj

yiirliylisii ve sik dliismeler yagamiglardir.

Verberne ve ark.'min ¢alismasinda, RNPC3 genindeki p.(GIn18*) ve
p.(Glyl48Ala) varyantlar1 i¢in bilesik heterozigot olan tiim iic hastada katarakt
bildirilmistir (156). TED analizi, bu kohortta dogumsal kataraktlarla iligkili bilinen
herhangi bir gen kusuru ortaya c¢ikarmamis; dolayisiyla, hastalarindaki dogumsal
kataraktin RNPC3 varyantlarindan kaynaklanabilecegi Ongoriilmiistiir. Aslinda,
dogumsal kataraktlarin RNPC3 kusurlarinin fenotipik spektrumuna dahil edilmesi i¢in
daha fazla veri gerekmektedir. Olgularimizin oftalmolojik muayenesi normal

bulunmustur.

Bugiine kadar RNPC3 geninde ¢erceve kaymasi (n = 2), anlamsiz (n = 3),
kirpilma- bolgesi (n = 1) ve yanlis anlamli (n = 5) varyant bildirilmistir (136).
Polindropati sirasiyla homozigot ve bilesik heterozigot varyantlarda tespit edilmistir;
p.(Leud83Phe), p.([Pro474Thr]; [Arg502*]), ve p.([Prod74Thr]; [Pro474Leufs*10]).
Cok yakin zamanda, homozigot p.(Tyr443Cys) varyantinin da klinik verilere gore
polindropatiye neden oldugu one siiriilmiistiir (157). Dolayisiyla, bu smirl bilgiyle

RNPC3 ile iligkili KH'deki ndropatinin patofizyolojisini tanimlamak zordur.

Bugiine kadar varyant tiirline gore fenotipik bir farklilik tespit edilmemistir.
Yanlis anlamli p.(Leu483Phe) varyanti i¢in iglevsel analizler, embriyogenez sirasinda
gelisen hipotalamus-hipofiz ekseninde RNPC3 ifadesini gostermis ve over yetersizligi
ile RNPC3 varyantlar1 arasindaki iliskiyi sorgulamistir. Bununla birlikte, retrospektif
olarak analiz edildiginde, farkli varyantlara sahip daha once bildirilen olgularda over

yetersizligi ve ndropati gibi yeni fenotipler tanimlanmstir.
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Insan U11/U12-65K proteini bir N ve C-terminal RRM ve merkezi olarak
konumlanmis bir prolin zengin bolge igerir. Cogu dizi korunumu RRM'ler icinde yer
alir, ozellikle C-RRM daha yiiksek homoloji sergiler. Tiim olgularimizda saptanan
p.(Pro162Ser) varyanti bu alanlarda lokalize degildir, ancak M. musculus, X. laevis ve
A. thaliana ile ayni kalintilara yerlestirilmistir (115). RNPC3 proteini ve mutant
p.(Pro162Ser) i¢in ii¢ boyutlu protein modeli, hem vahsi tip allel hem de mutant allelin
proteinin i¢ kisimda diizensiz bolgesinde, yani N-RRM'den sonraki 60 kalintida (27-102
kalintilar1) yer aldigimi ortaya koymustur. Bu iki form karsilastirildiginda, protein
fonksiyonuna zarar verdigi tahmin edilen biiyiik bir konformasyonel degisiklik tespit

edilmistir.

Olgularimiz ayrica RNPC3'lin biallelik ifade kaybinin tedaviye yanit veren ciddi
bliylime yetersizligi, noropati ve zihinsel yetersizlik ile KH'ye neden oldugunu
gostermistir. Hormonal profil ve endokrin olmayan 6zellikler agisindan heterojenite de
tanimlanmistir. RNPC3  varyantlarimin  spektrumunu belirlemek ve genotip-fenotip

korelasyonunu tanimlamak i¢in daha fazla olguya ve islevsel analizlere ihtiya¢ vardir.

GLI2 genindeki monoallelik patojenik varyantlar Culler-Jones sendromu ve
HPE tip 9 ile iliskilendirilmistir. Culler-Jones sendromunda polidaktili, yarik dudak-
damak, AHH ve ENH birlikte CHHE gozlenebilmektedir. GLI2, SHH sinyal yolaginin
bir transkripsiyon faktorii bilesenini kodlar, HPE ve diger orta hat ndrogelisimsel
anomalilerin etiyolojisinde rol oynar. Ozellikle HPE'ye neden oldugu tanimlanan
SHH'nin aksine, GLI2 orta hat beyin anomalileri olmadan da KH ile de iliskilidir ve
Culler-Jones sendromuna yol acar. Bu olgularda, degisken derecede polidaktili, yarik
dudak/damak, AVP eksikligi, dismorfik ozellikler ve ENH’ye ek olarak izole BH
eksikliginden CHHE’ye kadar degisken fenotip gdzlenebilir. Pedigriler i¢cinde fenotipik
degiskenlik belirgin olabilir ve eksik veya degisken penetrans da gozlenebilir (158).
Calismamizda benzer etkilenmis iki kardesin duo TED analizi ile incelenmesinde
cerceve kaymasina neden olan daha 6nce tanimli bir GLI2 varyanti tespit edilmis olup
indekste CHHE ve polidaktili mevcutken etkilenmis kardeste polidaktili yoktu.
Olgularin hipofiz MR’1inda AHH ve ENH saptanmistir. Polidaktilisi olan annede de bu
varyantin saptanmis olmasi degisken ekspresyona ornek teskil etmektedir. Annenin
akrabalarinda polidaktili bagka olgularin varlig: tespit edilmis ve bu bireylerin hipofiz

fonksiyonlarmin  degerlendirilmesi ve segregasyon analizinin  genisletilmesi
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planlanmistir.  Trio TED ile GLI2 geninde heterozigot de novo p.(Arg479%*) varyanti
saptanan olguda ise 6n hipofiz hormonlariin tiimiiniin eksikligi ile tek santral kesici dis

ve yarik dudak mevcuttu. Hipofiz MR’da ise AHH disinda ek patoloji gézlenmemisti.

SMCHD1, multipl genomik lokusun DNA metilasyonunu diizenleyen ve X
inaktivasyon mekanizmalarinda rolii olan bir gendir (159). Son ¢aligmalar SMCHD1'in
maternal olarak sessizlestirilmis (imprinted) oldugunu gostermistir (160). SMCHD1
geni, dominant kalittmda Bosma Arhinia Mikroftalmi sendromuna yol agmaktadir.
Kinjo ve ark., burun gelisimi normal ve bilinen herhangi bir nedensel gende patojenik
varyant bulunmayan 43 CHHE olgusunda SMCHD1 gen varyantlarini aragtirmis ve
hafif zihinsel yetersizligin eslik ettigi CHHE'li (BH, ACTH, TSH ve gonadotropin
eksikligi) bir olguda SMCHDL1 varyanti (c.1192G>A/p.(Asp398Asn)) tanimlamislardir.
Goz ve burun yapilart normal olan bu olguda adenohipofiz agenezisi, ENH ve optik

sinir hipoplazisi saptanmist1 (161, 162).

Calismamizda solo TED analizinde SMCHD1 geninde heterozigot yanlis
anlamli varyant saptandi. Bu varyant ACMG kriterlerine gére dnemi belirsiz varyant
(VUS) kategorisinde olup in silico analizleri geliskilidir. Toplum veri tabanlarinda daha
once bildirilmemistir. Bu varyant saglikli annede saptanmamustir; ancak, babada
segregasyon analizi yapilamamistir. Olgumuzda CHHE ve PSIS olmasi ve dominant
kalitilan SMCHD1 varyantlar1 i¢in eksik penetrans bildirilmesi, literatiirde ise HH ve
CHHE tanimlanmasi nedeni ile bu olguda SMCHD1 iligkili KH agisindan segregasyon

analizinin genisletilmesi planlanmstir.

ROBO1 geni varyantlarinin resesif kalitimda konjenital nistagmus ve
norookulorenal sendroma, dominant kalitildig1 takdirde ise izole hipopituitarizm veya
CHHE tip 8¢ neden oldugu bildirilmistir. Literatiirde biallelik ROBO1 gen
varyantlarinin da CHHEye neden oldugu gosterilmistir (163). ROBO1'in PSIS’e neden
oldugu yakin zamanda bildirilmis olsa da KH'deki prevalansi heniliz tam olarak
bilinmemektedir (66). Bununla birlikte, ROBO1 islev kaybinin eksik penetransi,

varyantlarin ve 6zellikle yanlis anlamli varyantlarin yorumlanmasini zorlastirabilir.

Giiniimiize dek HGMD profesyonelde (Haziran-2024) ROBO1 geninde toplam
70 varyant bildirilmistir. Bunlardan 54’1 yanlis anlamli/anlamsiz 6zellikte varyantlar
olup sadece 4’ PSIS ile iliskilendirilmistir. ROBO1 varyantlar1 konjenital kalp

anomalisi, {iriner sistemin konjenital anomalileri ile de sikga iligkilendirilmistir (136).
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ROBOI1 sinyalizasyonunun PSIS'e yol agma mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir, ancak Notch etkili gen olan Hesl'in rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir. Gelisim sirasinda, Hesl'in ifade edilmesi, hipofiz hiicre farklilagmasi
icin susturulmalidir. Hesl null embriyolar arka hipofiz lobundan yoksundur ve
hipotalamik aksonlarin  yonlendirilmesinde sorunlar yasar. Robol'in Hesl'in
transkripsiyonunu modiile ederek nérogenezi diizenledigi bilinmektedir. Ancak, ROBO1
mutasyonlarinin Notch/Hes1 sinyalizasyonunu etkileyip etkilemedigi veya PSIS'e bagka

bir yolakla mi1 neden oldugu heniiz belirlenmemistir (77).

Calismamizda, PSIS ve CHHE olan bir olguda solo TED’de ROBO1 geninde
heterozigot dnemi belirsiz bir varyant saptanmistir. Etkilenmemis oldugu diisiiniilen
annede de varyantin saptanmasi degisken ekspresiviteyi de akla getirmektedir. Benzer
sekilde, Bashamboo A ve ark., ROBO1 varyanti saptanan iki ailede etkilenmemis
ebeveynlerin de varyanti heterozigot olarak tasidigini bildirmistir. Bu durum, daha

onceki gozlemlerle benzerdir (129, 164).

ALDH18A1 genindeki varyantlar prolin sentezinde bozukluga yol agar ve kutis
laksa, spastik parapleji 9A ile iligkilidir (165). KKA eslik edebilmektedir. KKA’da
hipopituitarizm goriilebilmektedir. Kutis laksa ve BH eksikligi birlikteligi de
bildirilmistir (165). Calismamizda birinci derece kuzen evliligi olan CHHE, otizm,
epilepsi, nistagmus, KKA ve periventrikiiler heterotropi nedeni ile izlenen bir olguda,
CHHE panel testi, mikroarray analizi ve Prader Willi sendromu a¢isindan MS-MLPA
testleri normal saptanmistir. Olguda obezite, deride ekimotik lezyonlar ve lenfédem
kuskusu mevcuttu. Solo TED analizi ile degerlendirilmis, ALDH18A1l geninde
heterozigot yanlis anlamli bir varyant saptanmigtir. ALDH18A1 genindeki bu varyant
toplum veri tabanlarinda olduk¢a nadirdir ve in silico tahmin yontemlerinde yiiksek

oranda patojenik olarak bildirilmisti.

CHHE, ekstremite anomalisi, kamptodaktili, polidaktili, portal ven trombozu,
isitme kayb1, zihinsel yetersizlik tanilari ile izlenen bir olguda ¢alismamizda solo TED
analizinde MFHAS1 geninde homozigot sinonim bir varyant saptandi. Segregasyon
analizinde bu varyant i¢in anne ve baba heterozigot saglikli kardesi de heterozigot
saptandi. MFHAS1 geninin OMIM veri tabaninda bilinen fenotipi olmamakla birlikte
literatiirde ERI1 ve MFHASI1 genlerini igeren 8p23.1 bolgesinde kiigiik bir homozigot

mikrodelesyonun saptandigi bir erkek olguda zihinsel yetersizlik ve gelisimsel gecikme
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gozlenmistir. Boy kisaligi, dismorfik yiiz 6zellikleri, ekstremite anomalileri, pitoz ve
ASD gibi anomalilerin de eslik ettigi bildirilmistir. Kalitim sekli, tagiyici olan kardesler
ve ebeveynlerin etkilenmemesi nedeniyle otozomal resesif olarak ongoriilmiistiir. Bu
bulgular 6nemli olmakla birlikte, olgudaki bulgularin yalnizca ERI1’in, yalnizca
MFHAS 1n ya da her iki genin islev kaybina mi1 bagli oldugu net degildir. ERI1 geninde
varyant saptanan bagka bir olguda ise zihinsel yetersizlik ve distal ekstremite anomalisi
gozlenmesi, bu ortak fenotiplerin biiyiik olasilikla ERI1 gen delesyonundan
kaynaklandigini ve MFHAS1 gen delesyonundan kaynaklanmadigini onermektedir
(118, 166).

Bir indeks olgumuzda TED analizinde DHX29 geninde c.4110A>G
p.(Terl370Trpext*2) rs1469972493 varyanti homozigot olarak saptanmistir. DHX29
geni, hiicresel biiylime ve protein sentezi gibi dnemli biyolojik siireclerde rol alan bir
ATP bagimli RNA helikazdir. Bu genin patojenik varyantlari, protein sentezini
etkileyebilir. Bu tiir bir ‘dur’ kodon degisikligi ve uzatmanin genellikle protein
fonksiyonunu ciddi sekilde etkileyebilecegi ongoriilmektedir. OMIM veri DHX29 geni
ile iligkilendirilmis bir fenotip bulunmamaktadir. DHX29 geninin bobrek medullast ve

beyinde serebellar hemisferleri ve hipofizde ifadesinin oldugu bilinmektedir (145).

Son yillarda hedefli gen panelleri ve TED gibi yontemlerin kullanimina ragmen
KH olgularmin yaklasgik %85'inin genetik etiyolojisi hala aydinlatilamamaktadir.
Calismamizda hedefli panel, MLPA, KED, TED ve iki benzer etkilenmis olguda TGD
olma lizere olanaklar ve biitge dahilinde cesitli genetik testlerin etiyolojiye katkisi
degerlendirilmistir. Literatiirde ailevi olgularda PROP1 varyantlar1 en sik bildirilse de
caligmamizda ailevi olgularda LHX3 ve RNPC3 genlerinde patojenik varyantlar daha

sik saptanmustir.

On biri solo TED olmak fizere 15 indekste yapilan TED analizinde alt1 olguda
daha 6nce CHHE ile klinik iligkisi oldugu bildirilen genlerde varyant saptanmasi tant
oranimizi %40’lara ulagtirmaktadir. Martinez-Mayer J ve ark. ise 137 indeks olguya
solo TED analizi yapmis ve bu olgulardan %19,1°’nde bilinen genlerde %16’sinda ise
yeni genlerde patojenik veya olasi patojenik varyant tespit etmistir. Ek olarak, %28.2
oraninda da Onemi belirsiz varyant saptanmistir. Bu oranlarda ayrintili aday gen

listelerinin olusturulmasi (6rnegin hayvan modellerinde bildirilen), yeni biyoinformatik
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i akis1 yontemlerinin eklenmesi (yiiksek pLI olan genlerin incelenmesi) ve CNV

analizinin 6nemi vurgulanmistir (119).

Klinik bulgular1 ¢esitli ve agir olan olgularin veya trio TED analizi ile
degerlendirilen arastirmalar en yiiksek tani oranlarina sahiptir (167-169). Gregory LC
ve ark.’nin ¢aligmasinda oldukga genis bir CHHE kohortu (N = 1765) Sanger dizileme
ve YND (51 ailede; TED, az sayida olguda TGD) ile genetik etiyoloji ile arastirilmis ve
sonugta tiim kohortun %10°’nda (178/1765) genetik etiyoloji saptanabilmistir (170).

Mevcut genomik yaklasimlarin KH olgularinin  biiyilk ¢ogunlugunda
basarisizlig1 birka¢ konuyu giindeme getirmektedir. Hipofiz (veya hipotalamik) genlerin
ifade diizeyini etkileyen kodlamayan varyantlarin varlig1 olasidir; ancak, bunlar TGD
kullanilarak ve biiyiik analiz zorluklar1 ile karsilasarak saptanabilmektedir. Bazi
varyantlarin, farkli popiilasyonlarda, bu popiilasyonlarin farkli genetik altyapilarinin
varyant ifadesini etkilemesi nedeniyle penetrans farkli olabilir. Arjantin'de KH tizerine
yapilan bir ¢alismada gozlemlenen baz1 (veya bir¢ok) varyantlar, ABD Beyaz, ABD
Afro-Amerikan, Avrupa, Asya veya Tirk hastalarda gézlemlenenlerden 6zellik veya

siklik acisindan farkli olabilir (119, 171).

KH'nin etiyolojisi yalnizca monogenik nedenlere bagli olmayabilir (172).
Aslinda, birgok KH olgusunda neden genetik ve g¢evresel faktorlerin etkilesiminden
kaynaklanan oligogenik, poligenik veya hatta multifaktoriyel bir yapr olarak
diisiiniilmektedir. Bu durumda, allelik karsilastirmalar i¢in biiylik olgu ve kontrol
kohortlariin degerlendirilmesi gerekmektedir. Nedensel varyantlar nadir veya yaygin
olabileceginden, bir hastaligin poligenik yapisin1 ¢6zmek genellikle binlerce drnekte
genomik c¢aligmalar1 gerektirir, bu da KH i¢in ulagilmasit zor bir deger gibi
goriinmektedir. Kalitsal olmayan epigenetik varyasyonun gen-gevre etkilesiminden
kaynaklandig1r bilinmektedir. Dikkat g¢ekici bir sekilde, fetal yasam, spesifik doku
seviyelerinde hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu ile iliskili gelisimsel olaylarin aktif
epigenetik diizenlemesinin oldugu bir donemdir ve bu, hipotalamus ve hipofiz bezini de
icerebilir. KH patogenezinin karmasikligi, arastirmacilart TED'in 6tesine gecip farkl

yontemlerle caligmaktan vazgec¢irmemelidir (171).

Teknolojilerde ilerlemeler ile TED veya TGD sonucu saptanan onemi belirsiz
bir varyantin hipofiz fonksiyonlarina gercek katkisini belirlemenin hem daha kolay hem

de daha net hale gelecegi Ongoriilmektedir. Hasta fibroblastlari, hastadan tiiretilmis
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pluripotent kok hiicreler veya CRISPR-Cas9 gen diizenleme yoOntemiyle knock-out
hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan islevsel analizler, KH'nin altinda yatan patofizyolojiyi

tanimlamaya yardimci olacaktir.

Sonug olarak, ¢esitli tekniklerin kullanimi ile molekiiler etiyoloji, toplamda
kohortumuzun %21,2’sinde belirlenebilmistir. Bu oran, heniiz tanimlanmamis
yolaklarin, epigenetik faktorlerin ve cevresel etkilerin de CHHE patogenezinde rol

oynayabilecegini gostermektedir.
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