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Erkek hipogonadotropik hipogonadizminde kiss1 inaktive edici
mutasyon sikligi ve hipotalamik-pituiter-gonad aksi ile iliskisi
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OZET

Amag: idiyopatik Hipogonadotropik Hipogonadizm (iHH) etyolojisi net olarak
aciklanamayan bir tablodur. Hipofizden gonadotropinlerin (FSH ve LH) saliniminin
temel diizenleyicisi gonadotropin releasing hormondur (GnRH). GnRH salgisi
hipotalamusun diger merkezlerinden ve baska alanlardan gelen bir takim
hormonal faktorlerce dizenlenir. GnRH salgisini dizenleyen faktorlerden biri
de kisspeptindir. Son yillarda kisspeptin mutasyonlarinin IHH etyolojisinde rolii
olabilecegine iliskin calismalar bildirilmistir. Biz de bu calismada erkek IHH'li
hastalarda KISS1 inaktive edici mutasyon varligini arastirdik.

Gereg ve Yontem: Bu calismaya IHH bulunan 50 adet erkek hasta dahil edildi.
Bu hasta grubundan alinan kan orneklerindeki lenfosit ve granilositlerden
genomik DNA ekstraksiyonu yontemi ile elde edilen DNA 6rneklerindeki KISS1
mutasyonlarini tespit etmek icin forward ve reverse primerler kullanilarak genin
mutasyon gériilen 3. ekzon bolgesi PCR yontemi ile cogaltildi ve sekans analizi ile
mutasyon analizi yapildi.

Bulgular: Calisma grubumuzdaki 50 hastada KISS1 geninin mutasyon goriilen
3. Ekzon bdlgesinde forward ve reverse okumalarda hicbir hastada niikleotid
degisikligi (KISS1 inaktive edici mutasyon) saptanmadi.

Tartisma: Kadin IHH hastalarinda tanimlanmis olan bu mutasyonun erkek iHH
olgularda tespit edememis olmamiz bu mutasyonun nadir gériilen bir mutasyon
olmasi ile ilgili olabilir. IHH'nin molekiiler nedenlerini tamamen ortaya koyacak
daha genis kapsamli yeni calismalara ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm, KISS1 inaktive Edici
Mutasyon, KISS1, kisspeptin

SUMMARY

Aim: The aetiology of Idiopathic Hypogonadotropic Hypogonadism (IHH) has not
been clearly understood. Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) is the major
regulator of pituitary gonadotrophins (FSH and LH). GnRH secretion is regulated by
some hormonal factors coming from other parts of hypotalamus and some other
areas. One of the factors regulating GnRH secretion is kisspeptin. Recently, some
studies have shown that kisspeptin mutations may have a role at the aetiology of
IHH. In our study, we have measured the frequency of inactivating KISS1 mutation
at the male IHH patients.

Material and Methods: In this study, we have included 50 male IHH patients.
Using the DNA samples gathered by genomic DNA extraction technique from
the lymphocyte and granulocyte of the blood samples of IHH patients, we have
proliferated the 3. exon region of the gene by PCR technique to detect KISS1
mutations with reverse and forward primers. The mutation analyses have been
made with sequence analysis.

Results: We have not detected an nucleotid differantiation (KISS1 Inactivating
Mutation) after reverse and forward reading of 3. Exon region of the KISS1 gene
that contains the mutation the at the 50 patients in our study group.

Conclusion: This mutation that has been identified at female IHH, has not been
detected in our male IHH study group. It can be concluded that this finding is
because of the the rarity of this spesific mutation. We think that new and more
expanded studies should be build for clearly identifying the molecular causes of
IHH.

Key words: Idiopathic hypogonadotropic hypogonadism, KISS1 Inactivating
Mutation, KISS1, kisspeptin
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Giris:

Erkek hipogonadizmi temel olarak testislerin iki temel go-
revi olan testosteron ve/veya sperm Uretimindeki yetersizlik-
tir. Gecikmis puberte ile karigsmasi, hastalarin rahatsizliklarini
sOylemedeki sikintilari ve diger nedenler yizinden tanisi ge-
cikmektedir (1). Sonugta hasta birey biyopsikososyal sorunlar
ile kargilagmaktadir. Jinekomasti, osteoporoz, obezite, jineko-
id yaglanma dagilimi, dislipidemi, infertilite, sosyal izolasyon,
psikolojik sorunlar bu hasta grubundaki bireylerin karsilastigi
problemlerden bazilaridir (2).

Hipogonadizmi, primer:testikller kaynakli,sekonder:hipofizer
kaynakli ve tersiyer hipogonadizm:hipotalamik kaynakli ola-
rak siniflandirmak mimkindur. Hipataloma-pituiter-testikiler
(HPT) aksta olusan hormonal Uretim veya ileti defektleri ve ba-
zen de diren¢ sendromlari nedeniyle hipogonadizm gelismek-
tedir. Hipogonadotropik hipogonadizmde hipofizer FSH ve LH
dizeyleri dusuk olarak saptanmaktadir (3,4). Hipofizer FSH
ve LH hormonlari hipotalamik GnRH hormonun uyarimi ile
salinmaktadir. Pulsatil GnRH gonadotroplar tGzerindeki GnRH
reseptorlerine etki ederek, gonadotropin gen ekspresyonunu,
hormon sentezini ve sekresyonunu stimile etmektedir. Hipo-
fizer gonadotropinler, luteinize edici hormon (LH) ve follikul
uyarici hormon (FSH), erkeklerde ve kadinlarda gonadlarda
steroid Uretiminde ve gametogenezde goérev alir. Gonadotro-
pin Uretimi, hipotalamik GnRH Ureten ndronlarin ve hipofizer
gonadotrop hticrelerin normal gelisim ve fonksiyonlarini ge-
rektirmektedir(5).

Lee ve arkadaslari 1996'da malign melanom tiumor metas-
tazlarinda KISS1 genini rapor etmiglerdir. KISS1 tarafindan
sentezlenen kisspeptin'in meme kanseri ve malign melanom
metaztazlarini supresor etkisi vardir ve bu yizden 'metastin’
olarak isimlendirilmistir. Metastatik ve metastatik olmayan ma-
lign melanom ayriminda kullanigl bir marker olabilecegini du-
sinmuslerdir(6).

West ve arkadaslari ise 1998'de KISS1 geninin kromozomal
lokalizasyonunu bulmuslardir (7). KISS1 geni (1932) tarafin-
dan uretilen 145 aminoasitlik bir 6ncil proteinden tlreyen ve
GPR54 (izerinden etkilerini gdsteren peptidlerin kisspeptin no-
ropeptid ailesini olusturduklarini bilmekteyiz (Sekil 1) (8-9-10).

Kisspeptin hipokampal dentad gyrusta (L kromozomda
KISS1 geni tarafindan) sentezlenen bir peptiddir. Etkisini
GPR54 (G Protein-coupled reseptor) reseptorler ile goster-
mektedir (11). Kisspeptin GnRH néronlarinin giigli bir uyara-
nidir. Bu ytzden de hipogonadotropik hipogonadizm etyoloji-
sinde roll oldugu disuniulmektedir. Bu gen ve reseptorindeki
mutasyonlar HPT akstaki fizyolojiyi bozarak santral kaynakli
hipogonadizme neden olur. Hastaligi olusturan genlerin tanim-
lanmasi ile hastalik meydana gelmeden engellemek, dogacak
komplikasyonlari engelleyecek ve etkilenecek bireyi omdar
boyu slrecek bir hastaliktan kurtaracaktir (12,13).
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Bu calismadaki amacimiz yakin donemde Ulkemizdeki bir
ailenin 4 bayan hipogonadotropik hipogonadizm bireyinde bil-
dirilmis olan inaktive edici KISS1 mutasyonunun (10-13), hi-
pogonadotropik hipogonadizm tanisi ile takip edilen 50 gencg
erkekten olusan bir 6rneklemdeki oranini saptayarak, hipogo-
nadotropik hipogonadizmin molekuler nedenlerindeki rolini
ortaya koymaktir.

Gereg ve Yontem:

Gulhane Askeri Tip Akademisi Haydarpasa Egitim Hastanesi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari Servisine miracaat
eden 18 yasindan blyuk toplam 50 erkek hipogonadotropik hi-
pogonadizm tanili hasta bilgilendirilmis onamlari alinmasi son-
rasi calismaya alindi. Hastaligin tanisi; klinik bulgular, hormo-
nal inceleme, laboratuar ve gériintileme yéntemleriyle kondu.
Erkek IHH tanisi hastalikla uyumlu anamnez ve fizik muayene
bulgularinin tespit edilmesi ve LH, FSH, serbest ve total tes-
tosteron duzeylerinin dusuk oél¢tlmesi ile kondu. Anamnezde;
hipogonadizmin baglama yasi, medeni hali, daha énce ¢ocuk
sahibi olup olmadigi, libido durumu, ereksiyon ve ejekllasyo-
nun yeterli olup olmadidi 6grenildi. Daha 6nce ilag kullanip
kullanmadigi ve ne kadar siire kullandiklari sorgulandi. Fizik
muayene bulgularindan boy, kilo, kulag boyu, bel ¢evresi 6l-
cumleri yapildi. Tim hastalara IHH tanisi kondu. Hastalarin
tamami bekardi. Calismaya tedavi alan ve almayan hastalar
birlikte alindi.

Sekil-1: Kisspeptin 145 AA lik kisspeptin 10-kp13-kp-14-kp-54 bolinmesi
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Sekil 1: Kisspeptin 145 AA lik kisspeptin 10-kp13-kp14-kp54 boliinmesi

Dahil olma ve diglanma kriterleri:

Tani kriteri olarak Turk Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi’'nin (TEMD), Adrenal ve Gonad Hastaliklari Kilavuzu
2014 esas alindi (15). Erkek hipogonadizmi tanisi icin uygun
semptom ve bulgular ile uyumlu distk testosteron diizeyleri
saptandi.

Hasta grubunda klinik olarak sekstiel gelisim gecikmis veya
tamamlanmamis olarak izlendi. Vucut killanmasinda azalma
g6zlendi. Testis volimleri 5 mI'nin altinda idi. Tanner evresi
G1-2, P1-2 olan hastalar galismaya alind1.

Sabah total testosteron diizeyi 6lgiildu ve tani en az 2 kez
tekrarlanan olgumler ile teyid edildi. SHBG dlizeyinde degisik-
lige yol agan obezite, yaslilik, nefrotik sendrom, hepatik siroz,
glukokortikoid kullanimi, antikonvulzan kullanimi, hipotiroi-
dizm, hipertiroidizm gibi hastaliklari olan bireyler ¢alismaya
dahil edilmedi.

Hastalarda Hipogonadotropik hipogonadizme neden ola-
bilecek bir cerrahi operasyon veya tanimlanmis bir kraniyal
radyolojik bulgu yoktu. Hipogonadizme neden olabilecek pan-
hipofizer hastaligi olan, primer hipogonadizmi olan, hiperpro-
laktinemisi olan, inmemis testis hikayesi olan ve hipogona-
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dizme neden olabilecek bir ilag kullanan hastalar ¢alismaya
alinmadi. Hig birinde hormonal dengeyi ve metabolizmay: etki-
leyebilecek baska bir hastalik veya ila¢ kullanimi yoktu.

Calismaya dahil edilen olgularin tamamina bilgilendirme ve
gonullu nza (olur) formu okutularak imzalari alinmig, takip pro-
tokoluini iceren hazirlamis oldugumuz Hasta Takip Formu dol-
durulmus, hastalar bu protokol gercevesinde izlenmisgtir.

Hipogonadotropik hipogonadizm tanisi almis yani LH ve
FSH diizeyleri disuk veya normal, testosteron diizeyleri diisiik
olan hastalarin sabah 8 civarinda serum érnekleri alindi. Hasta
grubunun rutin tetkikleri esnasinda alinan vendz kan érnekle-
rinden arta kalan kanlardan mutasyon caligiimasi i¢in kan ay-
riimis ve Orneklerin -80 derece dolabinda saklanmasi sonrasi
aradigimiz mutasyon GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Pa-
toloji Servisi'nde topluca galisiimistir. Yine hipogonadotropik
hipogonadizm hastalarinin rutin klinik takiplerinde bakilan LH,
FSH, testosteron ve diger degerleri GATA Haydarpasa Egitim
Hastanesi Biyokimya Laboratuvari'nda c¢alisiimis ve sonuglar
kaydedilmistir.

Calismanin Etik Yonu:

Bu tez galismasi igin GATA Haydarpasa Egitim Hasta-
nesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun
31.10.2013 Tarih ve 19 nolu oturumunda etik ilkelere uygun ol-
duguna karar verilmigtir. Hastanemizin Epidemiyolojik Calisma
Grubu'ndan 10.10.2013 tarih ve Lab. Bél. Bsk: 4013-303-12
saylli karari ile galigmanin bilimsel uygunlugu ve bildirilen ma-
liyetinin karsilanacagina dair onay alinmistir. Hastalara rutinde
yaptirdiklari tetkikler disinda herhangi bir midahalede bulu-
nulmamig olup, ayrica hastaligin seyrini kétulestirecek ya da
hastaya zarar verecek bir miidahale yapilmamistir.

Ornekler ve Olgiimler:

Aradigimiz mutasyon p.115N->K mutasyonudur. Bu mu-
tasyon Sitozinden Guanine nukleotid degisimine (National
Center for Biotechnology Informatics [NCBI] referance sequ-
ence NM_002256.3:c.345C->G) ve 115’inci aminoasit rezi-
dusunde asparajinin lizin ile yer degisimine ( NCBI sequence
NP_002247.3:p.115N->K) neden olmaktadir. Calismamizda
aradigimiz homozigot mutasyon varlig1 defektif endojen kiss-
peptin olusturarak, GnRH U(zerindeki kisspeptin reseptorle-
rinin aktive olamamasina ve sonug¢ olarak GnRH sentezinin
olusamamasindan dolayi komplet gonadotropin yetersizligine
neden olmaktadir. Sonug ise klinik olarak komplet normosmik
idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizmdir ve kisspeptin
sinyalinin insan HHT akstaki vazgecilmez rolinu ortaya koy-
maktadir (1).

DNA Ekstraksiyonu

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubundan alinan
tam kan Orneklerindeki lenfosit ve granulositlerden genomik
DNA ekstraksiyonu QlAamp DNA Blood Mini Kit (250) (katolog
#: 51106) (QIAGEN, Hilden, Germany) kullanilarak protokole
uygun olarak gerceklestirildi.

PCR Reaksiyonu

Calismaya dahil edilen hasta grubundan alinan kanlarindan
elde edilen DNA o6rneklerindeki KISS1 mutasyonlarini tespit
etmek i¢in forward ve reverse primerler kullanilarak genin mu-

tasyon gorllen 3. ekzon bolgesi cogaltildi ve sekans analizi ile
mutasyon analizi yapildi.

Agaroz Jel Elektroforez islem

KISS1 geninin 3. ekzon bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra
etidyum bromid (Et-Br) ile boyanmis %1.5’luk agaroz jele yUk-
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lenerek Urlinlerin elektroforezi yapildi. Hazirlanan jelde hasta
ve negatif kontrol érneklerinde beklenen uzunlukta (341 bp)
PCR urunleri goézlendi. Bu, blylklikleri belli DNA fragmentleri-
ni iceren molekuler agirlik standardi ile kiyaslanarak saptandi.
Kontaminasyon kontroll i¢in yapilan genomik DNA icermeyen
kuyucukta PCR rtind yoktu.

PCR uriinlerinin purifikasyonu

PureLink® PCR Purification Kit (katolog #: K3100-01) (In-
vitrogen Life Technologies, USA) kullanilarak protokole uygun
olarak gergeklestirildi.

Sekans analizi

Purifiye PCR drlnleri BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequ-
encing kit (Applied Biosystems) ile asagidaki protokile uygun
olarak cift yonli (forward ve reverse) olarak ABI-3730 (48 ka-
piller) DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA) cihazinda
sekanslandi.

Bulgular

KISS1 geninin mutasyon goérilen 3. Ekzon bdlgesinde for-
ward ve reverse okumalarda higbir hastada nukleotid degisikli-
gi (mutasyon) saptanmadi.

Tartisma

Cocukluktan eriskinlie gecisin gerceklestigi plberte sire-
cinin nasil basladigi bilinmemektedir. Hipotalamusta bulunan
“GnRH pulse generator” cocukluk ¢agi boyunca baskilanmig-
tir. Insan yasaminin ikinci 10 yilinin baslarinda bu inhibisyo-
nun kalkmasi ile “GnRH pulse generator’in kontrolu altindaki
Gonadotropik Serbestlestirici Hormon (GnRH) néronlarindan
GnRH salgisi baslar ve hipotalamo-hipofizer-gonodal eksen
aktive olur. Ancak bu inhibisyonun kalkmasini, dolayisiyla pu-
berte surecinin baglamasini saglayan mekanizma ve bu meka-
nizmada yer alan faktor(ler) bilinmemektedir (1). 2005 yilinda
Science Dergisi'nde ’Ergenlik sirecini ne baslatiyor’ sorusu
gUndmuz biliminin bltdn alanlarinda yaniti olmayan 125 soru-
dan birisi olarak sorulmustur (14).

idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm; genetik nede-
ni tam olarak ortaya konamamis olan ve hipofizden gonado-
tropin salgilanmasindaki bozukluk sonucu ortaya ¢ikan klinik
tablodur. LH ve FSH salgisi yetersiz veya eksik oldugundan,
testisin Leydig hiicresinden testosteron salgisi ve Sertoli hiic-
resinden de sperm yapimi yetersizdir. Hastalar puberte yasina
geldiginde, saglikli bir sekilde puberteye giremez ve sekonder
seks karakterleri gelismez. Libido yetersiz, ereksiyon ve ejeku-
lasyon bozuktur. Hastalarda genellikle infertilite vardir. Cinsel
gelisim bozuklugunun yani sira; kas-iskelet sistemi bozuklugu,
osteoporoz, anormal viicut yag dagilimi, anemi ve psikiyatrik
bozukluklar gibi bir gok organ ve sistemi etkileyen komplikas-
yonlar goérilmektedir. HH tanisi; LH ve FSH, serbest ve total
testosteron seviyelerinde dusuklik, bununla uyumlu anamnez
ve fizik muayene bulgulariyla konur. Gonadotropin salgisinda-
ki bozuklugun nedeninin saptanmasi, hem etyolojiye yonelik
tedavinin uygulanmasinda hem de tedavi seklinin belirlenme-
sinde 6nemlidir (15).

Kisspeptin hipotalamik nukleuslardan (arcuat ve AVPV nuk-
leuslar) sentezlenerek GnRH néronlarini uyarmaktadir. Bu
uyarici etki testosteronun feedback mekanizmasi ile kontrol
edilmektedir. Ayrica kisspeptin 154 amino asitlik yapisi daha
kiiclk peptid yapilara (kp54,kp13,kp10,kp14) ayriimaktadir.
Bu peptid yapilarin periferik ve santral etkileri de mevcuttur.
Artmis testosteron dlzeyleri negatif feedback ile kisspeptini
inhibe eder. indirek olarak LH ve FSH salgisi azalir. IHH has-
talarinda gonadotropik hormon duzeyleri disuktur (10).

Bu calismada esas olarak IHH tanisi konulan hastalarda hi-
pogonadizmin molekiler nedenlerinden biri daha ortaya kon-
maya caligiimistir.

Calismamizin klinige yansimasi agisindan da KISS1 geni-
nin kodladigi kisspeptin adli proteininin benzerleri olusturu-
larak, pubertesi baslayamayan bireyler icin tedavi Uretilebilir.
Kisspeptinin tersi bir molekul Uretilerek, erken puberte sireci-
ne girmis kisilerin tedavisinde ila¢ olarak kullanilabilir. Dogum
kontrol yontemi olarak kullanilabilir. Bazi kanser turleri, 6zellik-
le kadinlarda meme, erkeklerde prostat kanserine kargi insan-
da cinsiyet hormonlarinin tretimi durdurularak bu kanserlerin
ilerlemesi yavaslatilabilir.

Ureme ile ilgili bozukluklarin biyopsikososyal sonuglari var-
dir. Hem hasta hem de toplum agisindan énemli sosyal, medi-
kal ve ekonomik problemler olusturmaktadir. Ureme problemi
yaninda diger metabolik komplikasyonlarin olugsmasina engel
olunmasi IHH hastas! bireylerin morbidite ve mortalitesini en-
gellemede etkili olacaktir. Son yillarda hipotalamo-hipofizer-
testikller aksin gelisimi ve fonksiyonlarinda rol oynayan bir dizi
gen tanimlanmistir. Bu genler, bu aksin farkli basamaklarinda
eksprese olan transkripsyon faktorlerini, hormonlari, reseptor-
leri ve enzimleri kodlayip, gelisim icin gerekli olan kompleks
parakrin ve endokrin etkilesimler sergilemektedirler. Ureme ile
ilgili fizyolojik ve patofizyolojik basamaklarin daha iyi kavran-
masi, genetik danisma, yeni tedavi segeneklerinin gelistiriime-
si ve bunlarin bireysellestirimesi amaciyla énemilidir. Ornegin,
gonadotropinlerin fizyolojik roltiniin anlasiimasi ile ginimizde
tedavi amagli yaygin olarak kullanilan rekombinant gonadotro-
pinler uretilmistir. Bu surecte rol oynayan diger faktorlerin kes-
fedilmesi klinik tecriibe kazanmamiz agisindan da énemlidir.

ilag geligtirmek gogunlukla gok biiyiik zaman ve emek iste-
yen, yuksek miktarlarda para harcamayi gerektiren bir faaliyet-
tir. Pubertenin baslangicinin genetik olarak ortaya konmasi ile
puberteyi manipule edebilecek ilag gelistirilebilir.

Son yillarda yapilan birgok galismaya ragmen iHH olgulari-
nin genetik temeli hala tam olarak anlagilamamistir. KAL1 ve
FGFR1 basta olmak lizere GPR54, NELF, TAC3, TACRS, LEP,
LEPR, PROK2 ve PROKR2 genleri hastalarda incelenmesine
ragmen %60’ bulan oranda hastada genetik neden bilinme-
mektedir. Hipotalamus-hipofiz-gonad aksinin farkli basamak-
larina etki eden yeni genlerin kesfi ile hastaligin tedavisi ve
genetik danismada yenilikler saglanabilir. Bunun igin IHH has-
tasinin degerlendiriimesinde genetik ¢alismalar rutin bir deger-
lendirme olarak yapilmali ve yeni gen bolgeleri arastiriimalidir.

Bu calismada KISS1 geninin inaktivasyonuna neden olan
mutasyon (p.115N->K) arastirildi. KISS1 geninin mutasyon
gorulen 3. Ekzon bdlgesinde forward ve reverse okumalarda
hi¢cbir hastada nukleotid degisikligi (mutasyon) saptanmadi.

Calismamiz bu mutasyonun erkek HH hastalari 6rneklemin-
de arastirildigi ilk cahismadir. 50 vakalik hasta grubumuzda (l-
kemizde bir ailenin 4 bayan bireyinde saptanan bu mutasyonu
tespit etmedik. Bu mutasyon ¢ok nadir gérilen bir mutasyon
olabilir veya disi HH hastalarina spesifik bir mutasyon olabilir.
Disi HH hastalarinin érnekleminde c¢alisiimasinin uygun olaca-
gin1 dusunmekteyiz.

Fonksiyonel amenorede bile GnRH mutasyonlarin ¢alisil-
digi bir dénemde, HH molekuiler nedenlerinin ortaya koymayi
amaglayan genetik ¢calismalarin akraba evliliklerinin sik oldu-
gu toplumumuzda genlerin gesitlenemedigi daha 6zel hasta
gruplarinda yapilmasi daha bulylk faydalar getirebilir. Unutul-
mamalidir ki en iyi hekimler hastaligi olusmadan engelleyen
hekimlerdir.
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