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Oz

Embriyonik gelisim sirasinda gonadotropin salgilatict hormon (Gonadotropin Releasing Hormone, GnRH) néronlari, koku alma néronla-
rinin akson rehberligini kullanarak, olustuklari olfaktor plakoddan son hedefleri olan hipotalamusa go¢ etmektedirler. Bu rehberlikte mey-
dana gelen kusur nedeniyle néronlarin yanlis yonlendirilmesi bozulmus koku fonksiyonu ve Hipogonadotropik Hipogonadizm (HH) bir-
likteligindeki Kallmann Sendromu (KS) ile sonuglanmaktadir. Netrin-1 ve reseptorii DCC (Deleted in Colorectal Cancer) sinyalizasyonu,
GnRH migrasyonu i¢in bir yapi iskelesi gorevi goren olfaktor liflerin gelisiminde gorev almaktadir. Yakin dénemde, DCC/NTNI mutas-
yonlarmim GnRH néron gégiinde ve HH/KS hastalik etiyolojisinde rol oynadigi ilk kez gosterilmistir. Caligmamizda, HH ve KS hastala-
rinda DCC/NTNI genlerindeki olasi patojenik varyantlarin tanimlanmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda, DCC geninde daha 6nce bildiril-
memis iki varyant (p.Arg386GlIn, p.Arg1124Cys) ve bir mutasyon (p.Gly470Asp), NTN1I geninde ise daha dnce bildirilmemis bir varyant
(p-Pro73Ser) heterozigot sekilde toplamda bes hastada tespit edilmistir. Ayrica ii¢ hastanin HH-iliskili diger genlerde (OTUD4, SEMA3A,
CHD?7 ve WDRI1) nadir sekans varyanti tagidigi belirlenmistir. Sonug olarak, DCC ve NTN1 genlerindeki {i¢ nadir sekans varyantinin HH/
KS hastalik modeliyle iliskili oldugu ilk kez tanimlanmistir. Olas1 patojenik varyantlar1 hastaligin her iki formunda da gézlememiz, anos-
mik ve normosmik model arasinda net bir ayrim olmadigini bir kez daha dogrulamistir.
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Abstract

During embryonic development, Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) neurons migrate from the olfactory placode to their final tar-
get hypothalamus, using axon guidance of olfactory neurons. Misdirection of neurons due to a defect in this guidance results in Kallmann
Syndrome (KS) associated with impaired olfactory function and Hypogonadotropic Hypogonadism (HH). The signaling of Netrin-1 and
its receptor DCC (Deleted in Colorectal Cancer) is involved in the development of olfactory fibres which act as a scaffold for migration.
Recently, DCC/NTNI mutations have been shown to play a role in GnRH neuron migration and disease ethiology. In our study, we aimed
to identify possible pathogenic variants in DCC/NTN1 genes in HH and KS patients. Accordingly, two novel (p.Arg386GlIn, and p.Arg-
1124Cys) and one previously reported (p.Gly470Asp) rare sequence variants in DCC and another novel rare sequence variant (p.Pro73Ser)
in NTN1 were identified in five patients in the heterozygous state. In addition, three of the patients had RSVs in other HH-related genes
(OTUD4, SEMA3A4, CHD7, and WDRI1). In conclusion, likely causative RSVs in DCC/NTN1 have been identified for the first time to be
associated with HH/KS disease model. Our observation of the variants in both forms of the disease confirmed once again that there was no
clear discrimination between the anosmic and normosmic forms.
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1. GIRiS

Koku alma duyusundaki yetersizligin Hipogonadotropik
Hipogonadizm (HH) ile birlikteligi klinik olarak Kallmann
Sendromu (KS [MIM 308700, 147950, 244200, 610628,
612370, 612702]) olarak tanimlanmaktadir [1]. Embriyo-
nik gelisim sirasinda olfaktor plakodda olusan gonadotro-
pin salgilatict hormon (Gonadotropin Releasing Hormone,
GnRH) noéronlari, son hedefleri olan hipotalamusa ulagsmak
icin koku alma néronlarinin akson rehberligini kullanmak-
tadirlar. Dolayistyla KS hastalarinda bu rehberlikte olusan
bozuklugun, GnRH néronlarmin yanlis yonlendirilmesine
neden oldugu ileri siiriilmektedir [2, 3]. Bugiine kadar, bu
norogelisimsel siireci kontrol eden ¢ok sayida faktor tanim-
lanmis ve aksonal kilavuzlu gé¢ yolunda 30’dan fazla gende
nedensel mutasyonlar bildirilmistir [4].

Akson rehberlik yolaginda Semafor, Netrin, Slit, itici
Rehberlik Molekiilii ve Ephrin olmak {izere bes kanonik pro-
tein ailesi tanimlanmustir [3]. Yolakta yer alan netrin (net-
rin 1-5), noronal gelisimde 6nemli rol oynamaktadir. Akson
bliylimesine aracilik eden DCC (Deleted in Colorectal Can-
cer) ise netrin i¢in fonksiyonel bir reseptordiir [5, 6]. Kemir-
gen ¢alismalarinda Dcc inaktivasyonunun, netrin-1 eksikligi
ile uyumlu sekilde aksonal projeksiyon bozukluguna neden
oldugu gosterilmistir [7]. Bouilly ve ark. 2017 yilinda HH
hastalarinda DCC/NTNI mutasyonlarinin, fare GnRH néron
ontogenezindeki rolleriyle benzer sonuglara sahip oldugunu
raporlamis ve her iki gen oligogenik kalitim listesine dahil
edilmigtir [8].

Calismamizda, HH ve KS hastalarinda DCC/NTNI gen-
lerindeki olasi patojenik varyantlarin tanimlanmasi ve bu
hastalarda hastalik ile iligkili diger genlerde bulunan nadir
gen degisimlerini belirlenmesi amaglanmistir. Bu dogrul-
tuda, HH/KS klinigi i¢in hastalik patogenezinde tek basina
yeterli olmayan ancak potansiyel olarak zararli yeni varyant-
lar oligogenik kalitima eklenmistir.

IL. YONTEM

HH kizlarda 13, erkeklerde 14 yaginda olmasina ragmen dii-
slik bazal gonadotropin seviyeleri ile piibertal gelisimin eksikligi
olarak tanimlanmaktadir [9]. KS’li hastalarda koku duyusunun
kismi (hiposmi) veya tam kaybi (anosmi) mevcuttur. Hastalarimn
olfaktor fonksiyon seviyeleri fizik muayene ile belirlenmistir.

Eksom sekanslamas1 (Whole Exome Sequencing, WES)
daha once bildirilen yonteme gore yapilmistir [10]. DCC
ve NTNI genlerinin kodlayan eksonlar1 ve yakin komsulu-
gundaki gen bolgeleri HH ve KS hastalarinda taranmustir.
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Tespit edilen varyantlarin alelik frekanslart gnomAD (the
genome aggregation consortium, https://gnomad.broadins-
titute.org/) ve GME (the Greater Middle East variom pro-
ject, http://igm.ucsd.edu/gme/) veritabanlarinda hastalarin
etnik kokeniyle uyumlu olarak (ENF, European non-Fin-
nish, TP, Turkish Peninsula) kontrol edilmis ve her iki ve-
ritabaninda da 0.001’den az goriilmesi durumunda varyant
nadir (Rare Sequence Variant, RSV) olarak kabul edilmis-
tir. Patojenite skorlamast CADD (Combined Annotation De-
pendent Depletion, https://cadd.gs.washington.edu/snv) ya-
zilim1 kullanilarak yapilmis ve 20’yi gegen varyantlar zararlt
kabul edilmistir. Belirlenen kriterler disinda kalan varyantlar
calismaya dahil edilmemistir. RSV’ler ayrica ClinVar (ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) veritabaninda taran-
mistir. Varyantlarin protein tizerindeki lokasyonlar: UniProt
veritabani (https://www.uniprot.org) ile belirlenmistir. Tim
varyantlar ACMG/AMP (American College of Medical Ge-
netics and Genomics and the Association for Molecular Pat-
hology) kriterleri geregince VarSome (https://varsome.com)
veritabani lizerinden degerlendirilmistir [11]. Hastalikla ilis-
kili genlerdeki olasi patojenik RSV’ler ayn1 yontem kullani-
larak belirlenmistir [2].

Calismamiz, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onaylanmis (no: 82/47) ve ¢aligma hasta-
larindan ve/veya velilerinden yazili onam alinmustir.

III. BULGULAR

Calismamizda, DCC (HGNC ID: 2701, NM_005215.3)
geninde daha 6nce tanimlanmamus iki varyant (c.1157G>A,
p-Arg386GlIn; ¢.3370C>T, p.Argl124Cys) ve bir mutas-
yon (c.1409G>A, p.Gly470Asp), NTNI (HGNC ID: 8029,
NM 004822.2) geninde ise tanimlanmamis bir varyant (c.
217C>T, p.Pro73Ser) heterozigot sekilde toplamda bes has-
tada tespit edilmistir. Tiim varyantlarin gnomAD alel fre-
kanslar1 0.001den kiiciik olup, hi¢cbiri GME veritabaninda
bildirilmemistir. Sadece p.Gly470Asp mutasyonunun Clin-
Var veritabaninda kayitli oldugu belirlenmistir. ACMG/
AMP degerlendirmesi ile CHD7 disindaki tiim varyant-
larin “Onemi belirsiz” (Variant Uncertain Significance,
VUS) kategorisinde oldugu belirlenmistir. Ayrica WES ta-
ramasi ile ii¢ hastanin HH-iliskili diger genlerde (OTUD4,
NM _001102653.1, ¢.2909G>C, p.Arg970Thr; SE-
MA34, NM_006080.2, c.1849C>G, p.Arg617Gly; CHD?7,
NM 017780.3, ¢.8197G>A, p.Ala2733Thr ve WDRII,
NM 018117.11, ¢.2305A>G, p.Met769Val) RSV tasidigi
belirlenmistir. Iki hasta KS, ii¢ hasta ise HH klinigindeydi.
iki hastada birer, bir hastada ise iki ek gen varyant: tespit
edildi. Geriye kalan hastalarda farkli gende varyant buluna-
madi. Caligma hastalarmin klinik ve genetik detaylar1 sira-
styla Tablo 1 ve 2°de gosterilmistir.
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Tablo 1. DCC/NTNI varyant: tespit edilen hastalarin klinik ve laboratuvar 6zellikleri.

Hasta no Cinsiyet Yag* FSH (mIU/mL) | LH (mIU/mL) Estradiol | Testosteron (ng/dL) Olfaktor Akrabahk
(ng/dL) fonksiyon
I E 19.0 0.47 0.05 - 17 normosmik var
11 K 14.5 0.50 <0.02 5.0 - normosmik yok
111 E 15.8 2.80 0.36 - 24 normosmik yok
I\% E 27.0 0.60 0.42 - 38 hiposmik var
\4 E 17.5 0.84 0.21 - 1660* hiposmik yok
E, erkek; K, kadin; —, belirlenmemis; *tani yast; *tedavi altinda
Tablo 2. Tanimlanan heterozigot DCC/NTNI varyantlariin molekiiler genetik 6zellikleri.
Hasta Gen cDNA, gnomAD GME Protein do- CADD dbSNP Ek gen var- Ek gen var-
no Protein ENF TP maini skoru yantl/ yanti CADD
Zigosite skoru
c.1409G>A,
I DCC p.Gly470Asp 0.005069 - Fibronectin ty- 27.7 rs141813053 OTUD4 223
pe-1I 1 p.Arg970
Thr
Heterozigot
c.1409G>A,
I DCC p.Gly470Asp 0.005069 - Fibronectin ty- 277 5141813053 -
pe-111'1
c.1157G>A,
11 DCC p.Arg386GIn 0.0002215 - Ig-like C2- 22.5 15140711456 SEMA3A 22.7
type 4 p.Arg617
Gly
Heterozigot
¢.3370C>T,
v DCC p.Argl124Cys | 0.0001027 - - 33.0 15547920182 CHD7 224
p.Ala2733 23.0
Thr
Heterozigot
WDRI11
p-Met769
Val
Heterozigot
c.217C>T,
\Y NTNI p.Pro73Ser - - Laminin N-ter- 23.0 - -
minal
IV. TARTISMA NTNI ve ana reseptorii olan DCC’nin embriyonik geli-

Kallmann sendromu, GnRH ve olfaktor ndronlarinin or-
tak gelisimindeki bozukluktan kaynaklanmaktadir ve ge-
netik olarak heterojendir [12]. Hastalikla iligkili olarak ta-
nimlanan norogelisimsel genler, ilgili néronlar arasindaki
topografik baglantt nedeniyle KS ile néroendokrin genler
ise koku alma duyusunun etkilenmedigi HH formu ile ilis-
kilendirilmistir [13]. Ancak her iki hastalik modeli arasinda
net bir ayrim yapilamadigindan, hem anosmik hem de nor-
mosmik klinige neden olan gen mutasyonlari bildirilmis ve

yakin donemde bu listeye yenileri eklenmistir [8, 10, 12].
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sim sirasinda akson rehberliginde rol aldigr bilinmektedir
[14]. Caligmalar, DCC/Netrin-1 sinyalizasyonunun GnRH
noéron migrasyonu igin bir yapi iskelesi goérevi goren olfak-
tor liflerin gelisiminde gerekli oldugunu goéstermistir [15].
Yaptigimiz ¢aligmada III numarali HH hastasinda saptanan
her iki RSV’nin de (DCC p.Arg386GIn ve SEMA3A p.Ar-
g617Gly) aksonal rehberlikte gorev alan genlerde oldugu
belirlenmistir [13]. Buna ragmen hastanin olfaktor fonksi-
yonunun normal olmasi, hastaligin iki formu arasinda net
ayrim bulunmadigina yeniden isaret etmektedir. Dolayi-
styla tespit edilen varyantlarin hastada aksonal rehberligi
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tamamen degil kismen bozdugu, buna bagl olarak bir grup
GnRH noronunun hedefine ulasabildigi ancak islevsiz kal-
dig1 ve/veya islevini yapmak icin yeterli sayida olmadigin
yorumu yapilabilmektedir.

Calisma hastalarinda gozlenen varyantlarin protein
tizerindeki lokasyonu incelendiginde p.Gly470Asp, FN3
(Fibronectin type-III), p.Arg386GIn ise Ig-like (immunog-
lobulin-like) domaininde bulunmaktadir. Ig domaini protein
stabilitesi, FN3 domaini ise DCC/Netrin-1 baglantisini iize-
rinde etkili alanlardir [14]. Dolayisiyla bu bolgelerde mey-
dana gelen bir degisimin zarar verici olacagi diistiniilmekte-
dir. Bu 6ngoriiyle uyumlu olarak RSV’lerin CADD skorlar1
patojeniteyi destekleyici sekilde yliksek bulunmustur.

Aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan iki hastada (I
ve II) daha once bildirilmis olan DCC p.Gly470Asp mutas-
yonu tespit edilmistir. /n vitro ¢aligmalar, bu degisimin sin-
yal kaybima neden oldugunu ancak DCC/Netrin-1 baglan-
masinda bozulma yaratmadigini gostermistir [8]. Bununla
birlikte yapay DCC mutantlarinin Netrin-1 ile normal bag-
lanmasina ragmen hatali sinyalizasyonlar1 bildirilmistir
[16]. p.Gly470Asp mutasyonu ClinVar veritabaninda (Clin-
Var ID: 187790) konjenital ayna hareketi (Congenital Mirror
Movement, CMM) ile iligkilendirilmistir. KS vakalarina ya-
rik damak, sagirlik, ayna hareketleri gibi ek anomalilerin de
eslik edebildigi bilinmektedir [2]. Oysaki hastaligin normos-
mik formu olan HH’de GnRH néronlart hipotalamustaki ni-
hai hedeflerine ulagmalarina ragmen islevsizdir. Dolayisiyla
HH vakalarinda ek anomali beklenmemektedir [2]. Tlgili
mutasyonu tasiyan her iki normosmik ¢aligma hastamizda
da bu durumla uyumlu olarak ek konjenital anomali yoktur.
Bouilly ve ark. calismasinda p.Gly470Asp degisimine sahip
iic KS hastasindan sadece birinde ayna hareketi gézlenmis-
tir [8]. Buna bagli olarak hastada ek anomalinin ortaya ¢ik-
masinda mutasyonun tek basina degil yardimci varyantlarla
birlikte etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

Caligmamizda Mendel dis1 kalitim paterninin bir isareti
olarak ii¢ hastanin birden fazla gende RSV tasidigini tes-
pit ettik [17]. Geleneksel olmayan kalitim modellerinden
biri olan oligogenik kalitim, belirgin sekilde artan rapor sa-
yist ile HH hastalik modelinde giderek on plana ¢ikmuistir [9,
10, 12]. Hastalikla iligkili genlerde gdzlenen ancak mevcut
bilgilerde klinik yansimasi heniiz netlesmemis RSV’lerin
bu kalitim modeline katkida bulundugu disiiniilmektedir.
Farkli genlerde tespit edilen mutasyonlar arast muhtemel si-
nerjik etkinin belirlenmesi, hiicresel veya ¢evresel faktorler
tarafindan da modifiye edilebilecegi i¢in, tek gen hastalikla-
rina oranla daha fazla zaman almaktadir [17]. Dolayisiyla bu
alanda yapilan calismalarin artmasinin oligogenik bulmaca-
nin kisa stirede tamamlanabilmesi i¢in ¢ok énemli oldugunu
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diistiniiyoruz. Bu sebeple, ozellikle hastalik patogenezinin
olusabilmesi i¢in gerekli olan ¢oklu etkilesimde, heniiz sa-
dece tek gen varyanti belirlenmig hasta verilerinin (I ve V
¢gibi) ileriye yonelik gen kesfinde yol gosterici olabilecegini
ongdrmekteyiz.

V. SONUC

Bu calismada DCC ve NTNI genlerindeki ii¢ nadir se-
kans varyantinin HH ve KS hastalik modeliyle iliskili ol-
dugu ilk kez tanimlanmistir. Varyantlarin hastaligin her iki
formunda da gdzlenmesi, anosmik ve normosmik model
arasinda net bir ayrimin olmadigini literatiirle uyumlu ola-
rak dogrulamistir. Ayrica HH ve KS klinigindeki hastalarda
DCC vel/veya NTNI olas1 patojenik nadir sekans varyantla-
rina ek olarak bilinen diger HH/KS genlerinde mutasyonlar
tespit edilmesi, oligogenik kalitimin bir igareti olacagi igin
hastalikla iliskili diger gen varyantlarin aranmasi daha iyi
bir genetik yonetimi saglayacaktir.
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