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Pregled
Review

MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA KAH-A ZBOG MANJKA 11-HIDROKSILAZE I 17-

HIDROKSILAZE/17,20 LIAZE

KATARINA STINGL*

Kongenitalna adrenalna hiperplazija (KAH) je skupina autosomnih, recesivnih bolesti koje nastaju kao posljedica smanjene ili
ukinute funkcije pojedinih enzima koji sudjeluju u sintezi kortizola. Jedan od kljucnih postupaka u dijagnostici KAH-a je analiza
mutacija gena koji su kodiraju ove enzime. Za razliku od KAH-a uzrokovanog nedostatkom 2 1-hidroksilaze koji predstavija naju-
Cestaliji oblik bolesti (>90%) te je u najvecem broju slucajeva uzrokovan s relativno malim brojem mutacija gena CYP21A42, ostali
oblici KAH-a se javljaju s puno manjom ucestalos¢u, a mutacije gena koje su odgovorne za njihov nastanak su brojne, rasporedene
Citavom duzinom gena te je stoga za njihovo odredivanje neophodno sekvencioniranje citave kodirajuce regije.
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Kongenitalna adrenalna hiperplazija
(KAH) pripada skupini najcescih naslje-
dnih metabolickih bolesti. Nastaje kao
posljedica nedostatka jednog od cetiri
enzima koji su ukljuceni u sintezu korti-
zola (21-hidroksilaza, 11B-hidroksilaza,
170-hidroksilaza, 3B-hidroksisteroid de-
hidrogenaza tip 2) ili P450 oksidoredu-
ktaze, enzima koji sluzi kao donor elek-
trona steroidogen citokrom P450 (CYP)
tip II enzimima. Svih pet oblika KAH-a
su autosomne, recesivne bolesti, a geni
s kojima su povezane poznati su i dobro
opisani (Slika 1) (1).

Nedostatak 21-hidroksilaze predsta-
vlja najcesci oblik KAH-a i zastupljen je
u vise od 90% slucajeva. Svi ostali obli-
ci su zastupljeni u puno manjoj mjeri:
nedostatak 11B-hidroksilaze odgovoran
je za 5-8% sluCajeva KAH-a, manjak
170-hidroksilaze je primijecen u svega
1% bolesnika s KAH-om dok se oblici
KAH-a uzrokovani nedostatkom 3[-
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hidroksisteroid dehidrogenaze tip 2 ili
P450 oksidoreduktaze smatraju izuzetno
rijetkima te za njih niti ne postoje podaci
o incidenciji (2).

Incidencija KAH-a uzrokovanog
manjkom 11B-hidroksilaze je 1 u 1000-
00-200000 zivorodene djece, s najve¢om
primije¢enom stopom medu zidovskim
imigrantima iz Maroka u Izraelu (1 u
5000-7000). Sam enzim 11B-hidroksila-
za sudjeluje u zavr$snom koraku sinteze
kortizola - konverziji 11-deoksikortizola
u kortizol, te takoder katalizira pretvorbu
11-deoksikortikosterona u kortikosteron.
Do manjka enzima dolazi uslijed mutaci-
jaunutar gena CYP11B1 koji se nalazi na
kromosomu 8 (8q21). Gen je sastavljen
od devet egzona koji kodiraju protein
od 503 aminokiseline. Istrazivanja su
pokazala kako se 50 do danas poznatih,
inaktiviraju¢ih mutacija ovog gena moze
pronac¢i duz Ccitave kodirajuce regije.
Uglavnom radi o mutacijama koje dovo-
de do promjene slijeda aminokiselina ili
uvodenja stop kodona, no takoder su uo-
¢ene i mutacije koje dovode do promjena
u mjestima isijecanja introna iz glasnicke
RNK, male insercije ili delecije kao i slo-
zeni prerazmjestaji. Uglavnom se radi o
mutacijama koje uzrokuju klasi¢ni oblik
manjka 11B-hidroksilaze (3).

Premda je primije¢eno kako se mu-
tacije gena CYP11B1 nakupljaju u egzo-
nima 2, 6, 7 1 8, ne moze se govoriti 0
tzv."vrué¢im mjestima" kao $to je to slu-
¢aj s genom CYP21A2 koji kodira enzim
21-hidroksilazu. U slu¢aju gena CYP21-
A2, inaktivacijske mutacije su u najve-
¢em broju slucajeva delecija ili velika
konverzija gena, delecija 8 parova baza
u egonu 3 ili jedna od osam najéeséih to-
Ckastih mutacija. U samo u 3-5% sluca-
jeva KAH-a uzrokovanog nedostatkom
21-hidroksilaze u pozadini se nalazi ri-
jetka ili nova mutacija gena CYP21A2.
1z toga razloga se prilikom analize gena
CYP11BI1 kao metoda koristi izravno se-
kvencioniranje gena. Uglavnom se sam
gen prije sekvencioniranja umnaza u tri
odsjecka kako bi se izbjeglo istovreme-
no umnazanje gena za aldosteron sinta-
zu (CYP11B2) koji je od gena CYP11B1
udaljen oko 40kb i visoko mu je homo-
logan (3).

Nedostatak 17a-hidroksilaze pred-
stavlja rijedak oblik KAH-a. Radi se o
enzimu koji s jedne strane sudjeluje u
170 hidroksilaciji pregnenolona i pro-
gesterona, dok s druge strane kao 17,20
liaza omogucava pretvorbu 17-hidroksi-
pregnenolona u dehidropiandrosteron te
u manjoj mjeri 17-hidroksiprogesterona
u androstenedion.
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Slika 1.

Grada gena za 11§-hidroksilazu (CYP11B1), 170-hidroksilazu (CYP17A1), 3 B -hidroksisteroid
dehidrogenazu tip 2 (H3D3B2) i P450 oksidoreduktazu (POR)

Figure 1

The structure of the genes for 11f- hydroxylase (CYP11BI), 17a- hydroxylase (CYP1741), 3 f -
hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (H3D3B2) and P450 oxidoreductase (POR)

Gen za 17a-hidroksilazu/17,20 liazu
(CYPI7A1) se nalazi na kromosomu 10
(10g24.3), sastavljen je od osam egzona,
a kodira protein od 508 aminokiselina.
Do danas je opisano vise od 70 mutacija
koje dovode do inaktivacije gena CYP17-
Al. Kaoiu slucaju gena za 11B-hidroksi-
lazu, niti za ovaj gen nisu poznata vruca
mjesta te je stoga u njegovoj analizi ne-
ophodno sekvencioniranje ¢itave kodira-
juce regije. Jedinu iznimku u ovom pri-
stupu predstavlja populacija Brazila kod
koje je utvrdeno kako se u 82% slucajeva
inaktivnog gena radi o dvije mutacije.
U slucajevima kada je prisutan manjak
samo 17,20 liaze, uzrok je pronaden u
mutacijama koje dovode do promjene
aminokiselina u onom dijelu proteinske
molekule koji je odgovoran za interakci-
ju s kofaktorom citokromom b5 (4).

Manjak 3B-hidroksisteroid dehi-
drogenaze tip 2 predstavlja jo§ jedan
rijedak oblik KAH-a. Enzim katalizira
konverziju pregnenolona u progesteron,
17-hidroksipregnenolona u 17-hidroksi-
progesteron te dehidroepiandrosteron u
androstenedion. Postoje dvije izoforme
ovog enzima: tip 1 i tip 2, a kodiraju ih
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geni HSD3B1 i HSD3B2. Nedostatak
3B-hidroksisteroid dehidrogenaze tip 2
uzrokuju mutacije u genu HSD3B2 koji
se nalazi na kromosomu 1 (1p13.1), Gen
je sastavljen od cetiri egzona od kojih se
prevode samo egzoni 2, 3 i 4, a njegova
analiza se provodi izravnim sekvencio-
niranjem nakon umnaZzanja uz pomo¢
lan¢ane reakcije polimerazom (5).

Naposljetku, posljednji i vrlo rije-
tki oblik KAH-a predstavljaju bolesnici
s nedostatkom P450 oksidoreduktaze.
Ovaj oblik KAH-a je jedinstven buduci
se oCituje kao kombinacija nedostatka
21-hidroksilaze i 17a-hidroksilaze. Nje-
gov mehanizam nastanka je razjas$njen
otkri¢em mutacija koje uzrokuju ina-
ktivaciju gena za P450 oksidoreduktazu
- enzima koji je neophodan za funkciju
21-hidroksilaze i 17a-hidroksilaze. Gen
za ovaj enzim (POR) je smjeSten na
kromosomu 7 (7ql1.2), sastoji se od 15
egzona, a sam protein je graden od 680
aminokiselina. Mutacije koje dovode do
ukidanja aktivnosti gena POR pripadaju
mutacijama koje dovode do promjene
slijeda aminokiselina, pomaka okvira
¢itanja kao i promjene mjesta isijecanja

introna iz glasnicke RNK, te su raspore-
dene duz citavog gena bez ocitih vrucih
mjesta kao i u slu¢ajevima gena CYP11-
B1, CYP17A1 1 HSD3B2 . Iz tog razloga
se i u slucaju analize POR gena u svrhu
pronalaska inaktivirajué¢ih mutacija ko-
risti umnazanje gena uz pomo¢ lancane
reakcije polimerazom pra¢eno izravnim
sekvencioniranjem (6).

Genetska analiza je u vecini slucaje-
va uobicajeni dio postupka u dijagnostici
KAH-a. Buduéi je poznato kako postoji
vrlo snazna korelacija izmedu genotipa
i fenotipa za sve oblike KAH-a s izuze-
tkom oblika koji je povezan s nedosta-
tkom P450 oksidoreduktaze, odredivanje
mutacija gena koje kao posljedicu imaju
smanjenje funkcije enzima ili njeno po-
tpuno ukidanje, od izrazite je pomo¢i u
dijagnostici ove bolesti.
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Summary

MOLECULAR DIAGNOSIS OF CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA DUE TO 11-HYDROKSYLAZE
AND 17-HYDROKSYLAZE/17,20 LYASE DEFICIENCY

K. Stingl

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is a group of autosomal, recessive disorders which occur as a consequence of reduced
or completely abolished function of some of the enzymes which participate in the cortisol synthesis. One of the key procedures in the
diagnostics of CAH is mutation analysis of the genes which code these enzymes. As opposed to the 21-hydroxilase deficiency which
represents the most common form of CAH (>90%) and is, in the majority of cases, caused by a relatively small number of mutati-
ons of CYP21A2 gene, the remaining forms of CAH occur with a much lower frequency and the mutations of the genes responsible
for disease development are numerous and distributed throughout the genes which therefore requires the sequencing of the entire
coding regions in their determination.

Descriptors: CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA, MOLECULAR DIAGNOSTICS, 11-HYDROXYLASE, 17- HYDROXYLASE/17,20 LYASE

39



