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Amag: infertilite esas olarak prematiir over yetmezliginden (POI) kaynaklanir. POI'nin genetik temelinde birden fazla gen bulundugundan, durumun
genetik incelemesi klinik taninin bir bileseni olmalidir. Arastirmamizin amaci, POl'nin genetik ge¢misini bir Tiirk kohortunda analiz etmekti.
Gerec ve Yontem: Baslangi¢c yasi 18 ila 39 arasinda degisen hastalar calismaya dahil edildi. Her hasta POl ile iliskili Frajil X én mutasyonu
premutasyonu icin dnceden tarandi ve karyotipler 46,XX idi. Genetik degisiklikleri tespit etmek icin POl ile baglantili 26 genin yeni nesil dizilemesi
(NGS) aralarinda akrabalik bulunmayan 68 bireyde gerceklestirildi.

Bulgular: Hastaligin olasi nedensel varyasyonlarini bulmak icin hedefli panel dizilemesini kullanmak amaciyla 68 akrabalik iliskisi bulunmayan POI
hastasinin DNA 6rneklerini inceledik. Hasta grubunda POl ile iliskili 3 gende 3 heterozigot klinik 6nemi bilinmeyen varyant ve bir heterozigot olasi
patojenik varyasyon saptanmistir. Bu varyantlar 3 genle iliskiliydi: Yenidogan yumurtalik homeoboks geni (NOBOX), GDF9 ve STAG3.

Sonugc: POI, giderek artan sayida gen ve cesitli fenotipik 6zelliklerle karmasik bir genetik gecmise sahiptir. Bu, POl ile ilgili 26 adet genin etkisine
odaklanan Tirkiye'nin ilk genetik epidemiyoloji calismasidir. Hasta grubumuzda tespit ettigimiz varyasyonlar arasinda, STAG3 geninde tespit
ettigimiz varyasyon daha 6nce bildirilmemistir. NOBOX geninde 2 hastada 2 ayri varyasyon saptanmistir. Son olarak GDF9 geninde bir adet varyasyon
saptanmistir. STAG3 genindeki varyasyon olasi patojenik olarak siniflandiriimistir. NOBOX ve GDF6 genlerindeki varyasyonlar klinik 6nemi bilinmeyen
sinifinda yer almaktadir. insan folikiilogenezini yoneten karmasik ag nedeniyle, bireysel hastalar nemli fenotipik cesitlilik gostermektedir ve bu
durum POl tanisina yardimci olmak icin dizileme yontemlerinin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. NGS taramasinin kapsamini daha énce infertilite
ile iliskilendirilen genleri de kapsayacak sekilde genisletmek, POl icin daha kesin, hizli ve uygun fiyath genetik tanilamalara olanak saglayabilir.
Hastalarin genomik analizi klinik karar almada yardimci olabilir ve yaklasan klinik denemeler ve tedaviler icin kapryi agabilir.

Anahtar Kelimeler: Prematiire over yetmezligi, genetik arastirma, yeni nesil dizileme

ABSTRACT

Aim: Infertility is primarily caused by premature ovarian insufficiency (POI). Since multiple genes have been linked to the genetic foundation of POI,
the genetic investigation of the condition needs to be a component of the clinical diagnosis. Analyzing the genetic background of POl in a Turkish
cohort was the goal of our investigation.

Materials and Methods: The onset age ranged from 18 to 39 years old. Every patient was prescreened for the most common POl-associated
fragile-X premutation premutation and had the karyotype 46XX. Next-generation sequencing (NGS) of 26 genes previously linked to POl was
performed on 68 unrelated individuals from Tiirkiye in order to detect genetic changes.

Results: We examined the DNA samples of 68 unrelated POl patients in order to use targeted panel sequencing to find possible causal variations
of the disease. Three POl-related genes in our sample had three heterozygous variants of unclear significance and one heterozygous potentially
pathogenic gene. These variants were related to 3 genes: Newborn ovary homeobox (NOBOX), GDF9 and STAG3.

Conclusion: POl is distinguished by a complex genetic background with an increasing number of genes and diverse phenotypic traits. This is the
first genetic epidemiology study in Tiirkiye focusing on the effects of 26 genes related to POl. Among the variations we detected in our patient
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group, the variation we detected in the STAG3 gene has not been reported before. Two separate variations were detected in the NOBOX gene in two
patients. Finally, one variation was detected in the GDF9 gene. The variation in the STAG3 gene was classified as likely pathogenic. The variations
in the NOBOX and GDF6 genes are classified as of unknown clinical significance. Due to the intricate network governing human folliculogenesis,
individual patients exhibit significant phenotypic diversity, necessitating the development of NGS sequencing methods to aid in POl diagnosis.

Keywords: Premature ovarian insufficiency, genetic investigation, next-generation sequencing

GIRIS
Prematiir over yetmezligi (POI), 40 vyasindan once over
fonksiyonunun durmasini ifade etmektedir. 2000'li yillarin
sonunda, bu prematiire over yaslanmasi durumunu daha dogru
bir sekilde tanmimlamak icin POl terimi benimsenmistir. Bu
terminoloji, bu islev bozukluguna sahip kadinlarin zaman zaman
kendiliginden folikiiler gelisim, adetlerin geri donmesi ve hatta
tanidan sonra gebe kalma yasayabilecegini vurgulamaktadir'
POI, over folikiillerinin tiikenmesiyle karakterize edilir ve 40
yasindan dnce kisirliga yol acar ve cesitli klinik fenotiplerle
ortaya cikar®. Bu durum, en az dort ay boyunca adet gérmeme
(amenore veya oligomenore), ylksek gonadotropin seviyeleri
[folikuil stimiilan hormon (FSH) > luteinize edici hormon] ve
hipoostrojenizm ile tanimlanir®. Genellikle ergenligi gecikmis,
meme gelisimi olmayan ve adet gérmeyen bireylerde yasamin
erken donemlerinde tanimlanan birincil amenore, ilk uyari
isareti olabilir. Bununla birlikte, en yaygin POl fenotipi olan
ikincil amenore, 20 ila 40 yaslari arasinda ortaya cikar ve normal
ergenlik gelisimiyle birlikte diizensiz adet dongisiini izleyen
amenore ile karakterizedir®. Calismalar, kadinlar arasinda POI'nin
kiiresel genel prevalansinin %3,5 oldugunu gostermistir. Alt grup
analizine gore, iatrojenik etiyolojisi olan kadinlar arasinda POI
prevalansi %11,2 idi, bunu otoimmiinite (%10,5) takip ediyordu;
bolgelere gore POl prevalansi %11,3 ile Kuzey Amerika'da en
yiiksekti, bunu Gliney Amerika (%5,4) takip ediyordu; ve POI
prevalansi gelismekte olan bir iilkede %5,3 ile, gelismis bir
tlkedeki 9%3,1'den daha yiksekti. POl prevalansinin son 20
yildaki egilimi artistaydi (p>0,05 olmasina ragmen)®.

Genetik kusurlar, otoimmiin bozukluklar, iatrojenik nedenler
(kemoterapi veya radyasyon tedavisi gibi), viral enfeksiyonlar,
zehirler veya hatta idiyopatik durumlar POl'ye katkida
bulunabilir®. Bununla birlikte, etkilenen kadinlarin ¢ogunun
pozitif bir aile gecmisi vardir. Cesitli genetik etyolojilere sahip
POI, olgularin kalitsal durumunu gdosterebilir®. Cerrahi, tibbi,
enfeksiydz veya otoimmiin over hasarlari POI'nin diger bilinen
nedenleridir’.

Genetik faktorler acisindan, POl fenotipi kromozomal
anormallikler ve monogenik bozukluklarin etkisiyle baslayabilir.
POI'nin klinik tanisinin dogrulanmasinin ardindan kromozom
analizi, frajil-X premutasyon (FMR1) testi, tiroid ve adrenal
(21-hidroksilaz) antikorlarinin degerlendiriimesi ve pelvik
ultrasonografi yapilmahdir®. Bireylerin yaklasik %10-13'0

kromozomal anormallikler sergiler®. Kromozomal koékenler
acisindan, X kromozomu anormallikleri POl olgularinin
%712'sini olusturmaktadir. Bu anormallikler monozomi, trizomi,
delesyonlar, duplikasyonlar ve X-otozom translokasyonlarini
kapsamaktadir®. POl ile potansiyel olarak iliskili olan kritik
X kromozomal bdlgeleri sitogenetik calismalar vyoluyla
tanimlanmistir.  POl, Xq21.3-q27 bolgesindeki delesyonlar
veya Xq13.3-q21.1 bolgesindeki X-otozom translokasyonlari
ile iliskilendirilmistir. Ek olarak, POIl, X kromozomunun p
kolunun delesyonu ile iliskilendirilmistir. Sitogenetik analiz,
karyotipleri sayisal degisiklikler agisindan degerlendirmek icin
kullanilabilir ve array karsilastirmali genomik dahil olmak tizere
cesitli yontemler, POl baglaminda kopya sayisi varyantlarini
tanimlamak icin gelistirilmistir'™.

Ayrica, Fragile-X sendromuyla sonuclanan FMRT geninin 5'
reglilator bolgesindeki bir sitozin-guanin-guanin tekrarinin
genisletilmesi de sendromik POl'ye katkida bulunabilir. FMR1
premutasyonu etkilenen kadinlarin yaklasik 9%20'sinde POI
ile baglantih oldugundan, POI tanisi konulan kisilerde varligi
arastinimalidir™. Baska bir calismada onerildigi gibi, FMR2
genindeki mikrodelesyonlar da POl'ye 6nemli dlctide katkida
bulunabilir'2. POl olgularinin cogunda, altta yatan net bir neden
bulunamaz; ancak, bu tarama POl etiyolojisini belirlemede
yararli olabilir. Dahil olan genetik bozukluklar arasinda yalnizca
Turner sendromu ve FMR1 (Fragile X zihinsel gerilik tip 1) gen
premutasyonu degil, ayni zamanda monogenik bozukluklar da
bulunur. Karyotip analizi, diisiik ¢dziinirliik nedeniyle tiim POI
olgularini ¢6zmek icin yetersizdir. FMRT gen premutasyonu
analizi olgularin yalnizca bir kismini ¢6zebildiginden (%3
ila %15 POl olgular), monogenik gen analizi en dogru
yontem secimi gibi gériinmektedir. Bu nedenle, POI tanisini
destekleyecek pozitif bulgulara ulasilamamasi durumunda bir
sonraki adim monogenik analiz olmalidir.

insan folikiilogenezini yéneten karmasik agin, gesitli genetik
etiyolojiye sahip POl sendromunda 6nemli fenotipik varyansa
yol actigr goz online alindiginda, NGS analizi POl icin daha
dogru, hizli ve uygun maliyetli bir genetik tani sunabilir'*2
Ayrica, bu durum icin oligogenik kdkenleri varsayan bir teori
onerilmis olup, cok genli panel dizilemesinin gerekliligini
vurgulamaktadir'®'s, Onceki calismalar, bu genlerin disi cinsiyet
kromozomundaki POI1 ve POI2 lokuslarinda kiimelenmis
olabilecegini one siirmektedir'” . Birka¢c X ve otozom kodlu
genin, insan foliklilogenezinde rol oynayabilecekleri icin POl
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icin kritik adaylar oldugu 6ne siirtilmektedir. Klinik ortamlarda
POI'nin genetik etiyolojisine islevsel katkilarinin daha fazla
arastiriimasiyla daha etkili bir tani yolu gelistirilebilir.

idiyopatik POI'nin genetik nedenlerine iliskin anlayisimiz yeni
nesil dizileme (NGS) déneminde dnemli &lclide artmistir. lyi
bilinen genlerin [FSHR, GDF9, BMP15, FIGLA ve yenidogan
yumurtalik homeoboks geni (NOBOX)] cok sayida yeni patojenik
varyanti, yuksek verimli dizileme vyaklasimlari aracihgiyla
POI ile iliskilendirilmistir®. Cinsiyet kromozomu yeniden
sekillenmesi, metabolizma, otoimmiin iliskiler, mayoz ve DNA
onarimi, oogenez, folikiilogenez, hormon sinyalizasyonu ve
germ hicre gelisimindeki rolleri nedeniyle, bu genlerin POI
etiyolojisinde rol oynadigi one siriilmustir. Ayrica, kapsamli
genomik arastirma, su anda bilinmeyen POl'nin altinda yatan
ek gen varyantlarinin kesfedilmesinin 0niini acmaktadir.
Artan bilgimiz, POl hastalarinin genetik yapisini analiz ederken
daha umut verici sonuglara yol acabilir ve POI'li kadinlar
icin potansiyel tedavileri kesfetmek icin yeni yollar ortaya
cikarabilir. Bu, NGS ydnteminin potansiyelinden yararlanan
Tirk POl hastalari tizerinde bugiine kadar yapilmis tek kapsaml
genomik arastirmadir.

GEREC VE YONTEMLER
Denekler

40 yasindan once en az alti ay amenore yasayan ve FSH
plazma diizeyleri 40 IU/L'yi asan, POl tanisi almis Turk-
iliskisiz 68 hasta calismaya alindi. Baslangic yasi 18 ila 39
arasinda degisiyordu. Her hastaya FMRT molekiiler analizi
yapildi ve en az 20 hiicre karyotiplendi. Karyotip veya baska
bir karyotip anormalligine dayanarak Turner sendromu
oldugu bulunan hastalari ve FMR1 premutasyonu olan
hastalari hari¢c tuttuk. Daha ©dnce gonadotoksik tedavi
(kemoterapi veya pelvik radyasyon) veya kapsamli over
cerrahisi geciren hastalar da calismadan haric tutuldu. Tim
bu dislama kriterleri karsilandiktan sonra NGS analizi yapildi.
Her hasta bilgilendirilmis onam veren bir belge imzalad.
Yerel etik komitesi, calismayi onayladi. insan katiimeilari
iceren calismada gerceklestirilen tim prosedirler, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komitesi
tarafindan onaylanmis olup (karar no: TUTF-BAEK 2018/319,
tarih: 01.10.2018) ve Helsinki Deklarasyonu'na uygun olarak
yapiimistir. Altmis sekiz POl hastasina (PO1~P68) hedefli
panel dizilemesi yapildi.

Hedefli Panel Dizilemesi

Amacimiz  bilinen her POl risk lokusunu kapsamakti.
Literatlrdeki bilgilere dayanarak, arastirilan 26 genin bir listesi
derlendi (Tablo 1).
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Altmis sekiz 6rnek QlAseq Hedefli DNA Ozel Paneli (Qiagen, Hilden,
Almanya) kullanilarak dizilendi. iki mililitre (2 mL) periferik kan
toplandi ve antikoagiilasyon tiiplerinde saklandi. Genomik DNA,
EZ1 DNA Arastirma Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
periferik tam kandan izole edildi. DNA ekstraksiyonundan sonra,
hedef diziler 6zel yakalama probu ¢ipleri (Illumina, San Diego,
CA) kullanilarak zenginlestirildi. Bu kit, hastalikla iliskili 26 gen
iceriyordu. Hedef genleri kapsayan kiitiiphaneler QlAseq Hedefli
DNA Paneli Protokoliine (Qiagen, Hilden, Almanya) g6re hazirlandi.
Hedef zenginlestirme isleminin ardindan, kiitiiphaneler MiSeq
sisteminde (Illumina, San Diego, CA, ABD) dizilendi. Kaliteyi
kontrol etmek ve Varyant Cagri Formati dosyalari olusturmak
icin Obsesif Kompulsif Envanter analiz (Qiagen, Hilden, Aimanya)
kullanildi. Ekzonlardaki niikleotid degisikliklerinin patojenitesinin
silico degerlendirmesi, Polimorfizm Fenotipleme v2 (PolyPhen-2,
http:// genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Sorting Intolerant from
Tolerant (SIFT, https://sift.bii.a-star.edu.sg/), and MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org)  kullanilarak gergeklestirildi.
Minor alel frekanslari, Genom Agregasyon Veritabani gnomAD'de

Tablo 1. Yirmi alti aday gen paneli

Gen adi Transkript ID Protein ID
BMP15 NM_005448.2 NP_005439.2
CYP17A1 NM_000102.3 NP_000093.1
CYP19A1 NM_000103.3 NP_000094.2
DIAPH2 NM_007309.3 NP_009293.1
ERCC6 NM_000124.3 NP_000115.1
FIGLA NM_001004311.3 NP_001004311.2
FMR1 NM_002024.5 NP_002015.1
FOXL2 NM_023067.3 NP_075555.1
FSHR NM_000145.3 NP_000136.2
GALT NM_000155.3 NP_000146.2
GDF9 NM_005260.5 NP_005251.1
GNAS NM_080425.3 NP_536350.2
HFM1 NM_001017975.4 NP_001017975.4
LHCGR NM_000233.3 NP_000224.2
LMNA NM_170707.3 NP_733821.1
MCM8 NM_182802.2 NP_877954.1
MSH5 NM_172165.3 NP_751897.1
NOBOX NM_001080413.3 NP_001073882.3
NR5A1 NM_004959.4 NP_004950.2
POF1B NM_024921.3 NP_079197.3
POLG NM_002693.2 NP_002684.1
POR NM_000941.2 NP_000932.3
PSMC3IP NM_016556.3 NP_057640.1
STAG3 NM_001282716.1 NP_001269645.1
STAR NM_000349.2 NP_000340.2
SYCE1 NM_130784.3 NP_570140.1
WT1 NM_024426.4 NP_077744.3
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(http://gnomad.broadinstitute.org/) kontrol edildi. Varyant
analizi Ingenuity yazihmi (Qiagen, Hilden, Aimanya) kullanilarak
gerceklestirildi. Varyantlar Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik
Okulu (ACMG) tarafindan onerilen standarda gére yorumland.
Hedef bolge kapsami 15 okumadan az oldugunda dogrulama
icin Sanger dizilemesi yapildi. Nikleotid degisiklikleri Sanger
dizilemesi ile analiz edildi ve dogrulandi. Onaylandiktan sonra,
her ACMG yonergelerine gore patojenik, muhtemel patojenik,
klinik 6nemi bilinmeyen varyant (VUS), muhtemel iyi huylu veya
iyi huylu olarak siniflandirildi. Kapsami 15X'ten az olan kodlama
genomik bolgeleri sonunda Sanger teknolojisi kullanilarak
yeniden dizilendi. Tespit edilen tiim varyasyonlarin Sanger
dizilemesiyle dogru oldugu dogrulandi.

NGS analizleri, her birey icin 68 Ornek igin ¢ift-u¢c okumalari
olarak yaklasik ~14,5 GB veri Uretti, 97 bp'ye kadar ortalama
okuma uzunluguna sahipti ve hedeflenen bazlarin yaklasik
%901 (0,2 Mb uzunluk) kapsandi, boylece tek nikleotid
polimorfizmleri ve kisa eklemeler veya delesyonlar (indeller)
icin esiklerimizi yeterince gecti. Sanger dizilimini ABI 3130
(Applied Biosystems, ABD) kapiler elektroforez cihazinda
gerceklestirmek ve varyasyon ve segregasyon analizlerini
dogrulamak amaciyla tiim gerekli alanlar icin primer setler
olusturuldu.

BULGULAR

Hastaligin olasi nedensel varyasyonlarini belirlemek icin hedefli
panel dizilimi kullanarak POI'li altmis sekiz ilgisiz hastanin DNA
orneklerini inceledik. Ornegimizde, POI ile iliskili Gi¢ gen klinik
onemi bilinmeyen {i¢ heterozigot VUS ve patojenik olabilecek bir
heterozigot gen sergiledi. Franklin'in (cevrimici olarak https://
franklin.genoox.com adresinden ulasilabilir) ve VarSome'un'®
yardimiyla, tanimlanan varyantlar icin klinik yorumlama ve
cikarimlari ayrintili olarak acikladik. Tanimlanan tiim varyantlar
heterozigottu ve cogu vyanlis anlamli olarak siniflandirildi
(Tablo 2).

POl hastalarinin %1,47'sinde (68'den 1'inde) toplamda bir olasi
patojenik varyant (STAG3) tanimlandi; bu, POI'nin molekdler
genetik tanisi olarak kabul edilir. Toplam hasta grubundan
lic hastada iki gende belirsiz dneme sahip VUS tespit edildi.
Tanimlanan genler NOBOX ve GDF9 idi. 68 hastadan birinde bir
cerceve kaymasi tespit edildi.

istatistiksel Analiz

Hastalarin o6zellikleri elektronik tibbi kayitlarin incelenmesi
yoluyla toplandi. Medyanlar, araliklar ve frekanslar gibi
tanimlayici istatistikler kullanildi.

TARTISMA

POI, artan genler ve cesitli fenotipik Ozellikler ile saglam
bir genetik gecmise sahiptir’. POl fenotipi, mayoz, DNA
onarimi, gonadal gelisim (oogenez ve folikiilogenez), hormon
sinyalizasyonu, immiinolojik fonksiyon ve metabolizmayi
etkileyen zararli gen varyasyonlari ile iliskilidir®. Bu calisma,
bilgimize gore, POl ile iliskili tek bir panelde 26 gene odaklanan
Turkiye'deki ilk genetik epidemiyoloji ¢alismasini temsil
etmektedir ve bu durumla iligkili genlerde cesitli genetik
degisiklikler tanimlanmistir. FMR1 patojenik genislemesi icin
on taramadan gec¢mis, POl klinik tanisi almis 68 Tiirk hasta
arastirmamiza dahil edildi.

Hastalarimizdan birinde saptanan NM_001282717.2
(STAG3):c.1237_1238insAA varyasyonu, daha énce POl igin
bildirilmemis bir cerceve kaymasi degisikligini olusturmaktadir.

STAG3 tarafindan kodlanan kohezin kompleksinin mayoz-
spesifik alt birimi, SMC10/SMC1B, SMC3, RAD21/REC8 veya
RAD21Li icerir'. Kardes kromatitleri mitoz ve mayoz sirasinda
cok proteinli kohezin kompleksi tarafindan bir arada tutulur ve
bir halka icinde cevrelenir. SMC13, REC8 ve RAD21L yalnizca
meyotik hiicrelerde bulunurken, SMC1a ve RAD21 her yerde
bulunur?®. STAG3 testisler ve yumurtaliklarla smirli olsa
da???, STAG1/2 mitotik hiicrelerde bulunur®. STAG3 geninin
fenotipik etkisi cekinik kalitim gdosterir. Caburet ve ark.”?
tarafindan yapilan calismada, tanimlanan homozigot STAG3
varyanti premature durdurma kodonuna yol acar ve akraba
ebeveynlerin dort kiz kardesinde otozomal resesif kalitim
gosterilmistir. Daha yakin tarihli baska bir calismada, iki diside
POI'ye yol acan STAG3'lin homozigot dondr splice-site varyanti
bildirilmistir®.

STAG3  heterozigot cerceve  kaymasi  varyasyonunu
saptadigimiz hastamizda POl disinda bir anomali yoktu.
Ancak literatiirde STAG3 genindeki varyasyonlarin POl'ye
katkisi bildirilmistir. Bulgumuz bu bulguyla tutarhdir. Ancak
STAG3'uiin cekinik kalitimi nedeniyle herhangi bir fenotipik
etki beklemiyoruz'32s,

Tablo 2. Hedefli panel dizilimi yoluyla 4 POl hastasinda bulunan potansiyel nedensel varyantlar

Gen ACMG dbSNP ID Dizileme degisikligi Type

GDF9 VUS (PM2, PP3) - NM_005260.7:¢.1297G>A (p.E433K) Yanlis anlamh
NOBOX VUS (PM1, PP3) rs749172175 | NM_001080413.3: ¢.1067G>A (p.R3560Q) Yanlis anlamh
STAG3 Likely Pathogenic (PM2, PVS1) - NM_001282717.2:¢.1237_1238insAA p. (lle413LysfsTer10) | Cerceve kayma
NOBOX VUS (PM2, PP3) - NM_001080413.3:c.1788G>C (p.Trp596Cys) Yanlis anlamh

POI: Prematiir over yetmezliginden, VUS: Bilinmeyen varyant, ACMG: Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Okulu
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Tablo 3. Klinik Ozellikler (hasta grubu ortalamasi)

Gercek yas 29
Amenore Primer
FSH, IU/L 96,2
LH, IU/L 20,8
E2 pg/mL 16

NOBOX genindeki varyasyonlar iki hastada tanimland
ve her ikisi de VUS olarak siniflandiriidi. NOBOX geninin
POl'ye birincil genetik katkida bulunanlardan biri olduguna
inaniimaktadir®”?%, Bu yumurtalik homeobox geni, NOBOX
geninin fenotipik etkisinin baskin kalitim gdstermesiyle
folikiilogenezisin erken evrelerinde rol oynar. Hastamizda
tespit edilen varyant (rs749172175), ACMG kriterlerine gore
VUS olarak tanimlanmasina ragmen, varyant degerlendirme
tahmin araclarinda “patojenik” olarak degerlendirilmistir ve
gnomAD veritabaninda 0,00000881 olarak verilen alel frekansi
bu olasiligi desteklemektedir. NOBOX geninde saptadigimiz
varyasyonlar literatiirdeki calismalarla tutarhidir. NOBOX'ta
saptanan bir diger varyasyon olan ¢.1788G > C (p.(Trp596Cys),
VUS olarak degerlendirilmistir. Ancak veritabanlarinda
patojeniteyi diistindiiren degerler mevcuttur (SIFT: Zararli,
CADD (phred): 27.10). Ancak her iki varyasyon da VUS olarak
bildirildiginden klinik dnemleri bilinmemektedir®.

Hastalarimizdan birinde GDF9 geninde VUS olarak siniflandirilan
bir varyasyon belirlendi. Hastanin klinik degerlendirmesi POI
ortaya koydu. Qin ve ark.?® ve Jiao ve ark.* gore, GDF9'daki
varyasyonlar POI'nin en yaygin 20 genetik nedeni arasinda
siklikla gésterilmektedir. Ozellikle, cografya ve etnik kokene
gore biraz esitsiz bir dagihmla birlikte, kiiresel olarak cesitli
GDF9 varyasyonlari bulunmustur. GDF9 geninin fenotipik etkisi
cekinik kalitim gosterir. Hastamizdaki GDF9 varyasyonu hem
heterozigot hem de VUS olarak siniflandirildigindan, fenotipik
bir etkiye sahip olma olasiligini diisinmedik. GDF9'da tespit
edilen ¢.1297G>A varyasyonu daha once bildirilmemistir. Bu
nedenle literatiirle karsilastirma yapilamamistir.

Yiiksek verimli yontemler, aday genlerdeki ve daha 6nce POI
ile iliskilendirilen genlerdeki yeni varyantlari tanimlamak icin
elzemdir. Kodlanan proteinlerin birincil islevleri, mayoz ve DNA
onarimi, gonadal gelisim (oogenez ve folikiilogenez), hormon
sinyali, immiinolojik yanit ve metabolizmadir. Birkac hayvan
modelinde gosterildigi gibi, mayoz ve DNA onarimiyla iliskili
genlerdeki degisiklikler, oositlerin dinlenme durumundan
dolayr farkh yumurtalik yetersizligi semptomlarina neden
olabilir®,

Calismanin Kisithliklar

Calismamizda bazi sinirhiliklart vardir. Bunlardan birisi hasta
sayisidir. Altmis sekiz hastada %b5'ten az siklikta nadir varyantlar
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tespit etmek icin calisma glicu yeterli olmayabilir. Daha fazla
hasta sayisiyla daha fazla sonug elde edebiliriz. Risk tahmini,
rutin tani ve erken mudahale ortami, gelecekte hedeflenen
sicak nokta mutasyon panellerinden ve/veya dogrulanmis
nedensel genlerden ve tiim ekzom ve tiim genom dizilimi gibi
daha genis analizlerden bliylk 6lctide faydalanacaktir.

SONUG

POI, bircok nedenden dolayr karmasik bir genetik varyant
dizisine sahip olabilen oldukca cesitli bir bozukluktur. Ayrica,
fenotipik degiskenlik, POI'nin belirsiz tanimi ve adlandirmasiyla
karmasiklasir ve bu da POI'nin genetik heterojenligini daha
da kotilestirir. Over disjenezi, birincil veya ikincil amenore
veya erken veya gec baslangicli POl gibi farkh fenotiplerin
ayni genetik yapryl paylasip paylasmadigi belirsizdir, ancak
kiimulatif etkilere sahiptirler. NGS doneminde belirsiz 6neme
sahip cok sayida varyasyon ortaya cikacaktir. Veri analizi ve
filtreleme oldukca zor ancak hayati 6neme sahip olacaktir.
Nedensel iliskiyi dogrulamak icin mutasyona yonlendirilmis
transgenik modeller veya donilisim deneyleri kullaniimahdir.
Ancak, bilinen POI genlerinin bircogunun kendi baslarina eksik
penetrans veya degisken ifade 6zellikleri sergilerken uyumlu bir
sekilde calistigr gorildigiinden, herhangi bir POI hastasinda
tek bir genetik degisikligi “nedensel” olarak tanimlamak giderek
zorlasmaktadir. Genetik ve fenotip arasindaki iliski daha fazla
arastirma gerektirmektedir.

POl acisindan kimin risk altinda oldugunu belirlemek hala
zordur. NGS teknolojilerinin klinik pratikteki potansiyeli ¢cok
bilytiktir.
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