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ONSOZ

Infertilite tiim diinyada ciftlerin %10-15ini etkileyen, 1 y1l siireyle korunmasiz iliskiye ragmen gebelik
elde edilememesi olarak tanimlanan ve tiim diinyada insan sagligim etkiyen ve kamusal kaynaklarin
onemli bir kismmin aktarildigi giincel bir saglik sorunudur. Olgularin yarisindan erkek infertilitesi
sorumludur. Erkek infertilitesi sadece basarisiz iireme Oykiisiinden ibaret olmayip artmis morbidite ve
mortalite, kardiyovaskiiler hastalik, obezite, genitotiriner sistem kanserleri ve genitotiiriner sistem dis1
kanserlerde artmis risk, genel olarak artmig sistemik hastalik riskini i¢eren bir klinik tablodur. Bu
nedenle semen parametrelerinin erkeklerin genel saglik durumlarmin belirteci olabilecegi 6ne
siiriilmiistiir.

Caligmamizda azoospermi nedeniyle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yapilan olgularda testikiiler
sperm ekstraksiyonu (TESE) sirasinda elde edilen testis biyopsi o6rneklerinde matiirasyon arresti veya
hipospermatogenez saptanan olgularda, kanserle iligkili nemli bir gen olmakla birlikte spermatogenez
sirasinda mayozda olusan ¢ift zincir kiriklarinin da onariminda rol alan ve rekombinasyon odaklarinda
yer aldig1 gosterilmis olan MLH] geninin dizileme ile tespit edilebilecek varyantlarini aragtirdik. Testis
biyopsisinde saptanan patolojik sonucun tespiti, etiyoloji ve prognoz agisindan énemlidir. Amacimiz,
azoospermi olgularinda matiirasyon arresti (daha az olgiide hipospermatogenez) ile iliskili MLH1
geninde varyant tespit etmek ve bunu azoospermi etiyolojisine yonelik non-invaziv bir teknik olarak
gelistirmekti ve patolojik mekanizmalarin aydinlatilmasina 1gik tutmakti. Bundan daha da 6nemlisi,
MLH] geninde saptanacak olas1 bir varyant, erkek infertilitesi ile kanser arasinda son derece 6nemli
somut bir katki sunacaktir. Bu calisma 220S004 numara ile TUBITAK tarafindan 1002 proje
kapsaminda desteklenmistir.

Tez konumun belirlenmesi, gelistirilmesi, ¢aligmanin her agamasinda sundugu fikirler ve destek icin tez
hocam Dr. Ogr. Uyesi Timur TUNCALI hocama sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Bizden ¢alisma
boyu destegini hi¢ esirgemeyen Prof. Dr. Kaan AYDOS hocama, laboratuvar imkanlarindan
faydalanmamizda bize destek olan Dr. Ogr. Uyesi Halil Giirhan Karabulut hocama da ayrica gok
tesekkiir ederim. Prof. Dr. Hatice Ilgin Ruhi hocam basta olmak {izere, uzmanlik egitimim boyunca beni
destekleyen ve alabilecegimiz en iyi egitimi alabilmemiz i¢in ellerinden geleni yapan tiim hocalarima
ile degerli uzmanlarim Ogr. Gor. Dr. Arzu Vicdan, Ogr. Gor. Dr. Sadiye Ekinci ve Ogr. Gér. Dr. Sule
Altiner’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Egitim hayatim boyunca her giiniin birbirinden daha eglenceli
gecmesini saglayan basta Ar.Gor.Dr. Ibrahim Kaplan olmak iizere, Ar.Goér.Dr. Hande Nur Cesur
Baltaci, Ar.Gor.Dr. Berna Sevim, Ar.Gor.Dr. Mustafa Oguz ACAR, Ar.Gor.Dr. Okan KURTCU’ya ve
diger tiim asistan arkadaslarima tesekkiir ederim. Uzm.Dr.Elif Can Tasdelen ve Uzm. Dr. Ezgi Gokpinar
Ili’ye igten arkadashklar1 ve yardimlari icin ¢ok tesekkiir ederim.

Egitimimin ilk béliimiiniin ge¢tigi EUTF Tibbi Genetik Ana Bilim dalindaki basta Prof. Dr. Haluk Akin
ve Prof. Dr. Ozgiir Cogulu olmak {izere tiim hocalarima siikranlarimi sunuyorum. Dog. Dr. Asude
Durmaz, Dog¢. Dr. Emin Karaca, Do¢. Dr. Burak Durmaz ve Dog¢. Dr. Ayca Aykut’a tiim katkilar1 ve
sunduklar firsatlar i¢in tesekkiir ederim. Prof. Dr. Ferda Ozkinay hocama ve Dog. Dr. Tahir Atik ile
Dog. Dr. Esra Bilge Isik’a ayrica tesekkiir ederim.

Tanigmamizdan bu yana bana desteklerine sunan Erhan Pariltay’a, dostum Semih Asikovali ve dostum
Emine Ipek Ceylan’a da igten tesekkiirlerime burada yer vermek isterim.
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TURKCE OZET

Amag:

Infertilite tiim diinyada ciftlerin %13-15’ini etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur ve
olgularin yaklasik yarisi erkek infertilitesinden kaynaklanmaktadir. Nonobstruktif azoospermi
(NOA) erkek infertilitesinin 6nde gelen nedenlerinden biri olmakla birlikte olgularin %85’ inde
genetik ve molekiiler nedenler heniiz aydinlatilamamistir. Testis biyopsisi sonuglari
kullanilarak yapilan endofenotipleme ile NOA’da tek gen varyantlariin arastirilmasi giincel
bir yaklagimdir ve bugiine kadar bu yaklasimla NOA olgularinin bir kismindan 7EX1 1, MEIOB

gibi birka¢ genin sorumlu oldugu gdsterilmistir.

Oncellikle kanserdeki roliiyle bilinen ve bir yanlis eslesme onarimi (MMR) proteini olan
MLH1’in mayozda rekombinasyon odaklarinda yerlesim gosterdigi ve MSH4, MSHS5, MLH3
ile birlikte rekombinasyonda gorev aldigt hem hayvan hem de insan c¢aligmalarinda
gosterilmistir. NOA’l1 olgularin testis dokularinda anti-MLH1 antikorlariyla yapilan
immiinositokimyasal incelemelerde MLH1 odaklarinin sayisinda azalma ile MLH1 fonksiyon
bozuklugunun diger bir gostergesi olan mikrosatellit instabilitesinde ise artis oldugu
saptanmistir. Ote yandan MLH1 geni varyantlarmin insanlarda erkek infertilitesi, NOA ve testis
biyopsisi sonuclart ile iligkisini olumlayan veya olumsuzlayan bir c¢aligmaya heniiz
rastlanmamistir. Bu projede literatiirdeki bu eksikligi gidermek amaciyla testis biyopsisi
sonucunda oOncelikle matiirasyon arresti olan veya hipospermatogenez saptanan NOA’l1

olgularda yeni nesil dizileme ile MLH varyantlarinin arastirilmasit hedeflenmistir.

Gerec ve yontem:

Toplamda 42 hastanin onamlar1 alindiktan sonra periferik kan ornekleri EDTA’l1
tiiplerde -20°C’de ¢alisma baslayana kadar saklanmistir. Primerlerin olusturulmasinda MLH
geninin biyolojik olarak en yaygin ifadesi olan ve en uzun transkriptine gére (NM_000249.4),
promoter bolgesini de icerecek sekilde literatiir bilgisi kullanilmis ve Primer3, in-silico PCR ve
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BLAT ile 6zgiinliikleri teyit edilmistir. Dreamtaq master miks kullanilarak amplikonlar elde
edilmis ve %2’lik agaroz jelde PCR dogrulugu tespit edildikten sonra yeni nesil dizileme ile
dizilenmigtir. Yeni nesil dizileme tamamlandiktan sonra “.BAM” uzantili dosyalarda 42
hastanin MLHI genindeki varyantlar IGV programinda incelenmistir. Varyantlar VarSome
kullanilarak ACMG kriterlerine gore siiflandirilmigtir. Sapyanan varyantlar Sanger dizileme

ile de dogrulanmustir.

Bulgular:

13 benign, 5 olas1 benign, 6 dnemi bilinmeyen, 1 olas1 patojenik ve 1 patojenik varyant
tespit edilmistir. Lys618Ala olast patojenik, Val326Ala ise patojenik varyant olarak

siiflandirilmstir.

Sonug:

Arastirmamizda matiirasyon arrestine baglit NOA fenotipi icin risk olusturabilecek ya
da yatkinlik yaratacak iki kodlayici varyant bulunmustur. V326 A ve K618A olan bu varyantlar
disinda 6nemi bilinmeyen bazi varyantlar literatiirde ilk kez ortaya konmustur. Ek olarak,
benign veya olas1 benign olarak siniflandirilmakla birlikte, bir promoter varyanti rs1800734 ve
iki 3’UTR varyant1 kompleks hastalik patofizyolojisi ile uyumlu olarak NOA’da yatkinlik
olusturabilecegi seklinde degerlendirilmistir. Bu varyantlar NOA’da monogenik etkiden ¢ok
kisisellestirilmis tip kapsaminda yatkinlik faktorleri olarak oOnerilebilir. Bu yatkinlik
faktorlerinin MLHI varyantlari olmasinin 6nemi, erkek genel saglik durumunun gostergesi

olarak kabul edilen erkek infertilitesiyle kanser arasinda baglanti kurmasinda yatmaktadir.

Anahtar kelimeler: Erkek Infertilitesi, Matiirasyon arresti, Non-obstriiktif Azoospermi, Yeni

Nesil Dizileme, DNA Onarim Yetmezligi



ABSTRACT

Aim:

Infertility is an important health issue that affects 13-15% of couples worldwide and
male factor is a cause or a contributer to the half of the cases. Although nonobstructive
azoospermia (NOA) is one of the leading causes of male infertility, genetic and molecular
aetiology of NOA remains unexplained in 85% of the cases. Investigation of monogenic causes
of NOA by endophenotyping using testicular biopsy results is an up-to-date approach by which
it has been shown that several genes such as TEX1 1, MEIOB are responsible in some cases with

NOA.

Being a mismatch repair (MMR) protein and primarily known for its role in cancer,
MLHI1 has been shown to be a constituent in recombination foci and a participant in
recombination together with MSH4, MSHS5 and MLH3 both in animal and human studies.
Reduced number of the MLHI1 foci detected by immunocytochemistry analyses using anti-
MLHI1 antibodies and an increase in the microsatellite instability which is indicative of MLH1
dysfunction have been evidenced in testicular tissues of cases with NOA. On the other hand,
no study in humans has been found to affirm nor negate an association between variants of
MLHI gene with male infertility, NOA and testicular biopsy results. To fill this gap in the
literature, it is aimed in this project to investigate the MLHI variants by next-generation
sequencing in NOA cases with testicular biopsy results of maturation arrest or

hypospermatogenesis.

Materials and methods:

After obtaining the consents of 42 patients in total, the blood samples were stored at -
20°C until the study began. The primers for the gene MLHI were adapted from the literature
based on the most biologically relevant and longest transcript (NM_00249.4)of the gene
including the promoter region. The specifity of the primers were confirmed by using Primer3,

in-silico PCR and BLAT tools. Amplicons obtained using Dreamtaq master mix and confirmed
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on a 2% agarose gel; afterwards they were sequenced by next generation seqeuncing
technology. “.BAM” files were obtained for each patient and investigated for variants using

IGV. Detected variants were confirmed by Sanger sequencing.

Results:

13 benign, 5 likely benign, 6 uncertain significance, 1 likely pathogenic and 1
pathogenic variants were detected. Lys618Ala and Val326Ala were classified as likely

pathogenic and pathogenic, respectively.

Conclusions:

In this study, two coding variants have been detected which may be risk factors for the
NOA phenotype related to maturation arrest. For the first time in the literature some variants of
uncertain significance have been reported other than the V326A and K618A variants.
Additionally, although classified as benign or likely benign, one promoter variant and two
3’UTR variants may cause susceptibility to NOA in accordance with the pathophysiology of
complex disease. It is not realistic to assume these variants are monogenic causes of NOA;
however, they can be considered as susceptibility factors within the context of precision
medicine. The value of these factors as MLHI variants is that they make the connection of

cancer with male infertility which is regarded as an indicator of general male health status.

Key Words: Male infertility, Maturation arrest, Nonobstructive Azoospermia, Next Generation

Sequencing, DNA Repair Deficiency



GIRIS VE AMAC

Infertilite 1 yil siireyle korunmasiz cinsel iliskiye ragmen konsepsiyonun
gerceklesmemesi olarak tanimlanir ve diinyada ciftlerin %13-15’ini etkiledigi i¢in 6nemli bir
saglik sorunudur (1). Erkek infertilitesi olgularin yarisina yakinindan sorumludur (2).
Azoospermi ejakulatta sperm olmamasi olarak tanimlanir ve tiim erkeklerin %1 ’inde, infertil

erkeklerin ise %10-15’inde goriilerek erkek infertilitesinin dnemli bir nedenini olusturmaktadir

(1).

Azoospermi etiyolojisi pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler sebepler olmak tizere
iic ana baglik altinda incelenebildigi gibi, klinik olarak obstriiktif ve non-obstriiktif azoospermi
(NOA) olarak da siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma genital yolda sperm ¢ikisini engelleyen
bir tikaniklik varligina ya da yokluguna gore yapilmaktadir (3). NOA, azoospermi olgularinin
yaklagsik %60’1n1 olusturur (4). Bilinen nedenler arasinda kriptorsidizm, testikiiler torsiyon,

testikiiler travma, testikiiler kanser, varikosel, endokrin ve genetik nedenler yer almaktadir (5).

NOA’da genetik nedenlerin %85’ aydinlatilamamis olmakla birlikte 47,XXY
karyotipiyle karakterize Kleinfelter sendromu ve diger sayisal/yapisal kromozomal anomaliler
ile Y kromozomu AZF bélgelerinin mikrodelesyonlari iyi bilinen nedenler arasindadir ve NOA

ile bagvuran erkeklerde bu testler rutin olarak yapilmaktadir (4,6).

Erkek infertilitesi iliskili oldugu komorbiditeler nedeniyle ayn1 zamanda genel erkek
saglig1 hakkinda bilgi verici kabul edilmektedir (7,8). Erkek infertilitesiyle iliskilendirilmis bu
komorbiditelerin NOA’l1 erkeklerde daha siddetli seyrettigi de bildirilmistir (9). Bunlar
arasinda kanser onemli bir yer kaplamaktadir. Erkek infertilitesiyle en ¢ok iligkilendirilmis
kanser testis tiimoriidiir ve bu tiimor 15-34 yas aras1 erkeklerde en sik goriilen solid malignitedir
(7,10,11). Diger pek cok arastirmaci erkek infertilitesiyle birgok kanser tiirii arasinda iliski
saptamiglardir; bildirilmis olan kanserler arasinda kolorektal kanser, tiroid kanseri, mesane
kanseri, beyin tiimdrleri, Hodgkin lenfoma, non-Hodgkin lenfoma ve 16semi yer almaktadir
(7,12-19). Bu kanserler ayn1 zamanda Lynch sendromu kanser spektrumunda bulunmaktadir

(20). Erkek infertilitesinin epidemiyolojik caligmalarla gosterilmis olan kanserle bu iliskisi



nedeniyle genetik etiyolojinin aydinlatilmasi kanserle iligkisinin netlestirilmesi ve sonucunda
tarama ve erken tani uygulamalarinin bu hasta grubu i¢in de uygulanmasi acgisindan dnem

tagimaktadir.

Kanserle erkek infertilitesi arasindaki iliski pek ¢ok arastirmacinin ilgisini DNA onarim
mekanizmalarina yoneltmistir, nitekim bu yolakta rol oynayan proteinlerden bazilar1 hem
mayoz hem de mitozda gorev almakta ve her iki fenotipe yatkinlik yaratabilmektedir (21-23).
MLH1 DNA onarim mekanizmalarindan biri olan yanlis eslesme onarim yolagi genlerinden

biridir ve patojenik varyantlar1 Lynch sendromu vakalarinin yaklagik yarisindan sorumludur

(20). MLH]I insan Protein Atlasindaki (The Human Protein Atlas, www.proteinatlas.org) tek
hiicre RNA-seq verilerine gore testiste spermatositlerde oldukga yiiksek ekspresyon
gostermektedir (24). Bu ekspresyon verisiyle uyumlu olarak insan ¢aligmalar1 dahil pek ¢ok

hayvan ¢alismasinda MLH1’in memelilerde rekombinasyonda oynadigi gosterilmistir (25-28).

Genel bilgiler boliimiinde detayli olarak tartisilacag: tizere MLH] ile infertilite arasinda
iligki oldugunu diisiindiiren pek ¢ok ¢alisma bulunmakla birlikte, MLHI geninin hem sik hem
de nadir varyantlarinin matiirasyon arresti olan NOA olgularinda aragtirildigi bir ¢aligsma
bulunmamaktadir. Bu veriler 151¢inda bu arastirmada testis biyopsisinde matiirasyon arresti
veya hipospermatogenez saptanan NOA olgularinda MLHI geninin dizileme ile saptanabilen
patojenik ve olas1 patojenik varyantlarinin varligini ortaya koymak amaclanmistir. Hipotezimiz

“MLH1 varyantlart NOA ve matiirasyon arrestine yatkinlik olusturur” olarak belirlenmistir.



GENEL BIiLGILER

Infertilite 1 yil siireyle korunmasiz cinsel iliskiye ragmen konsepsiyonun
gerceklesmemesi olarak tanimlanir ve diinyada ciftlerin %13-15’ini etkiledigi i¢in 6nemli bir
saglik sorunudur (1). Diinya saglik 6rgiitii (WHO) ve Amerikan Ureme Tibb1 Dernegi (ASRM)
tarafindan hastalik olarak siniflandirilan bir durumdur (29). Tek basina erkek faktorii infertilite
nedeniyle bagvuran ¢iftlerin %20’sinden sorumludur ve buna ek olarak %30-40 kadarinda bilgi

vericidir (30). Toplamda erkek faktorii vakalarin %50’sinde etiyolojinin bir pargasidir (31).

Primer infertilite bagvuru zamanina kadar erkek bireyin hi¢ klinik gebelik elde
edememesi olarak tanimlanir (32). Sekonder infertilite ise daha Once ayni ya da farkli
partnerlerle saglanmis bir klinik gebeligin olup mevcut durumda konsepsiyonun
saglanamamasini ifade eder (32). Anormal semen analizinin etiyolojisi vakalarinn %30’unda
belirlenemez ve bu durum idiyopatik erkek infertilitesi olarak tanimlanir (33). Infertil ¢iftte
semen analizi (SA) normal ve kadin partnerde infertiliteye neden olacak bir patoloji yok ise bu

durum ag¢iklanamayan infertilite olarak isimlendirilir ve ¢iftlerin %25’ini olusturur (33).

4.1 Erkek Infertilitesinde Genel Degerlendirme

Ciftlerin infertilite agisindan degerlendirilmesi kadin ve erkek partnerin her ikisinin de
degerlendirilmesini ifade eder. Degerlendirme fizik muayene ve temel tanisal testlerle baslar
(32). Kadin birey i¢in over rezervinin, over fonksiyonlarinin, tubal yapilarin ve uterin boslugun
degerlendirilmesi gerekir (34). Erkek bireyde ilk degerlendirmede istenecek temel tanisal test

bir veya daha fazla SA’dir.

4.1.1 Semen Analizi (SA)

Normal semenin yaklasik %10’u testis, %20’si prostat ve %70’ seminal vezikiil

kaynaklidir (32). SA parametrelerinin sinir degerleri 12 ay ya da daha kisa siirede partneri gebe



kalan 1900 erkegin degerlerine dayanarak belirlenmistir ve 5. persentili ifade eder (35,36). SA

normal parametreleri Tablo 4.1°de verilmistir (37).

Tablo 4.1. Semen analizi parametrelerinin normal degerleri

Semen Parametresi Alt Referans Sinir (%95 giiven arah@inda 5.
persentil)
Semen hacmi 1.5mL (1.4 -1.7)
Total sperm sayisi Ejakulatta 39 milyon (33-46 milyon)
Sperm konsantrasyonu 15 milyon/mL (12-16 milyon/mL)
Vitalite %58 canli (% 55-63)
Progresif motilite %32 (%31-34)

Total motilite (progresif + progresif %40 (%38-42)

olmayan)

Normal morfoloji %4 (%3-4)

SA parametreleri bir kisi i¢in bile farkli zamanlarda degiskenlik gdsterebileceginden en
az 1 ay arayla en az iki SA yapilmasi idealdir (32). Tek bagina bu degerler bireyin infertil ya da
fertil oldugu hakkinda bilgi vermez; ancak SA’nin infertilite agisindan tant koydurucu oldugu
istisnai durumlar da mevcuttur (38). Bunlar komplet globozoospermi gibi bazi teratozoopsermi
tipleri, nekrozoospermi veya komplet astenozoospermidir (39). Anormal SA erkek infertilitesi
anlamina gelmemekle birlikte spesifik erkek infertilitesine yol acan bazi tanilarda SA genelde
anormaldir (38). Semen analizinde saptanabilecek patolojik bulgular Tablo 4.2’de yer
almaktadir. SA parametrelerindeki anomalilerin sayis1 arttikca subfertilite tanisinin dogru

olarak konma olasilig1 artmaktadir (39).



Tablo 4.2. Semen analizinde saptanabilen anomaliler

Aspermi Ejakulat olmamas1

Hipospermi Semen voliimiiniin diigiik olmasi

Oligospermi Sperm sayisinin alt limitin altinda olmas1
Azoospermi Semende sperm olmamasi

Astenozoospermi Sperm motilitesinin diisiik olmas1
Teratozoospermi Normal morfolojide sperm oraninin diisiik olmasi
Nekrozoospermi Ejakulatta canli sperm olmamasi

Piyospermi Ejakulatta normalin iist sinirinda 16kosit olmasi

4.1.2 Hormon Testleri

Testosteron (T) ve Folikiil Stimiile edici Hormon (FSH) laboratuvar testleri birinci basamak
testler degildir ve ASRM’nin Onerisi endokrinopatinin diislintildiigi durumlarda bu testlerin
yapilmasidir ancak konu tartismalidir (38). T ve FSH diizeylerinin belirlenmesi gereken

durumlar agagida 6zetlenmistir (40):

1. Azalmis libido
Erektil disfonksiyon

Ozellikle 10 milyon/mL’nin altindaki oligozoospermi

Eal

Azoospermi

Glin igerisinde diizeyi azaldigi i¢in T sabah kanindan ¢alisiimalidir (32). Eger sabah aglik
total T diizeyi <300 ng/dL saptanirsa total ve serbest T, serum luteinize edici hormon (LH),

ostradiol ve prolaktin diizeyleri belirlenmelidir (41).



FSH diizeyleri klasik olarak 1.0-20 mIU/mL olarak belirlense de bu diizeyler arasinda olan
bir FSH degeri spermatogenezisin kesin olarak normal oldugu anlamina gelmez. Ust sinirin 7.6
mlIU/mL {izeri spermatogenezde bir problem olduguna isaret eder (32). Prolaktin diizeylerinin
de yiiksek olmasi erkekte libido ve cinsel fonksiyonlar etkiler, ancak diisiik olmasi da erkek

cinsel disfonksiyonu ile iligskilendirilmistir (42).

4.1.3 Sperm DNA Fragmentasyon Testi

Bu test heniiz yayginlasmadigi ve standardize olmadigi i¢in, yani sira test yaptiranlar ile
yaptirmayanlar arasinda fertilite agisindan sonug¢ degismedigi i¢in ilk degerlendirmede infertil
erkeklerde Onerilmemektedir (32,43,44). Ancak test zaten yapilmissa, infertiliteyle ve
diisiiklerle olast iliskisi danigmanlik sirasinda anlatilabilir (32). Bazi calismalar sperm
DNA’sinda fragmentasyon saptanan infertil veya tekrarlayan gebelik kaybi olan hastalarda
ejakulat spermi yerine testikiiler sperm kullanilmasinin ICSI sonuglarini  arttirdigini

belirtmislerdir (45).

4.1.4 Anti-Sperm Antikoru (ASA)

Kan testis bariyerinin biitlinliigliniin kaybina yol acan travma, kabakulak orsiti, testis
malignitesi, bazal obstriiksiyon veya vazektomi gibi durumlarda sperm antijenlerinin kan
dolasimina karigmasi ya da genital yol enfeksiyonlari nedeniyle ASA’lar1 gelisebilir (46). ASA
spermin oosite penetrasyonunu bozarak infertiliteye neden olabilmektedir (32). ilk
degerlendirmede nerilen bir test degildir (32). Infertiliteye yol agma mekanizmasi géz dniinde
bulunduruldugunda 6zellikle de intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yapilacaksa ASA
testine gerek yoktur (32).

4.1.5 Testis Biyopsisi

Obstriiktif (OA) ve non-obstruktif azoospermi (NOA) ayriminda tanisal amaglt
kullanilmasi artik 6nerilmemektedir (32). Bu ikisinin ayriminda FSH diizeyleri (7.6 TU/L’den

yiiksek olmasi) ve testis longitudinal ekseni (4.6. cm’den kisa olmasi) %89 kesinlikle
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spermatojenik disfonksiyon oldugunu gosterir; tersi durumda obstriikksiyon varligi %96
olasilikla sdylenebilir (32). Ancak laboratuvar parametrelerinin bilgi verici olmadigi durumlar
olabilir (47). Bazen obstriiktif lezyon kaynakli sperm iiretiminde azalma olabilir ve
hipospermatogenez tablosu goriilebilir. Buna Ornek olarak vazektomi sonrasi kronik

obstriiksiyon sonucu azalmis spermatogenez gosterilebilir (47,48).

OA ile NOA ayrimi disinda testis biyopsisinin bagka kullanim alanlar1 da mevcuttur.
Bunlardan biri testikiiler disgenezis ve karsinoma in situdur (KIS). Infertilite, testis gelisimiyle
ilgili problemler (kriptorsidizm) ve kanser arasindaki iligki iyi bilinmektedir (49,50). Geng yas
erkeklerde de en sik goriilen solid tiimdr oldugu ve KiS prevelansinin infertil erkeklerde
oraninin %1-5 oldugu goz oniinde bulunduruldugunda, testis biyopsisi yapildiginda sadece
spermatogenezin degil, kanser ve in situ kanser varliginin da arastirilmas1 miimkiin olmaktadir

(47).

TESE isleminden 6nce ya da eszamanli yapilan testis biyopsisi sperm elde etme
basarisint ongdrmede hala daha en basarili degiskendir (47,51). Burada spermatojenik
yetersizligin siddeti ve tipi degerlendirilerek histopatolojik tant konur. Literatiire gére bu tanilar
matiirasyon arresti (MA), hipospermatogenez (HS), Sertoli Cell Only (SCO) ve atrofik testistir
(AT) (seminifer tiibiil hiyalinizasyonu olarak da geger ve SCO ’dan baslica farki budur) (47).

SCO tiibiiler germ hiicresi icermez. Homojen ya da spermatojenik odaklarla bir arada
olabilir ancak sadece saf olarak bulundugunda bu terim kullanilmalidir (47). MA siklikla primer
spermatosit asamasinda olmakla birlikte genel olarak sperm matiirasyonunun herhangi bir
evreden ileriye gidememesi olarak tanimlanir. Bazilar tarafindan inkomplet MA terimi
hipospermatogenezi tariflemek icin kullanilmistir (47). Tiibiillerde matiir sperm bulunabiliyor
ama serilerde azalma goriililyorsa uygun histolojik tan1 HS olacaktir. TESE basarist diger
histolojik tiplere gore daha yiiksek olmakla birlikte bu hastalarin da gogunun semeninde sperm

goriilmez (47).

Testis biyopsisi bir sonraki yapay dollenme islemleri icin sperm elde etme ve
kriyoprezervasyonda kullanilabilir. Bir diger testis biyopsisi endikasyonu hipogonadotropik

hipogonadizmde uzamis gonadotropin tedavisi sonrasi tedaviye devam etmenin sonuglarini
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ongormede kullanimidir. Son olarak genotip-fenotip arastirmalari kapsaminda, yeni genetik
etiyolojilerin  kesfedilmesi icin endofenotiplemede de testis biyopsisinden siklikla
faydalanilmaktadir. Bunlar arasinda genetik etiyoloji agisindan en ¢ok dikkat ¢eken primer

spermatosit evresindeki MA’dir (47).

4.1.6 Goriuntiilleme

Infertilite nedeniyle basvuran erkegin ilk degerlendirmesinde skrotal ultrasonografik
goriintiileme (USG) yapilmamalidir (32). Obez veya dartos kasmin kasili kalmasina baglh
oldugu durumlarda spermatik kord venlerini degerlendirmek i¢in renkli doppler ultrasonografi
yapilabilir ve belli kriterlere gore varikosel tanis1 konabilir (32). Ancak fizik muayene ile
saptanamayan varikosellerin tedavisinin semen parametrelerinde ve fertilitede diizelmeye etkisi

yoktur (32,52,53).

Benzer sekilde eger endikasyon yoksa ilk degerlendirmede transrektal USG (TRUS) de
yapilmamalidir (32). Seminal vezikiil ¢ikisi tikayan obstriikksiyonlarda semen asidik olur
(pH<7), dolayisiyla semen analizinde pH’1t normal olan bireylerde distal genital yol
obstriiksiyonu olma ihtimali oldukga diistiktlir ve TRUS 6nerilmez (54). Ejakulatuvar agri diger
bir endikasyondur. TRUS ile obstriiksiyonun saptanmasi tedaviyi degistirebilir. Diger
endikasyonlar diisiik voliimle birlikte azoospermi ve palpe edilebilir vasa veya diisiik semen

voliimii ve belirgin astenozoospermidir (32).

Varikosel infertil erkeklerde %40 oraninda goriiliir ve %85 sol taraflidir (55). %15
bilateral ya da daha az oranda sag tarafli olabilir (55). Baz1 uzmanlar bu durumda abdominal
goriintliileme gerektigini belirtseler de rehberlere gére abdominal goriintiileme yeni gelisen veya

gerilemeyen varikosel durumlarinda, 6zellikle biiyiik olmas1 halinde yapilmalidir (32).

Unilateral vas deferens yoklugunda %?26-75 oraninda ipsilateral bobrek anomalisi

beklenir (56,57). CFTR mutasyonlar1 varliginda bile unilateral renal agenezis goriilebilir
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(58,59). Bu nedenle vasal agenezis durumlarinda renal ultrasonografi dahil abdominal

goriintiileme Onerilir (32).

4.1.7 Azoospermi Algoritmasi

Genel erkek infertilitesi degerlendirmesi disinda SA’nde azoospermi saptanmast

durumunda FSH, fizik muayene ve gerekirse testis biyopsisi ile OA ve NOA ayrimi yapilir.

Tezin konusu oldugu iizere NOA tespit edilirse sekil 1°deki algoritma takip edilmelidir (60).

Normozoospermi

|

Neden olan
faktorlerin
diizeltilmesi veya
YUT kullanilmasi

/

Genel erkek infertilitesi degerlendirmesi

|

Oligozoospermi

!

Hormon
degerlendirmesi
(FSH, T)

v

Tleri
degerlendirme,
tedavi

AN

Azoospermi

FSH, FM, Testis biyopsisi

¥

NOA
Karyotip
Y mikrodelesyonu
mTESE + ICSI

OA

v

CFTR analizi

v

Sperm elde etme

veya

mikrocerrahi

diizeltme

Sekil 4.1. Erkek infertilitesi genel degerlendirme akis semasi (60)

Kisaltmalar: mTESE mikro testikiiler sperm ekstraksiyonu, YUT yardimci iiremek teknikleri, FSH folikiile
stimiile edici hormon, T testosteron, FM fizik muayene, NOA non-obstruktif azoospermi, OA obstruktif

azoospermi

4.2 Erkek infertilitesinin Nedenleri ve Risk Faktorleri

Infertilitenin etiyolojisinin aydinlatilmasi; tedavi edilebilir, geri doniisimlii ya da

doniisiimsiiz ya da tedavi edilemez durumlarin belirlenmesinde 6nemlidir (32). Ciftlerin fertilite
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acisindan prognozunun belirlenmesi dogal gebelik, in vitro fertilizasyon (IVF) seceneginin
degerlendirilmesi veya yardimci iireme tekniklerinin hi¢ denenmemesi gibi kararlarin
alinmasinda etkilidir (32). Etiyolojinin aydinlatilmasi erkek infertilitesine eslik edebilecek ya
da erkek infertilitesinin bir sonu¢ oldugu morbid ve mortal durumlarin belirlenmesi i¢in de
onemlidir (61). Ornegin infertilite testis malignitesinin ya da hipofiz tiimériiniin bulgularindan
biri olabilir (61). Etiyolojinin aydinlatilmasinin diger bir dnemi, genetik nedenlerin tespit
edilmesi ve bunlarin bir sonraki nesile aktarilma olasiliginin belirlenmesine imkan vermesidir
(32). Bu durumda preimplantasyon genetik test (PGT) onerilmesi soz konusu olabilir. Erkek
infertilitesine neden olan hastaliklarin diger komorbid durumlarinin olmasi halinde bu durumlar
icin tarama ve tedavi Onerilmesi s6z konusu olabilir. Nitekim erkek infertilitesinde, sagligi

etkileyen diger durumlarla da karakterize tani orani en az %50°dir (32).

4.2.1 Erkek Infertilitesi icin Kanmitlanmis Risk Faktorleri

fleri erkek yasi (40 yas ve iizeri) dogacak olan gocukta de novo mutasyon, yapisal
kromozomal anomali, dogum defektleri ile akondroplazi, otizm, sizofreni gibi hastaliklar i¢in
risk faktoriidiir (62—64). Kafein risk faktorii degildir, ancak sperm andploidisini arttirir (32,65).
Alkol semen voliimiini hafifce azaltir ve sperm morfolojisini bozar; ancak sperm
konsantrasyonu veya motilitesini etkilemez (32,65). Cep telefonlar1 erkek infertilitesini
etkilemez (32,65). Sigara, kotii diyet ve stres hafif diizeyde fertiliteyi azaltirken obezite
fertiliteyi orta diizeyde azaltir (32,65).

flaglardan anabolik steroid kullanimi azalmis fertiliteyle iliskilidir, ancak kalic
infertilite yapmaz (32,65). Kemoterapétiklerin ve radyoterapinin fertilite izerine olumsuz etkisi
iyi bilinmektedir (32,65). Metotreksat fertiliteyi etkilemez (32,65). Finasterid 5 mg/giin azalmis
semen voliimiiyle iliskilidir (32,65). Ilacin iiremeye etkisi bilinmiyorsa REPROTOX® gibi veri
tabanlar1 kullanilabilir (66).

Cevresel faktorlerden Di-2-etilheksil fitalat (DEHP) sperm konsantrasyonu, motilitesini
azaltirken sperm DNA hasarini arttirir (65). Benzin ve dogal gaza mesleki maruziyeti olanlarda

semen voliimii ve sperm motilitesi azalmistir (65). infertil erkeklerde kursun ve kadmiyum
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diizeyleri daha yiiksek, ¢inko diizeyleri daha diisiiktiir (67—70). Baz1 pestisitler (pyrethroidler,

organofosfatlar ve abamektin kotii semen parametreleriyle iliskilidir (32,71).

4.2.2 Erkek infertilitesinde Komorbid Durumlar

Infertil erkeklerde fertil kontrollere gore iireme ve genel saglikla iliskili olarak
komorbidite siklig1 artmustir (14,72-76). Infertilite nedeniyle degerlendirilen erkeklerin %1-
6’sinda tan1 almamis bir tibbi patoloji s6z konusudur ve bu durum SA’nde normal degerleri
olan erkeklerde de goriilebilmektedir (56,61). Bunlar arasinda testis tiimorii basta olmak tizere
cesitli kanserler de yer almaktadir (10,13-15,17,18,75). Infertil erkeklerde hipertansiyon,
hiperlipidemi, obezite ve diyabet gibi komorbiditeler daha yiiksek siklikla goriiliir (77,78). Bir
meta-analiz sonucuna gore Charlson Komorbidite indeksi (Charlson Comorbidity Index-CCI)
skoru anormal SA ile pozitif korelasyon gostermektedir (8). Erkek infertilitesiyle
iligkilendirilmis kanser dahil tiim saglik sorunlari NOA’l1 bireylerde daha siddetli ve sik
goriilmektedir (9).

4.2.2.1 Erkek infertilitesinde Kanser

Dort ¢alismanin sonucu anormal semen parametreleri olanlarda daha yiiksek oranda
testikiiler kanser tanmisi aldiklarimi gostermislerdir (11,14,15). Testikiiler kanser erkek
infertiltiesiyle en ¢ok iliskilendirilmis kanser tipidir ve 15-34 yas aras1 erkeklerde en sik goriilen

solid tiimordiir (7).

Birka¢ arastirmada testis tiimorii disinda erkek infertilitesiyle ¢cok sayida kanser tipi
arasinda iligki bulunmustur. Bu tanilar arasinda Lynch sendromu spektrumunda da yer alan
kolorektal kanser, tiroid kanseri, mesane kanseri, beyin tiimorleri, Hodgkin lenfoma, non-
Hodgkin lenfoma and 16semi gibi maligniteler yer almaktadir (7,12-19). Ancak bu kanserlerle

olan iliskisi tam olarak netlestirilememistir (32).
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Azoospermisi olan erkeklerde genel olarak tiim kanser tipleri daha yliksek oranda

goriilmektedir (75).

4.2.2.2 MLH]1 ve Kanser

MLHI 19 ekzondan olugan bir gendir. MLHI proteini genetik biitiinliigiin
saglanmasinda son derece Onemli bir onarim mekanizmast olan DNA yanlis eslesme
onariminda (mismatch repair-MMR) gorev alan proteinler arasinda yer almaktadir. MLH]
mutasyonlart Lynch sendromu adi verilen ve kolon, rektum, mide, over, endometriyum gibi
cesitli kanserlerle seyreden bir kanser sendromunun altta yatan nedenlerinin yarisini
olusturmaktadir (20). Diger baz1 mutasyonlari ise Lynch sendromunun varyantlari olan Turcot
sendromu ve Muir-Torre sendromuyla iligkilidir. Lynch sendromlularda kolorektal kanser basta
olmak tizere ¢esitli kanserlere yonelik antineoplastik ajanlarmn fertilite tizerindeki olumsuz
etkisi bilinmektedir. Ancak mayozda rekombinasyon odaklarinda gérev alan MLH1 proteinin

mayozda islevini yerine getirememesinin bu infertiliteye katkis1 bilinmemektedir.

4.2.3 Erkek infertilitesinin Nedenleri

Bu bdliimde erkek infertilitesinin nedenleri genel olarak ele alinmistir ve genetik agidan

etiyolojinin degerlendirilmesi bir sonraki boliimde detayl1 bir sekilde agiklanacaktir.

4.2.3.1 Hipogonadotropik Hipogonadizm

Hipogonadotropik hipogonadizmle sonuglanan hem edinsel hem konjenital pek ¢ok
endokrin ve sistemik patoloji bulunmaktadir (Tablo 4.3). Herhangi bir siddetli hastalik tablosu,
morbid obezite ve nutrisyonel defektler de normal hipofiz-gonadal aksi etkileyecektir. Bu

nedenler infertil erkeklerin %5-15’inde etiyolojiyi olusturmaktadir (33,79-81).
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Tablo 4.3. Hipogonadotropik hipogonadizmin nedenleri

Konjenital Edinsel

Konjenital GnRH eksikligi (Kallmann Hipofizer veya hipotalamik timorler

sendromu) (hipofiz makroadenomlart,
kraniyofarenjiyoma)

Demir yiiklenmesiyle seyreden genetik Hipofiz ve hipotalamusu tutan infiltratif

hastaliklar (6rn. hemakromatozis) hastaliklar (sarkoidoz, vb.)

Genetik sendromlar (Prader-Willi sendromu, | Kafa travmasi, radyasyon, cerrahi
Laurence-Moon-Biedl sendromu, ailesel

serebellar ataksi vb.)

Hipofizi etkileyen vaskiiler patolojiler

(anevrizma, vb.)

Hormonal dengesizlik (hiperprolaktinoma;

androjen, dstrojen, kortizol fazlaligi)

[laglar (ekzojen androjen, psikotropik

ilaclar, GnRH agonist veya antagonistleri)

Kisaltmalar: GnRH Gonadotropin releasing hormone

4.2.3.2 Spermatogenezde Primer Testikiiler Nedenler

Spermatogenezin primer testikiiler nedenleri olgularin %70-80’inden sorumludur (80—
82). Olgularda spermatogenezde defekti gdsteren semen anomalileri mevcuttur. Bu grup
hastalarin  ¢cogunlugunda etiyoloji aydinlatilamamistir, bilinen nedenler Tablo 4.4’te

siniflandirilmigtir (80-82).
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Tablo 4.4 Primer testikiiler nedenler

Konjenital Edinsel

Klinefelter sendromu ve karyotipik Varikosel

varyantlar1 (6rn. 46,XY/47,XXY)

Y mikrodelesyonu ve Y kromozomu Sistemik hastalik: bobrek yetmezligi, siroz,

yeniden diizenlenmeleri orak hiicreli anemi, ¢olyak hastaligi,
amiloidoz

Kriptorsidizm Enfeksiyonlar: viral, graniilamatdz orsit;

epididimo-orsit (gonore, klamidya)

Miyotonik Distrofi Travma
Konjenital anorsi Testikiiler torsiyon
Androjen insensivite sendromlari Immiinolojik hastaliklar: poliglandular

otoimmiin hastalik, antisperm antikorlar1

5-alfa rediiktaz eksikligi

Ostrojen reseptdr veya sentez bozukluklar

4.2.3.3 Sperm Transport Defektleri

Vakalarin %2-7’sini olusturmaktadir. Spermin hareket etme yetenegini kazandigi
epididimise zarar veren ilaglar ve toksinler; vas deferens yoklugu (CFTR mutasyonlari, Young
sendromu, enfeksiyon, vazektomi); seminal kanallarda, prostatta ve ejakiilator kanallarda
goriilen patolojiler bu grupta siniflandirilmaktadir (33). Ayrica erektil disfonksiyon ve prematiir

ejakiilasyon da bu baslik altinda degerlendirilmektedir.
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4.2.3.4 idiyopatik Erkek Infertilitesi

Olgularin %10-20’sini olusturmaktadir. Idiyopatik primer testikiiler spermatogenez

bozukluklarindan farki hastalarin semen parametrelerinin normal olmasidir (33).

4.3 Genetik Yoniiyle Erkek Infertilitesi

Genetik nedenler yukarida belirtilmis olan erkek infertilitesi etiyolojisinin dort
grubunda da 6nemli bir yer teskil etmektedir. Genel olarak bakildiginda erkek infertilitesinin
en azindan %15 inden genetik faktorler sorumludur (83,84). Azoospermide altta yatan genetik

etiyoloji olasilig1 oldukga yiiksektir (83).

Hastanin infertilitesinden sorumlu genetik nedenlerin tespiti hastanin ve ¢ocuklariin
ireme saghigi ve genel saglhigi, TESE isleminde prognoz, hormonal tedavilere yanitin
belirlenmesi ve kisisel tip uygulamasinda (farmakogenetik) onemli etkileri olmasi agisindan
onemlidir. Erkek infertilitesinin genetik etiyoloji acisindan degerlendirilmesi karyotip analizi,
azoospermi faktori (AZF) mikrodelesyonlari ve bilinen monogenik nedenler agisindan

mutasyon taramasini kapsamaktadir (83).

4.3.1 Genetik Test Endikasyonlar1

Azoospermiyle birlikte primer infertilite, siddetli oligozoospermi (<5 milyon/ml) ile
yiiksek FSH, testikiiler atrofi veya azoosperminin nedeninin sperm iiretimindeki bir patolojiden

kaynaklandig1 diistiniiliiyorsa karyotip ve Y mikrodelesyon analizi planlanmalidir (32).

Benzer sekilde tekrarlayan gebelik kaybi olan ¢iftlerde erkek partnerden karyotip analizi
mutlaka c¢alisgilmalidir (32). Bu erkeklerde 13, 18, 21, X ve Y kromozomlari i¢in sperm
andploidi testi de planlanabilir (85-88). Bunun nedeni, bu test sonucuna gore tedavi

planlanmasinin degisme olasiligidir (89). Nitekim bu bireyler dogal gebelik icin denemeyi,
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donor sperm kullanmayi, evlat edinmeyi veya ICSI ile preimplantasyon genetik test-andploidi
(PGT-A) secenegini degerlendirebilirler (89). Kanit degeri yiiksek olmayan bazi ¢aligsmalarda
anormal sperm andploidi testi nedeniyle PGT-A yapildiginda sonuglarin daha olumlu oldugu

belirtilmistir (32).

4.3.2 Karyotip Analiziyle Saptanan Nedenler

Karyotip analizi ile sayisal ve yapisal kromozomal degisikliklerin incelenmesi erkek
infertilitesinin genetik acidan degerlendirilmesinde yapilmasi gereken ilk testtir; zira NOA
olgularinin yaklasik %15’inde ve orta diizey oligozoospermisi (ml’de 10 milyondan az
spermatozoa) olan vakalarin %4’linde kromozomal bir anomali saptanmaktadir ve erkek
infertilitesinde en sik goriilen genetik anomalileri karyotiple saptanan patolojiler
olusturmaktadir (33,90). Sperm konsantrasyonundan bagimsiz olarak habitiiel abortus,
malformasyonlar, gelisim geriligi agisindan kisisel veya aile Oykiisii olan olgularda da karyotip

incelemesinin yapilmasi gerekmektedir (32).

Sayisal ve yapisal kromozomal anomalilerin mayoz sirasinda kromozom sinapsisini
bozarak spermatojenik defektlere sebep oldugu diisiiniilmektedir (91). Spermatogenez ile
iligkili genlerde dozaj farkliligina (delesyon/duplikasyon) yol agan kromozomal
translokasyonlar veya bu translokasyonlarin kirik noktalarinin spermatogenez ile iligkili bir

gende yer almasi diger patojenik mekanizmalari olusturmaktadir (92).

NOA’da en sik goriilen kromozomal anomali Klinefelter sendromu olarak adlandirilan
47,XXY kromozom kurulusu ve varyantlaridir (47,XXY/46,XY mozaikligi, 48 XXXY,
49,XXXXY, 45,X/47,XXY). Translokasyon ve inversiyon gibi yapisal kromozomal anomaliler

oligozoospermi olgularinda daha sik goriilmektedir (83).

20



4.3.2.1 Klinefelter Sendromu

Genel popiilasyondaki sikligi 1/600 iken NOA olgularinda 7 erkekten 1’inde
goriilmektedir (80). Bu olgularin testisleri sert ve kiigiiktiir ve testis histolojisinde seminifer
tiibtilllerde yogun hiyalinizasyon izlenir. Spontan puberte goriilmekle birlikte androjenizasyon
zay1ftir; zayif virilizasyon, jinekomasti veya hipergonadotropik hipogonadizm goriilebilir. Ayn
zamanda metabolik sendrom, otoimmiin hastalik, vendz tromboembolizm ve biligsel veya

psikiyatrik rahatsizliklar bu olgularda genel topluma gore daha sik goriiliir (93,94).

Klinefelter sendromunda en sik goriilen semen bozuklugu (>%90) NOA’dir (93,94).
Bununla birlikte 6zellikle mozaik ve/veya erken yastaki vakalarda semende spermatozoa ve
dogal gebelik literatiirde bildirilmistir (95). Bu olgulara yapilan TESE isleminde prognozun
baslica belirleyicisi yastir ve 31 yas altinda sperm elde etme basarisi anlamli 6l¢iide daha
yiiksektir (96,97). Mikrocerrahi olarak yapilan mikro-TESE’nin basaris1 ise %350’lere
yaklagmaktadir (98). Erken yasta tani alan vakalarda kriyoprezervasyon ile spermatazoa
muhafaza edilebilir (93). TESE ile elde edilen spermatozoa intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSJ) ile oositi suni dollemede kullanilir. Bu bireylerde semende sperm andploidisinde artis
goriildiigiinden ICSI sonrast PGT-A ile embriyolarin kromozomal anomaliler agisindan
taranmasi Onerilmektedir (99,100). Bununla birlikte su ana kadar ICSI ile saglanan

dollenmelerden seks kromozom andploidisi olan birey bildirilmemistir (32).

4.3.2.2 46, XX Erkek Sendromu

SRY geninin %80-90 translokasyon sonucu X kromozomunda yer almasindan
kaynaklanir (101,102). Bu olgularda erkek fenotipi goriilebilmekle birlikte inmemis testis,
jinekomasti, hipoandrojenizm veya belirsiz cinsel organ (ambigius genitalia) siklig1 da artmigtir
(103). Erkek fenotipi olan olgularin tamami azoospermiktir (103). Bu hastalarda Y
kromozomunda bulunan AZF bdlgesi yer almadigindan TESE ile sperm eldesi miimkiin

degildir (104).
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Y kromozomunda mikroskobik olarak goriilebilen izodisentrik Y kromozomu, halka
yapisindaki Y kromozomu ve diger yapisal defektler dnemlidir (105,106). Y kromozomu
yapisal anomalilerinde mozaiklik siktir ve 45,X iceren hiicrelerin oran1 TESE basarisini
olumsuz etkilemektedir (105,107). Y kromozomunda AZF bdlgelerinin korunmus olmasi iyi
prognozu gosterir, bu nedenle AZF mikrodelesyonlarinin degerlendirilmesi dnemlidir (32). Y
kromozomu yapisal anomalileri genellikle hipoandrojenizm veya genel saglik sorunlartyla

iliskili degildir (83).

Otozomal kromozomlarda Robertsonian veya resiprokal translokasyonlar ve
inversiyonlar yapisal anomali olarak oligozoospermik olgularda (bu olgularin %4-8’inde)
normozoospermiklere gore 10 kat daha sik goriiliir (90). Erkekteki bu yapisal anomaliler fetiiste
anodploidi, dengesiz kromozomal translokasyon ve imprinting hastaliklar1 riskini arttirdig i¢in

bu bireylere PGT 6nerilmelidir (33,83).

4.3.3 Y Mikrodelesyonlari

Kirik noktalarina gore AZFa, AZFb ve AZFc olarak isimlendirilirler (104,107). Genel
poplilasyonda AZF bdlgesinin tamamen yoklugu olduk¢a nadirdir (1/4000); ancak idiyopatik
NOA olgularinin %10’unda, siddetli oligozoospermik (ml’de 2 milyonun altinda) bireylerin
%S35’inde goriilmektedir (108). AZF mikrodelesyonlar1 azoospermi ve siddetli oligozoospermi
vakalarinin en sik molekiiler genetik nedenini olusturmaktadir; bu nedenle klinik uygulamada

bu bireylerde AZF mikrodelesyonlarinin degerlendirilmesi gerekmektedir (107).

AZF mikrodelesyonlarinin ¢ogu de novodur; ancak oligozoospermik erkekte dogal
gebelik yine de miimkiin oldugundan, AZFc delesyonlar1 ile parsiyel AZFa ve AZFb
delesyonlart dogal yoldan fetiise aktarilabilir (31). Testis biyopsisinde AZFa
mikrodelesyonunda Sertoli Cell Only (SCO), AZFb veya AZFb + AZFc mikrodelesyonlarinda
spermatojenik arrest goriiliir ve bu olgular hemen daima azoospermiktir (2, 28,31). AZFc
mikrodelesyonlarinda ise hasta azoospermik veya oligozoospermik olabilir; bu nedenle TESE
ve ardindan ICSI ile kendi biyolojik ¢cocuklarina sahip olabilirler (82,107,109). Nitekim AZFc
delesyonu olan erkeklerin yaklasik %50’sinde TESE ile sperm elde edilebilmektedir (32).
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Komplet AZFa veya AZFb delesyonu erkeklerde TESE ile sperm elde dilemez (32). Bununla
birlikte kullanilan primer sayisina gore kismi AZFa ve AZFb delesyonlarim1 yakalamak
miimkiindiir, ancak bunlarda prognozu 6ngérmek de bir o kadar giictiir (110,111). DDX3Y
bolgesini de igeren AZFa delesyonlarinda spermatojenik yetersizlik goriiliirken, USPY9
bolgesini igeren ama daha kiicilk AZFa delesyonlarinda spermatogenez iizerinde herhangi bir

olumsuz etki goriilmez (111). Benzer durum kiigiik AZFb delesyonlari i¢in de gegerlidir (112).

AZFc delesyonu tastyicist kisinin, TESE ve ICSI islemi ile dollenme saglandiginda,
fetiistin erkek olmasi durumunda, ayn1 mikrodelesyonun tasiyicisi olacagi ve delesyonun bir
sonraki nesilde genisleyebilecegi konusunda bilgilendirilmesi gerekir (113,114). AFZc
delesyonunda sperm iiretimindeki azalma progresiftir; bu agidan erken donemde koruyucu

kriyopreservasyon fertilitenin korunmasina yardimci olabilir (107).

4.3.4. Monogenik Nedenler

Androjen reseptor (AR) geni kantitatif spermatojenik bozukluklara yol acgabilir. X
kromozomu {iizerinde yer alan genin mutasyonlarinin fenotipik spektrumu oldukca genistir.
Fenotipin disi oldugu komplet androjen duyarsizlig1 sendromu (AIS — androgene insensivity
seyndrome), zay1f virilizasyon gosteren erkek fenotipinin oldugu kismi androjen duyarsizliligi
sendromu (PAIS — partial androgene insensivity seyndrome) veya sperm iiretiminde bozukluk
haricinde tamamen normal erkek fenotipinin oldugu hafif androjen insensivite sendromu
(MAIS — mild androgene insensivity seyndrome) goriilebilir (115). Infertilite nedeniyle
bagvuran erkek bir olguda PAIS ya da MAIS’ten siipheleniliyorsa, drnegin yiiksek androjen
sensivite indeksi (testosteron ve LH serum diizeylerinin ¢arpimiyla elde edilir) ile birlikte
hipoandrojenizm mevcutsa AR mutasyonlar1 arastirilabilir; nitekim PAIS’te bu mutasyonlar

%41 siklikla goriilmektedir (116).

Duktal obstriiksiyona neden olarak azoospermiye yol agan konjenital vas deferens
yoklugu (CAVD) s6z konusu ise CFTR mutasyonlari aragtirilmalidir; nitekim renal agenezisin
eslik etmedigi CAVD olgularinin %80’inden bu genin mutasyonlar1 sorumludur (117).

Unilateral CAVD infertil erkeklerin %1-2’sinde goriilmektedir; tek tarafli oldugu i¢in fertil de
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olabilirler (55). Bilateral olmasi durumunda tipik olarak semen voliimii 1 ml’nin altinda ve
asidik (pH<7), semende spermatozoa ve immatiir germ hiicrelerinin yoklugu ile karakterizedir
(118). CFTR mutasyonlar1 hafif ve agir mutasyonlar olarak ikiye ayrilir ve fenotipin siddetini
belirler: otozomal resesif gecis gosteren bu mutasyonlar iki hafif veya bir hafif ve bir agir
mutasyon olmasi durumunda CAVD’a neden olur. Testikiiler fonksiyonlar normal oldugundan
TESE ile kolaylikla sperm elde edilir ve ICSI ile dollenme gergeklesebilir. Ancak erkek bireyin
mutasyonu aktarma riski vardir ve kistik fibrozis hastalig1 i¢in tasiyicilik yiiksek oldugu i¢in

esi CFTR mutasyonu agisindan taranmalidir. Risk durumunda PGT-M o6nerilir (83,118).

CBAVD olgularinin %20’sinde, CUAVD olgularinin %60’inda CFTR mutasyonu
saptanamamaktadir (117). Yapilan ¢aligmalarda CFTR-negatif CBAVD olgularinin bazilarinda
X’e bagh gegis gosteren ADGRG2 geninde 3 farkli cerceve kaydirict mutasyon tespit edilmistir
(59,119). CFTR mutasyonu saptanamayan olgularda bu gende tarama yapmak diisiiniilebilir
(59,83,119).

Hipotalamik-hipofiz aksini bozarak infertiliteye sebep olan genetik nedenleri tespit
etmek onemlidir. Konjenital hipogonadotropik hipogonadizm (KHH) nadir goriilen, bununla
birlikte degiskenlik gosteren ekspresivite, penetrans ve kalitim paterni ile olduk¢a kompleks bir
genetik hastaliktir (120). Klasik fenotipi pubertenin gecikmesi ya da yoklugu, hipoandrojenizm,
jinekomasti, kriptorsidizm, mikropenis ve kiiciik testisler olmakla birlikte tek bulgu hafif
hipoandrojenizm de olabilir (120). KHH anosmi veya hiposmi ile birlikte oldugunda Kallmann
sendromu olarak isimlendirilir (120). Gelisimsel gerilik, yarik damak, orta yiiz defektleri, dental
agenezis, tek tarafli bobrek agenezisi veya isitme defektiyle seyreden sendromik KHH olgulari
da vardir (120). Nitekim KHH ile iliskili genler ayn1 zamanda Goldon Holmes, CHARGE,
Waardenburg sendromu gibi klinik tablolarla da iliskilidir (120).

KHH genetigi birka¢ nedenle olduk¢a komplekstir. FGFRI, PROKR2 gibi bazi
genlerdeki aynt mutasyonlar Kallmann sendromuna yol acabilecegi gibi normosmik KHH
fenotipine de neden olabilir. Genetik danismanlik agisindan hangi fenotipe yol agacaginin
ongoriilememesi kompleks bir durum yaratir. Kalitim paterni klasik Mendelian kalitim diginda

%15 olguda digenik veya oligogenik seyir gosterir (121,122).
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KHH’nin altta yatan genetik nedenlerinin ortaya konmasi hastalarin %80’ininde
gonadotropin tedavisiyle 9-18 ay igerisinde spermatogenezin saglanabilmesi ve ozellikle
spontan gebelikle mutasyonlarin fetlise aktarilma riskinin varligt agisindan dnemlidir (123).
Mevcut durumda yeni nesil dizileme ile olgularin %40 kadarina genetik tan1 konabilmektedir

(84,120).

Oligoastenozoospermi ile seyreden ve biiyiik bas ile ¢ok sayida flagella igeren
spermatozoa olarak tanimlanan makrozoospermi olgularinin %87.7’sinden AURKC genindeki
homozigot c.144delC mutasyonu sorumludur (124,125). Baska bir genetik etiyolojinin
bulunamadigi bu sperm fenotipine sahip olgularda in vitro fertilizasyon (IVF) 6ncesi AURKC
geninde mutasyon varliginin arastirilmasi: gereklidir (124). Mutasyona sahip bireylerin

spermlerinin tamami poliploid oldugundan ICSI 6nerilmez (83).

Globozoospermi infertil erkeklerin %0.1’inde goriilen, akrozom igermeyen yuvarlak
sperm bastyla karakterize spermatozoa fenotipini ifade eder ve akrozom igcermedigi i¢in zona
pellusidada akrozom reaksiyonu gerceklesemez ve déllenme olmaz (83). insanlarda DPY19L2,
ZPBP, PICKI ve SPATA16 olmak iizere dort gen globozoospermi ile iliskilendirilmistir ve
bunlar arasinda DPYI9L2 genindeki delesyon basta olmak iizere homozigot mutasyonlar
olgularin %60-80’ini olusturmaktadir (126). Semendeki tiim spermlerin globozoospermik
olmast durumunda bu genin mutasyonlarinin taranmasi oOnerilmektedir (127). Ayni yas
grubunda bagka nedenlerle infertil olanlara gore fertilizasyon, gebelik ve canli dogum oranlar1
diisiikk olsa da, %100 globozoospermi fenotipi olan olgularda ICSI disinda bir segenek
bulunmamaktadir (128).

Primer silier diskinezi (PSD) silya motilitesinin olmamasi nedeniyle kronik solunum
yolu enfeksiyonlariyla seyreden, anormal yerlesim gosteren i¢ organlar ve astenozoospermiye
bagl infertilite ile karakterize nadir, otozomal resesif gecis gosteren bir tablodur (129).
Olgularin %30’undan DNAII ve DNAHS5 mutasyonlar1 sorumludur (126). Hastalarin ¢ogunda
spermler 151tk mikroskobunda normal goziikiir; ancak dinein yoklugu, mikrotiibiiler

translokasyonlar gibi ultrayapisal defektler elektron mikroskopisi ile tespit edilebilir (126,130).
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ICSI ile gebelik miimkiindiir ve basar1 oranlar1 fertilizasyon, gebelik ve canli dogum

parametrelerinde sirastyla %58-65, %45-55 ve %35-36’dir (128).

Genel ve iyi bilinen bu 6rnekler disinda NOA’nin sendromik olmayan ve literatiirde

bildirilmis olan monogenik nedenleri Tablo 4.5’te 6zetlenmistir.

Tablo 4.5. NOA’nin sendromik olmayan genetik nedenleri

Nonsendromik
Azoospermi
Genleri

SYCP2 OD Primer spermatosit evresinde MA 258150 (131)
NOA
MSH4 OR Azalmig testis voliimii 108420 (132)
1. kromozom perisentrik inversiyonu
Azalmig FSH, LH
NOA
Disilerde POY
SYCP3 OD MA, disilerde birinci trimester TGK 270960 (133)
NOA
NR5A1 OD Azoospermi, oligospermi, kriptozoospermi 613957 (134)
NANOS1 OD Azoospermi, SCO 615413 (135)
TAF4B OR Azalmis testis voliimii 615841 (136)
NOA
Artmis FSH
Normal LH, T, P
ZMNYDI15 OR MA 615842 (136)
NOA
Tiibiiler membranda kalinlasma
Artmis FSH
Normal LH, T, P
SYCEI OR MA 616950 (137)
NOA
MEIOB OR XY bivalentlerinde azalma 617706 (138)
Metafaz spermatositlerinde azalmma
Tiibiillerde piknotik niikleuslar
NOA

Kalitim

Paterni Fenotip Ozellikleri OMIM
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TEX14

OR

MA 617707 (139)
Metafaz spermatositleri yoklugu
NOA

TEXIS

OR

Azalmis testis voliimii 617960 (140)
NOA

Oligozoospermi veya kriptozoospermi

Artmis FSH ve LH

Azalmig T ve inhibin B

FANCM

OR

Azalmis testis voliimii 618086 (141)
Oligoastenozoospermi (bazi hastalarda)

NOA

SCO

Yiiksek FSH ve LH

Diisiik T

SPINK?2

OR

Oligozoospermi 618091 (142)
Immotil sperm

Akrozom yoklugu

Seminifer tiibiil yapilarinda
disorganizasyon

Immatiir gem hiicreleri

NOA

TDRDY

OR

Inkomplet matiirasyon arresti 618110 (143)
Baz1 seminifer tiibiillerde SCO paterni
NOA

SOHLHI

OD

SCO 618115 (144)
NOA

MIAP

OR

Siddetli oligozoospermi 619108 (145)
Kriptozoospermi
NOA

Spermatosit evresinde MA (¢ogu hasta)
Yuvarlak spermatid evresinde MA (bazi
hastalarda)

Elektron mikroskopisinde mitokondriyel
kilifta 6dem

XRCC2

OR

Azalmis testis voliimii 619145 (146)
Zigoten agamasinda MA
NOA

Cl40rf39

OR

Spermatosit evresinde MA (¢ogu hasta) 619202 (147)
Disilerde POY
NOA

PNLDCI

OR

Oligoastenoteratozoospermi 619528 (148)
Geg pakiten evresinde MA
Bazi hastalarda diisiik T
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NOA

TERB?

OR

MA
NOA

619645 (149)

TERBI

OR

MA
NOA

619646 (149)

STAG3

OR

MA

NOA

Kromozomal akslarda kisalik ya da yokluk
Kohezin aksinin yoklugu

Sentomer sayisinda artig

619672 (150)

RNF212

OR

MA

NOA

Ik mayotik boliinmede apoptoz
Crossover olusumlarinin yoklugu

Univalent olusumu

619673 (151)

FBX0O43

OR

Diisiik sperm sayilari
Progresif motilitede azalma
Teratozoospermi

Biiyiimiis amorf sperm baglar1
Lakunar kromatin defektleri
NOA

MA

619696 (152)

PDHA?2

OR

NOA

Siddetli oligoastenozoospermi
Nekrozoospermi

HS

MA

619828 (153)

ZSWIM7

OR

Azalmis testis voliimii
NOA

MA

Azalmig rekombinasyon

Inkomplet sinapsis

619831 (154)

MOVIOLI

OR

NOA
MA

619878 (155)

MSHS5

OR

Azalmis testis voliimii
NOA

MA

Diisiik T

Digilerde POF

619937 (156)

SHOCI

OR

Azalmis testis voliimii
NOA
Zigoten agamasinda MA

619949 (157)
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TEXI1] X'e baglh Azoospermia 309120 (139)
MA
Miks testikiiler atrofi

GCNA X'e baglh Infertilite 301077 (158)
Siddetli oligoastenozoospermi
NOA
Premayotik MA

Kisaltmalar:MA, matiirasyon arresti; NOA, non-obstruktif azoospermi; POY, prematiir overyen yetmezlik;

TGK, tekrarlayan gebelik kaybi; OR, otozomal resesif; OD, otozomal dominant; T, testosteron; FSH,

folikiile stimiile edici hormon; LH, luteinize edici hormon

4.3.5. Erkek Infertilitesinde Aday Gen Yaklasimlari

Spermatogenez bozuklugu olan olgularin %40’ inda genetik etiyoloji tespit
edilememektedir (82). Bunlarin genetik etiyolojisini aydinlatmada ¢esitli yaklagimlar
sergilenmis ve ona gore yontemler kullanilmistir (82). Bu yaklagimlardan birisi aday gen arama
yaklagimidir. Spermatogenezde rol oynadig: diisiiniilen yaklasik 2000 gen olmakla birlikte ve
baz1 genlerde patolojik varyantlar saptanmis olmasina ragmen, bunlarin validasyon ¢alismalari
basarisiz olmustur (159,160). Aday gen ¢alismalar1 gogunlukla nadir varyantlarla iliskilidir. Ote
yandan sik goriilen varyantlar i¢in tek niikleotid polimorfizmi (SNP) dizin (array) analizi
kullanilmis ve globozoospermide basarili bir sekilde iki aday gen olan SPATA16 ve DPYI9L2
genlerinin bulunmasini saglamistir (161,162). SNP array teknolojisine dayali Genom boyu
iliskilendirme ¢aligsmalart (GWAS) tek aday gen calismalarinda oldugu gibi anlamli nadir
varyantlar bulunmasina karsilik ¢ogu i¢in validasyon ¢aligmalar1 yapilmamistir (160,163,164).
Netice olarak GWAS, sik goriilen varyantlarin erkek infertilitesine anlamli 6l¢iide katkida
bulunmadigin1 géstermistir; buna karsilik teyit edilmis sik goriilen SNP’lerin, diisiik etkili olsa
da ayni bireyde bulundugu zaman spermatogenezi etkileyebilecegi de One siiriilmiistiir

(165,166).

SNP array ve GWAS disinda karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) dizin’ler
infertilite hastalarinda kopya sayis1 degisikliklerini (CNV) saptamak tizere kullanilmistir (167).
Ornegin Yararbas ve ark. 19p, Xp ve Xq’da kopya sayis1 artislar1 saptarken Xq, 22q, Yq Xp ve
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11q’da delesyonlar saptamiglardir (168). Calismalar arasinda ortiisen CN'V’ler bulunmamakla
birlikte, baz1 arastirmalarin sonucunda belli bolgeler saptanmistir. Ornegin X kromozomuna
bagli CNV’leri tespit etmek icin yapilan bir CGH’de CNV67 genindeki kopya sayisi
degisiklikleri anlamli bulunmustur (168,169). TEXII intragenik delesyonlart da X
kromozomuna 6zgii CGH dizin ile kesfedilmistir (170). Daha sonraki ¢alismalarda da TEX1/

geninin mutasyonlarinin komplet mayotik arrest ile iliskili oldugu kesinlesmistir (170,171).

CNV’ler agisindan g6z oniinde bulundurulmasi gereken diger bir nokta ise ii¢ farkl
calismada CGH array kullanilarak saptanilan CNV yiikiiniin infertil erkeklerde anlamli 6l¢iide
daha yiiksek saptanmasidir (172—-174). Bu yiiksek CNV yiikii bazi infertil erkeklerin
genomlarmin ¢ok stabil olmadigi ve DNA kaybina yatkin oldugunu gosteriyor olabilir. Bu
durum spermatogenez disinda genel sagligi da etkilebilir ki bu da infertil erkeklerde fertil
erkeklere gore daha anlamli 6l¢iide goriilen yiiksek morbidite ve diisiik yagsam beklenti siiresiyle

uyumludur (72,175).

4.4 MLH1, Mayoz ve Infertilite Tliskisi

Spermatogenez siirecinde kromozom eslesmesi ve sinapsis, homolog rekombinasyon,
genetik biitlinliik, DNA replikasyonu ve onarimi i¢in gerekli proteinlerin ekspresyonlar: artar.
MLH1’in de i¢inde yer aldigt DNA onarim proteinlerinin spermatogenezin dogal isleyisi

icerisinde ¢ok dnemli bir yeri vardir (176).

Mayoz, 23 kromozomlu haploid kurulusta gamet olusumu i¢in 46 kromozom igeren
diploid germ hiicrelerinin ardi ardina iki boliinme gegirdigi bir siirectir. Kromozom sayisinin
yartya inmesi dollenme sonrasi diploid yapida zigot olusabilmesi i¢in gereklidir ve bu sirada
kromozom homologlarinin gametlere rastgele dagilmasi genetik ¢esitliliginin saglanmasinin

onemli bir basamagin1 olusturur (177).

Genetik ¢esitliligi saglayan diger basamak ise birinci mayotik bolinmeden evvel

homolog kromozomlarin birbirini bularak sinapsis olusturmalari, genetik materyal aligverisinde
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bulunmalari, yani rekombinasyondur. Genetik materyal aligverisi Profaz I’de gerceklesir ve pek
cok insan, fare ve dkaryot caligsmasinda gosterildigi gibi yanlis eslesme onarimi proteinlerinin
kusursuz caligmasini gerektirir (178—181). Profaz I leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve
diakinesis evrelerinden olusur. Leptoten asamasinda kromozomlar kalinlagir ve homologlar
sinapsis yapmaya baslar, ¢ift zincir kiriklarinin (CZK) da bu donemde olusmaya baslamasiyla
rekombinasyon siireci baglar (182,183). Rekombinasyon i¢in homolog kromozomlarin
eslesmesi sinaptonemal kompleks (SK) ad1 verilen 6zel bir yapr ile stabilize olur (Sekil 2), bu
yapinin olusumu da zigoten agamasinda tamamlanir (176,184,185). MLH1 proteini bu yapida
ge¢ rekombinasyon nodiilii igerisinde yer alir ve ¢ift zincir kiriklarindan genetik materyal

transferinin gergeklesmesinde 6nemli bir rol oynar (176).

Sekil 4.2. Sinaptonemal kompleks yapis1t ve MLH1’in yerlesimi

Kromatin ilmekleri

Aksiyel/Lateral
Element
: (SYcp3)

Erken Rekombinasyon
Nodulu (DMC1) «——— Transvers Element

(SycpP1)

Geg¢ Rekombinasyon Nodulu
(MLH1)

SK iki aksiyal/lateral ve bir transvers elementten olusan iiglii bir yapidir. Leptoten agamasinda her homologun iki
kardes kromatidine ait DNA aksiyel elementlere baglanir. Zigoten asamasinda transvers element aksiyal
elementleri birbirine yaklastirir. Pakiten matiir SK ve sikica baglanmis DNA ile sinapsis siireci tamamlanir.
Rekombinasyon bu yapida gerceklesir. Erken rekombinasyon nodiilleri ¢ift zincir kirtklarinin bulundugu
bolgeleri temsil eder ve MLH1’in de iginde yer aldig1 ge¢ rekombinasyon nodiilii bu kiriklardan bazilarinda
rekombinasyon gerceklesmesini saglar. Pakiten sonrasi SK dagilir, kiazmatalar (crossing over bolgeleri) geg

metafaz I/anafaz I’e kadar homologlar bir arada tutar.
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4.4.1 Rekombinasyonda Rol Oynayan Proteinler

Rekombinasyonda gorev alan proteinler Sekil 4.2°de 6zetlenmistir. SPO11 proteini bir
topoizomeraz varyantidir (176). Leptoten sirasinda ¢ift zincir kiriklarinin olusabilmesi i¢in
gereklidir ve olmadiginda ¢ift zincir kiriklart olusmaz ve mayoz defekti ortaya cikar
(176,183,186,187). Fare modellerinde Atm, Dmcl, Meil defektleri de SPO11 ekspresyonunda
ya da lokalizasyonunda bozulmalara neden olur ve bu da bu genlerin iiriinlerinin SPO11 ile

birlikte calistigini diisiindlirmektedir (188—193).

Sekil 4.3. Homolog rekombinasyonda rol oynayan proteinler

Leptoten Zigoten Pakiten Diploten
Spo1ll ve Meil gift Rad51, Msh4 Msh4/Msh5 pro- SK ¢ozilir,
zincir kiriklari ve Msh5 3’ HJ ve HJ kromozomlar
olusturur. ATM zincir olusumlarini sadece crossing-
Mrell kompleksini uzantilarina stabilize eder. over
gagirir. baglanir ve tek bolgelerinde
‘ ug invazyon ‘ bagli kalir.
(SEI) olusturur. Primer
Mrell kompleksi HJ olusumlarinda spermato.j»it
(Rad50, p200, Msh4/Msh5 MIh1 Metafaz 'e
p400) ve NSB1 gegcer.

SPO11’i
uzaklagtirir.

$

ve MIh3’U gagirir.

4

Mrell ve DNA Mlh1/Mlh3 HJ
tamir 3, Rad51 ¢ozulmesini
icin substrat olan saglar.

3’ zincir uzantilari
olusturur.

Kisaltmalar:HJ, holiday junction

SPOL11, erken mayotik donemde yiiksek diizeyde eksprese olan Mrell tarafindan cift
zincir ki@ bolgesinden uzaklastirilir (194). Bu protein RADS0, p200, p400 ve NBSI1 gibi
proteinler igeren bir kompleksle birlikte calisir ve cift zincir kiriklarindan 3 serbest uglar
olusturur (183). Bu 3’ uglar tek u¢ invazyon yapisi olarak (single-end invasion-SEI) gérev goriir
ve RADSI1 ile diger yanlis eslesme onarimi proteinleri tarafindan substrat olarak kullanilir

(181,183).
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SK yapisini olusturan proteinler son derece 6nemlidir, nitekim bu yap1 homolog ciftleri
stabil kilar ve diger rekombinasyon proteinleriyle etkilesimi saglar (181,184,195). SK olugumu
leptoten ve zigoten evrelerini kapsar ve bu siire¢ boyunca diploten asamasinda dagilincaya
kadar eslesmis ve sinapsis yapmis homolog kromozomlari bir arada tutar. Leptoten asamasinda
Zip3/SYCP3 ekspresyonu baslar (176). Zip3/SYCP3 ekspresyonu erken zigoten asamasinda
Zip2/SYCP2’nin kromozomlarla etkilesmesini saglar, bu etkilesim homolog ciftler boyunca
Zipl/SYCP1 polimerizasyonunu tetikler (182,184,195). Mayadaki Zip proteinlerinin
memelideki karsiligi SYCP1-2-3’tlir (185). SYCP3 ilk olarak leptotende eksprese olur ve
kondense kardes kromatidlerle etkilesir. SYCP3, SYCP2’nin homolog ¢iftin lateral elementiyle
etkilesimini dogrudan yonetir. Homolog ¢iftin lateral elementinde hem SYCP3 hem de SYCP2
SYCP1’in santral element ile etkilegsmesini saglar (176,182,184,195).

RADS5I1 rekombinasyonda ve ¢ift zincir kiriklarinin onariminda rol alir (181,183).
Ekspresyonu leptotende baslar ve zigotenin sonlarina dogru tepe yapar (196). Sinapsis ve SEI
olusumunda yer alan proteinlerle etkilesir. Mayada Zip3 ile Rad51 arasindaki fiziksel etkilesim
gosterilmistir (184). Rad51’in tek zincir DNA iizerinde filament olusturdugu ve homolog cift
zincirli DNA ile zincir degisimini katalize ettigi gosterilmistir (195,197).

Memeli Msh4 ve Msh5 spesifik olarak germ hiicrelerinde eksprese olur ve mayadaki
formlartyla temel fonksiyonel bolgeler agisindan yiiksek homoloji gosterir (178,198-200).
MSH4 mayoza spesifiktir ancak yanlis eslesme onariminda degil; mayoz I’de resiprokal
rekombinasyon ve segregasyonda gorev alir. MLH3 de spermatositlerde vardir ve MSH4 ile
ko-presipite olur (178,198-200). MSH4 ve MSHS5 heterodimer olarak fonksiyon gosterir. Msh4
veya Msh5 igermeyen farelerde ¢ift zincir kiriklar1 olusur ancak sinapsis tamamlanamaz ve

primer spermatosit asamasinda basarisizliga ve duraklamaya neden olur (178,181).

Msh4 ve Msh5’in RADS1 ile ko-lokalize oldugu in vivo olarak gosterilmistir (196).
Msh4’iin ekspresyonunun Rad51 ile benzer patern gostermesi Msh4-5 heterodimerinin SEI
yapisinin olusumunda Rad51 ile birlikte ¢alistigini diisiindiirmektedir (196). Rekombinasyon
sirasinda olusan ve dortlii DNA zincirinden meydana gelen, genetik materyal degisimi sirasinda

olusan 6zel bir yap1 olan holiday junction (HJ) 6ncesi ara bir form olan proto-HJ (pHJ) yapisinin
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stabilizasyonunu da saglarlar (181,201). Msh4-Msh5 ayni1 zamanda rekombinasyonun

tamamlanmasi ve HJ ¢6ziilmesi icin Mlh1-Mlh3 kompleksini bolgeye ¢agirir (196,201).

M1h3 ve Mlh1 pakiten ve diploten sirasinda rekombinasyon nodiillerine birlikte lokalize
olurlar ve burada rekombinasyon ile kiazmata ayrilmasini saglarlar (176). Profaz I - Metafaz [
transizyonunda gorev alirlar (27). Insan ve diger canlhlardaki calismalarda MIh1-Mlh3
heterodimerinin HJ yapisinin ¢oziilmesinde ve rekombinasyonun tamamlanmasinda rol aldig:
belirtilmistir (27,179,180,202). Ayrica MLH1’in crossover bolgelerinde yer aldigi ve rol
oynadig1 pek ¢ok fare ve insan ¢alismasinda gosterilmistir (21,25,26,203-209).

4.4.2 Rekombinasyon Defektleri, Matiirasyon Arresti ve MLH1

Pek ¢ok organizmada yapilan ¢alismalar sonucunda spermatogenez sirasinda birkag
mayotik kontrol noktasi oldugu ve rekombinasyon defekti oldugunda spermatogenezin
durduruldugu ve matiirasyon arresti fenotipinin ortaya ¢iktigir gosterilmistir (176). Gozlenen
matiirasyon arrestinin rekombinasyon defektine bagli olup olmadigini arastiran aragtirmacilar,
histolojik olarak normal spermatogenez gozlenen bireylerle testis biyopsisinde matiirasyon
arresti olan NOA olgularinda rekombinasyon olaylarimin sikligin1 ve lokalizasyonunu
karsilastirmislardir (21,210). Infertil olgularin neredeyse yarisinda spermatogenez sirasinda
oOlciilebilir rekombinasyon defekti saptanmig, bu da profaz I’in zigoten asamasinda arrest olan
erkeklerin, fare modellerindeki gibi rekombinasyon genlerinde defekt olabilecegini
diisiindiirmiistiir (210). NOA olgularinda sinapsis olusumu ve/veya rekombinasyonda herhangi
bir problem olup olmadigini arastiran baska ¢alismalarda da sinaptik defektlerde artma ve
rekombinasyonda azalma gosterilmigtir (182,211). Erkeklerde MLHI ekspresyon kaybi
farelerde goriilen bir azoospermi fenotipine yol agar (212,213). Baska bir calismada da NOA’I1
olgularda MLH1 pozitif lokuslarin ve primer spermatidlerin sayisinin OA’l1 bireylere gore
azaldigr gosterilmistir (180). Tim bu veriler MLH1 ekspresyonunda azalmanin
rekombinasyonu olumsuz etkiledigi ve germ hiicresi yetmezligine yol ac¢tigin

diisiindiirmektedir (180).
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Bu verilere dayanarak, arastirmamizin amaci testis biyopsisinde matiirasyon arresti
saptanan NOA olgularinda MLH1 geninin dizileme ile saptanabilen patojenik ve olas1 patojenik
varyantlarinin varligint gostermek ve matlirasyon arresti fenotipiyle baglantisin1 ortaya

koymaktir.
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GEREC ve YONTEM

Calismamiz ile ilgili etik kurul karar1 09.04.2020 tarihinde 14-210-20 no.lu karar ile
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurul onayiyla alinmistir. Calisma
1002 TUBITAK Hizli Destek Projesi olarak projelendirilmis ve 220S004 numarastyla mali
olarak TUBITAK tarafindan desteklenmistir.

5.1. Olgularin Se¢imi

5.1.1 Olgularin Degerlendirilmesi

AUTF Kisirlik Merkezinde, Prof. Dr. Kaan Aydos gozetiminde 2019-2020 tarihleri
arasinda azoospermi nedeniyle basvuran ve katilma kriterlerine uyan bireyler aydmlatilmis

onamlar1 alinarak ¢aligmaya dahil edilmistir.

Semen analizi, testis voliimlerinin skrotal ultrasonografi ile degerlendirilmesi, hormon
profili (FSH, total testosteron), bilinen genetik etiyolojilere yonelik periferik kandan karyotip
analizi ve Y mikrodelesyon testi rutin degerlendirme kapsaminda yapilmistir. Bunlarin yani sira
sperm elde etmek amagl yapilan TESE islemi sirasinda yeterli miktarda testis dokusunda
patolojik inceleme yapilmistir. Bu veriler ve yapilan mikro-TESE isleminde sperm elde edilip
edilmedigi kayit altina alinmistir. TESE sonucunda sperm elde edilmesi “pozitif”, sperm elde
edilememesi ise “negatif” olarak ifade edilmistir. Ayrintili 6zge¢mis ve soy gecmis sorgulamasi
yapilmistir. Bireysel ve en az {i¢ kusak ailede kanser Oykiisii (kanser tipi, tani yasi, aldigi
tedaviler), ailede infertilite, adet diizensizligi, prematiir overyen yetmezlik (erken menopoz),
tiip bebek tedavisi goren bireylerin varligi, ailede genetik hastalik dykiisli ve ailede akraba

evliligi sorgulanmistir.

5.1.2 Olgularin Dahil Edilme ve Dislanma Kriterleri
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Arastirmaya bashca dahil edilme kriteri semen analizinde WHO kriterlerine gore
azoospermi saptanmasi ve testis biyopsisinde matiirasyon arresti veya hipospermatogenez
saptanmast olarak belirlenmistir (36). Ancak hedeflenen sayida matiirasyon arresti hastasina
ulagildig1 icin hipospermatogenez hastalar1 ¢aligmaya alinmamistir. Diger bir dahil edilme
kriteri, azoospermi ve infertiliteyi aciklayan genetik ya da genetik dis1 bilinen bir neden
olmamasiydi. Calismaya dahil olabilmek i¢in 18 yasini tamamlamis olma sartt aranmistir.
Pandemi nedeniyle hedeflenen hasta sayisi 40 ile sinirli tutulmustur, proje sonunda 42

matiirasyon arresti hastasina ulagilmistir.

NGS ile patojenik ve olast patojenik olarak saptanan varyantlar Sanger dizileme
yontemiyle dogrulanmistir. Segregasyon analizi aile bireylerine ait DNA Orneklerine

ulagilamadigindan yapilamamaigtir.

Dislanma Kkriterleri asagidaki gibidir:

1- Orsit, kabakulak, testis torsiyonu, testis travmast, testis timorti, kriptorsidizm (inmemis

testis), bilateral vas deferens, vazektomi ve diger lirolojik hastalik dykiisii olanlar
2- Radyoterapi ve kemoterapi gibi gonadotoksik tedavi almig olanlar
3- Hormon profilinde hipogonadotropik hipogonadizm saptanan olgular

4- Periferik kan karyotip analizinde yapisal ve sayisal kromozomal anomali saptanmis olan

bireyler
5- 'Y mikrodelesyon testi sonucu AZFa, AZFb veya AZFc delesyonu saptanmis olgular

6- Testis biyopsisinde Sertoli cell only sendromu ve atrofik testis saptanan olgular

5.2 Periferik Kan Orneklerinin Alinmasi

Projede MLH1 geninde gametik varyantlarin saptanmast hedeflenmistir. Periferik kanda

dolasan l6kositlerin DNA’sinda bu varyantlarin saptanmast miimkiindiir. Bu amagla EDTA’l1
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mor tlipte 2.5 cc kan alinmigtir. DNA izolasyonu en kisa silirede yapilmis, en kisa siirede

yapilamamasi halinde -20C°’de saklanmaistir.

5.3 DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in silika membran spin kolon teknigine dayali bir DNA piirifikasyon
kiti olan PureLink® Genomic DNA mini kiti (Katalog no: K1820-01) kullanilmistir (214). Kit
icerigi Tablo 5.1°de listelenmistir.

Tablo 5.1. PureLink® Genomic DNA mini kit icerigi

Komponent Miktar1 | Saklama sicakhgi
PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer 10 mL Oda sicaklig:
PureLink® Genomic Digestion Buffer 9mL Oda sicaklig1
PureLink® Genomic Wash Buffer 1 10 mL Oda sicaklig1
PureLink® Genomic Wash Buffer 2 7.5mL Oda sicakligi
PureLink® Genomic Elution Buffer 10 mL Oda sicakligi

(10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 0.1 mM EDTA)

RNase A (20 mg/mL) in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 | 1 mL Oda sicakligi
mM EDTA

Proteinase K (20 mg/mL) in storage buffer | 1 mL Oda sicaklig1
(proprietary)

PureLink® Spin Columns with Collection Tubes 50 Oda sicaklig1
PureLink® Collection Tubes (2.0 mL) 100 Oda sicakligi

Kit icinde olmayan gerekli malzeme ve cihazlar: %100 etanol, steril mikrosantrifiij tiipleri,

PBS, en az 10.000 x g yapabilen mikrosantrifiij cihazi, 1s1 blogu
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Soliisyonlarin hazirlamsi: PureLink® Genomic Wash Buffer 1 ve 2’ye iiriinlerin iizerinde

yazan oranda %100 etanol eklendi ve etanol eklenen iiriinlerin kapaklar1 isaretlendi.

5.3.1. Lizatin Hazirlanmisi

Is1 blogu 55°C’ye getirildi.

Steril mikrosantrifiij tiipiine 200 pL kan 6rnegi, 20 pL Proteinaz K, 20 uL RNAaz A

eklendi. Kisa siire i¢in vortekslenip 2 dakika oda 1sinda bekletildi.

200 pL PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve homojen karisim elde

etmek icin vortekslendi.
Is1 blogunda 10 dakika 55°C’de inkiibe edildi.

Ardindan 200 pL %100 etanol lizata eklendi, 5 saniye homojen soliisyon elde etmek

icin vortekslendi.

5.3.2. DNA Piirifikasyonu

5.3.2.1 DNA’nin Baglanmasi:

1- 5.3.1°de hazirlanan lizat (yaklasik 640 pL) koleksiyon tiipii icerisindeki spin

kolonlara aktarildu.
2- Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10000 x g’de santrifiij edildi.

3- Koleksiyon tiipii atilip spin kolon temiz bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi.

5.3.2.2 DNA’nin Yikanmasi:

I- %100 etanol eklenmis Wash Buffer 1’den 500 pL spin kolona eklendi.
2- Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10000 x g’de santrifiij edildi.
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3- Koleksiyon tiipii atild1 ve spin kolon temiz bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi.

4- %100 etanol eklenmig Wash Buffer 2°den 500 pL spin kolona eklendi.

5- Oda sicakliginda 3 dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edilip, koleksiyon

tiipti atildi.

5.3.2.3 DNA’nin Eliisyonu:

1- Spin kolon steril 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi.
2- Kolona 100 pL PureLink® Genomic Elution buffer eklendi (arzu edilen DNA

verimi ve konsantrasyona gore bu oran 25-200 pL arasinda degistirilebilir).
3- Oda sicakliginda 1 dakika i¢in inkiibe edildi.

4- Tiip oda sicakliginda 1 dakika i¢in maksimum hizda santrifiij edildi. Tiip icerisinde

ptirifiye edilmis genomik DNA bulunur. Kolon atildi.

5.3.2.4. DNA’nin safliginin ve konsantrasyonunun degerlendirilmesi

DNA’nin konsantrasyonu ve safligin1 degerlendirmek icin A260/A280 degeri
spektrofotometrik olarak NanoDrop2000 (Thermo Fisher) cihazi ve programi kullanilmigtir

(215).

5.3.3. DNA’nin Saklanmasi

Saflastirilmis DNA elde edildikten sonra dogrudan PCR asamasina gecilebilecegi gibi
uzun siire saklamak iizere -20°C’de saklanabilir. Soguk zinciri kirmamak icin kisa zamanl

kullanimlar i¢in +4 °C’de bekletilebilir.

5.4 Elde Edilen DNA’dan MLHI’in Ekzon ve Intron-Ekzon Bileskelerini iceren 19

Bolgenin PCR ile Cogaltilmasi, Piirifikasyonu ve Yontem Validasyonu
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5.4.1 MLH]1 Primerleri

MLH]I genine ait 5’UTR, 3’UTR, promoter, 19 ekzon ve intron-ekzon bileskelerini
cogaltmak i¢in kullanilan primerlere Tablo 5.2°de yer verilmistir (216). Primerler USCS in-
silico PCR, Primer Blast ve Ensemble Blat uygulamalar1 ile spesifite agisindan

degerlendirilmistir.

Tablo 5.2 MLH] i¢in forward ve reverse primerler

Bolge Forward primer 5°-3’ Reverse Primer 5°-3° Ta(°C) | Boyut

Promoter CGAGCAGCTCTCTCTTCAGG | CGCTGTCCGCTCTTCCTATT 56 506 bp

dizisi P1

Promoter GCCAGATCACCTCAGCAGA | GTAGCCCTTAAGTGAGCCCG 63 531 bp

dizisi P2 G

Ekzon 1 CAGAGTTGAGAAATTTGACT | TAAGTCGTAGCCCTTAAGTGAG 52 339 bp
GG

Ekzon 2 TGTATGAGCCTGTAAGACAA | TAGTTTCCAGAACAGAGAAAGG | 51 315bp
AG

Ekzon 3 GGGAATTCAAAGAGATTTG | GAGGTCTCTGCAGGTAAAATAG | 52 373 bp
G

Ekzon 4 CTCATCGTTGCCACATATTA | GTACTCAAGATCTCTGCCAAAA 51 319 bp

Ekzon 5 TCCCCTTGGGATTAGTATCT | CCCACAAAAGCCAATAGTCAT 51 306 bp
AT

Ekzon 6 CACTATCTTAAGACCTCGCT | GCTAAACCTTGACCAGAAACTA | 51 325 bp
TT

Ekzon 7-8 | AGAGGAGTCTGTGTTTTGAT | AGCCTGTGTATTTGACTAAAGC 54 643 bp
TC

Ekzon 9 AGTTAGTTTATGGGAAGGAA | AAGAACCAGACTCCAACAGTC 52 438 bp
cC
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Ekzon 10 ATAGTAAGATAGTGGGCTG | TACCTGTAAGAAGGGACAGAAC | 54 432 bp
GAA

Ekzon 11 TATTTGAACACACTCAGACT | TAGGAACAACAGCACAATACC 56 476 bp
CG

Ekzon 12 GTACTGCTCCATTTGGGGAC | ACAGGACCATTCCAGCACCA 52 617 bp

Ekzon 13 TGTCAGATAAGCAGTCTACC | TTAGTAAAGGAAGAGGAGCTTG | 52 468 bp
AG

Ekzon 14 CCTCATTTGTGTTCGTTTTC GTCGAACTTGGATTTGAAAC 51 411 bp

Ekzon 15 CATGTTTCAGGGATTACTTC | GGCTACCAAATGACTATTTTGC 51 356 bp
TC

Ekzon 16 GTATATGGGGGATGAGTGTT | CAGAAGTATAAGAATGGCTGTC | 54 319 bp
AC

Ekzon 17- | GTGCTGTTTGTCAGGATGAA | CTACATCAGCAGATGGAAGTAA | 56 864 bp

18

Ekzon 19 CAGGACACCAGTGTATGTTG | CTGTGACATGTTCAAGACCTC 54 497 bp

*Ta: Annealing Temperature; primerler i¢in annealing sicaklig1

5.4.2. Hedef Bolgelerin PCR ile Cogaltilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Veriti™ Thermal Cycler (Thermo Fisher) cihazinda
DreamTaq Green PCR master mix(2X) kullanilarak ¢ogaltildi (216,217). PCR’da kullanilan

kimyasallarin miktar1 ve PCR kosullarina Tablo 5.3 ve 5.4’te yer verilmistir

Tablo 5.3 PCR’da kullanilan kimyasallarin miktar

DreamTaq Green PCR master mix(2X) 12,5 pLL

Forward Primer (10pmol/puL) 1.5l

Reverse Primer (10pmol/puL) 1.5 ul

DNA (100-150 ng) -(DNA konsantrasyonuna gore)
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Water, nuclease free

-(Hacmi tamamlayacak kadar)

Toplam hacim 25uL

Tablo 5.4. PCR kosullar
Basamak Sicakhik(°C) Siire Dongii sayisi
Baslangic 96 5dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 1 dk 40
Annealing * 30 sn
Extention 72 1 dk
Final Extention 72 7 dk 1

*Primer dizisine gore optimize edilmis Ta Tablo 5.2’de yer almaktadr.

5.4.3. Uriinlerin Jelde Yiiriitiilmesi ve Yontem Validasyonu

Kullanilan malzemeler: Tris base, borik asit, EDTA, agaroz, beher tlip

Kullanilan cihazlar: Mikrodalga firin, Microcomputer Electrophoresis Power Supply E452

(Consort, Belgium), Elektroforez tanki (Cleaver Scientific Ltd.), Gel Logic 200 Imaging

System (Kodak)

Soliisyonlarin hazirlanmasi (218):

e 5xTBE (1 L): 54 gr Tris base, 27,5 gr Borik asit ve 20 mL 0,5 mM EDTA karistirilarak

dH2O ile 1 litreye tamamlanir. Soliisyon + 4 °C’de saklanir.

e 1Ix TBE: 5x TBE soliisyonu 1:4 oraninda dH2O ile sulandirilarak hazirlanir. Soliisyon

+ 4 °C’de saklanar.
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e 0,5SMEDTA (100 mL): 18,61 gr EDTA ve 2 gr NaOH tableti, 80 mL distile su iginde
cozdiiriiliir, pH 8,0 yapilarak dH20O ile hacim 100 mL’ye tamamlanir. Soliisyon + 4

°C’de saklanir.

¢ Etidyum Bromid (10 mL): 100 mg Etidyum Bromid, 10 mL distile su i¢inde vorteks

ile karigtirllmistir. Aliiminyum folyo ile sarilarak + 4 °C’de saklanmustir.

Elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Bu amagla 90
ml 1x TBE ve 1,8 gr agaroz beher tiipte karistirilarak olusan ¢ozelti mikrodalga firinda orta
(medium) ayarda 4 dakika 1sitildi. Eriyen jel i¢cine 1.0 pl EtBr (Etidyum Bromid) (10 mg/ml)
eklenerek karistirildi. Jel, elektroforez aparatina dokiildiikten sonra sogumaya birakildi.
Elektroforez tanki 1x TBE ile doldurularak jel yiiriitme islemine hazir hale getirildi. PCR
basamaginda kullanilan DreamTaq Green PCR master miksinde boya olmasi nedeniyle
goriintiilemede ylikleme tamponu gerekmemektedir. 5 ul PCR iiriinii agaroz jele yiiklendi. 90
volt (V)’da 45 dakika elektroforez uygulandi. Jel, Kodak Gel 200 cihazinda goriintiilenerek,
Kodak 1D Image Analysis Software (Rochester, New York) kullanilarak analiz edildi. Elde
edilen bantlarin boylari, GeneRuler 50 bp DNA Ladder kullanilarak kontrol edildi (218).

Jel goriintiilemesinde hedef bandin varlig1 ve ekstra bantlarin yoklugu amaclandi. Bu amaca
ulagilamadiginda PCR kosullar1 ve kimyasallarin orani tekrar gdzden gecirilerek yontem teyit

edildi. Bu yontem ile her amplikon i¢in ideal PCR kosullar1 optimize edilmistir.

5.5 Orneklerin Yeni Nesil Dizileme Teknigi ile Miseq Cihazinda Dizilenmesi ve

Varyantlarin Biyoinformatik Analizi

Her bir olgu i¢in 19 amplikon DNA konsantrasyonlarina gore birlestirildikten sonra buz
akiisii ile firmaya teslim edildi. Calismada, DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi i¢in “Illumina
Nextera DNA Flex Library Preparation Kit” ve dizileme ¢aligmalarinda ise “Illumina MiSeq”
yeni nesil dizileme platformu kullanildi. Caligma 6ncesinde, her bir genomik DNA 6rneginin

yapisal biitiinliigii jel elektroforezi ile test edildi. Sonrasinda DNA 6rneklerinin konsantrasyonu
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Qubit florometre sistemleri ile 6l¢iildii ve uygun konsantrasyonda olanlar tespit edildi. Olas1

protein ve RNA kontaminasyonlar1 da Nanodrop spektrofotometre ile incelendi.

Kiitiiphane hazirlama siirecinde, kullanilan kitin (Illumina Nextera DNA Flex Library
Preparation Kit) Onerilen iiretici protokolii izlendi. Kiitliphane hazirlanmasi siirecinde iiriin
saflastirma basamaklarinda Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter) kullanildi. Dizileme
basamagi, “Illumina MiSeq” dizileme platformu ile yapildi ve 2x150bp’lik okumalar halinde
gerceklestirildi (219).

Okuma sonucunda elde edilen “.FASTQ” formatindaki ham verilerin kalite kontroli
“FastQC” programiyla yapild1 (220). “.FASTQ” verileri 5 ve 3 uglan kalite parametreleri
onceliklenerek belli uzunluklarda kesildikten sonra “BWA mem v.0.7.12” programi
kullanilarak referans genoma hizaland1 (221). Hizalamanin ardindan, kalite kontrol verilerine
gore filtreleme islemleri “Samtools v.1.2.0” programi ile gergeklestirildi (221). Referans genom
ile olan farkliliklarin tespiti icin “GATK v.4” programi kullanildi (222). Ardindan

“Variant Effect Predictor” programi ile varyantlarin annotasyonu yapildi (223).

“BAM” ve “.VCF” dosyalar1 firmadan teslim alindi. Firmanin yaptig1 analizlere ek
olarak bu dosyalar ayrica IGV programinda incelenerek MutationTaster, Clinvar, PolyPhen,
SIFT gibi biyoinformatik araglar ve GnomAD ve 1000 Genomes gibi genel veritabanlari ile
lokus spesifik mutasyon veritabanlart kullanilarak varyant analizi yapildi (224). Elde edilen
varyantlar ACMG kriterlerine goére siniflandirilirken VarSome kullanildi (225,226).
Siniflandirma yaparken incelenen fenotip kolon kanseri veya Lynch sendromu yerine infertilite
oldugu i¢cin BP6 kriteri varyant siniflamasina dahil edilmedi. ACMG kriterleri i¢in Ek-1’e

bakiniz.

MLH]1 genindeki mutasyon spektrumu HGMD (The Human Gene Mutation Database)
kamusal verilerine goére Tablo 5.5’de belirtilmistir (227). DNA dizileme yontemiyle bu
mutasyonlarin %80-90°1 tespit edilebilmektedir (228). Projemizde sadece dizileme ile tespit

edilebilecek varyantlar degerlendirilmis olup biiyiik delesyon ve duplikasyonlarin analizini
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kapsamamaktadir. Dizileme ile tespit edilemedigi i¢in promoter hipermetilasyonu

degerlendirilmesi de proje kapsamina alinmamustir.

Tablo 5.5. MLHI Mutasyon Spektrumu

Missense/Nonsense 383
Splicing 182
Diizenleyici dizi 9
Kiigiik delesyon 249
Kiigiik insersiyon 101
Kiigiik indel 27
Biiyiik delesyon 130
Biiyiik insersiyon/duplikasyon 23
Kompleks yeniden diizenlenmeler 10

5.6 Saptanan Varyantlarin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

Yeni nesil dizileme yontemiyle ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, patojenik ve
analizler sonucunda patojenik olma ihtimalinin yiiksek oldugu diisiiniilen 6nemi bilinmeyen
varyantlar Sanger dizileme yontemi ile teyit edildi. Bunun i¢in saptanan varyantin oldugu

bolgeyi kapsayan primerler ile bolgenin amplifikasyonu yapild1 ve jelde goriintiilendi.

5.6.1 PCR Sonrasi Uriinlerin Piirifikasyonu

Amplikonlarin piirifikasyonu i¢in enzimatik yontemle piirifikasyon yapan ExoSAP-

IT™ PCR Product Cleanup kiti (Katalog n0:78200.200.UL) kullanildi (229).
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Kitin i¢inde olmayan gerekli malzemeler ve cihazlar: 0,2 uL PCR tiipii, Veriti™ Thermal

Cycler

e Ex0SAP-IT™ reaktifi -20°C’den ¢ikartildi. 5 pL post-PCR iiriinii ile 2 pL. ExoSAP-
IT™ reaktifi 0.2 ml’lik PCR tiipiinde karistirildi ve 7 pL’lik reaksiyon voliimii elde
edildi.

e Kalit primer ve niikleotidleri elimine etmek i¢in 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
e ExoSAP-IT™ reaktifini inaktive etmek i¢in 80°C’de inkiibe edildi.

FElde edilen PCR iirtint -20°C’de kullanilana kadar saklandi.

5.6.2. Dizi Analizi Reaksiyonu

Piirifiye edilen iiriinlerin dizi analizi reaksiyonu i¢in BigDye™ Terminator v3.1 cycle
Sequencing Kit 100rxn (Katalog no:4337455) kiti kullanildi (230). Kit igerisindeki

malzemelere Tablo 5.6’da yer verilmistir.

Tablo 5.6. BigDye™Terminator v3.1 cycle Sequencing kit igerigi

1 x 800ul tube of BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction Mix

1 tube M13 (-21) Primer

1 tube pGEM Kontrol DNA

2 x ImL tubes of 5X Sequencing Buffer

Kitin iginde olmayan, gerekli malzemeler: Vorteks cihazi, mikrosantrifiij cihazi, Veriti™

thermal cycler (Thermo Fisher)

Dizi analizi reaksiyonunda kullanilan malzemeler ile miktarlar1 ve reaksiyon kosullari

Tablo 5.7 ve 5.8’de verilmistir.
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Tablo 5.7. Dizi analizinde kullanilacak malzemeler ve miktarlar

Bilesenler Miktar
BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix | 4 uL
BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X|2uL
Sequencing

Buffer

Forward/Reverse Primer (1pm/pl) 2 uL
Piirifiye edilmig PCR {iriinii 2 uL
Deiyonize su (RNAaz ve DNAaz igermeyen) 10 uL
Toplam 20 puL.

Tablo 5.8 Dizi analizi reaksiyon kosullar1

Inkiibasyon | 25 déngii Duraklama
Denatiirasyon | Annealing Uzama
Ramp rate - 1°C/saniye
Sicaklik 96°C 96°C 50°C 60°C 4°C
Siire(dakika:saniye) | 01:00 00:10 00:05 04:00 Piirifiye
edilene kadar

5.6.3 Dizi Analizi Reaksiyonu Sonrasi Uriinlerin Piirifikasyonu

Kullanilan malzemeler ve cihazlar: Sephadex G-50, mikrosantrifiij cihazi, spin kolon,

koleksiyon tiipleri, 1.5 mL Eppendorf tiipleri
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Bu basamak i¢in SEPHADEX G-50,100 GR kullanild1 (231). Spin kolonlara 650 pL
Sephadex aktarilarak 5200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Spin kolonlar temiz ve
numaralandirilmis yeni tiiplere yerlestirilip dizi analizi reaksiyonu sonrasi elde edilen 10 pL’lik
PCR iiriinleri spin kolonlardaki Sephadex’in orta kismina birakildi. Spin kolonlar 5200 rpm’de

2 dakika santrifiij edilerek {iriin piirifikasyon islemi tamamlandi.

5.6.4. Uriinlerin Kapiller Elektroforez Yontemiyle Yiiriitiilmesi

Kullanilan cihazlar: Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer

Kullanilan malzemeler: Hi-Fi Formamid

Dizi analizi i¢in Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer cihazi kullanildi (232).
Piirifiye edilmis 10 pL’lik PCR f{iriinleri, 5 pL formamid ile beraber 96-Well Plate tizerindeki
kuyularda karistirildi. Plate bilesenleri dogru bir sekilde bir araya getirilerek cihaz iizerinde B
pozisyonuna yerlestirildi. FastSeq50 POP7 run module ve 3130POP7 BDTv3-KB-Denovo-
v5.2 analiz protokolii kullanildi. Varyant degerlendirmesi i¢in SeqScape version 2.7 ve

Sequencing Analysis version 5.1 yazilimlart kullanildi.

5.7. istatistiksel Analiz

Degiskenlerin analizinde SPSS 25.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, United
States) programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk francia testi ile
degerlendirilirken varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Alel frekanslarin
popiilasyonlara gore birbiri ile karsilastirilmasinda ise Pearson Chi-Square ve Fisher Exact testi
kullanildi. Nicel degiskenler tablolarda ortalama (standart sapma) seklinde ifade edilirken
kategorik degiskenler ise n (%) olarak gosterildi. Degiskenler %95 giiven diizeyinde incelendi,

p <0.05 olan test sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

6.1 Hasta Grubunun Ozellikleri

Proje siiresinde ¢alismaya semen analizinde azoospermi saptanan ve TESE sirasinda
yapilan testis biyopsisi sonucu matiirasyon arresti olarak raporlanan ve infertiliteyi agiklayan
genetik ya da genetik dis1 etiyoloji saptanmayan toplam 42 olgu dahil edilmistir. Olgularin
TESE sonuglari, testis voliimleri ve hormon profilleri Tablo 6.1°de belirtilmistir. Olgularin kan
ornekleri TESE isleminin hemen Oncesinde alinmistir. Tiim olgularin onamlar1 alinmis ve
aragtirmacinin iletisim bilgileri paylasiimistir. Oncelikle arastirilan fenotip matiirasyon arresti
oldugundan ve hedef sayiya ulasildigindan hipospermatogenez olgulari ¢alismaya dahil

edilmemistir.

Tablo 6.1 Testis biyopsisinde Matiirasyon Arresti Saptanan Olgularin Ozellikleri

Olgular Yas TESE Testis voliimleri = FSH (mIU/mL) T Biyopsi
sonucu (ml/ml) (ng/mL)  sonucu
o1 48  Negatif  18/18 10 5,00 MA
02 27  Negatif  20/20 1,7 9,00 MA
03 27  Negatif  22/22 5 2,70 MA
04 31  Pozitif 12/12 8 3,30 MA
05 27  Negatif  22/22 3 6,00 MA
06 31  Negatif  20/20 8 3,80 MA
07 29  Pozitif 20/20 5,5 6,00 MA
08 34 | Negatif @ 24/24 13 4,60 MA
09 29  Pozitif 16/16 7 3,00 MA
010 33 Negatif  16/16 22 8,00 MA
O11 34  Negatif  16/16 9 4,00 MA
012 40  Negatif | 18/18 2,9 5,00 MA
013 35  Negatif  16/16 1,8 7,50 MA
014 34 Negatif  20/20 12 5,00 MA
015 29  Negatif 18/18 4 6,50 MA

50



016 33 Negatif  5/5 29 2,00 MA

017 40  Negatif  12/12 24 4,20 MA
018 28 | Negatif @ 14/14 16 3,90 MA
019 39  Negatif  16/19 46 4,30 MA
020 27  Pozitif 14/14 14 MD MA
021 33 | Pozitif 22/22 2 4,00 MA
022 25  Pozitif 22/22 4 1,90 MA
023 43 Negatif  4/4 1,2 MD MA
024 45  Pozitif 18/18 8 MD MA
025 25  Negatif  18/18 5 4,00 MA
026 27  Negatif  16/16 4,2 5,00 MA
027 35  Negatif  20/20 5 2,10 MA
028 27  Pozitif 22/22 3 4,00 MA
029 38  Negatif  10/10 13 3,40 MA
030 37  Pozitif 16/16 21 2,20 MA
031 31 | Negatif  10/10 12 2,50 MA
032 38 | Negatif @ 22/22 14 3,70 MA
033 27  Negatif  22/22 17 2,80 MA
034 38 | Negatif  12/12 14 4,00 MA
035 34 | Pozitif 4/4 37 1,70 MA
036 42 Negatif  16/16 11 4,00 MA
037 23 Negatif  24/24 4,6 4,20 MA
038 29  Pozitif 22/22 8 5,00 MA
039 28  Negatif  16/16 4 5,30 MA
040 38  Negatif  18/18 9 8,00 MA
041 41  Negatif  22/22 4 2,80 MA
042 33 | Negatif  20/20 6 2,80 MA

MA: Matiirasyon Arresti, MD: Mevcut degil, T: Testosteron, FSH: Folikiile stimiile edici hormon, TESE:

testikiiler sperm ekstraksiyonu

6.2 Olgularda Saptanan Varyantlar
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Olgularda saptanan varyantlar Tablo 6.2°de yer almaktadir. Varyantlarin hepsi MLH1
geninin ENST00000231790.8 transkriptine gore analiz edilmistir. Simiflandirmada ACMG
kriterleri baz alinarak VarSome insan genomik varyant arama motoru kullanilmistir (227, 228).
Buna gore benign, olasi benign, 6nemi bilinmeyen, olasi patojenik ve patojenik olarak
siiflandirilan varyantlar Tablo 6.3°te yer almaktadir. Her varyantla ilgili literatiir verisi iligkili
baslikta verilmistir; ancak benign, olasi benign ve Onemi bilinmeyen varyantlar alel

frekanslarinin istatistiksel karsilastirilmasina dahil edilmemistir.

Tablo 6.2. 42 olguda saptanan MLH1 varyantlar

O
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= e
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: :
gl o br RS
~ a ||| (SR RN i
= |2|8lg| |2128|53 TIe8c|8|8|a 2| &
Sl |8 |F | a8 818/8|98|ala|lQlg2813F148 Q Q| o
Sl 2|l =¥ |2 |Tl=x9|5|e|2|ld || 2 o | 0
Al ||| Q| &a| =32 C|ald|2TXTIXR|IEISRIEIT R n |
AdlQlala|lfdle|l=|lz2| 3l TS| 2|S| <RSI ) - | a
wgagbogbgﬁﬁmmﬁﬁ.ﬂ{ﬁﬁ# bt S| Q
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N Vvioc|lVO I Nl IO AN || T VIS | n| 0| WV — V| wn | wn
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|l ol o|l ol ol o|lo|o|lo|lo|o|o|lo| ool d| | ool o]l |l ol o
011 1 |1 |1
o211 |1 |1 |1 |1 |1
032 |2 |2 |2 |2
o412 |2 |2 |2 |2 2 1
o5 1
06 |1 1 |1 |1 1
o712 |1 |2 |2 |2 2 |1
08 |1 1 |1 |1 1 1 |1
09 1
(0]
10 2 1
(0]
11 |2 2 |2 2 1
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35 |1 1 (1 |1 |1 |1
(0]

36 2

(0]

4211 (1 |1 |1 |1 |1 |1

Agciklamalar: O, olgu; 1, heterozigot; 2, homozigot

6.3 Varyantlarin Simiflamasi ve Klinik Ozellikleri

Kohortta saptanan MLH1 varyantlarinin siniflamasi Tablo 6.3’te 6zetlenmistir. Her bir
varyantin siniflama kriterleri ve olgularin klinik 6zellikleri asagida yer almaktadir. Varyantlar
degerlendirilirken MLH1 geni i¢in en uzun, en giincel ve biyolojik olarak en gegerli transkripti
olan ENST00000231790.8’¢ gore simiflama yapilmistir. GTExportal.org ekspresyon
caligmalarina gore bu transkript testiste de baskin olan transkripttir. Varyantlarin
degerlendirilmesinde, incelenen fenotip kolon kanseri veya Lynch sendromu yerine infertilite
oldugu i¢in BP6 kriteri siniflamaya dahil edilmemistir. Evrimsel korunmuslugu belirlemek igin
phyloP100way algoritmasindan faydalanilmistir ve bu skorun 6.8’in altinda olmas1 lokusun

evrimsel olarak korunmuslugunun zayif oldugu anlamina gelmektedir (233).

Klinik degiskenler agisindan sikliklar goz oniinde bulunduruldugunda sadece MLH1
c.453+79A>G, c.655A>G (Ile219Val), ¢.1038+86T>C, c.1668-19A>G, ¢.1990-121C>T, c.-
93G>A ve ¢.1039-78A>G varyantlan istatistiksel olarak degerlendirilebilmistir. Varyantlar
kendi iclerinde birbirlerinden bagimsiz olarak yaban tip homozigot/heterozigot/mutant

homozigot olarak karsilastirilmistir.

54



Tablo 6.3. MLH1 varyantlarinin ACMG kriterlerin gore siniflandiriimasi

Benign Olasi Benign Onemi Bilinmeyen Olasi Patojenik Patojenik
c.453+79A>G | ¢.1897-145C>G | ¢.1559-5535_1559- c.1852_1853delAAinsGC | ¢.977T>C,
5534insCCGCTCTGCGC p-Val326Ala
rs4234259 rs145050866 p-Lys618Ala
rs63751049
1s35502531

c.655A>G c.198C>T, c.1559-131A>T
(p.Ile219Val)/ | p.Thr66=)
rs1799977

1561751642
c.1038+86T> | c.453+25A>G/ | c.454-36C>A
C/

154647246
152286939
c.1668- c.307-29C>A/ c.2104-57_2104_56insG
19A>G/

15139620056
rs9876116
¢.1990- c.*32C>T/ c.1559-144G>T
121C>T/

rs200903126
1s2241031
c.-93G>A/
rs1800734
c.1039-
78A>G/
rs11129748

c.1558+14G>
A

rs41562513

c.1039-8T>A/
rs193922367

c.1410-54C>T

1s7633154
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c.*35 *37del/

rs193922366

c.885-81G>C/

rs104894999

c.454-51T>C/

rs4647255

6.3.1 Benign Varyantlar

6.3.1.1 MLHI1(ENST00000231790.8):¢.453+79A>G, rs4234259

Besinci intronda yer alan bu kodlamayan varyant 16 olguda heterozigot, 8 olguda

homozigot olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.3809°dur. GnomAD ve 1000

Genom veri tabanlarindaki sikligi 0.05’ten biiylik oldugu i¢in BA1 kriterini karsilamaktadir
(GnomAD Avrupa:0.442, 1000 Genom Avrupa: 0,4414, GnomAD global: 0,397, 1000 Genom

Global:0,3). Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir

lokustur. Kodlamayan bir varyant olarak splicing’i etkiledigine dair bir bulgu olmadig i¢in

BP7 kriteri uygun goriilmiistiir. Bu haliyle s6z konusu varyant benign olarak siniflandirilmistir.

Tablo 6.4. MLH] :c.453+79A>G varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
4
Negatif Pozitif
Homozigot yaban 13 (72,2) 5(27,8)
c.453+79A>G, :
14234259 Heterozigot 14 (87,5) 2(12,5) 0,163
Homozigot mutant 4 (50) 4 (50)
Yas
4
Max-Min(M) Orttss
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Homozigot yaban 42-27 (32) 32,334+4,72
c.453+79A>G,

154234259 Heterozigot 48-23 (34) 34,63+6,97 0,463
Homozigot mutant 45-25 (30) 32+46,74
FSH
Max- p
Min(M) Orttss
Homozigot yaban 29-2 (10) 11,07+7,48
c.453+79A>G, .
154234259 Heterozigot 46-1,2 (7) 12,08+13,16 0,927
Homozigot mutant 13-3 (6,75) 7,06+3,12
Testosteron
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 8-2 (4) 4,42+1,89
c.453+79A>G, :
14234259 Heterozigot 9-1,7 (4,2) 4,31+1,95 0,820
Homozigot mutant 6-2,7 (4) 3,91+1,04
Testis voliimii
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 22-5(16) 16,39+4,51
c.453+79A>G, .
154234259 Heterozigot 24-4 (20) 17,69+6,15 0,763
Homozigot mutant 22-10 (18) 17,25+4,4

p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

Bu varyant i¢in homozigot mutant olanlarda TESE basaris1 en yliksek saptanirken
heterozigot olanlarda en diisiiktii. FSH degerleri homozigot yaban tipte olanlarda en yiiksekti,
testis voliimleri de homozigot yaban tipte olanlarda en diisiiktii. Testosteron diizeyleri benzerdi.

Higbir farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

6.3.1.2 MLHI1 (ENST00000231790.8):¢.655A>G (p.1le219Val), rs1799977

Bu missense varyant 11 olguda heterozigot, 5 olguda ise homozigot halinde bulunup
kohorttaki alel frekansi 0.25°tir. GnomAD global ve 1000 Genom veri tabanlarindaki frekansi

sirastyla 0.233 ve 0.1296°dir. Avrupa popiilasyonu ayrica ele alindiginda bu varyant veri
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tabanlarinda daha ytiksek siklikta olup (GnomAD Avrupa:0.319, 1000 Genom Avrupa:0.3250).

Genel popiilasyondaki alel frekansi1 0.05’ten biiyilik oldugu i¢in BA1 kriterini kargilamaktadir.

Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu ytiksek olmayan bir lokustur

(phyloP100way=2.05, <6.8). in-siliko modellemelerde bazi programlar patojenite lehine sonug
verirken (MutationTaster, FATHMM, DEOGEN2, LIST-S2, M-CAP, GenoCanyon ve fitCons)

diger programlar benign oldugu yoniinde 6ngdriide bulunmaktadir (SIFT, PolyPhen-2, Revel,

MetalLR, Mutation Assesor, DANN); bu nedenle PP3 veya BP4 skorlamasi yapilamamaktadir.

Bu bilgiler 1s181nda bu varyant benign varyant olarak siiflandirilmistir.

Tablo 6.5 MLHI:c.655A>G varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
p
Negatif Pozitif
Homozigot yaban 18 (69,2) 8 (30,8)
c.655A>G (p.lle219Val)  Heterozigot 10 (90,9) 1(9,1) 0,349
Homozigot mutant 3 (60) 2 (40)
Yas
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 48-25 (33) 33,5445,85
c.655A>G .
- +
(p.11e219Val) Heterozigot 43-23 (34) 33,82+6,69 0,379
Homozigot mutant 38-25 (27) 29,6+5,18
FSH
Max- p
Min(M) Orttss
Homozigot yaban 46-2 (9,5) 12,85+10,66
c.655A>G .
- +
(p.11e219Val) Heterozigot 24-1,2 (4,6) 7,34+7,32 0,533
Homozigot mutant 13-3 (5) 6,8+3,9
Testosteron
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 8-1,7 (4) 4,19+1,75 0,301
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c.655A>G Heterozigot 9-2,8 (4,6) 4,93+2,08
(p-lle219Val)

Homozigot mutant 4-2,7 (3,4) 3,48+0,54
Testis volilmii
Max-Min(M) Ortss P
Homozigot yaban 24-4 (16,5) 16,69+4,92
fp61512 ?;?731) Heterozigot 24-4 (20) 185,66 0,779
Homozigot mutant 22-10 (18) 16,845,59

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

MLH]I:c.655A>G varyant1 i¢in homozigot mutant olanlarda TESE pozitifligi daha
yiiksekti (%40), FSH ve testosteron ortalamasi daha diislik saptandi. Varyant icin heterozigot
olanlarda TESE basaris1 en disiiktii (%9,1). Homozigot yaban tiplerin tam tersi olarak
homozigot mutant tipte FSH en diisiiktii, testosteron ise heterozigotlarda en yiiksekti. Testis
voliimii benzer sekilde heterozigotlarda daha yiiksekti. Hicbir farklilik istatistiksel olarak

anlamlilik tasimamaktadir.

6.3.1.3. MLHI (ENST00000231790.8):¢.1038+86T>C, rs2286939

Intron 11°de yer alan bu kodlamayan varyant 16 olguda heterozigot, 7 olguda homozigot
olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekans1 0.3571°dir. GnomAD ve 1000 Genom global
veri tabanlarindaki alel frekansi sirasiyla 0.3070 ve 0.3093’tiir. Avrupa popiilasyonu ile
kiyaslandiginda 1000 Genom Avrupa’da 0.4414 siklikla Avrupa genel popiilasyonunda
kohorttan daha yiiksek siklikta goriilmektedir. GnomAD Avrupa popiilasyonundaki siklig
0,441°di. Veri tabanlarindaki sikligi 0.05’ten biiyiik oldugu i¢cin BA1 kriterini karsilamaktadir.
Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir lokustur
(phyloP100way=-0.052, <6.8. In siliko modellemelerde benign ya da patojen oldugu ydniinde

bir veri bulunmamaktadir. Bu bilgiler 15181nda varyant benign varyant olarak siniflandirilmistir.
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Tablo 6.6. MLH1:c.1038+86T>C varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
Negatif Pozitif P
Homozigot yaban 14 (73,7) 5(26,3)
c.1038+86T>C Heterozigot 14 (87,5) 2 (12,5) 0,102
Homozigot mutant 3(42,9) 4 (57,1)
Yas
Max-Min(M) Ortss P
Homozigot yaban 42-27 (33) 32,42+4.,6
c.1038+86T>C Heterozigot 48-23 (34) 34,63+6,97 0,451
Homozigot mutant 45-25 (29) 31,71£7,23
FSH
Ml\i/{la(,li\jl) Orttss d
Homozigot yaban 29-2.(9) 10,96+7,29
c.1038+86T>C Heterozigot 46-1,2 (7) 12,08+13,16 0,867
Homozigot mutant 13-3 (5,9) 6,79+3,26
Testosteron
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 8-2(4) 4,4+1,84
c.1038+86T>C Heterozigot 9-1,7 (4,2) 4,31+1,95 0,841
Homozigot mutant 6-2,7 (3,7) 3,9+1,14
Testis voliimii
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 22-5(16) 16,37+4,39
c.1038+86T>C Heterozigot 24-4 (20) 17,69+6,15 0,740
Homozigot mutant 22-10 (18) 17,43+4,72

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

MLH1:c.1038+86T>C TESE pozitifligi homozigot mutant olanlarda en yiiksekti

(%57,1). FSH ve testosteron degerleri homozigot mutant olanlarda en diisiiktii. FSH degeri en
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yiiksek olanlar homozigot yaban tip genotipinde olanlardi. Testis voliimleri de homozigot
yaban tip genotipine sahip olgularda daha diistiktii. Bu farkliliklarin higbiri istatistiksel olarak

anlamli degildir.

6.3.1.4 MLHI (ENST00000231790.8):¢.1668-19A>G, rs9876116

Intron 14°de yer alan bu kodlamayan varyant 16 olguda heterozigot, 8 olguda homozigot
olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekans1 0.3809’dur. GnomAD ve 1000 Genom global
alel frekanslar1 sirastyla 0.3708 ve 0.3123’tiir. Avrupa popiilasyonuyla degerlendirildiginde
GnomAD 0.446 ve 1000 Genom 0.4344 veri tabanlarindaki siklig1 kohorttaki alel sikligindan
yiiksektir. Alel frekansi 0.05’ten biiylik oldugu i¢cin BA1 kriterini karsilamaktadir. Varyantin
bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir lokustur. In siliko
modellemelerde benign ya da patojen oldugu yoniinde bir tahmin bulunmamaktadir. Bu

kriterlere gore varyant benign varyant olarak siniflandirilmistir.

Tablo 6.7 MLHI:c.1668-19A>G varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
p
Negatif Pozitif
Homozigot yaban 13 (72,2) 5(27,8)
c.1668- .
19ASG Heterozigot 14 (87,5) 2 (12,5) 0,163
Homozigot mutant 4 (50) 4 (50)
Yas
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 42-27 (32) 32,33+4,72
c.1668-19A>G Heterozigot 48-23 (34) 34,63+6,97 0,463
Homozigot mutant 45-25 (30) 32+6,74
FSH
Max- p
Min(M) Orttss
c.1668-19A>G Homozigot yaban 29-2 (10) 11,07£7,48 0,927
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Heterozigot 46-1,2 (7) 12,08+13,16

Homozigot mutant 13-3 (6,75) 7,06+3,12
Testosteron
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 8-2(4) 4,42+1,89
(1:912&% Heterozigot 9-1,7 (4,2) 4,31+1,95 0,820
Homozigot mutant 6-2,7 (4) 3,91+1,04
Testis voliimii
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 22-5(16) 16,39+4,51
‘1:912&2 Heterozigot 24-4 (20) 17,69+6,15 0,763
Homozigot mutant 22-10 (18) 17,25+4.,4

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

MLHI:c.1668-19A>G i¢in homozigot olanlarda TESE basaris1 daha yiiksek (%50)
saptanmistir. Yine homozigot mutantlarda FSH ve testosteron daha diisiiktli; ancak higbir

farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir.

6.3.1.5 MLHI1 (ENST00000231790.8):¢.1990-121C>T, rs2241031

Intron 17°de yer alan bu kodlamayan varyant 16 olguda heterozigot, 8 olguda homozigot
olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekans1 0.3809’dur. GnomAD ve 1000 Genom global
veri tabanlarindaki frekansi sirasiyla 0.394 ve 0.3039’dur. Avrupa popiilasyonuyla
degerlendirildiginde GnomAD (0.442) ve 1000 Genom (0.4423) veri tabanlarindaki alel siklig1
kohorttaki alel sikligindan yiiksektir. Veri tabanlarindaki sikligir 0.05’ten biiylik oldugu i¢in
BA1 kriterini karsilamaktadir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu
yiiksek olmayan bir lokustur (phyloP100way=-3.24, <6.8) In siliko modellemelerde benign ya
da patojen oldugu yoniinde bir 6ngoérii bulunmamaktadir. Bu kriterlere gore benign varyant

olarak siniflandirilmistir.
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Tablo 6.8. MLHI:c.1990-121C>T varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
p
Negatif Pozitif
Homozigot yaban 13 (72,2) 5(27,8)
¢.1990- .
121C>T Heterozigot 14 (87,5) 2(12,5) 0,163
Homozigot mutant 4 (50) 4 (50)
Yas
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 42-27 (32) 32,33+4,72
¢.1990- .
4 a5
121C>T Heterozigot 48-23 (34) 34,63+6,97 0,463
Homozigot mutant 45-25 (30) 32+6,74
FSH
Max- p
+
Min(M) Ortxss
Homozigot yaban 29-2 (10) 11,07+7,48
¢.1990- .
121C>T Heterozigot 46-1,2 (7) 12,08+13,16 0,927
Homozigot mutant 13-3 (6,75) 7,06+3,12
Testosteron
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 8-2(4) 4,42+1,89
c.1990- .
- +
121C>T Heterozigot 9-1,7 (4,2) 4,31+£1,95 0,820
Homozigot mutant 6-2,7 (4) 3,91+1,04
Testis voliimii
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 22-5(16) 16,394+4,51
¢.1990- .
121C>T Heterozigot 24-4 (20) 17,69+6,15 0,763
22-10 (18) 17,2544 .4

Homozigot mutant

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

MLH1I:c.1990-121C>T i¢in homozigot olanlarda TESE basaris1 daha yiiksekti (%50).

FSH ve testosteron degerleri homozigot mutant genotiptekilerde daha diisiiktii. Testis voliimleri
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homozigot yaban tip genotipe sahip olanlarda daha diisiiktii. Hicbir degisken icin arada

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamastir.

6.3.1.6 MLHI1 (ENST00000231790.8):¢.-93G>A, rs1800734

Promoterda yer alan bu kodlamayan varyant 17 olguda heterozigot, 9 olguda homozigot
olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.4166’dir. GnomAD ve 1000 Genom veri
tabanlarindaki frekansi sirasiyla 0.232 ve 0.3205°tir. GnomAD Avrupa (0.222) ve 1000 Genom
Avrupa(0.2654) veri tabanlarindaki sikligi 0.05’ten biiylik oldugu i¢cin BA1 kriterini de
karsilamaktadir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu ytiksek olmayan bir
lokustur (phyloP100way=-0.737, <6.8). In siliko modellemelerde benign ya da patojen oldugu
yoniinde bir 6ngorii bulunmamaktadir. Bu kriterlere gore VarSome kullanildiginda benign
varyant olarak siiflandirilmistir ancak varyant OMIM’de 6nemi bilinmeyen varyant olarak

belirtilmektedir.

Tablo 6.9. MLHI:c.-93G>A varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
p
Negatif Pozitif
Homozigot yaban 12 (75) 4 (25)
c.-93G>A Heterozigot 12 (70,6) 5(29,4) 0,999
Homozigot mutant 7(77,8) 2(22,2)
Yas
p
Max-Min(M) Orttss
Homozigot yaban 48-25 (34) 34,56+6,89
c.-93G>A Heterozigot 43-23 (33) 31,76+5,53 0,419
Homozigot mutant 42-27 (33) 33,2245,19
FSH
Max- p
Min(M) Orttss
c.-93G>A Homozigot yaban 46-2,9 (8,5) 11,96+10,63 0,035*
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Heterozigot 37-1,2 (4,2) 8,44+9,98

Homozigot mutant 22-4 (12) 12,67+6,32
Testosteron
Max-Min(M) Ortss P
Homozigot yaban 6-2,7 (4) 4,05+0,87
c.-93G>A Heterozigot 9-1,7 (4,1) 4,4+2,09 0,809
Homozigot mutant 8-2,1(3,95) 4,5+2.41
Testis voliimii
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 24-10 (18) 18,19+4,07
c.-93G>A Heterozigot 24-4 (20) 16,76+6,67 0,454
Homozigot mutant 20-10 (16) 15,56+2,79

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

Bu varyant i¢in TESE basaris1 heterozigotlarda daha yiiksekti (%29,4), homozigot
mutantlarda ise en diisiiktii (%22,2). FSH diizeyi heterozigotlarda en diisiiktii ve bu farklilik
istatisiksel olarak anlamliyd: (p=0,035). Homozigot yabanlarda testosteron anlamli farklilik
olmamakla birlikte daha diisiiktii. Testis voliimlerinin kii¢iikten biiylige siralamasi ise
homozigot mutant, heterozigot ve homozigot yaban tip olarak saptanmisti. Arada istatistiksel

olarak anlaml:i farklilik bulunmamaktadir.

6.3.1.7 MLH1 (ENST00000231790.8):¢.1039-78A>G, rs11129748

Intron 11°de yer alan bu kodlamayan varyant 14 olguda heterozigot, 6 olguda homozigot
olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekanst 0.3095tir. GnomAD ve 1000 Genom 0.345
ve 0.2464’tiir. GnomAD Avrupa (0.441) ve 1000 Genom (0.4374) veri tabanlarindaki sikligt
0.05’ten biiyiik oldugu i¢in BA1 kriterini karsilamaktadir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel
olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir lokustur (phyloP100way=-1.1, <6.8). In siliko
modellemelerde benign ya da patojen oldugu yoniinde 6ngorii bulunmamaktadir. Bu kriterlere

gore varyant benign varyant olarak siniflandirilmistir.
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Tablo 6.10 MLH1:c.1039-78 A>G varyantinin klinik 6zellikleri

TESE
Negatif Pozitif P
Homozigot yaban 17 (73,9) 6 (26,1)
c.1039-78A>G Heterozigot 12 (85,7) 2(14,3) 0,159
Homozigot mutant 2 (40) 3 (60)
Yas
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 48-27 (33) 33,35+6,21
c.1039-78A>G Heterozigot 43-23 (34) 34,21+6,13 0,275
Homozigot mutant 34-25 (29) 29,2+3,49
FSH
Max-Min(M) Ortss P
Homozigot yaban 29-1,7 (9) 10,37
. 1039-78A5G Heterozigot 46-1,2 (7) 12,96+13,8 0,677
iﬁgﬁfigm 9-3 (5,5) 6.142.41
Testosteron
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 9-2 (4) 4,54+2,03
¢.1039-78A>G Heterozigot 7,5-1,7 (4,2) 3,89+1,55 0,596
Homozigot mutant 6-3,3 (4) 4,26+1,02
Testis voliimii
Max-Min(M) Orttss P
Homozigot yaban 22-5(16) 16,65+4,45
c.1039-78A>G Heterozigot 24-4 (20) 17,5+6,57 0,863
Homozigot mutant 22-12 (18) 17,6£3,85

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi
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TESE basaris1 homozigot mutant genotipte daha yiiksekti. FSH diizeyi heterozigotlarda
en yiiksek, homozigot mutantlarda en diisiiktii. Testosteron diizeyi heterozigotlarda en diistik,
homozigot yaban tiptekilerde en yliksekti. Testis volimmleri homozigot yaban tip genotipinde

daha diisiiktii. Hi¢bir degisken istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir.

6.3.1.8 MLHI1 (ENST00000231790.8):¢.1558+14G>A, rs41562513

Intron 13’te yer alan bu kodlayici olmayan bu varyant 2 olguda heterozigot olarak tespit
edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.0238’dir. GnomAD ve 1000 Genom global veri
tabanlarindaki frekansi sirastyla 0.0366 ve 0.0501°dir. GnomAD Avrupa’da 0.0406 ve 1000
Genom Avrupa’da 0.0338 olup karsilastirilan tiim popiilasyonlarda kohorta gore daha yiiksek
siklikta goriilmektedir. Veri tabanlarindaki sikligi 0.05’ten biiyiik oldugu icin BA1 kriterini
karsilamaktadir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu ytiksek olmayan bir
lokustur (phyloP100way=-0.851, <6.8). In siliko modellemelerde benign ya da patojen oldugu
yoniinde bir 6ngdrii bulunmamaktadir. Bu kriterlere gore varyant benmign varyant olarak

siiflandirilmstir.

6.3.1.9. MLHI (ENST00000231790.8):¢.1039-8T>A, rs193922367

Intron 11°de yer alan bu kodlayici olmayan bu varyant 2 olguda heterozigot, 1 olguda
homozigot olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.0476’dir. GnomAD Global veri
tabanindaki frekans1 0.0257 olup kohortta daha sik goriilmiistiir. GnomAD Avrupa veri
tabanindaki sikligir 0.0301°dir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu
yiiksek olmayan bir lokustur (phyloP100way=-0.155, <6.8). In siliko modellemelerde splicing’i
inceleyen SpliceAl, dbscSNV Ada ve RF programlari benign varyant Ongoriisiinde
bulunmaktadir ve bu yiizden BP4 kriterini almaktadir. Sonug olarak bu veriler 151ginda varyant

benign bir degisiklik olarak siniflandirilmistir.

6.3.1.10. MLH1 (ENST00000231790.8):¢.1410-54C>T, rs7633154
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Intron 12°de yer alan bu kodlayic1 olmayan varyant olan bu degisiklik 1 olguda
homozigot olarak tespit edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.0238’dir. GnomAD ve 1000
Genom veri tabanlarindaki frekansi sirasiyla 0.0446 ve 0.0501 olup bu veri tabanlarindaki alel
frekansi daha yiiksektir. Ancak GnomAD Avrupa ve 1000 Genom Avrupa verileriyle (0.0040)
kiyaslandiginda (0.00512) kohortta daha yiiksek siklikta goriilmiistiir. Baz1 veri tabanlarindaki
siklig1 0.05’ten biiyiik, bazilarinda ise diislik olup 0.05’e yakin oldugu i¢in oldugu i¢in orta
BA1 kriterini karsilamaktadir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu
yiiksek olmayan bir lokustur (phyloP100way=-0.008, <6.8). Bu kriterler uygulandiginda

varyant benign varyant olarak simiflandirilmistir.

6.3.1.11. MLH1 (ENST00000231790.8):c.*35_*37del, rs193922366

3’UTR’de yer alan bu varyant 1 olguda heterozigot olarak tespit edilmis olup kohorttaki
alel frekansi 0.011904°tiir. GnomAD ve 1000 Genom veri tabanlarindaki frekans1 0.0168 ve
0.0176 olup bu veri tabanlarinda daha sik goriilmektedir. GnomAD Avrupa popiilasyonunda
0.021, 1000 Genom Avrupa’da 0.0229 siklikla goriilmektedir. Varyantin sikligi1 kanser fenotipi
icin beklenenden yiiksek frekansta oldugu i¢in BS1, homozigot saglikli bireyler bulundugundan
BS2 kriterini karsilamaktadir (her ikisi de incelenen fenotip infertilite oldugu icin orta olarak
siiflandirilmistir). Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan
bir lokustur (phyloP100way=0.319, <6.8). Herhangi bir fonksiyonel ¢alisma bulunmamaktadir.
In siliko modellemelerde ongériide bulunulmamustir. Bu kriterler uygulandiginda benign

varyant olarak simiflandirilmisgtir.

6.3.1.12. MLH1 (ENST00000231790.8):¢.885-81G>C, rs104894999

Intron 10°da yer alan bu kodlayic1 olmayan varyant 2 olguda heterozigot olarak tespit
edilmis olup kohorttaki alel frekans1 0.0238’dir. GnomAD ve 1000 Genom veri tabanlarindaki
frekanst 0.0234 ve 0.0102°dir. GnomAD Avrupa ve 1000 Genom Avrupa alel frekanslari
sirastyla 0.0336 ve 0.0298°dir. Veri tabanlarindaki alel frekansi kanser fenotipine gore
beklenenden yiiksek oldugu icin orta BS1 ve homozigot olarak saglikli bireylerde goriildigi

icin orta BS2 kriterleri alinmistir (her ikisi de incelenen fenotip infertilite oldugu i¢in orta giicte
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alinmigtir). Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir
lokustur (phyloP100way=-0.536, <6.8). Bu kriterler uygulandiginda benign varyant olarak

siiflandirilmstir.

6.3.1.13 MLH1 (ENST00000231790.8):¢c.454-51T>C, rs4647255

Intron 5°te yer alan bu kodlamayan intronik varyant 2 olguda heterozigot olarak tespit
edilmis olup kohorttaki alel frekans1 0.0238’dir. GnomAD ve 1000 Genom veri tabanlarindaki
frekans1 0.0237 ve 0.0216’dir. GnomAD Avrupa (0.029) ve 1000 Genom Avrupa (0.0298) veri
tabanlarinda daha yiiksek siklikta goriilmektedir. Veri tabanlarindaki alel frekansi kanser
fenotipine gore beklenenden yiiksek oldugu icin orta BS1 ve homozigot olarak saglikli
bireylerde goriildiigii icin orta BS2 kriterleri alinmistir (her ikisi de incelenen fenotip infertilite
oldugu i¢in orta giligte alinmistir). Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu
yiiksek olmayan bir lokustur (phyloP100way=0.135, <6.8). Bu kriterler uygulandiginda benign

varyant olarak smiflandirilmigtir.

6.3.2 Olas1 benign varyantlar

6.3.2.1. MLHI (ENST00000231790.8):¢.1897-145C>G, rs145050866

Intron 16°da yer alan buodlayici olmayan bu varyant 1 olguda heterozigot olarak
saptanmis olup kohorttaki alel frekansi 0.0011°dir. GnomAD ve 1000 Genom global veri
tabanlarindaki frekansi sirasiyla 0.00589 ve 0.0074’tiir ve alel frekansi1 global popiilasyonda
daha yiiksektir. GnomAD Avrupa popiilasyonunda 0.000259 ve 1000 Genom Avrupa veri
tabaninda 0.001 siklikta goriilmektedir. GnomAD genomlarinda bu varyant1 homozigot olarak
tagtyan bireyler oldugu i¢in BS2 kriteri kullanilmaktadir, ancak arastirilan fenotip infertilite
oldugu i¢in bu kriterin giicii orta olarak belirlenmistir. Bazi popiilasyonlarda sik goriildiigii i¢in
BS1 kriteri kullanilmistir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek
olmayan bir lokustur (phyloP100way=0.601, <6.8). in siliko modellemelerde benign ya da

patojen oldugu yoniinde tek 6ngorii evrimsel korunmuslugun diisiik olmasidir. iliskili literatiir
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bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak varyant VarSome’a gore olasi benign varyant olarak

siiflandirilmstir.

6.3.2.2. MLHI (ENST00000231790.8):¢.198C>T (p.Thr66=), rs61751642

Kodlayict dizide ekzon 2’de yer alan bu sinonim varyant, 1 olguda heterozigot olarak
tespit edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.011904’tiir. GnomAD veri tabanindaki frekansi
0.000298 olup kohortta global popiilasyondan daha yiiksektir. Benzer sekilde GnomAD Avrupa
poptilasyonunda da 0.000528 siklikta goriilmektedir. Varyant 1000 Genom veri tabaninda yer
almamaktadir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu ytiksek olmayan bir
lokustur (phyloP100way=-0.773, <6.8) ve in siliko modellemede tek Ongorii budur (BP4
destekleyici). Splicing mekanizmalarin1 etkilemedigi Ongoriilmektedir (BP7). Saglikli
bireylerde homozigot olarak goriildiigiinden ancak bu bireylerin fertilitesi bilinmediginden BS2
orta giicte kullanilmistir. ilgili literatiir bulunmamaktadir. Varyant olasi benign olarak

siiflandirilmgtir.

6.3.2.3. MLHI (ENST00000231790.8):¢.*32C>T, rs200903126

3’UTR’de yer alan bu kodlamayan varyant 1 olguda heterozigot olarak tespit edilmis
olup kohorttaki alel frekans1 0.011904’tiir. GnomAD ve 1000 Genom global veri tabanlarindaki
frekansi sirasiyla 0.00158 ve 0.0001°dir. GnomAD Avrupa popiilasyonunda 0.0000916 siklikta
goriilirken 1000 Genom veri tabaninda 0.00001’in altindadir. Popiilasyon veri tabanlarinda
saglikli bireylerde homozigot olarak goriildiiglinde BS2 kriteri kullanilmistir, ancak bu kriter
VarSome’da giiclii olarak kabul edilirken, bireylerin fertilitesi bilinmedigi i¢in orta giicte
uygulanmistir; bu degisiklik VarSome siiflandirmasini degistirmemistir. Varyantin bulundugu
lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir lokustur (phyloP100way=0.004,
<6.8). In siliko modellemelerde DANN algoritmas benign varyant oldugu yoniinde ngériide
bulunmus olup patojenik Ongoérii saptanmamistir. Bu nedenle BP4 destekleyici kriteri
kullanilmistir. Splicing etkiledigi ongoriilmediginden BP7 kriteri segilmistir. Tiim veriler

degerlendirildiginde bu varyant olasi benign varyant olarak siniflandirilmistir.
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6.3.2.4. MLHI (ENST00000231790.8):¢.453+25A>G, rs4647246

Intron 5°te yer alan bu kodlayici olmayan bu intronik varyant 1 olguda homozigot olarak
tespit edilmis olup kohorttaki alel frekanst 0.0238’dir. GnomAD vel000 Genom veri
tabanlarindaki frekansi sirasiyla 0.00549 ve 0.0032°dir. GnomAD Avrupa ve 1000 Genom veri
tabanlarinda 0.00513 ve 0.003 siklikta goriilmiistiir. Homozigot olarak saglikli bireylerde
goriildigl icin BS2 kriteri kullanilmistir; ancak arastirilan fenotip infertilite oldugu icin bu
kriterin gilicli orta olarak belirlenmistir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak
korunmuslugu yiiksek olmayan bir lokustur, tek in siliko 6ngorii bu oldugu icin BP4
destekleyici kriteri uygulanmistir. Varyantin sik goriildigii popiilasyonlar oldugu i¢in BS1
kriteri kullanilmistir. Bu kriterler uygulandiginda varyant olasi benign varyant olarak

siiflandirilmstr.

6.3.2.5. MLHI (ENST00000231790.8):¢.307-29C>A, rs139620056

Intron 3’te yer alan bu kodlayici olmayan intronik varyant 1 olguda homozigot olarak
tespit edilmis olup kohorttaki alel frekansi 0.0238°dir. 1000 Genom global ve Avrupa veri
tabanindaki frekanslar1 sirastyla 0.0032 ve 0.003’tiir. GnomAD globalde 0.0055, Avrupa’da
0.00514 siklikla goriilmektedir. Homozigot olarak saglikli bireylerde goriildiigii i¢in BS2 kriteri
kullanilmigtir; ancak arastirilan fenotip infertilite oldugu icin bu kriterin giicii orta olarak
belirlenmistir. Varyantin bulundugu lokus evrimsel olarak korunmuslugu yiiksek olmayan bir
lokustur, tek in siliko 6ngdrii bu oldugu i¢in BP4 destekleyici kriteri uygulanmigtir. Varyantin
sik goriildiigii popiilasyonlar oldugu i¢in BS1 kriteri kullanilmistir. Bu kriterler uygulandiginda

varyant olas1 benign varyant olarak siniflandirilmistir.

6.3.3. Onemi Bilinmeyen Varyantlar

6.3.3.1. MLHI (ENST00000231790.8):¢.1559-131A>T

71



Bir olguda heterozigot olarak saptanan intron 13’te yer alan bu kodlayicit olmayan
varyantin kohorttaki alel frekans1 0.011904’tiir. Bu varyant veri tabanlarinda yer almamaktadir.
Evrimsel korunmusluk diizeyi yiiksek bir lokus degildir (phyloP100way=0.84, <6.8), tek in
siliko Ongdrii bu oldugu icin BP4 destekleyici kriteri uygulanmistir. ClinVar’da yer
almamaktadir. Bu veriler esliginde 6nemi bilinmeyen varyant olarak siniflandirilmastir. Tliskili

literatiir bulunmamaktadir.

6.3.3.2. MLHI (ENST00000231790.8):¢.2104-57_2104-56insG

Bir olguda heterozigot olarak saptanmistir. Varyant intron 18’de yerlesim
gostermektedir. Veri tabanlarinda yer almamaktadir. in siliko modellemede sadece evrimsel
olarak korunmusluk diizeyi yiiksek bir bolge olmadigi belirtilmis ve destekleyici BP4 kriteri
uygulanmistir. ClinVar’da yer almamaktadir. Bu veriler 151¢inda 6nemi bilinmeyen varyant

olarak siniflandirilmustir. Tliskili literatiir bulunmamaktadir.

6.3.3.3. MLHI (ENST00000231790.8):¢.1559-144G>T

Intron 13’te yer alan bu varyant iki olguda heterozigot olarak saptanmustir. Veri
tabanlarinda yer almamaktadir. in siliko modellemede sadece evrimsel olarak korunmusluk
diizeyi yliksek bir bolge olmadigi belirtilmis ve destekleyici BP4 kriteri uygulanmistir.
ClinVar’da yer almamaktadir. Bu veriler 1513inda 6nemi bilinmeyen varyant olarak

sniflandirilmugtir. iliskili literatiir bulunmamaktadir.

6.3.3.4. MLHI (ENST00000231790.8):¢c.454-36C>A

Intron 5’te yer alan bu kodlayict olmayan varyant bir olguda heterozigot olarak
saptanmustir. Veri tabanlarinda yer almamaktadir. in siliko modellemede sadece evrimsel

olarak korunmusluk diizeyi yiiksek bir bolge olmadig: belirtilmis ve destekleyici BP4 kriteri
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uygulanmistir. ClinVar’da yer almamaktadir. Bu veriler 151¢inda 6nemi bilinmeyen varyant

olarak siniflandirilmustir. Tliskili literatiir bulunmamaktadir.

6.3.3.5. MLHI(ENST00000231790.8):¢.1559-5535_1559-5534insCCGCTCTGCGC

Intron 13’te yer alan bu kodlayici olmayan varyant bir olguda heterozigot olarak
saptanmistir. In siliko modellemede sadece evrimsel olarak korunmusluk diizeyi yiiksek bir
bolge olmadigi belirtilmis ve destekleyici BP4 kriteri uygulanmistir. ClinVar’da yer
almamaktadir. Bu veriler 1518inda Varsome ve Franklin platformlarinda 6nemi bilinmeyen

varyant olarak smiflandirilmistir. Iligkili literatiir bulunmamaktadir.

6.3.4. Olas1 Patojenik ve Patojenik Varyantlar

6.3.4.1. MLHI (ENST00000231790.8):¢.1852_1853delinsGC (p.Lys618Ala), rs35502531

Bir olguda heterozigot olarak saptanan bu missense degisiklik popiilasyon veri
tabanlarinda bulunmamaktadir, bu nedenle PM2 kriteri siiflamaya dahil edilmemistir.
Kohortta 0,0119 ve yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisinde 0,0016 siklikta
goriilmistiir, kohortta daha yiiksek frekansta goriilmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli
degildir. Lys618Ala genin 16.ekzonunda sicak noktada bulunmaktadir (PM1 giiglii). Ayni
kodonda bilinen bir amino asit degisiklikleri (Lys618Thr, Lys618RArg) mevcuttur ve bunlar
UniProt’ta patojenik olarak siniflanmakla birlikte ClinVar’da uzman panelinde benign olarak
belirtildigi i¢in orta PMS uygulanmistir. Arastirilan fenotip Lynch sendromu yerine infertilite
oldugunda BP6 kriteri devre dis1 birakilmistir. Polyphen2’ de olasilikla hasar verici (0.94)
olarak Ongoriilmesi ve evrimsel olarak yiliksek korunmusluk gosteren bir bolgede olmasi
(phyloP100way=7.34,>6.8) nedeniyle PP3 destekleyici kriteri kullanilmistir; ayrica CADD
skoru 40’tir ve patojeniteyi desteklemektedir (234). Bu kriterlerle VarSome kullanilarak

siiflandirma yapildiginda varyant olas1 patejenik varyant olarak siniflandirilmaktadir.
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Bu varyant i¢in heterozigot olan O28 ayni zamanda c.453+79A>G, c.655A>G
(p.lle219Val), ¢.1038+86T>C, c.1668-19A>G, c.1990-121C>T ve ¢.1039-78A>G i¢in

homozigot genotipe sahipti; ancak c.-93G>A varyant1 i¢in homozigot yaban tipti.

6.3.4.2. MLHI (ENST00000231790.8):¢.977T>C(p.Val326Ala), rs63751049

11. ekzonda yer alan bu missense varyant 1 olguda heterozigot olarak tespit edilmis olup
kohorttaki alel frekansi 0.0119°dur ve yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisindeki alel
frekansindan anlamli Slgiide olmasa da ytiksektir (0,0026). GnomAD ve 1000 Genom veri
tabanlarindaki frekansi sirasiyla 0.00047 ve 0.0002 olup arada istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmaktadir (sirastyla p=0,039 ve 0,035). GnomAD Avrupa 0.00061 ve 1000 Genom
Avrupa’da 0.000999’dur ve arada istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir. Veri tabanlarindaki
siklik cok diisiik oldugundan giicliit PM2 kriterini karsilamaktadir. 17 amino asitlik bolgede 36
missense/in-frame varyant bulunmakta ve bunlarin 6’s1 patojenik, biri benign ve 29’u 6nemi
bilinmeyen varyant olarak smiflandirildig1 i¢in sicak bolge olarak kabul edilmektedir, bu
nedenle giicli PM1 kriteri uygulanmistir. Evrimsel korunmuslugu yiiksek bir bolgedir
(phyloP100 skoru 7.64). UniProt’da baz1 fonksiyonel ¢alismalara dayanarak patojenik olarak
siiflandirildigi i¢in PS3 kriteri orta diizeyde kullanilmistir. Arastirilan klinik Lynch sendromu
yerine infertilite oldugu icin BP6 devre dis1 birakildi. In siliko modellemelerde
BayesDel addAF, DANN, DEOGEN2, EIGEN, FATHMM-MKL, LIST-S2, M-CAP, MVP,
MutationAssessor, MutationTaster ve SIFT patojenik ongoriide bulunurken PrimateAl benign
ongoriide bulundugu icin PP3 destekleyici olarak uygulanmigstir. 28,5 olan CADD skoru
patojeniteyi desteklemektedir (234). Ayrica homozigot saglikli bireylerde goriildiigl i¢in BS2
kriteri de uygulanmistir, ancak bu saglikli bireylerin fertilitesi bilinmedigi i¢in orta giigte kanit

olarak ele alinmigtir. Bu kriterler uygulandiginda patojenik varyant olarak smiflandirilmistir.

Bu varyant icin heterozigot genotipe sahip 43 yasindaki olgu (O23) ayrica c.1039-
78A>G, ¢.-93G>A, ¢.1990-121C>T, c.1668-19A>G, ¢.1038+86T>C, c.655A>G (p.lle219Val)
ve ¢.453+79A>G igin de heterozigot genotipe sahipti.
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6.3.4.3. Lys618Ala ve Val326Ala Klinik Ozellikleri

Olgulara ait klinik veriler Tablo 6.11°de 6zetlenmistir. Her iki olguda da tekrarlayan
diistiik kaybi, kadin veya erkek infertilitesi, prematiir overyen yetmezlik, kisisel veya ailesel
kanser, erken menapoz veya in vitro fertilizasyon tedavisi Oykiisii yoktu. Olgularin
elektroferogram goriintiileri, gen ve protein bolgeleri iizerindeki yerlesimleri sekil 6.1 ve

6.2’de, alel frekanslari sekil 6.3’de gosterilmistir.

Tablo 6.11 Lys618Ala ve Val326Ala heterozigot olgularin klinik 6zellikleri

Olgular
Klinik Ozellikler 028 023
DNA degisikligi (NM_000249.4) c.1852_1853delinsGC c.977T>C
Protein degisikligi p-Lys618Ala p-Val326Ala
Testis voliimii (ml/ml) 22/22 4/4
FSH (mIU/mI) 3 1,2
Testosteron (ng/ml) 4 NA
Karyotip 46,XY 46,XY
Y mikrodelesyonu Normal Normal
TESE Pozitif Negatif
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Sekil 6.1. Lys618Ala ve Val326Ala heterozigot olgularin elektroferogram goriintiileri

MLH1 ekzonlari, ENST00000231790.8

€.977T>C, p.Val326Ala c.1852_1853delinsGC, p.Lys618Ala

E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 FE11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19
HE B OBE OB OB B OE EEBEEEBEEBEBHEH E BB BEBE BB &3 m&
MLH1 protein domainleri, ENSP00000231790.3

El E2 E3

\ 7-220 aa { 221-347 aal | 410-650 aa
o Ribozomal
Hb's“d'” 4KA';?DZ/HST99' protein S5 EXO1 etkilesim bolgesi
enzeri az ailesi bO|geS| tlp-2 (UanrOt)
(Gene3D) katlanti
(Gene3D)

Sekil 6.2. K618A ve V326A varyantlarinin gen ve protein diizeyinde yerlesimleri
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MLH1:c.977T>C, (p.Val326Ala) Alel Frekanslari

0,01 0,01 0,00 0,01

Yayimlanmamig GnomAD Global GnomAD Avrupa 1000 Genom Global 1000 Genom Avrupa
dig laboratuvar
ekzom verisi

MLH1:c.1852_1853delinsGC, p.Lys618Ala Alel Frekanslari

0,00 0,00 0,00 0,00

G AD Global GnomAD Avrupa 1000 Genom Global 1000 Genom Avrupa

dis laboratuvar
ekzom verisi

Sekil 6.3. Val326Ala ve Lys618Ala Alel Frekanslari

6.4. Genel Alel Frekanslari

6.4.1. Kohortta, Global ve Fin Olmayan Avrupa Popiilasyonlarinda Alel Frekanslari

Frekanslarin karsilastirildigi popiilasyon veri tabanlart saglikli eriskin insanlardan
olusan, farkli alt popiilasyonlar igeren veri tabanlaridir. GnomAD global ve Fin olmayan
Avrupa versiyon 2.1, 1000 Genom global ve Avrupa popiilasyon alel frekanslar1 belirtilmistir.
NOA grubunda 84 alel, GnomAD ekzom global ve Avrupa’da 251.388 ve 113.686 alel, 1000

Genom Global ve Avrupa veri tabanlarinda sirastyla 5008 ve 1006 alel bulunmaktadir.
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Lys618Ala varyanti popiilasyon veri tabanlarinda yer almadigi igin istatistiksel
degerlendirme yalnizca yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisi ile karsilagtirilarak
yapilmistir. Alel frekanslar1 arasindaki istatistiksel karsilastirma Lys618Ala, Val326Ala,
MLHI:c.*32C>T, MLHI:c.*35 *37del ve MLHI:c.-93G>A i¢in yapilmistir; diger 6nemi
bilinmeyen, benign ve olas1 benign varyantlar analize dahil edilmemistir. Veri tabanlarina gore

alel frekanslar1 agsagidaki Tablo 6.12 ve 6.13’te yer almaktadir.

Tablo 6.12. Kohort alel frekanslarinin GnomAD ve 1000 Genom Global alel frekanslariyla
karsilastirmast

Varyant MA GnomAD-Global 1000 Genom Global
c.453+79A>G 0,3809 0,397 0,3000
c.655A>G 0,2500 0,233 0,1296
c.1038+86T>C 0,3571 0,3070 0,3000
c.1668-19A>G 0,3809 0,3708 0,3123
c.1990-121C>T 0,3809 0,394 0,3039
c.-93G>A 0,3929 0,232 0,3205
c.1039-78A>G 0,3095 0,345 0,2464
c.1897-145C>G 0,0011 0,00589 0,0074
c.1558+14G>A 0,0238 0,0366 0,0501
c.1039-8T>A 0,0476 0,0257 -
c.198C>T p,Thr66=) 0,0119 0,000298 -
c.*¥32C>T 0,0119 0,00158 0,0010
c.977T>C, p,Val326Ala 0,0119 0,00047 0,0002
c.1410-54C>T 0,0238 0,0446 0,0501
c.453+25A>G 0,0238 0,00549 0,0032
c.307-29C>A 0,0238 0,0055 0,0032
c.1852 1853delinsGC 0,0119 - -
c.*35_*37del 0,0119 0,0168 0,0176
c.885-81G>C 0,0238 0,0234 0,0102
c.454-51T>C 0,0238 0,0237 0,0216
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c.1559-131A>T 0,0119 - -

Tablo 6.13. Kohort alel frekanslarinin GnomAD ve 1000 Genom Fin olmayan Avrupa
poptilasyonu alel frekanslartyla karsilagtirmasi

Varyant MA GnomAD-Avrupa IO(I)Vﬁle;l:m
c.453+79A>G 0,3809 0,442 0,4414
c.655A>G 0,2500 0,319 0,3250
c.1038+86T>C 0,3571 0,4414 0,4414
c.1668-19A>G 0,3809 0,446 0,4344
c.1990-121C>T 0,3809 0,442 0,4423
c.-93G>A 0,3929 0,2654 0,2654
c.1039-78A>G 0,3095 0,441 0,4374
c.1897-145C>G 0,0011 0,000259 0,0010
c.1558+14G>A 0,0238 0,0406 0,0338
c.1039-8T>A 0,0476 0,0301 -
c.198C>T p,Thr66=) 0,0119 0,0005 -
c.*32C>T 0,0119 0,0000916 0,0000
c.977T>C, p,Val326Ala 0,0119 0,00061 0,0010
c.1410-54C>T 0,0238 0,00512 0,0040
c.453+25A>G 0,0238 0,00513 0,0030
c.307-29C>A 0,0238 0,00514 0,0030
c.1852_1853delinsGC 0,0119 - -
c.*35_*37del 0,0119 0,021 0,0229
c.885-81G>C 0,0238 0,0336 0,0298
c.454-51T>C 0,0238 0,029 0,0298
c.1559-131A>T 0,0119 - -
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6.4.2. Val326Ala, Lys618Ala, MLH1:¢.*32C>T, MLH]1:¢.*35_*37del ve MLH1:c.-93G>A
Yayimlanmamis Dis Laboratuvar Ekzom Verisiyle ve Diger Global Popiilasyon alel

Frekanslariyla Karsilastirilmasi

Val326Ala ve Lys618Ala sirasiyla patojenik ve olasi patojenik olarak siniflandirildigi
icin istatistiksel analize almmustir. MLHI:c.*32C>T varyanti olasi benign ve
MLHI:c.*35 *37del ile MLHI:c.-93G>A varyantlart benign varyantlar olarak
siiflandirilmakla birlikte literatiirdeki celigkili sonuclar nedeniyle istatistiksel analize dahil
edilmistir. Bu varyantlarin alel frekanslarinin istatistiksel olarak karsilastirilmas: Tablo 6.14°te

yer almaktadir.

Lys618Ala varyanti global ve Avrupa veri tabanlarinda tanimlanmamaistir, bu nedenle
kohort sadece yayimlanmamis dig laboratuvar ekzom verisiyle kiyaslanmistir. Kohortta daha
yiiksek siklikla goriilmesine karsilik yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisinden
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemistir. Val326Ala varyanti da benzer sekilde
yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisindeki alel frekansindan daha yiiksek frekanstadir,
ancak anlamli fark bulunmamaktadir. Ote yandan bu varyant kohortta global veri tabanlarina
gore anlamli Olgiide daha yiiksek saptanmistir. Yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom
verisindeki siklig1t 1000 Genom Avrupa haricinde tiim popiilasyonlardaki sikliktan anlamli

Olciide daha yiiksektir.

MLH]I:c.35* -37del varyantinin kohorttaki alel frekansi diger tiim popiilasyonlara gore
daha disiiktiir ve anlamli farklilik yoktur. Bununla birlikte bu varyant yayimlanmamais dis
laboratuvar ekzom verisinde GnomAD Global veri tabanindan anlamli 6l¢iide daha yiiksek
siklikta saptanmistir. MLH1:c.*32C>T varyanti kohortta yayimlanmamis dig laboratuvar
ekzom verisi dahil diger tiim gruplara gore daha yiiksek frekansta goriilmiistiir ancak
istatistiksel olarak anlamliligi bulunmamaktadir. Yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom
verisinde ise hem global hem de Avrupa popiilasyonuna gore anlaml 6l¢iide daha yiiksek
saptanmistir. MLH:c.-93G>A varyant1 alel frekans1 kohortla yayimlanmamis dig laboratuvar
ekzom verisi arasinda anlamli farklilik gostermemektedir ve frekanslar birbirine yakindir. Diger

yandan bu varyantin kohorttaki sikligr 1000 Genom Global haricinde diger tiim gruplara gore
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istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunurken, yayimlanmamig dis laboratuvar ekzom

verisinde tiim global ve Avrupa veri tabanlarina gére anlamli 6l¢iide daha yiiksek saptanmistir.

Bu veriler 1518inda Ly618Ala ve Val326Ala olas1 patojenik ve patojenik olarak
siiflandigindan, MLH1:c.-93G>A varyant1 ise sik goriilen ancak oldukca tartisilan bir

degisiklik oldugu i¢in ileri istatiksel analize alinmistir.

Tablo 6.14 Val326Ala, Lys618Ala, MLHI:c.35* -37del, MLHI:c.*32C>T ve MLH]I:c.-
93G>A alel frekanslarinin karsilagtirilmasi

Val326Ala | Lys618Ala | ¢.35% 37*del | ¢.*32C>T | ¢.-93G>A

MA A 0,0119 0,0119 0,0119 0,0119 0,3929
Yayimlanmamis B 0,0026 0,0016 0,0234 0,0076 0,3399
D1s

Laboratuvar

Ekzom Verisi

GnomAD C 0,0005 - 0,0167 0,0015 0,2320
Global*

GnomAD D 0,0006 - 0,0210 0,0009 0,2222
Avrupa*

1000 Genom E 0,0002 - 0,0175 0,0010 0,3205
Global

1000 Genom F 0,0009 - 0,0228 0,0000 0,2654
Avrupa

g A vs 0,212 0,147 0,999 0,482 0,352
s B

=

‘5 A vs 0,039 - 0,999 0,124 0,001
= C

=
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Avs 0,051 - 0,999 0,075 <0.001
D

Avs 0,033 - 0,999 0,095 0,195
E

Avs 0,148 - 0,999 0,077 0,015
F

Bvs <0.001 - 0,001 <0.001 <0.001
C

Bvs <0.001 - 0,398 <0.001 <0.001
D

B vs 0,001 - 0,053 <0.001 0,049
E

Bvs 0,482 - 0,999 0,005 <0.001
F

Pearson Ki-kare testi(Monte Carlo), Fisher Exact test(Monte Carlo)
Kisaltmalar: MA, matiirasyon arresti

*GnomAD Global ve Avrupa veri tabanlarindan versiyon 2.1.1 kullanilmistir. rs1800734 varyanti
icin genom verisi kullanilmigtir. GnomAD Avrupa i¢in Fin olmayan Avrupa kokenlilere ait veri

kullanilmgtir.
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MLH]I proteinin hem insanlarda hem de diger memelilerde homolog kromozomlar
arasindaki rekombinasyonda rol oynadigi iyi bilinmektedir (25,26). Baker ve arkadaglari
farelerde yaptiklar1 deneylerde MIhl proteininin mayotik kromozomlarda crossing-over
bolgelerine lokalize oldugunu gostermislerdir. Bu farelerin MIhl noksan spermatidlerinde
yilksek oranda erkenden ayrilmis kromozomlar ve ilk bdliinmede duraklama oldugu
saptanmistir. Bagka bir ¢alismada da sinaptonemal kompleksteki MLH1 odaklarinin say1 ve
dagiliminin crossing-over’larin say1 ve dagilimiyla uyumlu oldugu gosterilmistir (27). Baker
ve arkadaglarinin yaptiklart bir baska ¢alismada farelerde DNA onariminda gerekli olan Pms2
ve MIhl genlerinin yoklugunun ayni zamanda mayotik arrest ile karakterize infertilite

fenotipine yol agtig1 gosterilmistir (235).

Lynn ve arkadaslar1 hayvanlarda oldugu gibi saglikli erkeklerde de MLH1 odaklarinin
mayotik rekombinasyon bdlgelerinin belirteci oldugunu gostermislerdir (26). Ayni ¢alismada
hem bireyler arasinda hem de ayni1 bireyin hiicreleri arasinda MLH1 odaklarinin sayisinda, bir
baska deyisle rekombinasyon sikliginda gesitlilik oldugunu belirlenmis ve MLH1 odaklarinin
sayisinin sinaptonemal kompleksin uzunlugu ile pozitif korelasyon gosterdigini ortaya
konulmustur. Bu ¢alismada MLH] ile rekombinasyonun iligkisi net olarak ortaya konmakla

birlikte, infertil erkekler tizerinde ¢alisilmamustir.

Gonsalves ve arkadaslar1 fertil, NOA ve OA’l1 erkekler arasinda MLH1 odaklarinin
sikligint karsilagtirarak rekombinasyon frekansinda farklilik olup olmadigini arastirdiklari
caligmalarinda, NOA’li olgularda anlamli 6l¢lide azalmig rekombinasyon oldugunu
belirlemiglerdir (21). Testis biyopsisi sonuc¢larina goére de matiirasyon arresti ve
hipospermatogenez tanili olgularda MLH1 odaklarinin sayisinin kontrol ve OA gruplarina gore
anlamli ol¢iide azalmis oldugunu saptamiglardir. Baska c¢alismalarda da rekombinasyon

defektlerinin erkek infertilitesindeki 6nemi teyit edilmistir (236).

Enguita-Marruedo ve arkadaslari testis biyopsisi 6rneklerinde mayoza girig, kromozom
eslesmesi, DNA c¢ift-zincir kirig1 onarimi, crossing-over formasyonu, mayotik metafaz
olusumu, metafaz arresti ve spermatid olusumunu saptamaya yonelik yaptiklar1 detayli

kantitatif immiinofloresan incelemede mayotik arrestin daha detayli bir patolojik siniflamasin
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gerceklestirmislerdir (237). Bu siniflamada infertil erkeklerde en sik metafaz arresti oldugunu
belirlemislerdir. Farelerdeki metafaz arrestinin temel olarak crossing-over olusumu
bozuldugunda gozlenmesi, MIhl ve Rnf212 genlerindeki mutasyonlarin crossing-over
olusumunu tamamiyla engellediginin saptanmasi nedeniyle, MLH1 odaklarinin da azaldigi
metafaz arresti olan olgularda MLHI’in mutasyonlarimin arastirilmasimi onermislerdir
(237). Bunun yani1 sira Terribas ve ark. erkek infertilitesinde testiste MMR ekspresyonunun

azaldigin1 ve bunun matiirasyon arrestinde en belirgin oldugunu belirtmistir (238).

Erkek infertilitesi ve kanser monogenik sebeplere bagli olabilecegi gibi hem kiiciik etkili
cok sayida genetik faktoriin ve cevresel etmenlerin etki ettigi multifaktoriyel kompleks
hastaliklar olarak da ele alinabilir. Erkek infertilitesinin ¢esitli kanserler i¢in risk faktori
oldugunu gosteren kanitlar giin gectikge artmaktadir ve infertilitenin kanser riski igin
biyobelirte¢ olabilecegini 6ne siirenler vardir (13,14,75,239,240). MLH1 ve diger MMR
proteinlerinin kanserdeki rolii ve hayvan ile insan ¢aligmalarinda gosterilen mayozdaki rolii g6z
onilinde bulunduruldugunda kanser ile erkek infertilitesi arasindaki bagla¢ olabilecekleri daha

once de kurgulanmistir (238,241,242).

Biitlin preklinik ve klinik arastirmalar degerlendirildiginde bu ¢aligmada MLH1 basta
olmak iizere MMR DNA onarim genlerindeki ekspresyon veya fonksiyon degisikligine yol
acacak varyantlarin matiirasyon arresti ile karakterize NOA’ya neden oldugu ve matiirasyon
arresti ile karakterize NOA olgularinin bir kismindan MLHI genindeki ekspresyon veya
fonksiyon degisikliklerine yol acan varyantlarin sorumlu oldugu hipotezi kurulmustur. Bu
amacla MLH1 genine ait nadir ve sik goriilen varyantlarin, maturasyon arresti ile seyreden NOA
fenotipinin monogenik nedeni ya da infertiliteye yatkinlik yaratan risk faktorleri olma
potansiyelleri degerlendirilmistir. Bu ¢aligma ile matiirasyon arrestine bagli azoospermisi olan
infertil erkeklerde MLHI geni promoter, 5’UTR, 3’UTR, ekzonlar ve intron-ekzon

bileskelerinde yer alan varyantlarin tamami arastirtlmistir.

Daha 6nce MLH’de yer alan tek niikleotid degisiklikleri ile infertilite arasindaki iliskiyi
inceleyen c¢aligmalar mevcuttur. Ancak bu caligmalarda testisteki patolojiye gore bir

endofenotipleme yapilmadigir gibi tiim geni dizilemek yerine belli SNP’ler incelenmistir.
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Ornegin Ji G ve ark.’nin arastirdiklar1 SNP’ler ile bu ¢alismada saptananlar arasinda ortak olan
tek SNP rs1799977 varyantidir ve mevcut ¢alismada da infertiliteyle iliskili bulunmamistir
(241). Diger yandan MLHI’de yer alan ve Ji G ve ark. saptadigi infertiliteyle ve sperm DNA
fragmantasyonu ile anlaml iligki gosteren MLHI:c.791-1406C>T (rs4647269) varyanti da

calismamizda bulunmamustir (241).

Sadece MLHI:c.-93G>A varyantinin degerlendirildigi diger bir vaka-kontrol
caligmasinda bu varyantin azoospermi veya oligospermi ile iliskili olmadig1 tespit edilmistir
(243). Cin’de yapilan ve MLHI’e ait sadece MLHI:c.-93G>A ile MLHI:791-1406C>T
varyantlariin degerlendirildigi bagka bir calismada bu iki varyant i¢in siddetli oligozoospermi
grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (244). Bu
caligmalarda da testis patolojisine gore endofenotipleme yapilmamistir ve sadece bir veya iki
SNP’e bakilmistir. infertiliteye neden olabilecek nadir varyantlar degerlendirilmemistir.
Mevcut c¢alismada MLHI:c.-93G>A ile matiirasyon arresti arasinda anlamli iliskili
bulunmamistir; ancak asagida detaylandirilacagi iizere bu regiilatuvar varyant oldukga
tartismal1 bir varyanttir. iki calisma arasindaki farkliligin sebebi etnik koken olabilir veya her
iki calismanin da Cin’de yapildig: diisiiniiliirse 6rneklem se¢imi aragtirma sonuglarindaki
farklilig1 acgiklayabilir. Son olarak Ghieh ve arkadaglari matiirasyon arresti olan NOA
hastalarinda ekzom sekanslama ile iligkili gen bulma amaciyla yaptiklari ¢aligmada bir olguda
K377E ve K377T 6nemi bilinmeyen iki varyant saptamislardir (245). Bununla birlikte olgunun

kendisi ve varyantlarin patojenitesi makalede tartigilmamaistir.

Caligmamizda biri kodlayici (Ile219Val, rs1799977), biri promoter (c.-93G>A,
rs1800734), biri 3°’UTR varyant1 (¢.*35_*37del, rs193922366) ve digerleri intronik varyantlar
olmak {izere toplam 13 benign varyant tespit edilmistir. Bir 3’UTR varyant1 (c.*32C>T,
rs200903126), bir sinonim kodlayici bolge varyanti (c.198C>T, rs61751642) ve kalan1 intronik
varyantlardan olusan 5 olast benign varyant saptanmistir. Olasi patojenik ve patojenik
varyantlarin ikisi de kodlayict varyantlardi (sirasiyla Lys618Ala ve Val326Ala). Bulunan 5

onemi bilinmeyen varyantin tamami intronikti.

7.1. Benign Varyantlar
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MLH]:c.-93G>A varyanti kohortta en sik goriilen varyant olmustur (0.4166); bunu esit
frekansa sahip ii¢ varyant (c.453+79A>G, rs4234259; ¢.1668-19A>G, rs9876116; ¢.1990-
121C>T, rs2241031) takip etmistir. MLHI(ENST00000231790.8)’e gore c¢.453+79A>G
(rs4234259), c.655A>G (Ile219Val) (rs1799977), c.1038+86T>C (1rs2286939), ¢.1668-19A>G
(rs9876116), c.1990-121C>T (rs2241031), c.1039-78A>G (rs11129748), c.1558+14G>A
(rs41562513) ve ¢.454-51T>C (rs4647255) varyantlar1 Avrupa popiilasyonunda NOA grubuna
gore daha sik goriilmistiir, bu nedenle NOA ile iliskisiz polimorfizmler olduklari

distintilmektedir.

Literatiirde ¢.453+79A>G, ¢.1038+86T>C, ¢.1990-121C>T ve ¢.1039-78 A>G ¢.1039-
78 A>G varyantlar ¢esitli calismalarda benign varyantlar olarak degerlendirilmistir (246-248).
Hansen MF ve ark. ¢.1558+14G>A (rs41562513) varyantin1 benign olarak degerlendirmis ve
Auclair ve ark. tarafindan bu varyantin splicing’i etkilemedigi fonksiyonel olarak gosterilmistir
(249,250). c.1668-19A>G (1rs9876116) varyant1 da ¢esitli calismalarda benign varyant olarak
degerlendirilmistir (246,247,249,251). Nitekim Slovenya popiilasyonunda mide kanserinde
(c.1668-19A>@G), Fin popiilasyonunda herediter prostat kanserinde (c.1668-19A>G ve c.454-
51T>C), Isvec popiilasyonunda Lynch sendromu (LS) olgularinda c.1668-19A>G varyanti
kansere neden olan varyant olarak degil polimorfizm olarak degerlendirilmistir (252-254).
Diger yandan Leman ve ark. splicing i¢in gerekli olan dal noktasimi etkileyen varyantlari
degerlendirdikleri bir ¢aligmalarinda c.1668-19A>G varyantinin BPP ve SVM-BPfinder
tarafindan dal noktasini1 degistirdigi, Branchpointer ve LaBranchoR programlarinda ise
etkilemedigi saptanmis ancak deneysel olarak teyit edilmemistir (255). Bu veriler 1s18inda bu

varyantlarin da NOA ile iliskisiz polimorfizmler oldugu diisiiniilmektedir.

7.1.1. Ile219Val

Bu varyant hakkinda zengin bir literatiir ve ¢ok sayida fonksiyonel c¢alismalar
bulunmaktadir ve genel olarak benign bir polimorfizm olarak degerlendirilmektedir. Ornegin
Andersen ve ark. c¢aligmalarinda PMS2 ile baglanma, MMR in vitro aktivitesi testi,
imminohistokimyasal =~ boyama (IHC) ve  mikrosatellit instabilitesini  (MSI)

degerlendirdiklerinde, Ile219Val varyantinin patojenik olmadigini belirlemislerdir (256).
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Raevaara ve Trojan Ile219Val varyantinin DNA onarim fonksiyonlarmin yaban tipteki gibi
fizyolojik oldugunu; Kondo ve ark. PMS2 ile baglanmasinin etkin oldugunu gostermislerdir
(257-259). Ayrica mRNA stabilitesinde azalma ya da aberran splicing’e de s6z konusu degildir
(260). Shimodaira ve ark. ve Takahashi ve ark. da yaptiklar1 deneylerde bu varyantin nétral bir
degisiklik oldugunu belirlemislerdir (261,262).

Diger yandan Ile219Val ile ilgili epidemiyolojik ¢aligmalar fonksiyonel ¢aligsmalarin
aksine celiskili sonuglar géstermektedir. Ornegin, bu varyant icin homozigositenin Kore’deki
sporadik kolorektal kanser (KRK) vakalar1 arasinda azalmig MLHI1 protein ekspresyonuyla
(IHC) istatistiksel olarak anlamli Slgiide korelasyon gosterdigi belirtilmistir (263). Bazi
caligmalarda bu SNP’in yiiksek mutasyon frekansiyla iliskili bir haplotip ic¢in prediktif
olabilecegi One siiriilmiistiir (264—267). Kolon kanseri i¢in risk faktorii olan iilseratif kolit
fenotipi i¢in de bes kat risk artigsina sebep oldugu tespit edilmistir (267,268). Nejda ve ark. bu
degisikligin erkeklerde daha belirgin olmak iizere Ispanyol popiilasyonunda artmis sporadik
KRK riskine neden oldugunu bildirmislerdir (269). Milanizadeh ve ark. da [le219Val varyantini
219 sporadik KRK, 248 kontrolde degerlendirmis ve KRK ig¢in yatkinlik faktorii oldugunu 6ne
stirmislerdir (270). KRK disinda; Zhang ve arkadaslarinin 9 ¢alismadan olusan meta analiz
sonuclarina gore rs1799977 A>G varyantiyla belirgin bir sekilde artmig meme kanseri riski
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski mevcuttur (271). Santos ve ark. bu varyanti iyi
differansiye tiroid kanserinde radyoiyodin tedavisinden bir ay sonra iki ayri kohortta
mikroniikleuslarin varligi ve sikligi ile, Andrushchenko ve ark. solunum yolu enfeksiyonlarina

kars1 direng ile iligkilendirmistir (272,273).

Bununla birlikte diger pek ¢cok epidemiyolojik arastirmalarda bu varyantin, fonksiyonel
caligmalarla uyumlu olarak, artmis kolon kanser riskiyle anlamli iligkisi olmadig1 gosterilmistir
(212,264,267,274,275). Chen ve ark. meta-analizlerinde Ile219Val varyantinin KRK’e
yatkinlik riski olusturduguna dair yeterli kanit olmadigini belirtmislerdir (276). Xiao ve ark.
Cin popiilasyonunda bu polimorfizm ile mide kanseri arasinda bir iliski bulunmadigini

bildirmistir (277).

87



[le219Val’nin erkek infertilitesi, matiirasyon arresti ve NOA ile iliskisi bugiine kadar
ilk kez bu calismada arastirilmistir. Fonksiyonel ¢aligmalar, diger fenotiplerle iligkili yapilan
epidemiyolojik yaymnlardaki celiskili sonuglar ve veri tabanlarindaki, ozellikle Avrupa
popiilasyonundaki, alel sikliginin NOA grubundan yiiksek olmasi bu varyantin NOA
fenotipiyle iligkili olmadigini diisiindiirmektedir. MMR genlerinde yapilagelmis fonksiyonel
caligmalarin ileride tartisilacak dezavantajlarinin yaninda testis dokusuna ya da spermatogonia
ve spermatosit diizeyinde mayoza yonelik fonksiyonel ¢alismanin bulunmamasi ve etnik kdken
farkliliklar1 ve arastirilan fenotip farkliligi lle219Val i¢in NOA ile iligkili olmadigini belirtirken

g6z onilinde bulundurulmalidir.

7.1.2. Bir Promoter Varyanti: MLH1:¢c.-93G>A

MLH1I:c.-93G>A kohortumuzda en sik goriilen varyant olmustur. Matiirasyon arrestine
baglt NOA’da yayimlanmamuis dis laboratuvar ekzom verisi ve genel popiilasyona dayali veri
tabanlarindan daha yiiksek siklikla goriilmiistiir. Ayn1 zamanda MLHI:c.-93G>A varyantinin
alel frekans1 yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisi, GnomAD global ve Avrupa ile 1000

Genom Avrupa’ya gore anlamli 6l¢lide daha ytiksektir.

Zhang ve ark. da bu varyantin azoospermi ya da oligospermiyle iliskisi olmadigin
bildirirken, Zhao ve ark. siddetli oligospermiyle bu varyant arasinda anlamli bir iligki oldugunu
tespit etmistir (243,244). Bu birbirinden farkli sonug veren iki ¢aligma disinda MLH 1 :¢c.-93G>A
erkek infertilitesinde arastirilmamis, yayimlar KRK basta olmak tizere diger kanserler ve bazi

hastalik iizerinde arastirilmistir.

Benign bir varyant olarak ge¢mekle birlikte aragtirmacilar MLHI:¢c.-93G>A’nin bir
promoter varyanti olmasi nedeniyle gen ekspresyonunda ve fenotipte etkisi olacagini
diisiinmiislerdir. Bu nedenle literatiirde bu varyantla ilgili KRK basta olmak {izere ¢esitli
fenotiplerle iliskisini arastiran cok sayida epidemiyolojik calisma yer almaktadir. Ornegin
rs1800734 bugiine kadar artmis kolon, endometriyal, over, Hogdkin lenfoma hastalarinda
tedaviye bagli sekonder tiimor riski, skuamoz hiicreli akciger kanseri, oral skuamoz hiicreli

karsinoma ve glioblastoma riski ile iligkilendirilmistir (274,278-285). Cesitli arastirmalara gore
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skuamoz hiicreli akciger kanserinin yani sira Avrupa, Kore ve Tayvan popiilasyonlarinda
akciger adenokanseri riskini de arttirmaktadir (283,286-288). Bir baska ¢alismada sigara
icenlerde artmis hiperplastik polip ve adenom varligi ile anlamli iligkisi oldugu bildirilmistir
(289). Zhu ve ark. ise rs1800734 varyantinin hepatoseliiler karsinomda kétii prognoz belirteci

oldugunu belirtmislerdir (290).

KRK 6zelinde &zellikle MSI yiiksek ve tiimor dokusunda MLH1 protein ekspresyonu
kaybiyla iligkilendirilmistir (267,291). Whiffin ve ark. 10,409 KRK ve 6,965 kontrolden olusan
calismalarinda bu varyantin MSI yiiksek KRK ile iliskili oldugunu bulmustur ve meta
analizlerinin sonucunda da diisiikk penetransli bir varyant oldugunu bildirmislerdir (292).
Pardini ve ark. yaptiklar1t GWAS sonucunda rs1800734’iin kolon kanseri riskini arttirdigini ve
temel olarak MMR defektlerinde oldugu gibi proksimal yerlesim gosteren kolon tiimdriiyle
iligkili oldugunu ortaya koymuslardir (293) . Campbell ve ark. tipki Raptis ve ark. gibi MLH]
c.-93G>A polimorfizmi i¢in homozigot olanlarda mikrosatellit instabil kolon kanseri riskini
arttigmi kaydetmislerdir (267,274). Diger yandan MSI negatif kolon kanseriyle iliskisi
bulunmazken, sigara icen homozigot AA bireylerde MSI negatif KRK fenotipinin gériilme
olasiligini anlaml 6l¢ilide azaltmaktadir (267). 2014°te Ma ve ark.’nin yaptiklar1 oldukca genis
bir meta-analizde rs1800734 varyantinin KRK ile giiglii bir iliskisi oldugunu ortaya
koymuslardir (294). 2021 tarihli bir meta GWAS analizinde (48,214 KRK, 64,159 kontrol)
proksimal kolon kanseri icin istatistiksel olarak en giiclii lokusun rs1800734 oldugu

belirlenmistir (295).

Diger yandan kanserle anlamli iliskisi olmadigi belirten ¢ok sayida calisma da
mevcuttur. Si W ve ark. epitelyal over tiimoriiyle, Song ve ark. da invaziv over kanseriyle,
Kooshemehri ve ark. Iran’da prostat kanseriyle, Xiao ve ark. Cin popiilasyonunda mide
kanseriyle bu varyant arasinda baglant1 olmadigini bildirmislerdir (277,296-298). He ve ark.
yaptiklart meta-analiz sonucunda (12 yayin; 4,128 kanser, 4,678 kontrol) rs1800734
varyantinin Asya popiilasyonunda herhangi bir kanser tipiyle iligkisi olmadigini bildirmislerdir
(299). KRK ozelinde ise Mik ve ark. sporadik kolon kanserinde MLHI c.-93G>A
polimorfizmini arastirdiklar1 vaka-kontrol calismasinda vakalarda G alelinin daha yiiksek
oranda bulundugunu ve ¢ogu ¢alismanin aksine GG genotipinin artmig sporadik kolon kanseri

riskiyle iliskili oldugunu saptamislardir (300); yine de tekrarlayan tiimorlerde AA genotipinin
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anlamli dl¢iide daha sik oldugunu belirtmislerdir (p=0.022). Benzer sekilde Ispanya ve Meksika
kokenlilerde yapilan caligmalarda da A alelinin G aleline gore KRK riskini azalttig
bildirilmistir (301,302). Chen ve ark. meta-analizlerinde rs1800734 varyantinin kolorektal
kansere yatkinlik riski olusturduguna dair yeterli kanit olmadigini belirtmislerdir ve Hansen ve

ark. da rs1800734 varyantin1 benign degisiklik olarak siniflamiglardir (249,276).

Epidemiyolojik ¢alismalarda MLHI:c.-93G>A icin MLHI:1le219Val polimorfizminde
oldugu gibi ¢eliskili bulgular bildirilmistir. Farkli sonuglarin nedeni etnik koken farkliligi,
orneklem secimi, fenotip ve caligmanin istatistiksel giicii gibi ¢esitli faktorlere bagli olabilir.

Bu nedenle bu varyantla ilgili yapilmis fonksiyonel ¢caligmalar1 da incelemek 6nemlidir.

Bu varyantin MLH1 geninin ekspresyonunu azalttig1 diisiiniilmekte ancak nasil azalttig1
tam olarak bilinmemektedir (286). Park ve ark. bu varyantin bir transkripsiyon faktorii olan AP-
4 i¢in konsensiis baglanma dizisinde yer aldigini bildirmisler ve bu sekilde ekspresyonu
etkileyebilecegini 6ne siirmiislerdir; ancak 2004°te akciger kanserinde promoter fonksiyonunu
incelemek icin yaptiklar1 lusiferaz deneyinde A ile G aleli arasinda ekspresyon farkini
gosterememiglerdir (283). Diger yandan Liu ve ark. A alelinin, alel-spesifik transkripsiyon
faktorii AP4’lin baglanmasini bozdugunu ve bunun sonucunda uzun mesafe etkilesim ile
DCLK3 ekspresyonunun arttigini gostermisler ve bunun da epitelden mezensime transizyonda
gerekli olan genlerin ekspresyonunu arttirarak malign doniisiime Oncelik ettigini 6nermislerdir
(303). Biyoinformatik yaklasimlarla bu varyantin varliginda TFAP4, Pbx1b ve Myf-5 gibi aday
proteinler i¢in baglanma bdolgelerinin ortadan kalktigi; AP-3, HNF-3b ve GCR i¢in baglanma
bolgelerinin olustugu belirlenmistir (304—306). Bunlardan TFAP4 i¢in Salvio ve ark. ChIP
testini kullanarak AA genotipindeki hiicre serilerinde baglanmanin bozuldugunu in vitro olarak
gostermislerdir (306). Perera ve ark. KRK ve endrometriyum kanseri (EK) hiicre serilerinin
yani sira tiimoral olmayan hiicre serilerinde bu varyanti igeren ve igermeyen promoter
aktivitesini degerlendirmislerdir. MLHI promoterinda G alelinin A alelinden tiim hiicre
serilerinde artmis oranda lusiferaz aktivitesi gosterdigi kayit altina alinmistir; A aleli oldugunda
kolon kanseri hiicrelerinde 5 kat (HCT116), malign olmayan kolon hiicresinde (CCD-841-
CoTr) ise yaklasik 18 katlik (17.73) aktivite kayb1 s6z konusudur (278). Funck ve ark. normal
ve timor kolon dokusunda MLH1 ekspresyonunu inceledikleri bir calismada, AA genotipinin

GG fenotipine gore ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli dl¢lide daha fazla azalttigini ve
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MLHI:c.-93G>A varyantinin KRK i¢in risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir (307).
Ekspresyon aragtirmalarinin aksine Shin ve ark. MLHI:c.-93G>A ile DNA onarim

mekanizmasinda azalma arasinda bir iliski olmadigini belirtmislerdir (308).

Transkripsiyon faktorlerinin etkilesimi diginda ekspresyonun azalmasinda bir diger
mekanizma promoter hipermetilasyonudur ve MLH1:c.-93G>A da ¢ok sayida ¢alismada artmis
MLH1 promoter hipermetilasyonu ile iliskilendirilmistir ve bu iligki endometriyal tiimorlerle
kolorektal tiimorlerde de gosterilmistir (274,286,305,309,310). Mrjkonjic ve ark. ii¢ farkli vaka
grubunda MLH1:c.-93G>A varyantinin etkisini incelemis ve varyantin IHC negatifligi, MSI
yiiksekligi ve yani sira MLHI promoter hipermetilasyonuyla istatistiksel olarak anlaml iligki
gosterdigini belirtmiglerdir (311). Nitekim mikrosatellit instabilitesi gosteren ve MMR
sisteminin  ¢alismadig1 sporadik kolorektal kanserlerin ¢ogunda MLHI promoter
hipermetilasyonu goriilmektedir (312). Fennell ve ark. MLHI -93AA genotipinin displastik
sesil serrated adenomlarda MLH1 protein kaybi ve promoter hipermetilasyonuyla iligkili
oldugunu; ancak geleneksel serrated adenomlarda A alelinin metilasyona yatkinlik
olusturmadigini belirtmislerdir (304). Miyakura ve ark. calismalarinda AA genotipinin
promoter hipermetilasyonu i¢in en oOnemli risk faktdrii oldugunu bildirmislerdir; ancak
metilasyonun anlamli 6l¢iide A alelinde daha sik goriilse de G alelinde de goriilebildigini
kaydetmislerdir (305). Thomas ve ark. MLH1:c.-93G>A varyantinin MSI sporadik KRK ile
iligkili oldugunu ama mikrosatellit stabil (MSS) KRK ile iliskisi olmadigin1 tekrar ortaya
koyduktan sonra bu varyantin promoter hipermetilasyonuyla iliskisini incelemislerdir. Normal
kolon mukozasinda rs1800734’{in oldugu yerde veya Deng bolgesi C’de ¢ok az ya da hig
metilasyon olmadigini, bu bolgenin 5’ tarafinin ilerisinde ise yogun CpG adas1 kiy1 metilasyonu
oldugunu tespit etmisler ve bu metilasyonun GG genotipi olanlarda anlaml 6l¢iide daha sik
oldugunu belirlemiglerdir; ancak metilasyon paternindeki bu farklilik normal kolon
mukozasinda mRNA ekspresyonunda herhangi bir denge kaybina yol agmadigin1 gormiislerdir.
Kanser dokusunda ise MLH:c.-93G>A varyantinin oldugu kritik bolgede metilasyonun AA ve
AG hastalarinda anlamli 6l¢lide daha yiiksek oldugunu tespit etmisler ve heterozigotlarda
ekspresyonu incelediklerinde A alelinin metilasyonla anlamli 6l¢lide daha iligkili oldugunu ve
ekspresyonun da metilasyon diizeyi ile ters korelasyon gosterdigini saptamislardir. Yan1 sira
MSI+ KRK hiicre serisi olan CO-115 hiicre serilerinde (bu hiicre serisi CpG adalarinin yogun
hipermetilasyon gosterdigi ve ekspresyonun kantitatif PCR ile saptanamadigi bir hiicre

serisidir) sitozin analogu olan ve DNA metilasyonunu inhibe eden 5-azasitidin ve 5-aza-2’-
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deoksisitidin kullanmiglar ve A alelinin deneyin her asamasinda daha ¢ok metile oldugunu,
metilasyon kaybinin A alelinde daha yavas ve uzun siirdiigiinii ve etki ortadan kalkinca ¢ok
daha hizli tekrar metile oldugunu kaydetmislerdir (313). Savio ve Bapat da benzer sekilde
rs1800734 i¢in heterozigot hiicre serilerinde CpG adasinin kiy1 bolgesinde A alelinde G aleline
gore anlamli sekilde artmis hipometilasyon saptamislar; baska deyisle kiy1 (shore) bolgesinin
G alelinde anlamli dlgiide daha c¢ok metillendigini tespit etmislerdir. Bu kiyr bdlgesinin
enhancer iligkili histon olan H3K4mel’den zengin oldugu ama H3K27ac icermedigi,
dolayisiyla hipometile kiy1r bolgesinin ekspresyon regiilasyonunda inaktif oldugunu
bildirmislerdir, bu da diger ¢alismada saptanan normal mukozada mRNA ekspresyonunda
denge kaybmin goriillmemesiyle uyumludur. Yani sira GG ve GA hiicre serilerinin
transkripsiyon faktorii AP4’ten anlamli 6lgiide daha zengin oldugunu tespit ederek, Thomas ve
ark.’nin TFAP4’lin G alelini segmeye meyilli oldugunu bildirdigi ¢aligmay1 desteklemislerdir.
Son olarak kiy1 hipometilasyonunun, normal kolon dokusu ve kanda A aleli ile istatistiksel
olarak anlamli iligki gdsterdigini, ancak tiimdr dokusunda hipometilasyon ile genotip arasindaki
bu iligkinin ortadan kalktigini bildirmislerdir (306). Tiim bu ¢alismalar varyantin ekspresyon

izerinde etkili olabilecegini ve fenotipi etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Shrestha ve ark. ml/hl heterozigot ve mlhl promoter hipermetilasyonu olan erkek
farelerin spermlerinde mikrosatellit instabilitesinde artis tespit ettiklerini, Giines ve ark.
oligoospermik erkeklerin semeninde MLHI metilasyonunun normospermik olanlara gore
anlamli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu ve bu metilasyonun reaktif oksijen iiriinlerinin varligiyla
korelasyon gosterdigini bildirmiglerdir (314,315). Bu metilasyon calismalarinda MLH]I:c.-
93G>A degerlendirilmemistir ve mevcut calismada da MLHI promoter hipermetilasyonu
incelenmemistir. Ancak kanserdeki mekanizma ve infertil erkeklerdeki semende artmis MLH1
promoter hipermetilasyonu ve mlhl heterozigot farelerin spermlerinde kayipla uyumlu MSI
artisi, benzer baglantinin infertilite ve MLHI:c.-93G>A i¢in de gecerli olabilecegini

distindiirmektedir.

Bu ¢aligmada ise TESE, FSH ve testosteron diizeyleriyle MLHI:c.-93G>A acisindan
homozigot yaban tip, heterozigot ve homozigot mutant genotiplerinin iliskisi degerlendirilmis,
istatistiksel olarak anlamli fark sadece FSH diizeyinde goriilmiistiir(p=0.035). Buna gore AA
genotipinde FSH diizeyleri en yliksek, AG genotipinde ise en diisiiktiir. Bu patern kohortta
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analiz edilebilecek siklikta goriilen ve benign olan diger varyantlarda goriilen degisikliklerden
farklilik gostermektedir. Benzer sekilde, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasa da AA
genotipinde TESE basarisi en diisiik, AG genotipinde ise en yiiksektir. Hipotezimize gére AA
genotipi olan olgularda TESE basarisi en diigiilk ve FSH diizeyi en yiiksek olmaliyken, bunun
tam tersi normal GG genotipinde olanlarda gozlenmeliydi. Aksine heterozigotlarda en ytiksek
TESE basarisinin ve FSH diizeyinin en diisiik olmas1 ya kohortun yeterince dengeli ve genis
olmamasi ya da varyantin rastlantisal olarak bulunmasiyla ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Alel frekanslart da goz Oniinde bulundurulursa varyantin NOA ile iliskisi siipheli

goriinmektedir.

Bu caligmanin sonuglartyla beraber literatiirdeki tiim bulgu ve goriisler géz oniinde
bulunduruldugunda bu varyantin daha genis bir kohortta genotiplenmesi ve es zamanlt MLH1
promoter hipermetilasyonunun degerlendirilmesi, MLHI promoter aktivitesi ile bu varyantin
promoter aktivitesi lizerine etkisinin testis dokusunda, semende ve spermatogonia ve
spermatositte fonksiyonel olarak calisilmasi gibi ¢ok sayida yeni arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu
caligmalar neticesinde MLHI:c.-93G>A varyantinin matiirasyon arresti olan NOA’daki olas1

rolii ve etki mekanizmasi netlestirilebilir.

7.1.3. MLH1:¢.*35_*37del

MLHI:c.*35 *37del varyantinin yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom verisi dahil
genel popiilasyon veri tabanlarindaki alel frekansi NOA grubuna gore daha yliksek
saptanmistir. Bu varyanti heterozigot olarak igeren tek olgunun (O32) testis voliimleri 22/22
ml, testosteron diizeyi 3,7 ng/ml ve FSH diizeyi 14 mlIU/ml olup TESE ile sperm elde
edilememisti. Bu olgu ayn1 zamanda MLH1:c.1039-8T, MLH1:c.885-81G>C ve MLH1:454-
51T>C degisikligine de sahipti. Bu dort varyantin hangi oranla fenotipten sorumlu oldugunu
kestirmek su an i¢in miimkiin degildir; ancak kompleks hastalik kalitimiyla iliskili olarak her

birinin kii¢iik boyutta etki ederek fenotipe yol agmalar1 olasidir.
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Infertilite ve NOA ile MA &ézelinde MLHI:c.*35 *37delTTC varyantmin etkisinin arastirildigt
bir ¢calisma mevcut degildir, bu nedenle diger varyantlarda oldugu gibi varyantla ilgili bilgi ve

goriiglere onkoloji literatiirlinden ulasilabilmektedir.

Curia ve ark. ¢aligmasinda varyanti igeren vakalarla ilgili timor 6zelliklerinin bilgisi
olmamakla birlikte, olgulardan birinde ekspresyonda degisiklik olmazken digerinde iki katlik
degismeyle alelik bir imbalans saptanmistir, yine de varyanti polimorfizm olarak
degerlendirmistir (316). Hansen ve ark. ¢alismasinda olast benign varyant olarak gegmektedir
(249). Mao ve ark. relaps l16seminin MMR fonksiyon bozuklugu ile yakindan iligkili oldugunu
bildirmis ve bir olgularinda mikrosatellit instabilitesinde artis saptadiktan sonra iligkili tiim
genler arastirilmis ancak sadece MLHI 3’UTR bélgesindeki TTC delesyonunu
saptayabilmislerdir. Fonksiyonel ¢aligmada, yaban tipe gore iki kat daha az lusiferaz aktivitesi
gostermis, mRNA’dan real time PCR ile de ekspresyondaki istatistiksel olarak anlamli 6l¢tideki
azalmayi tespit etmiglerdir. Olgunun kanindan mRNA izolasyonu sonrasinda hazir haldeki
MLHI diizeyinin en az %33 oraninda daha az oldugunu saptamislardir. Mekanizmay1 tam
olarak agiklayamasalar da 3’UTR varyantinin mRNA’y1 destabilize ederek MLHI
ekspresyonunu azalttigin1 belirtmiglerdir. Ekspresyon c¢aligmasini protein diizeyinde de
yaptiklarinda, translasyon diizeyindeki negatif etkinin daha biiyiik oldugunu, bu varyantin hem
transkripsiyon hem de translasyonu etkiledigini bildirmislerdir (317). Bu yayinin tizerine Tinat
ve ark. 527 LS hastasinda bu varyanti taramiglar ve alellik frekansin 0.018 oldugunu
hesaplamiglardir. 100 kisiden olusan kontrol grubunda alelik frekans 0.035 olarak
hesaplanmistir. Arastirmacilar bu varyantin LS’ye sebep olan bir varyant olmadigini, ancak
patojenik bir varyanta modifier etki gosterebilecegini ya da genel popiilasyonda KRK i¢in risk
faktorii olabilecegini belirtmiglerdir (318).

7.2. Olas1 Benign Varyantlar

Bir diger 3’UTR varyantt MLHI:c.*32C>T varyantidir ve olasi benign olarak
siiflandirilmistir. Bu varyant i¢in heterozigot olan olgunun testis voliimleri 14/14 ml, FSH
diizeyi 12 mIU/mL idi ve TESE islemi basariliydi. Bu varyantla ilgili ne infertilite ne de

onkolojiyle ilgili fonksiyonel ya da epidemiyolojik bir ¢calisma bulunmamaktadir. Diger yandan
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genel olarak UTR bolgeleri diisiiniildiigiinde, GWAS sonucunda mutasyonlarin daha ziyade
5’UTR bolgesinde oldugu ve 3’UTR bolgesindeki varyantlarin gogunlukla polimorfizm oldugu
belirtilmistir (319-321). 3’UTR bolgesinin RNA stabilitesi, mRNA translasyonu ve
lokalizasyonu gibi 6nemli rolleri bulunmaktadir. Bu bolgede RNA baglayan proteinler (RBP)
ve miRNA i¢in baglanma bolgeleri bulunmaktadir. Bu nedenle 3°UTR’deki varyantlar miRNA
ve RBP i¢in baglanma bolgelerini bozarak ya da yeni baglanma boélgeleri olusturarak gen
ekspresyonu ve translasyonu etkileyebilirler (319). Mekanizmalardan biri 3’UTR bdélgesinin
uzunlugudur ve bunun 6nemi hem saglik hem hastalikta mRNA stabilitesini, translasyonu ve
doku spesifik ekspresyonunu etkilediginin gdsterilmesiyle anlagilmistir (322—-326). Diger bir
mekanizma varyantlarin mRNA ve kodlamayan RNA’larin (ncRNA) UTR’lerinde yer alip
RNA transkriptinin sekonder yapisini, baska deyisle konformasyonunu bozmasidir ki bu tek
niikleotid degisikliklerine RiboSNitch adi verilmektedir (327). Calismamizda saptadigimiz
3’UTR varyantlarinin (¢.*32C>T ve c.*35 *37del) miRNA ve RBP baglanma bolgelerini
etkileyip etkilemedigi ya da RNA transkriptinin sekonder yapisini bozup bozmadigi
bilinmemektedir. Bu varyantlarin frekansi1 polimorfizm diizeyinde olsa bile fonksiyonel olarak

degerlendirilmeleri hem kanser hem NOA i¢in 6nem tagimaktadir.

Diger olas1 benign varyant olarak siniflandirilan varyant sinonim bir varyant olan
MLHI:c.198C>T, p.Thr66=) varyantidir. Arnold ve ark. daha Once patojenik olmadigi
diistintilen bu varyantin ESEfinder kullanildiginda patojenik oldugunu ancak yapilan cDNA
analizinde varyantin splicing’i etkilemedigini gostermislerdir (328,329). Kohortumuzda tek bir
olguda heterozigot olarak saptanmistir ve NOA grubunda GnomAD global ve Avrupa veri
tabanlarindaki alel frekansindan daha yiiksek gorilmistir. CADD skoru 10.25°tir ve
ClinVar’da tek yildizla olas1t benign olarak siniflandirilmigtir. Bu varyanti igeren olgu
rs1800734 i¢in de heterozigottu ve TESE ile basarili bir sekilde sperm elde edilmisti.
Olgumuzda eslik eden MLH ] :c.-93G>A ile bu varyanttan hangisinin fenotip lizerinde ne 6l¢iide
etkili oldugunu belirlemek su an i¢in miimkiin degildir. Bu varyantin matiirasyon arrestine bagl
NOA fenotip lizerinde etkisinin varligini net olarak ortaya koyabilmek ic¢in daha genis bir
kohortta ve ayrica farkli etnik gruplarda epidemiyolojik ¢alismalar, mayoz acisindan etkisinin
gosterilebilecegi fonksiyonel ¢aligmalara gerek vardir. Bu olguda sperm elde edilmis olmasi

varyantin kotii prognozla iliskili olmadigini diistindtirmektedir.
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Diger olast benign varyantlardan MLHI:c.307-29C>A varyant1 veri tabanlarinda
bulunmazken, MLH1:453+25A>G varyant1 Avrupa popiilasyonunda NOA grubuna gore daha
yiiksek alel frekansinda goriilmiistiir. Bu iki varyant ayni olguda homozigot olarak saptanmisti.
Nitekim ayni olgu benign bir varyant olan MLHI:c.1039-8T>A (rs193922367) ve
MLH1:c.1410-54C>T varyantlari i¢cin de homozigot olan tek olguydu. 45 yasindaki bu olgunun
testis hacimleri 18/18 ml ve FSH diizeyi 8 mIU/mL idi ve TESE islemi ile basaril1 bir sekilde

sperm elde edilebilmisti.

Bir olgu olas1 benign olarak simiflandirilan MLH1:c.1897-145C>G (rs145050866)
varyant1 i¢in heterozigot ve MLH:c.-93G>A i¢in GG genotipine sahipti. 29 yasindaki bu
olguda TESE sperm elde edilebilmisti. Olgunun testis voliimleri 20/20 ml, FSH diizeyi 5.5
mlU/mL ve testosteron seviyesi 6 ng/mL idi. Bu varyant GnomAD ve 1000 Genom veri
tabanlarinda global popiilasyonda daha sik goriilmektedir ancak NOA grubundaki alel frekansi
Avrupa genel popiilasyonundan yiiksektir. Kodlayict olmayan bu varyantla ilgili herhangi bir
epidemiyolojik ya da fonksiyonel ¢aligma bulunmadigi i¢in varyantin bu ¢alisma ile ilk kez

ortaya konmasi ve ileriki diger ¢calismalarla roliinlin netlesmesi dnemlidir.

7.3. Onemi Bilinmeyen Varyantlar

Bu ¢aligmada bes varyant 6nemi bilinmeyen varyant olarak siniflandirildi. Bu varyantlar
veri tabanlarinda ve ClinVar’da olmadig1 gibi iliskili literatiir de bulunmamaktadir. Bunlar
MLH]I: c.1559-5535 1559-5534insCCGCTCTGCGC, MLH]I: c.1559-131A>T, MLH]I: c.454-
36C>A, MLHI: ¢.2104-57 2104 56insG ve MLH1: ¢.1559-144G>T varyantlaridir.

MMR genlerinin de i¢inde oldugu yiiksek risk genlerinde siniflanamayan varyantlarin
(OB) 6nemli bir kisminda splicing defektleri olabilir (250,330). Yiiksek diizeyde korunmusluk
gosteren intronik diniikleotidler olan 5’GT ve 3’AG mutasyonlariin bir sonraki ekzonun
transkripte dahil edilememesiyle sonuglandigi iyi bilinmektedir; ancak splice bolgelerine yakin
yerlesimli intronik veya splicing ile iligkili kriptik bolgelerde yer alan varyantlar da fonksiyonel
olmayan protein ile sonuglanabilir (330-332). Ayrica missense degisiklik yapmasi 6ngoriilen

varyantlarin, hatta sinonim, kiigiik indellerin bazilarinin niikleotid diizeyinde ekzonik splice
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enhancer (ESE) ve ekzonik splice silencer (ESS) bdlgelerini iceren Splicing Regulatory
Elements (SRE) dizilerini degistirip patolojik splicing’e yol agtig1 gosterilmistir (260,330,333—
336). Ornegin MLHI geni 10.ekzonunda kodlayict mutasyon olarak bilinen 20 varyant tekrar
analiz edildiginde 17’sinin ekzonik splicing mutasyonu (%77) oldugu anlagilmistir (337).
MLHI o6zelinde incelendiginde missense varyantlarin %27’sinin, nonsense mutasyonlarin
%36’sinin splicing’i bozdugu in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (338). O kadar ki
patojenitesi bilinmeyen missense varyantlarda ve ndtral varyantlarda protein ¢alismalarindan
once olast SRE mutasyonunu ekarte etmek i¢in klinik tanida RNA temelli testlere miimkiin
oldugunca yer verilmesi onerilmektedir (332,339). Bu tiir varyantlara splice-site bozukluklar1

(SSD-splice site defects) anlaminda SSD varyantlar1 da denmektedir (339).

Olas1 etki mekanizmalar1 géz oniinde bulunduruldugunda genom sekanslamanin da
yayginlagsmasi ve fonksiyonel ¢aligmalarin yapilmasi ile bu varyantlarin 6neminin netlesecegi

ongoriilmektedir. Bu anlamda diizenli araliklarla literatiir takibi 6nem kazanmaktadir.

7.4. Olasi Patojenik Varyantlar

Diger varyantlarin ¢ogu gibi Lys618Ala varyanti da insan matiirasyon arresti ve
NOA’da ilk kez bu arastirmayla bildirilmektedir. Bu nedenle fenotiple iliskisini irdeleyen
caligmalar KRK iizerinden ilerlemektedir. Ornegin Hampel ve ark. g¢aligmalarinda biri
Amsterdam kriterlerini karsilamayan ancak Bethesda’ya uygun iki hastadan birinde bu
varyantin 5 belirtegten 3’iinii, diger hastada 5 belirtecin hepsini etkileyerek mikrosatellit
instabilitesine yol ac¢tigin1 gostermislerdir ancak varyantin frekansindan dolay1 ¢aligmalarinda
bu varyantt polimorfizm olarak degerlendirmislerdir (340). Pastrello ve ark. da K618A
varyantin1 MSI-yiiksek, IHC’de MLH1 protein ekpsresyon kaybiyla iliskili bulmus ve patojenik
olarak siniflandirmislardir (341). Ward ve ark. ise Lys618Ala varyantini saptadiklar1 bir vakada
[HC’de MLHI1 ekspresyonunun korundugunu ve tiimériin mikrosatellit stabil oldugunu
belirtmisler ve bu varyant1 6nemi bilinmeyen varyant olarak degerlendirmislerdir (342). Benzer
sekilde Liu ve ark. da Lys618Ala’nin bulundugu tiimoriin mikrosatellit stabil oldugunu
belirtmislerdir (343). Pifiol ve ark. Lys618Ala varyantinin LS fenotipiyle segrege oldugunu

gosteren caligmalardan bahsetmis; ancak kanser olmayanlarda da bu varyantin saptandigini
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belirtmislerdir (343-347). Kendi calismalarinda bu varyanti tasiyan vaka Amsterdam
kriterlerini karsilamazken Bethesda kriterlerini karsilamis, mikrosatellit instabilitesinin arttigt
gosterilmis ancak MLH1 ekspresyonunda immiinhistokimyasal boyama ile azalma
goriilmemistir. Aragtirmacilar net bir yorumda bulunmamakla birlikte immiimohistokimyasal
boyamanin sensivitesinin burada belirleyici olma ihtimalinden bahsetmislerdir. Bazi
arastirmacilar K618A’nin patojenik oldugunu belirtirken (346-355); bazilar1 ise Onemi
bilinmeyen bir varyant veya polimorfizm olarak degerlendirmistir (254,342,349,356-360).
Tannergard ve ark. varyantin hastalikla birlikte segrege olmadigini, Samowitz ve ark. da
varyantin kendi ¢alismalarinda saglikli kisilerde de goriilebildigini bildirmislerdir, ancak bu

kisilerin fertilitesi hakkinda bir veri bulunmamaktadir (254,345).

Andersen ve ark. PMS?2 ile baglanma, MMR in vitro aktivitesi, immiinohistokimyasal
boyama ve MSI degerlendirdiklerinde ve in siliko karsilagtirmalar yaptiklari calismada;
K618A’nin Polyphen tarafindan olasilikla hasar verici, MAPP-MMR algoritmasinda “zararl1”
olarak degerlendirildigini; diger bir fonksiyon gdstergesi olan hiicre ici lokalizasyonun
cekirdekte olup bozulmadigini ve PMS?2 ile baglanmasinin hafif¢e azaldigini gézlemlemislerdir
ve K618A’nin PMS2’yle zayif baglanmasi nedeniyle normal MMR fonksiyonunun
bozulabilecegini belirtmislerdir (256). Bu calismada K618A varyantinin EXO1’e baglanmasi
degerlendirilmemistir (256). PMS2 ile zayif etkilesim/baglanma bagka caligmalarda da
gosterilmistir; ornegin Guerrette ve ark. %85 oraninda baglanmada azalma bildirmislerdir
(259,359,361,362). Guerrette ve ark. PMS2’ye baglanmada ayni Olgiide azalmayir K618T
varyantinda da saptamislardir. Kondo ve ark. da maya iki-hibrid deneyinde K618A ve
K618T’nin ikisinde de yaban tipe gore PMS2 ve EXO1’e azalmis baglanma goriildiigiinii
bildirmislerdir (PMS2, K618A/K618T:64.2/79.2) (259). Her ikisinde EXOIl’e baglanma
PMS2’ye oldugundan ¢ok daha etkilenmis goriinmektedir (K618A/K618T: 27.1/10.8); ancak
yine de patojenik oldugu bilinen varyantlara gore normal protein davranisina daha yakin

goriinmektedirler, bu da borderline patojenik varyant olma ihtimalini desteklemektedir.

Ote yandan Bianchi ve ark. ve Kosinski ve ark. PMS2 ile baglanmanin in vitro
kosullarda dogal oldugunu goézlemlemislerdir (257,363,364). Papp ve ark. kendi kolorektal
kanser hastalarinda saptadiklar1 bu varyantin, proteinin diger proteinlerle etkilesim gosterdigi

karboksil ucunda yer aldig1 i¢in 6nemsemislerdir; diger ¢alismalarda PMS?2 ile baglanma az da
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olsa tespit edilebilmekte, ancak Vo ve ark. aynmi rezidiide K618T degisikligi oldugunda
MREI11’e baglanmanin neredeyse tamamen bozuldugunu gostermislerdir (365,366). K618A ile
MREI11 etkilesimini degerlendiren bir caligma ise literatiirde mevcut degildir. MRE11 mayozda

cift zincir kirigini diizeltmede SPO11 proteinini kompleksten ¢ikararak etki gostermektedir.

In vitro MMR aktivitesini degerlendiren fonksiyonel ¢aligmalarda ise K618A varyant:
yaban tip ile benzer aktivite gdstermistir (256,257,262,367,368). Ornegin Takahashi ve ark. in
vitro MMR aktivitesinin K618A’da %82.7’ye diistiglinii gostermisler ve normale yakin olarak
yorumlamiglardir (262). Raevaara ve ark. bunlara ek olarak K618A varyant proteininin
ekspresyon ve stabilitesini, subseliiler yerlesimini, protein-protein etkilesimini ve onarim
kapasitesini degerlendirmis ve tiim parametrelerin normal oldugunu saptamislardir (257). Blasi
ve ark. ise insan overyen karsinoma hiicrelerinden MLH [-defektif alt klon olusturduktan sonra
hiicreleri ¢esitli MLHI varyantlar ile transfekte etmis ve metile edici ajanlara tolerans ve
direng, MSI, HPRT] geninde mutasyon orani gibi MMR aktivitesinin sonucu olan parametreleri
kullanarak varyantlart degerlendirmislerdir. K618A ile transfeksiyonun hiicrenin fenotipini

diizeltemedigini gozlemlemislerdir (369).

Raevaara ve ark. ekspresyonun normal oldugunu bildirirken Hinrichsen ve ark. K618A
varyantint degerlendirdiklerinde MMR aktivitesinin yeterli oldugunu ancak ekspresyonunda
%80 azalma oldugunu saptamiglardir (257,367). Azalmis ekspresyonun altta yatan nedeninin
protein stabilitesinde azalma oldugunu gézlemlemisler ve K618A’nin yar1 dmriiniin, in vitro
pulse-chase metodu ile 6lgerek normalin ortalama %64’iine kadar azaldigin tespit etmislerdir
(367). Trojan ve ark. da insan hiicre serilerinde yaptiklart deneyde K618T nin patojenik
oldugunu belirlemislerdir ve hatta ekspresyonunun o6l¢iillemeyecek kadar diisiik oldugunu
gozlemlemiglerdir ancak Vogelsang ve ark. maya hiicrelerinde tasarladiklar1 deneyde

K618T nin notral bir varyant oldugunu bildirmiglerdir (258,370).

Daha giincel bir calismada MLH1 varyant proteinleri yapisal stabilizasyon ve
degradasyonlar1 yoniinden arastirilmistir (371). Abildgaard ve ark. varyant proteinlerin yaban
tip proteine gore termodinamik katlanma stabilitelerindeki degisikligi 6l¢gmisler ve pozitif

deger alan varyantlar1 destabilize edici olarak yorumlamislardir ve bu anlamda 1219V de
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K618A da zayif 6lciide pozitif saptanmistir (0.66/0.61). Proteinlerin stabil olarak hazir halde
bulunma oranlar1 farklilik gostermektedir. Bu calismada termodinamik stabilite bozuldukga
fonksiyonel hazir halde bulunan protein fraksiyonunun azaldigi gosterilmistir. 1219V
varyantinda fonksiyonel hazir halde bulunma orani yaban tipten bile fazla iken (%112,5)
K618A varyantinda hafif bir azalma vardir (%80) (371). Bir diger fonksiyonel test olan
dominant mutator effect (DME) 0-3 arasinda proteinin ne kadar fonksiyonel oldugunu
gostermektedir (262,371). 1219V tamamen fonksiyonelken (3) K618A azalmis fonksiyon
gosterir (1). Abildgaard ve ark. da ayni ¢alismada cesitli varyantlarin PMS2’ye baglanma
aktivitesini degerlendirmis ve deneylerindeki diger basamaklarda stabil bir protein varyanti
olmadig1 belirlenen K618A nin PMS2 ile giiglii etkilesim gosterdigini ortaya koymuslardir
(371). Gueneau ve ark. K618A PMS2 ile etkilesim bolgesinin distalinde yer aldigi icin
PMS2’ye baglanmanin bozulmadigini bildirmislerdir; ancak London ve ark. daha giincel olan
caligmalarinda dimerizasyon tinitesinin 502 ile 756 arasinda oldugunu belirtmislerdir

(372,373). Bu durumda K618A etkilesim bdlgesinde bulunmaktadir.

Ekspresyon ve protein fonksiyonunu degerlendiren ¢aligmalarin yaninda K618A’nin
splicing’i etkileyip etkilemedigi de arastirilmistir. Buna gore Auclair ve ark. yaptiklari

calismada K618A varyantinin splicing’i etkilemedigini gostermiglerdir (250).

K618A varyantinda dimerizasyon ve deneylerde 6lgiillen MMR aktivitesi patojenik bir
varyant olmadig1 yoniinde deliller sunsa da hem Perera ve Bapat hem de Abildgaard (372)
K618A varyantiin stabil olmadigini ve yar1 dmriiniin yaban tip MLH]1 proteine gore anlamli
dlciide daha kisa oldugunu bildirmislerdir (371,374). Ornegin Perera ve Bapat’in ¢alismasinda
K618A varyant MLHI1 proteininin yar1 émrii yaban tip MLH1 proteinin yar1 démrii olan 10-10.5

saatten 3-4 saate inmistir (374).

Moreno-Ortiz ve ark., Fearnhead ve ark. ve Castillejo ve ark. K618A nin nétral kabul
edilmesi gerektigini ama yine de yatkinlik varyanti olabilecegi belirtmislerdir (360,375,376).
Medeiros ve ark. da yliksek penetransli bir mutasyon olmadigini ama risk faktorii olarak kabul

edilmesinin uygun olacagini énermislerdir (377).
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7.5. Patojenik Varyantlar

Tarafimizca NOA agisindan olasi patojenik olarak siniflandirilan diger varyant
V326A°dr. Ilgili veriler onkoloji literatiiriinden gelmektedir. Ornegin Curia ve ark. bu varyant
LS hasta serilerinde bir olguda heterozigot olarak tespit etmis ve varyantt kontrol grubunda
saptamamiglardi (316). V326A varyantini tespit ettikleri vakada kolon adenomu mevcuttu ve
immiinohistokimyasal boyamada MLH1 ekspresyon kaybi varken MSH2 pozitifti. MSI’de 4
belirtecten ikisinde instabilite mevcuttu. Bu vakada alelik imbalansi degerlendirdiklerinde 17
katlik bir alelik ekspresyon farki oldugunu tespit etmislerdi (316). Diger yandan Pastrello ve
ark. V326A varyantin1 mikrosatellit stabil timorle iliskili bulmus, cDNA analizinde patoloji
saptamamis ancak bir miktar azalmis alellik imbalans tespit etmis ve benign olarak

siiflandirmistir (341).

Fornasarig ve ark. yayimnlarinda missense degisiklikleri patojenik olarak
degerlendirmediklerini belirtmisler ancak kolorektal kanser vakalarindan birinde ve yine KRK
Oykiisii olan babasinda V326A varyantinin saptandigini bildirmislerdir (378). Ancak ilgili
vakada tlimoriin mikrosatellit stabil olmasi, distal yerlesimli ve kot prognozlu olmasi tipik
MMR defektine uymamaktadir. Genuardi ve ark. 1999 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda bu
varyant1 iki olguda bildirmislerdir. Ayni aileden biri sporadik KRK, digeri ise olas1 LS olan iki
kiside saptanan bu varyantin kendi kriterlerine gore patojenik olmadigi yoniinde goriis

bildirmislerdir (379).

Shimodaria ve ark. bu varyantin fonksiyonel ¢alismasini tasarladiklari deneylerinde
V326A varyantinin yaban tipe yakin fonksiyon gosterdigini kaydetmislerdir; ancak bu
varyantin dominant mutator etkiden bagimsiz olarak MLH1 fonksiyonunu bozabilecegini ya da
etkisinin tespit edilemeyecek kadar az olabilecegini de eklemislerdir (261). Trojan ve ark.
V326A varyantinin ekspresyonun yaban tipe yakin oldugunu ve MMR aktivitesinin de normal
oldugunu bildirmistir (258). Takahashi ve ark. maya hiicrelerinde tasarlanan bir deneyde
dominant mutator etki agisindan V326A’nin ii¢ deneyde de fonksiyonel oldugunu, in vitro
MMR aktivitesinin ise %26,9’a indigini, SIFT skorunun 0 oldugunu ve goreceli

ekspresyonunun %?25-75 arasinda oldugunu bildirmislerdir (262). Ellison ve ark. yine maya
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hiicresinde insan V326A varyantina denk gelen proteinleri mutasyon sikliklarin1 baz alarak
degerlendirmislerdir; 1326V normal maya MLHI1 proteininden farklilik gdstermezken,
1326A’da etkinlik yaban tip ile null varyant arasinda siralanmis ancak yine de null MLH1 den
anlamli dl¢iide daha az mutasyon frekansi saptanmistir. Arastirmacilar bu durumu etkinligi
azalmis polimorfizm olarak degerlendirmislerdir (380). Kondo ve ark. maya iki-hibrid
deneylerinde kodonun evrimsel olarak korunmus bir lokus oldugunu belirtmislerdir. Karboksi
ucunda yer almadigi i¢in PMS2 ile etkilesiminin normal oldugu gozlenmis ancak EXO1 ile
etkilesiminin hafifce azaldig1 (65.3/100) tespit edildiginden, protein etkilesimleri i¢in proteinin
baglanma iinitesinde yer almadan farkli mekanizmalarla etkilesimin bozulabilecegi hipotezini
desteklenebilir (259,381). Ayrica London ve ark.’nmin MLHI1 proteini {izerine yaptiklari
calismaya gore Val326Ala, proteinin ATPaz {initesi icerisinde yer almaktadir (3-336 aa) ve

proteinin bu bdlgesi fonksiyonel anlamda mayoz i¢in 6nemlidir (373,382).

7.6. MLH1 Fonksiyonlarina Yonelik Deneysel Calismalar

MLHI1 gibi ¢cok fonksiyonlu ve ¢ok etkilesimli proteinlerin fonksiyonel ¢calismalarindaki
bazi giicliikler ozellikle K618A ve V326A ile ilgili geligkili sonuglart anlagilir kilabilir.
Deneylerin sonuglarmi degerlendirirken deneylerin hi¢cbirinde MMR kompleksini olusturan
diger proteinlerin; 6rnegin MLH3 veya MRE11, DNA’nin kendisinin veya DNA hasarinin
olmadigini goz oniinde bulundurmak gerekmektedir (349). Bir mutasyon proteinin diger tim
proteinlerle etkilesimini ya da biitiin bilinen fonksiyonlarini etkilemeyebilir. Proteinlerle
etkilesim acisindan, 6rnegin PMS2 ile etkilesim korunmus olabilir; ancak EXO1, MLH3,
MRE11 ve mayozda gorev alan diger proteinlerle etkilesimlerinin hangi kosullarda ne diizeyde
etkilendigi bilinmemektedir. Coklu fonksiyonlar agisindan benzer sekilde V326A varyanti
dominant mutator etki agisindan fonksiyonelken in vitro MMR aktivitesi %26,9’a inmistir; bu
da fonksiyon kaybi oldugunda biitiin parametrelerin etkilenmeyebilecegini gostermektedir.
Kanserle ilgili mekanizmalarda fonksiyon korunurken testiste mayozdaki iglevsellik etkilenmis
olabilir; nitekim testis dokusunda ya da spermde MLH1 varyantlarin1 degerlendiren herhangi
bir fonksiyonel ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle fonksiyonel ¢alismanin hangi dokuda ve
hiicre tipinde yapildigi da &nemlidir. Ornegin rs1800734 igin promoter aktivitesini
degerlendirdikleri ¢aligmada Perrera ve ark. A aleli oldugunda kolon kanseri hiicrelerinde 5

kat (HCT116), malign olmayan kolon hiicresinde (CCD-841-CoTr) ise yaklasik 18 katlik
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(17.73) aktivite kayb1 tespit etmiglerdir (278). Tiir farklili§1 da dnemlidir. Maya hiicrelerinde
mutasyon frekansinin calisilmasi 6rneginde oldugu gibi, proteinin fonksiyonlarina ait tek bir
parametre baska bir canli tiirlinde c¢alisildiginda ¢esitli sorunlarla karsilasilabilir. Yaban tip
amino asit maya amino asidinin fonksiyonel olarak yerini alamayabilir ya da kritik bolgelerde
insan ile maya arasinda homoloji ¢ok az olabilir ve karsilik gelen maya kodonu
degerlendirilemeyebilir (380). MLHI ile ilgili fonksiyonel ¢alismalarin ¢ogu in vitro MMR
aktivitesi, protein etkilesimi, ekspresyon, protein stabilitesi gibi kisimlara odaklanmis ve
patojenite bu parametrelere gore degerlendirilmistir. Nitekim tiim caligmalar bir arada
degerlendirildiginde, K618A’ nin ekspresyonunda azalma ve PMS2’ye baglanma ozellikleri
acisindan sonuglar celiskilidir; ancak stabil bir varyant olmadig1 ve yar1 dmriiniin azaldigt
arastirmalar arasinda tutarlilik gostermektedir. Son bilgilere gore de PMS2 baglanma

bolgesinde yer almaktadir.

Bugiine kadar yapilmis olan tiim fonksiyonel ¢aligmalar fikir verici de olsa, NOA
acisindan bu varyantlarin degerlendirilebilmesi i¢in mayoz, sperm matiirasyonu goz oniinde
bulundurularak fonksiyonel deneylerin tasarlanmasi gerekmektedir. Hem K618A hem de
V326A acisindan fonksiyonel ¢alismalarin degerlendirilmesindeki 6nemli bir eksiklik varyant
proteinin ATPaz aktivitesi ile ATP ve DNA’y1 baglama kapasitesinin degerlendirilmemis
olmasidir. Nitekim Avdievich ve ark. ATP baglama bolgesinin ve ATPaz aktivitesinin farelerde
fertilite icin Onemli oldugu belirtmis; Hoffmann ve ark. ATP ve DNA’y1 baglama
fonksiyonunun mayozdaki crossing-over i¢in esansiyel oldugunu ortaya koymustur (382,383).
Bu anlamda her iki varyanta yonelik fonksiyonel ¢alismalar mayozdaki fonksiyonlarini gercege
en yakin sekilde degerlendirmek agisindan yetersizdir ve bu eksikligin canli, doku, hiicre tipi
g6z onilinde bulundurularak mayozla iliskili proteinlerle etkilesimi, ATPaz aktivitesinin yani
sira ATP ve DNA baglama kapasitelerini degerlendirecek fonksiyonel ¢aligmalarla giderilmesi
gerekir. Kodlayic1 varyantlar, promoter ve 3’UTR varyantlar1 basta olmak iizere saptanan
varyantlarin fonksiyonel etkilerinin testis dokusu ve germ hiicresi 6zelinde ve mayozda MLH]1
proteininin etkilesim gosterdigi proteinler goz oniinde bulundurularak tasarlanan fonksiyonel

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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7.7. Epidemiyolojik Caliymalar

Varyantlarin patojenitesi acisindan Onemli olan epidemiyolojik c¢aligmalar kanser
fenotipi lizerinden yapilmistir. Kanser fenotipinde risk saptanmamasi NOA i¢in riskli olmadigi
anlamma gelmeyebilir, nitekim kanser i¢in hazirlanan vaka-kontrol ¢aligsmalarinda olgularin
fertilite durumu belirtilmemistir. Benzer sekilde ClinVar kanser fenotipi lizerinden siniflama
yapmaktadir ve bu ¢aligma acisindan varyantlarin NOA fenotipiyle iliskisini degerlendirirken
bu smiflamay1 kullanmak ¢ok uygun olmayabilir. Bu yiizden farkli etnik kdkende ve daha
biiyiik kohortlarda vaka-kontrol ¢alismalarinin yapilip bu varyantlarin etkilerinin teyit edilmesi

ve etkilerinin netlesmesi 6nem tagimaktadir.

7.9. Cahsmamin Kisithhiklari

Bu c¢alismanin bazi kisithiliklart vardir. Bunlardan biri varyantlarin etkilerini
degerlendirecek bir deney tasariminin tez kapsaminda olmamasidir. Bir digeri MLHI geninin
mutasyon yelpazesi icerisinde bulunan delesyon/duplikasyon ve promoter hipermetilasyonu bu
calismada degerlendirilmemistir. Kohortun pandemi kosullari ve maddi nedenlerle kiiciik
olmasimin yaninda, etnik olarak karsilastirilabilecek yayimlanmamis dis laboratuvar ekzom
verisi olmasina ragmen bu veri tabani ideal bir kontrol grubu olmaktan uzaktir ve ¢alismanin
giiclinii azaltmaktadir. Ideal bir kontrol grubu olmamasinin sebepleri cesitli tibbi
endikasyonlarla ekzom analizi yapilan ve fertilitesi bilinmeyen her iki cinsiyete ait bireylere ait
veriler olmasidir. Her ne kadar endikasyonun infertilite ya da kanser olmadig1 bilinse de spesifik
endikasyon, kanitlanmis fertilite ve aile Oykiisii barindirmamaktadir. Caligma sonuglariin bu

kisithiliklar esliginde degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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SONUC ve ONERILER

Arastirmamizda matiirasyon arrestine baglt NOA fenotipi icin risk olusturabilecek ya
da yatkinlik yaratacak iki kodlayici varyant bulunmustur. V326 A ve K618A olan bu varyantlar
disinda 6nemi bilinmeyen bazi varyantlar literatiirde ilk kez ortaya konmustur. Ek olarak,
benign veya olast benign olarak siniflandirilmakla birlikte, bir promoter varyanti olan
rs1800734 ve iki 3’UTR varyant1 kompleks hastalik patofizyolojisi ile uyumlu olarak NOA’ya
yatkinlik yaratan varyantlar olabilirler. Bu varyantlart NOA’nin monogenik nedenleri olarak
ongdrmek gercekei olmayacaktir; ancak kisisellestirilmis tip kapsaminda yatkinlik faktorleri
olarak degerlendirilebilirler. Bu yatkinlik faktorlerinin MLHI varyantlar1 olmasinin 6nemi,
erkek genel saglik durumunun gostergesi olarak kabul edilen erkek infertilitesiyle kanser

arasinda baglant1 kurmasinda yatmaktadir.

Bu calismanin sonuglarinin hastalarin klinik degerlendirmesine ve genetik danigmanligina
etkisinin yansiyabilmesi i¢in farkli tasarida ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢aligmalar

arasinda;

\V  Etnik olarak uyumlu, fertil oldugu bilinen ideal bir kontrol grubuyla daha ¢ok sayida
olgunun yer aldig1 bir vaka-kontrol ¢alismasi,

V' Farkli etnik gruplarda vaka-kontrol calismalarinin tasarlanmast,

vV K618A velveya V326A varyanti tasiyan c¢ok sayida olgu igeren bir kohortun
olusturulmas: ve varyantlar1 igermeyen NOA olgulariyla kiyaslanarak varyantlarin
klinik 6zelliklerinin ve farklarinin belirlenmesi; olasi prognostik degerlerinin ortaya
konmasi,

V' Cok sayida fonksiyona sahip bir protein olan MLH1’in 6zellikle mayoz ile iliskili
fonksiyonlarimin degerlendirildigi fonksiyonel ¢alismalarin tasarlanmas;

o Insan testis dokusu veya spermatosit diizeyinde cesitli fonksiyonlarinmn
degerlendirilmesi
= Diger major mayoz proteinleriyle etkilesimi
= Proteinin ATPaz aktivitesi

= Proteininin DNA baglama kapasitesi
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gibi deneyler yer almaktadir. Bu ¢alismalar infertilite ile kanser arasindaki iliskinin netlesmesi,
infertilite nedeniyle basvuran erkeklerin klinik olarak degerlendirilmesinde 6zellikle Lynch
sendromu spektrumunda olan kanserlere kars1 daha duyarli ve dikkatli olunmasiyla birlikte

tarama ve erken tani olanagi yaratmasi bakimindan degerli olacaktir.
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EK-1 ACMG SINIFLANDIRMASI OZET (226)

A. VARYANTIN PATOJENITE KRiTERLERI

1. Patojenite Icin Cok Giiclii Kamt

PVS1: Fonksiyon kaybinin ilgili hastaligin bilinen bir mekanizmasi oldugu bir gende null
varyant olmasi
o Null varyantlar:
= Nonsense varyant,
= (Cergeve kaymasi varyanti,
= Kanonikal splice bdlgesinin +/-1 veya 2 niikleotid yerlesiminde olan
varyant,
= Baslangi¢c kodonunu etkileyen/baglangic kayb1 varyanti,
= Tek veya ¢oklu ekzon delesyonu
o Bu kriteri uygularken dikkat edilmesi gerekenler:
» Genin hastaliga yol agma mekanizmasi fonksiyon kayb1 mekanizmasi ile
degilse,
= Genin en u¢ 3’ucunda yer alan bir varyantsa,
= FEkzon atlamaya (skipping) yol a¢tig1 6n goriilen bir splice varyanti1 olup
kalan proteinin biitiinliigii bozulmuyorsa,

= (Cok sayida transkript varsa

2. Patojenite I¢in Giiclii Kamt

e PS1: Niikleotid degisikliginden bagimsiz olarak, daha onceden bilinen bir patojen
varyantla ayni amino asit degisikligine yol agan varyant.

o Dikkat edilmesi gereken nokta; bilinen patojenik varyantin amino asit
degisikligi ile degil, splicing’i etkileyerek fonksiyonu etkileyen bir varyant olup
olmadigidir.

e PS2: Anne ve babanin biyolojik ebeveynler oldugunun kanitlandigi durumda de novo
varyant olmasi ve aile dykiisiiniin olmamasi.

o Paternitenin teyit edilmesi yeterli degildir. Oosit donasyonu, embriyo
transferinde hata, vb. nedenlerle maternite olmayabilir.
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PS3: lyi yapilandirilmis in vitro veya in vivo fonksiyonel ¢alismalarin varyantin gen
veya gen lirlinii iizerinde hasar verici etkisi oldugunu desteklemesi
o En “iyi yapilandirilmis” ¢alisma, dogrulanmis ve klinik tanisal laboratuvar
kosullarinda tekrarlanabilir ve etkili oldugu gosterilmis fonksiyonel calismadir.
PS4: Varyantin etkilenmis bireylerdeki prevalansinin kontrollerdeki prevalansa gore
anlamli 6l¢iide yiiksek olmasi
o Varyantin ¢ok nadir bir varyant olup vaka-kontrol ¢aligmalarinda istatistiksel
anlamliliga ulasamadigr durumlarda; varyantin Onceden ¢ok sayida ayni
fenotipte, birbirinden bagimsiz bireylerde gozlemlenmis olmasi ve kontrollerde

olmamasi orta diizey kanit olarak kullanilabilir.

. Patojenite I¢in Orta Diizey Kamt

PM1: Varyantin mutasyonel sicak noktada ve/veya benign varyasyon icermeyen iyi
bilinen fonksiyonel bir iinitede (domain) (6rnegin enzimin aktif bolgesi) yer almasi
PM2: Varyantin Exome Sequencing Project, 1000 Genomes veya ExAC popiilasyon
veri tabanlarindaki kontrollerde olmamasi (ya da resesif kalitim paterni ise oldukga
diisiik frekansta olmast)

o Indel varyantlar igin popiilasyon verisi giivenilir olmayabilir
PM3: Resesif hastaliklar i¢in varyantin patojenik bir varyant ile frans konumunda
olmasi
PM4: Tekrar dizisi bolgesinde olmayan ve protein uzunlugunda degisiklige yol agan
cerceve ici delesyon/insersiyon varyantlari veya stop kaybi varyantlari
PMS: Daha 6nceden farkli bir missense degisikligin patojenik oldugu bilinen bir amino
asit rezidiisiinde yeni bir missense degisiklik.

o Amino asit/protein diizeyinde missense varyant olarak etki gdstermeyen

patojenik varyantlarda dikkatli olunmali

PM6: Varyantin paternite ve maternite belirlenmeden de novo oldugu varsayilmasi

. Patojenite I¢in Destekleyici Kanit

PP1: Varyantin hastalik yaptig1 kesin olarak bilinen bir gende ¢ok sayida etkilenmis

aile bireyinde segrege olmasi
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e PP2: Varyantin diisiik oranda benign missense varyant iceren bir gende olmasi ve
missense varyantlarin hastaligin sik bir mekanizmasi olmasi

e PP3: Cok sayida bilgisayimsal kanitin varyantin gen veya gen {irlinii izerinde zararl
bir etkisi oldugunu desteklemesi (evrimsel korunmusluk, splicing etkisi, vb.)

e PP4: Hastanin fenotipinin veya aile Oykiisiiniin tek bir genetik etiyolojisi olan bir
hastalik i¢in oldukga spesifik olmasi

e PP5: Varyantin saygin kaynaklar tarafindan patojenik olarak rapor edilmesi; ancak

kanitin bagimsiz degerlendirme yapmak i¢in laboratuvar i¢in kullanilabilir olmamasi

B. VARYANTIN BENIiGN OLMA KRIiTERLERI

1. Benign Etki Icin Tek Basina Yeterli Kanit

BA1: Varyantin allel frekansinin Exome Sequencing Project, 1000 Genomes veya ExXAC

popiilasyon veritabanlarinda %5’in iizerinde olmasi

2. Benign Etki Icin Giiclii Kamt

e BSI1: Varyantin allel frekansinin o hastalik i¢in beklenenden yiiksek olmasi

e BS2: Varyantin, erken yasta tam penetrans gostermesi beklenen, resesif (homozigot),
dominant (heterozigot) veya X’e bagli (hemizigot) hastalik agisindan saglikli erigkin
bireyde goriilmesi.

e BS3: lyi yapilandirilms in vitro veya in vivo fonksiyonel galigmalarin varyantin
protein fonksiyonu veya splicing {izerinde hasar verici etkisinin olmadigini
desteklemesi

e BS4: Varyantin bir ailenin etkilenmis bireylerinde segrege olmamasi

o Sik goriilen fenotipler i¢in (kanser, epilepsi, vb.) fenokopilerin varlig
etkilenmis bireyler arasinda segregasyon yoklugunu taklit edebilir. Ayrica
goriinlirde segregasyon olmamasini karmasiklastiracak sekilde, ailelerde
otozomal dominant hastaliga katkida bulunan birden fazla patojenik varyant

olabilir.
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. Benign Etki I¢cin Destekleyici Kamt

BP1: Varyantin, hastalik mekanizmasinin temel olarak “truncating” varyantlarla oldugu
bir gende missense varyant olmasi

BP2: Varyantin tam penetrans gosteren dominant bir gen/hastalik i¢in patojenik bir
varyantla frans konumunda olmasi; veya herhangi bir kalitim paterninde patojenik bir
varyant ile cis konumunda yer almasi.

BP3: Bilinen bir fonksiyonu olmayan bir tekrar bdlgesinde yer alan cergeve ici
delesyon/insersiyon varyantlari

BP4: Cok sayida bilgisayimsal kanitin varyantin gen veya gen iiriinii iizerinde bir etkisi
olmadigini géstermesi (evrimsel korunmusluk, splicing etkisi, vb.)

o Pek ¢ok in silico algoritma, ongoriilerinde ayni veya oldukc¢a benzer girdi
kullandiklar1 i¢in her algoritma tek bir bagimsiz kriter olarak sayilamaz. BP4 bir
varyantin herhangi bir degerlendirmesinde yalnizca bir kez kullanilabilir.

BP5: Varyantin, alternatif bir molekiiler mekanizmasi olan bir hastaliga sahip bir
vakada tespit edilmesi

BP6: Varyantin saygin kaynaklar tarafindan benign olarak rapor edilmesi; ancak kanitin
bagimsiz degerlendirme yapmak i¢in laboratuvar i¢in kullanilabilir olmamasi

BP7: Varyantin sinonim (sessiz) bir varyant olup splicing’i éngoéren algoritmalarda
splice konsensus dizisi iizerinde etkisinin olmadiginin veya yeni bir splice bolgesi
yaratmadigmin gosterilmesi VE niikleotidin evrimsel korunmuslugunun oldukca

yiiksek olmamasi.

. SINIFLAMA

Patojenik Olasi Patojenik Benign Olas1 Benign
PVSI ve PVSI ve 1 orta Tek basina BA1 1 giiglii kriter (BS1-
asagidakilerden kriterin (PM1-6) ile 4) ve 1 destekleyici
birisi: birlikte olmasi kriterin bir arada

olmasi (BP1-7)
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e 1 velizerinde
giiclii (PS1-
4)
e 2 ve lizerinde
orta (PM1-6)
birlikte
e | orta (PMI1-
6)ve l
destekleyici
(PP1-5)

2 ve lizerinde

destekleyici
(PP1-5)

2 ve lizerinde giiclii

(PS1-4)

1 giiglii kriter (PS1-
4) ve 1-2 orta
kriterin (PM1-6) bir

arada olmasi

2 ve lizerinde giiclii
kriterin (BS1-4)

olmasi

2 ve lizerinde
destekleyici kriter
(BP1-7) olmast

1 giiclii (PS1-4) ve
asagidakilerden
birisi:
e 3 ve lizerinde
orta (PM1-6)
kriter ile
birlikte
e 2 orta (PMI1-
6) kriter ve 2
ve lizerinde
destekleyici
kriter (PP1-5)
ile birlikte
e | orta (PMI1-
6) kriter ve 4

1 gliclii kriter (PS1-

4) ile 2 ve lizerinde

destekleyici kriterin
(PP1-5) bir arada

olmasi
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ve lizerinde
destekleyici
kriter (PP1-5)
ile birlikte

3 ve lizerinde orta
kriter (PM1-6)

olmasi

2 orta kriter (PM1-6)
ile 2 ve iizerinde
destekleyici kriterin
(PP1-5) bir arada

olmasi

1 orta kriter (PM1-6)
ile 4 ve lizerinde
destekleyici kriterin
(PP1-5) bir arada

olmasi
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