EZGIi GiZEM BERKAY ISTANBUL UNIVERSITESI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZi ISTANBUL-2020



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI)

TEKRARLAYAN GEBELIK KAYIPLARI OLAN
CIFTLERDE ILISKILI TEK GEN MUTASYONLARININ
ARASTIRILMASI

EZGIi GiZEM BERKAY

DANISMAN
PROF. DR. SEHER BASARAN

GENETIK ANABILIiM DALI
GENETIiK PROGRAMI

ISTANBUL-2020




BEYAN

Bu tez galismasimin kendi galigmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dist davramgimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez galiymasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklan da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢aligilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarin ihlal edici

bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

/
/. '
EZGI GIZEM BERKAY




ITHAF

Antik caglardan giiniimiize bebegini kaybetmis tiim kadinlara...

Tellus, Remus ve Romulus’u biiyiitiirken. M.O. 13, Roma, italya.



TESEKKUR

Bilgisine ve tecriibesine hayran oldugum, arastirmaciligi destekleyen ve yol

gosteren, tez danismanim Prof. Dr. Seher Basaran’a,

Zehra Oya Uyguner’e,
Doktora egitimimde desteklerini esirgemeyen Prof. Dr. Beyhan Tiiysiiz’e,
Bilgi ve galismalariyla katki sunan Prof. Dr. Birsen Karaman’a,
Meslektasim, ablam ve kiymetli dostum Dog. Dr. Asuman Gedikbasi’na,

Yeni nesil dizileme analizlerimde yol gosteren Dr. Giiven Toksoy’a ve

destegini, bilgisini ve engin sakalarin1 paylasan Dr. Cagr1 Giileg’e,

Calisma grubumuzun olusturulmast ve olgu degerlendirilmesi asamasinda

yardimlarini esirgemeyen Uzm. Dr. Tugba Kalayc1’ya,

Islak laboratuvar islerinde bilgi ve tecriibelerinden ¢ok sey ogrendigim Alev

Yalin’a ve olgularimizla ilgilenmekten ¢ekinmeyen dostum Nuray Kirmiz1’ya,

Degerli caligma arkadaslarim Hamdi Kale, Emel Ozvardar, Ebru Pektas, Volkan
Karaman, Havva Oztiirk ve Zuhal Kaplan olmak iizere tiim Tibbi Genetik poliklinik ve

laboratuvar ¢alisanlarina,

Dostlugu, paylasimi, birlikte miicadeleyi 6greten Hasir Sapka Korsanlari ve
yaraticisi Eichiro Oda’ya; bilgi kaynagim koca yiirekli kanal Viasat History’e,

Her daim yanimda olan yol arkadasim Can Veysel Soroglu’na ve akademik
hayatin sadece emir komuta zinciri olmadigini, bir hocanin ayn1 zamanda dost ve abla

da olabilecegini gosteren Prof. Dr. Burgak Vural’a,

Beni biiyiiten, durmadan okuyan ve arastiran biri olmami saglayan Fatma ve

Erding Berkay’a,

Insanin en iyi dostunun birlikte yasadig1 hayvanlar oldugunu gosteren Metigoshe,
Naruto ve Regel’e tesekkiir ederim.

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-31561 ve TSA-2018-32135



ICINDEKILER
BEY AN ..ottt ettt e b bt ne b e II
ITH AT et e e e s e e e e e ea b b e e e e st r e e e e e e nres I
TESEKKUR ..ottt ettt et n sttt sae et s s an s et s s nneens iv
ICINDEKILER ......oouititiiiicctcie ettt ste et ese sttt n sttt en et en st ss s e \Y/
TABLOLAR LISTESI....cuiuititititititctctetetcteeetetetetetete ettt ssers s st sessss et sssssesesns IX
SEKILLER LISTESI ...ouviiiiiieeeeeeeeee e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s XVii
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....oooviiviiiieicsee e, XIX
(0 /20 SRR PTPER PP XXII
ABSTRACT ..ttt sttt e et sttt XXiii
1. GIRIS VE AMAC ...ttt an s 1
2. GENEL BILGILER .....ocvuiviiiiiieiciisieisie ettt 3
2.1. Erkek UTeme SISEIM ....cvcvivivivieieieieieceeeeecececesseeee e 3
2.2. Disi UTeme SISt ...cvcvivevivirieieeeeeieeeeeeeesseeeeessesesssseeessssessssessssssssssssssssssssssssssesesssssees 3
2.2.1. MenStriie] DONEI.......ueeiueiiiieiiiiiie et 5
2.2.2. GEbEliZin OIUSUMU ...c.vviiiiiieiiiiieii et 8
2.2.3. Uterin Bezler Ve GebheliK........coov i 12
2.2.4. Gebelik ENdOKIINOIOJISE ...c.veivieiiciccieece e 13
2.2.5. PIASEINTA ....o.veiviiieeiieieie ettt bttt 14
2.2.6. Gebelik ve Normal Immiin FONKSIYON............ccccoeveveriiiirirereiiieerese s 16
2.3. Gebelik KaYIPIari......cocoiiiiiiiiiciece e 19
2.4. Tekrarlayan Gebelik Kay1plart ........cccooiiiiiiiiiie e 21
2.4.1. IMMUN NEAENIET ..o 23
2.4.1.1. Antifosfolipid Sendromu (APS).......cooveiiiiieeceee e 24
2.4.2. ENAOKIIN NEAENIET ..ot 25
2.4.3. ANAtOMIK NEAENIET ......ovieie e 26
2.4.4. GeNetiKk NEAENIEK .......eiieie e e s 27
2.4.4.1. Kromozom ANOMAIENT ......coiiiiiiieiieece e 27
2.4.4.2. Bilinen Tek Gen DefeKtleri........cccoviieiiiiiiieece e 29
2.4.5. ENTEKSIYONIA ....ociiiiiice s 31

2.4.6. Cevresel ve Bireysel FaKtOrler..........ccovviviiiiiiiiiiici e, 31



Vi

2.4.7. EFKEK FaKIOTT.....c.vcviiviieiiiiiicici e 32
2.4.8. Tekrarlayan Gebelik Kayiplar1 I¢in Hazirlanmis Uluslararast Kilavuzlarm
Karstlagtiriimast .........eeoiiiiiiiie s 34
2.5. Sebebi Aciklanamayan Tekrarlayan Gebelik Kayiplariin Etiyolojisini
Aciklamaya Yonelik Giincel HIpotezIer..........ccoveiiiiiiiiiiiiiiicsceccs e 36
2.5.1. implantasyon Kontrol Noktast HIPOteZi ...........cccueveverircverieerercressseseseceenanen, 36
2.5.2. Implantasyon KUSUITATT...........covvreiriieieeceeesesesss s 37
2.5.3. Endometrial KOK HUCTE ......oocvviiiiiiiiiiiceeeee s 38
2.5.4. mikroRNA ve Embriyo-Endometriyum Iletisim A1 ........cccoocvviereriirerenennn. 39
2.5.5. Maternal Mitokondriyal DNA Varyantlart ..........c.cccovviiiieniniinienic e 40
2.5.6. Disi EMDBriyo HIPOteZI ...ccouviiiiiiiiiiiieiiieee e 41
2.5.7. LINE-1 Retrotranspozon HIPOTEZi..........cccoveviiieieeie e 42
2.6. TGK Etiyolojisinin Aydinlatilmasinda Molekiiler Analizlerin Etkileri ................ 43

2.7. TGK Etiyolojisinin Aydinlatilmasinda YND Teknolojisi ile Yapilan Calismalar 45

2.8. Infertilite Etiyolojisinin Arastirilmasinda YND Teknolojisinin Kullanimi ve

ERKIIEIT ... s 49
2.9. Tibbi Genetik Alaninda Kullanilan Laboratuvar Yontemleri..........coccoocveiienneene 52
2.9.1. Sitogenetik YONtEMICT .......coccveiiiiiiiiiiiii i 52
2.9.2. Molekiiler Genetik YONtEMIET ........cccvviiiiiiiiiiiiiie e 53
2.9.2.1. Yeni NeSil DIZIEME .......ccovoiiiiiieiiceen e 54
3. GEREC VE YONTEM .....cocoiiieieieteeteee e e et ettt ettt 58
3.1. Calisma Grubunun OIUuStUIrTIMAST........ueeiiiiiiiiieiiie e 58
3.2. Klinik Degerlendirmeler ............cooiiiiiiiiiiiiiiicc e 59
3.3, Kromozom ANGHZIEIT ........covoiiie e 59
3.4. Molekiiler Caltlgmalar...........cocoviiiiiiiiiiieiie e 60
3.4.1. DNA lzolasyonu ve Kalitesinin Degerlendirilmesi .............coocvvvveverirerrnennnn. 60
3.4.2. Islak Laboratuvar CaliSmalari...........cccceviuveiiiieiiiee e ee e 61
3.5. Varyantlarin Biyoinformatik Analizi..........ccccoviiiiiiniiiiiiceeee e 62
3.5.1. Varyantlarin Patojenitesinin Belirlenmesi ............cccocveviiiiiiniciicnince 63
3.6. Primerlerin Tasarlanmast..........ccccueiiiiiiiiiiiiic e 68

3.7. Ekzonik Bolgelerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile Cogaltilmast

VE SaflagtIrIIMaST..cciiiiiiiii et 69

3.8. Sanger Dizi Analizi ile Varyantin Incelenmesi ve Biyoinformatik Analizi .......... 70



vii

3.8.1. Dizi PZR CalISMASI...ccuviiiiiiiiiiiiieiii ettt 70
3.8.2. Kapiller EIEKLrofOrez...........cooiiiiiiiiisee e 71
3.8.3. Dizileme Sonuclarinin Degerlendirilmesi ve Biyoinformatik Analizi ............. 72
4. BULGULAR ...ttt ettt bttt b e nne s 73
4.1. Gebelik Oykiisiine Gore Olusturulan Olgu Gruplart ............cceeveuerrieereriererenennn. 73
4.2. Sitogenetik analiz SONUGIATT ........c.coviiiiiiiiiii e 74
4.3. Molekiiler Analiz SONUGIATT..........ccoiiiiiiii i 77
4.3.1. TED Analiz Sonuglar1 ve Olgu Sunumlart .........ccccooeveriiiiiiiinnniie e 77
0t I O o [ I USSR 77
O 0t 2 © ] o [ SRR 79
4.3.1.3. 000U 3t n e 81
A.3.L4. OQU Aottt 82
0t ST O ] o [ SRS 84
0t I ST O o [ SR 86
A.3.L7. OlQU 7 ettt 87
4.3.1.8. OlU Bt 89
0t R TR O ] o [ I SRS 90
0 0t 1 0 R [ 11 OSSR 92
A.3.L10. OlgU L1ttt bbbt 94
A.3.1.12. OlQU L2ttt 96
4.3.1.13. OlQU L3ttt 98
A.3.1.14. OlQU L4 ...ttt nne s 100
A.3.1.15. OlgU 15 . ittt nres 102
4.3.1.16. OlQU LB....eciieeieieie ettt sttt 104
B0 0 I @ ] [ 1 I TP UR PSP 107
4.3.1.18. OlgU 18-ttt sttt nnes 109
4.3.1.19. OlgU 19ttt nne s 110
4.3.1.20. OlgU 20.....ceiiiieiiie ettt nreas 112
A.3.1.21. OlgU 2L et nre s 114
4.3.1.22. OlQU 22ttt ettt ettt naennes 116
4.3.1.23. OlQU 23ttt et re et naennes 118
A.3.1.24. OlQU 24 ...ttt 121

4.3.1.25. OlQU 25, 122



4.3.1.26. OlQU 26.......einiiiieeieeeteee e 124
B.3.1.27. OlQU 27 ..ot 126
4.3.1.28. OlgU 28......oiiieiciieee e 128
4.3.1.29. OlQU 29 130
4.3.1.30. OlgU 30ttt 132
4.3.1.31. OlgU 3L 134
4.3.1.32. OlgU 32 136
4.3.1.33. OlgU 33 137
4.3.1.34. OlgU 3. 139
4.3.1.35. OlgU 35, 141
4.4. Saptanan Varyantlarin Yolaklarina Gore Siniflandirilmast........ccooveeiiiiinnnnne, 143
5. TARTISMA ..ot 147
5.1. Sitogenetik Analiz SONUGIATT ........ocveiiiiiiiici e 148
5.2. Molekiiler Analiz SONUGIATT........c.coviiiiiiiiiiiiciie e 150
5.2.1. Metabolik Yolaklarda Gorevli Genler ............cccooviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 151
5.2.2. Implantasyonda EtKin GENIET.............ccoovviviveieeeieeceeeeeeeeeeee e 156
5.2.3. Plasentasyon, Anjiyogenez ve Koagiilasyonda Etkin Genler ..............c.......... 158
5.2.4. Embriyogenezde EtKIN GENIer..........cccooiiiiiiiiiiicieeeees e 162
5.2.5. Epigenetik Mekanizma ile Diizenlenen Genler .............cccoeviviiicniiiiiiennnnn, 167
5.2.6. Immiin Regiilasyonda Etkin GEnler.............ccoevivevriiveiiinererceesieesesseeneenas 168
5.2.7. Hiicre Boliinmesi / Dongiistinde Etkin Genler..........c.occooeiiiiiiiciiiiiiene, 169
5.2.8. DNA Hasart Tamir YOlagl........cooiiiriiiiiiiiesei e 173
5.2.9. Siliyopatilerle iligkili enler...........cccviieiiiiiiiiiiire e 176
5.2.10. Polikistik Over Sendromu ile iliskili Genler...........cocvovvvrrircieereereeeenens 181
5.2.11. Oosit olgunlasma Defekti ile Iliskili Genler ...........cocovvvevrrererereecceererereene, 181
5.2.12. Prematiir Over Yetmezligi ile iliskili Genler............cccocovievereriirecrererennnnne, 183
KAYNAKLAR ..o bbbttt bttt 188
FORMULAR ..ottt bbbt 242
ETIK KURUL KARARI .....coooiiiiiiiiiiiiiiscs e 247
INTIHAL RAPORU ILK SAYFASL.....cociiiiviieriiiiieieteie e 249

OZGECMIS oo ees e s e ee s e s ee s ee s ees s ees e ee s eeeees 250



TABLOLAR LISTESI

Tablo 2-1: Gebelik kayiplarinda kullanilan terminoloji (Silver (84)’dan degistirilerek)19
Tablo 2-2: Saptanabilen tekrarlayan gebelik kayiplarinda etiyolojik faktorler (Kolte

(90)’den deGISLITIIETEK) ...ccveeviiieiieie ettt 21
Tablo 2-3: Gebelik kaybi riskini arttiran kontrol edilemeyen faktorler...........c.cccovneee. 33
Tablo 2-4: Gebelik kaybi riskini azaltan kontrol edilemeyen faktorler..............cccoeueee. 33
Tablo 2-5: Gebelik kaybi riskini arttiran kontrol edilebilen faktorler .............ccoevienee. 33
Tablo 2-6: Gebelik kaybi riskini azaltan kontrol edilebilen faktorler ...........cc.ccceeveunne. 33
Tablo 2-7: Gebelik kaybi riskini etkilemedigi diistiniilen faktorler..........ccoovvvivivennnne. 34
Tablo 2-8: Tekrarlayan gebelik kayiplari igin hazirlanmis uluslararasit kilavuzlarin
karsilagtirilmasi (Youssef (158)’ten degistirilerek) .........oevvvrvirieiiniiiieiicceeeee 34
Tablo 2-9: Tekrarlayan gebelik kayiplarinda tanida kullanilan testler ve tedavi
yaklagimlar1 (Youssef (158)’ten derlenerek) ..........ccovevveeieeiiiiiieiii e 36
Tablo 2-10: implantasyon kusuruna yol a¢t181 bilinen nedenler ve mekanizmalar1 (Koot
(164)tan deGIStITIIETEK) .....eeviiieiieeiie e 38
Tablo 2-11: Implantasyonda etkin miRNA’lar (Revel (180)’den degistirilerek)........... 40

Tablo 2-12: TGK olgularina ait spontan abortus dokusunda saptanan miRNA'lar ve
iligkili yolaklar (Sober (181) ve Wang (182)’dan degistirilerek) ..........ccovvveriiiiiennns 40
Tablo 2-13: Sanger dizileme teknigi kullanarak TGK etiyolojisi ile iligkilendirilmeye
calisilmis genler ve saptanan varyantlar ... 43
Tablo 2-14: Farkli molekiiler teknikler kullanarak TGK etiyolojisi ile iliskilendirilmeye
caligilmig genler ve polimorfiZMIEIT ........cooviiiiiiiii e 44

Tablo 2-15: TGK etiyolojisini agiklamaya YND teknikleri ile saptanmis yonelik aday

[0 1=]0] 1] ST PP PRUPRP 47
Tablo 2-16: YND teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda saptanan erkek faktorii ile
iligkili genler ve fenotipik bulgular1 (Patel (213)’den degistirilerek) ..........ccccovvvirnnnnnns 49
Tablo 2-17: YND ile saptanan POY, ovaryan disgenezi, OOMD ve PKOS ile
iligkilendirilmis genler, fenotipik bulgular: ve gorevleri..........cccoiiriiiiiiiiciiiiieeins 50
Tablo 2-18: YND teknolojisi terminolojiSi........cccueivviiiieiiiiiii i 55
Tablo 2-19: Tiim ekzom dizileme 1S1em aKIS1 .......cccveiiiiiiiiiieiie e 56

Tablo 2-20: Ekzom dizileme ile elde edilen veri dosyast tirleri .........cocovvrvrvrinnennn 56



Tablo 2-21: Tanisal amagh kullanilan dizileme tekniklerinin karsilagtirilmast (Green
(255)°den deGiStITIIErek) ......eeiuieiiiii e 56
Tablo 3-1: Olgulardan, eslerden veya aile iiyelerinden elde edilen DNA
KONSANTTASYONIATIT ...vviiiiiie ittt be e nnes 60

Tablo 3-2: Varyantlarin fenotipe olasi etkileri agisindan siniflandirilmast — Sue

(259)’den deGiStirIlerek. ... ....oiuieiiiiii e 63
Tablo 3-3: insan ve model organizma ¢alismalar1 veri tabanlart...........c.cocoeveveveverennnnne, 66
Tablo 3-4: Populasyonlara ve hastaliklara 6zgii veri tabanlart.............ccccccovvviveieinennn, 66
Tablo 3-5: Tez kapsaminda kullanilan in siliko varyant tahmin araci veri tabanlari ..... 67
Tablo 3-6: PIIMET HSTESH ..o 68
Tablo 3-7: PZR c¢aligmasi i¢in kullanilan malzemeler ve final konsantrasyonlari ......... 69
Tablo 3-8: PZR ¢alisma KOSUIIAIT .....cveciviiiiieiiicciec ettt ve e s e b 70
Tablo 3-9: Dizi PZR c¢aligsmasi i¢in kullanilan malzemeler...........ccoocovvvereiiinnienneninnnn, 70
Tablo 3-10: Dizi PZR galisma protoKOIl. ........c.eciveieiieiieiesieseesie s sieesee e enie e 71
Tablo 3-11: Kapiller elektroforez yiiriitme Kosullart.........c.ccoovvvvvereniienininiiieens 71
Tablo 4-1: Olgularin gebelik 6ykiisiine gore gruplara dagilimi ve gruplardaki akrabalik
o) ;101 E:1 o TP U TR OPRUPROPRUROT 73
Tablo 4-2: TGK olgu grubunda (n= 650 olgu) kromozom analiz sonuglari................... 74
Tablo 4-3: KOO olgu grubunda (n= 158) kromozom analiz sonuglari .......................... 74
Tablo 4-4: Pi olgu grubunda (n= 73) kromozom analiz Sonuglart ................ceeveunnee, 75

Tablo 4-5: Basarisiz YUT uygulamasi olan (n= 92) olgu grubunda kromozom analiz
SOMUGIATT ...ttt ettt e et e e s br e e s be e e anbreesnbee e 75
Tablo 4-6: Olgu grubundaki ciftlerin gebelik tiriinlerinde (n= 105) kromozom analiz
10381 o] ' PRSP SPRRSPRRRPIN 76

Tablo 4-7: Olgularin TED verilerinin biyoinformatik analizlerinde saptanan varyantlarin

genel varyant siniflamasina gore dagilimi..........cccooeiiiiiiiiiiiice 77
Tablo 4-8: Olgu 1°¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulart..........ccccceeevirineniiiiniiiee 78

Tablo 4-9: Olgu 1°e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIATT. ..t 78
Tablo 4-10: Olgu 1’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iligkili
olabilecek Varyantlar........ ..o 78

Tablo 4-11: Olgu 2’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari............ccccceeenininiiniiiiiennn 80



Xi

Tablo 4-12: Olgu 2’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

SAYIIAT T 1.ttt 80
Tablo 4-13: Olgu 2’ye ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iligkili
0labIlECEK VarYaNTIAr........cc.ocviiieie e nreas 80
Tablo 4-14: Olgu 3’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulart...........ccccceeeviiiiinienniicenn 81
Tablo 4-15: Olgu 3’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
T} 41 1 o E PSPPSR PPRRUPRRPPRN 82
Tablo 4-16: Olgu 3’c¢ ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili
olabilecek Varyantlar........ ..o 82
Tablo 4-17: Olgu 4’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccccceeerireniniennnieeenn 83
Tablo 4-18: Olgu 4’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTLATT. ettt R e n e R e e re e nne e 83
Tablo 4-19: Olgu 4’e¢ ait TED veri analizi sonucunda Saptanan fenotip ile iliskili
olabilecek Varyantlar........ ..o 84
Tablo 4-20: Olgu 5’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari............ccoccoevriineniinienciee, 84
Tablo 4-21: Olgu 5’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIAT L. ..ttt r e 85
Tablo 4-22: Olgu 5’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili
olabilecek Varyantlar........ ..o 85
Tablo 4-23: Olgu 6’ya ait klinik ve laboratuvar bulgulari..........c.ccoceoviininiiiicncncnn, 86
Tablo 4-24: Olgu 6’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SF ) 12 o PSPPI 87
Tablo 4-25: Olgu 6’ya ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iligkili
0labIlECEK VAIYANLIAr.........cc.ecieieee e 87
Tablo 4-26: Olgu 7’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari..........c.ccocevviineniiicicncnn, 88
Tablo 4-27: Olgu 7°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
E ) 12 o PSP PR PPR 88
Tablo 4-28: Olgu 7’ye ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili
01abileCek VAryaNtIar..........cccuoiiiiiie e 89
Tablo 4-29: Olgu 8¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccccceveriienciieniiiiiien 89

Tablo 4-30: Olgu 8’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

SAYTIAT T ..ttt 90



Xii

Tablo 4-31: Olgu 8’¢ ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili

0labilecek Varyantlar......... ..o 90
Tablo 4-32: Olgu 9’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccccccovvevveveiiienieenesenn, 91
Tablo 4-33: Olgu 9’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIAT L. ..ttt 91
Tablo 4-34: Olgu 9’a ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iligkili
0labIlECEK VAIYANTIAT .........ccvv i 92
Tablo 4-35: Olgu 10’a ait klinik ve laboratuvar bulgulart............ccccccoveveviiieiiicieienn, 93
Tablo 4-36: Olgu 10’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIATT. ..ttt r e 93
Tablo 4-37: Olgu 11°¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari..........c.ccoceoviiniiiiniicienn, 94
Tablo 4-38: Olgu 11'e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIAT L. ..ttt ne e 95
Tablo 4-39: Olgu 11°e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
(V2217721014 - T OSSR 95
Tablo 4-40: Olgu 12’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulart...........cccccoevvriiiiieicnennn. 97
Tablo 4-41: Olgu 12’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
F ) 12 o PSPPI 97
Tablo 4-42: Olgu 12’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
BAIIEN VANYANTIAr .......oovieice e 98
Tablo 4-43: Olgu 13’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari..........cc.ccoceoviininiiiicncne, 99
Tablo 4-44: Olgu 13’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
SF ) 12 o PSPPI 99
Tablo 4-45: Olgu 13’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
(V221071014 - T USSP 100
Tablo 4-46: Olgu 14’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccoceiiieniiiiiiinnnnn, 101
Tablo 4-47: Olgu 14’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
SAYTIAT T ..t s 101
Tablo 4-48: Olgu 14’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VANYANTIAT ...t bbbt 102
Tablo 4-49: Olgu 15’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccoeeiiieiiiiiiiinnnnn, 103

Tablo 4-50: Olgu 15°¢ ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

SAYTIAT T ..ttt s 103



Xiii

Tablo 4-51: Olgu 15’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

(V2210772114 - T TSP U ST 104
Tablo 4-52: Olgu 16’ya ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccccccceevverviiiesienenn, 105
Tablo 4-53: Olgu 16’ya ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
SAYIIAT Tttt 105
Tablo 4-54: Olgu 16’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAIEN VAIYANTIAr .......ecvieeiee e reene e 106
Tablo 4-55: Olgu 17’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........cccccceeviverviieieennnnn, 107
Tablo 4-56: Olgu 17’ye ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
SAYTIATT. ..ttt 108
Tablo 4-57: Olgu 17’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAIIEN VAIYANTIAT .......ocviiiie e 108
Tablo 4-58: Olgu 18’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........cccoceiininiiiiiiiieenn, 109
Tablo 4-59: Olgu 18’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
SAYTLATT ..ttt ettt b e e ne e nr e neennee s 109
Tablo 4-60: Olgu 18’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VANYANTIAT ...ttt 110
Tablo 4-61: Olgu 19’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccccoceiiiiniiiiiiiinenn, 111
Tablo 4-62: Olgu 19’a ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
SAYTIAT ...ttt 111
Tablo 4-63: Olgu 19’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VANYANTIAT ...t 112
Tablo 4-64: Olgu 20’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........cccccooevriverviiieneennnn, 113
Tablo 4-65: Olgu 20’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIAT ...ttt 113
Tablo 4-66: Olgu 20’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAHEN VANYANTIAT ..o 114
Tablo 4-67: Olgu 21e ait klinik ve laboratuvar bulgulart............cccoceeviiniiiiiiiicnenn, 115

Tablo 4-68: Olgu 21’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
E ) 121 o PO PR TR PRTRORRO 115
Tablo 4-69: Olgu 21’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VAINYANTIAE ..o et ra e 116
Tablo 4-70: Olgu 22’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulart............ccccooviriiiiiiiiienenn, 117



Xiv

Tablo 4-71: Olgu 22’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

SAYTIAT T ..ttt 117
Tablo 4-72: Olgu 22’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAIEN VAIYANTIA .......ecviee e re e 118
Tablo 4-73: Olgu 23’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccccceeeiiniiiiiiinnenn, 119
Tablo 4-74: Olgu 23’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
T} a1 1 o E TP PP PP 119
Tablo 4-75: Olgu 23’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
(V2210772114 - T OSSPSR PR 120
Tablo 4-76: Olgu 24’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........ccoceiininiiiiininnenn, 121
Tablo 4-77: Olgu 24’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTLATT ..ttt ettt b e e ne e nr e neennee s 122
Tablo 4-78: Olgu 24’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VANYANTIAT ...ttt bbb 122
Tablo 4-79: Olgu 25°¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........c.ccocecniiiiniiiencnne, 123
Tablo 4-80: Olgu 25°¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIATT. ..ttt 123
Tablo 4-81: Olgu 25’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VANYANTIAT ...t 124
Tablo 4-82: Olgu 26’ya ait klinik ve laboratuvar bulgulart...........cccccveiiiiniiiinennnen, 125
Tablo 4-83: Olgu 26’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTLATT. .t 125
Tablo 4-84: Olgu 26’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAIIEN VAIYANTIAr ..o e 126
Tablo 4-85: Olgu 27’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulart...........ccccecvviiiiiiencnne, 127
Tablo 4-86: Olgu 27’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTLATT. .t 127
Tablo 4-87: Olgu 27’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
AN VArYaNIar ...........ccovviiii s 128
Tablo 4-88: Olgu 28’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulart...........cccoceiireniinniiniennnn, 129

Tablo 4-89: Olgu 28’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

SAYTIAT T ..t s 129



XV

Tablo 4-90: Olgu 28’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

(V2210772114 - T TSP U ST 130
Tablo 4-91: Olgu 29’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari.............ccccceeveviverviiiesiennnn, 131
Tablo 4-92: Olgu 29’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIAT T ..ttt 131
Tablo 4-93: Olgu 29’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
(V22172 014 - T OSSR PR 131
Tablo 4-94: Olgu 30’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari.............cccccoevevivereiieseenenn, 132
Tablo 4-95: Olgu 30’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTIATT. ..ttt 133
Tablo 4-96: Olgu 30’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
(V22171 014 - T TSSO SPS 133
Tablo 4-97: Olgu 31’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari...........cccoceiiiiniiiiiiiicnenn, 134
Tablo 4-98: Olgu 31’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTLATT ..ttt ettt b e e ne e nr e neennee s 134
Tablo 4-99: Olgu 31°¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen
VANYANTIAT ...ttt 135
Tablo 4-100: Olgu 32’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulart............ccccceveverviierreennnnn, 136
Tablo 4-101: Olgu 32’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen
VATYANTE SAYTIATT....cviiiiiiiieiiii e 136
Tablo 4-102: Olgu 32’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAHEN VANYANTIAT .....o.viiiiiiee e 137
Tablo 4-103: Olgu 33’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulart............cccoccovvriiiiiniinnnnn, 138
Tablo 4-104: Olgu 33’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
2| VA Vo (TR PSR 138
Tablo 4-105: Olgu 33’e¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAHEN VANYANTIAT ..o 139
Tablo 4-106: Olgu 34’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulart............cccccovvriiiiiiniienenn, 140

Tablo 4-107: Olgu 34’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
SAYTLATT. .t 140
Tablo 4-108: Olgu 34’e¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
AN VArYaNIar ...........ccovviiii s 141
Tablo 4-109: Olgu 35’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulart............cccocovvriiiiiiiienennn, 142



XVi

Tablo 4-110: Olgu 35’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

SF ) 121 o PP PP TR TPPPUPRTOPROPN 142
Tablo 4-111: Olgu 35’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit
EAIEN VAIYANTIA .......ecviee e re e 142
Tablo 4-112: Yolaklarina gore saptanan genler ve varyantlar...........c.ccocooovivnenininenne, 143
Tablo 5-1: Calisma kapsaminda saptanan implantasyon ile iligkili genler................... 156

Tablo 5-2: Calismada saptanmis POY iligkili genler..........ccccovvviiiiiiiiniieieccseen, 184



XVii

SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Disi iireme sistemi (Smartdraw (4)’dan degistirilerek)........c.ccoovvvvviiiininennnnnn. 5
Sekil 2-2: Menstriiel dongii (Wikipedia (5)’dan alinmistir) .......coecveevivieiiiiniiiee e, 7
Sekil 2-3: Uterin dongii (BioRender (6)’dan degistirilerek)..........cocoovriviriniinieciininnnnn, 8
Sekil 4-1: Olgu 1°e @it @1le AZACT ..ocvveiviiiiiieiii e 77
Sekil 4-2: Olgu 2°ye @it aile QZACT ...vvevveeieiieiiieie et 79
Sekil 4-3: Olgu 3°€ @it @1l€ ATACT .oovvvveiiiiiiiii e 81
Sekil 4-4: Olgu 4’e ait Q1le AZACT ..ovveiviiiiiieiiie e 83
Sekil 4-5: Olgu 5°e ait @1le AZACT ..evveiviiiiiieiiee e 84
Sekil 4-6: Olgu 6’ya ait aile AZACT ....cccvvviiiiiiiii 86
Sekil 4-7: Olgu 7°ye ait @1le AGACT ....eecvviiiiiiiiiie e 88
Sekil 4-8: Olgu 8¢ @it QIle AZACT ....eveveviiiiiiiiiiiiee e 89
Sekil 4-9: Olgu 9°a ait @1le AZACT ..evveviiiiiieiiieere e 91
Sekil 4-10: Olgu 10°a ait @ile AZACT ...ccvvvviiiiiiiiiiici s 93
Sekil 4-11: Olgu 11°e ait @ile AZACT ...ccvvvviiiiiiiiiiici s 94
Sekil 4-12: Olgu 12°ye @it @ile aZACT ....overviriiiiiiiieieierieste st 97
Sekil 4-13: Olgu 13’ ait @1le AZACT ...cvvviviiiieieecee s 99
Sekil 4-14: Olgu 14’ ait @ile AZACT ......covveiiiiiiiiciice s 101
Sekil 4-15: Olgu 15’ ait @ile aZACI ......ovvviiiiiiiiiiii s 103
Sekil 4-16: Olgu 16’ya ait a1le ZACT ....ccvevviiiiiiiiiie s 105
Sekil 4-17: Olgu 177ye @it @1le aACT ....evvrveiiiriiiieieie e 107
Sekil 4-18: Olgu 18’ ait @1le AZACT ...ccvvvveeiiiiii e 109
Sekil 4-19: Olgu 19°a ait @ile AZACT ......oivveviiiiiiiiiii s 111
Sekil 4-20: Olgu 20°ye ait a1le ZACT ....ocvevviiiiiiiiiiiei s 113
Sekil 4-21: Olgu 217 @it @1l€ AZACT ...ccvvveveeiiieiie e 115
Sekil 4-22: Olgu 22°ye ait ile ZACT ....eivveviiriiiieiieiie e 117
Sekil 4-23: Olgu 23’ ait @1le AZACT .....eeiveiiiiiiiicie e 119
Sekil 4-24: Olgu 24’ ait @ile AZACT ......cvvveiiiiiiiiciii e 121
Sekil 4-25: Olgu 257 @it @1l€ AZACT ...ovvvivieiiiciee e 123
Sekil 4-26: Olgu 26’ya ait a1le aZACT ....vvivveiiieieeiieeec e 125
Sekil 4-27: Olgu 27°ye ait a1le aZACT ....ccvevviiiiiiiiriie s 127
Sekil 4-28: Olgu 28’ ait @ile AZACT ......oiveiiiiiiiiiiiie s 129



Sekil 4-29: Olgu 29°a ait @1l AZACT ......ovveiiiiiiiiieiiece e 130
Sekil 4-30: Olgu 30°a ait @11€ AZACT ....vevvveiiiiiiieie e 132
Sekil 4-31: Olgu 31°e @it @1le AZACT ..vvvvvviiiiiiiiiii i 134
Sekil 4-32: Olgu 32°ye ait Aile @ZACT ...veivvevieeieiieie e 136
Sekil 4-33: Olgu 33’ ait @1le AZACT .....eeiveiiiiiiiieie e 138
Sekil 4-34: Olgu 34’ ait @1le AZACT .....eciveriiiiiiieiece e 140
Sekil 4-35: Olgu 35°¢ @it @1le AZACT ..vvevvviiiiiiiiiii i 141

Sekil 5-1: 21. kromozom ve PCNT geni yerlesimi (GeneCards (270)’tan degistirilerek)



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

TGK: Tekrarlayan gebelik kayiplari

GH: Gebelik haftas

YUT: Yardimer iireme teknikleri

TED: Tiim ekzom dizileme

TDF: Testis belirleyici faktor

CRH: Kaortikotropin salici hormon

ZP: Zona pellusida

LIF: Losemi inhibitor faktor

CSF-1: Koloni stimiilan faktor-1

IGFBP-1: insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein-1
CAM: Hiicresel adezyon molekiilii

HB-EGF: Heparin baglayici epidermal biiyiime faktorii
TiK/TID: Tekrarlayan implantasyon kusuru/defekti
BF: Biiyiime faktorii

PAEP: Progestajen iliskili endometriyal protein
EGF: Epidermal biiytime faktorii

FGF: Fibroblast biiytime faktorii

hCS: insan koryonik somatomamotropin

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

PIGF: Plasental biiyiime faktorii

HLA: Insan I&kosit antijeni

PIF: Preimplantasyon faktor

PIBF: Progesteronla indiiklenen bloke edici faktor
Treg: Regiilator T hiicreler

UNK/dNK: Uterin/desidual dogal 6ldiiriicii hiicreler
PDL1: Programli 6liim ligandi 1

DM: Diyabetes mellitus

SLE: Sistemik lupus eritematozus

XiX



ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embryology
IVIG: Intravendz immiinglobulin

APS: Antifosfolipid sendromu

ACA: Antikardiyolipin

LAC: Lupus antikoagiilan testi

RCOG: Royal College of Obstetricians and Gynecologists
ASRM: American Society for Reproductive Medicine
OR: Otozomal resesif

80OHAdG: 8-hidroksi deoksiguanozin

MRNA: mesajc1t RNA

MiRNA: mikro RNA

YND: Yeni nesil dizileme

mtDNA: Mitokondriyal DNA

TE: Transposable element

LTR: Uzun terminal tekrarlar

ERV: Endojen retrovirus

L1: LINE-1

CNV: Kopya sayis1 degisiklikleri

POY': Prematiir over yetmezligi

OOMD: Oosit olgunlasma defekti

PKOS: Polikistik over sendromu

DP: Direkt preparasyon

PHA: Fitohemagliitinin

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

ddNTP: dideoksi niikleotid trifosfat

b¢: Baz cifti

gPZR: Ger¢ek zamanli PZR

PPi: Pirofosfat

MLPA: Multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu

TDG: Tiim genom dizileme

XX



XXi

BCL.: Binary base call

SAM: Sequence alignment map

BAM: Binary alignment map

VCF: Variant call format

ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics
IGV: Interactive Genomic Viewer

VUS: Variant uncertain significance/6nemi bilinmeyen varyant
HiDi: Highly deionizied formamide

KE: Kapiller elektroforez

KOO: Kotii obstetrik oykii

PAT-USG: Patolojik ultrason bulgusu

Pi: Primer infertilite

TUFO: Intrauterin fetal 6lim

TT: Tibbi terminasyon

pat: Paternal

mat: Maternal

G: Gravida

P: Parite

A: Abortus

OD: Otozomal dominant

T: Trizomi

HSD11B1: 11 hidroksisteroid dehidrogenaz
MMP: Matriks metalloproteinaz

ACE: Anjiyotensin-1 doniistiirticii enzim
PAI-1: Plazminojen aktivatorii-1

MCM: Minikromozom devamlilik kompleksi
PSD: Primer siliyar diskinezi

KF: Kistik fibroz



XXii

OZET

Berkay EG. Tekrarlayan Gebelik Kayiplari Olan Ciftlerde Iliskili Tek Gen
Mutasyonlarinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik
ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2020.

Tekrarlayan gebelik kaybi oykiilii (>2) ciftlerde bilinen klasik faktorler icin yapilan
testlerle olgularin yaklasik %50’sinde etiyoloji saptanabilmektedir. Tez kapsaminda
kromozom anomalisi ve bilinen genetik/nongenetik faktérlerin dislandigi >3 fetal kayip
Oykiilii kadinlarda ‘tim ekzom dizileme (TED)’ yontemi ile olast monogenik faktorlerin
rolii arastirildi.

[k asamada, 1U, ITF, Tibbi Genetik AD’na bagvuran 973 olguya ait dosya verileri
retrospektif olarak degerlendirildi. Ikinci asamada tiim klasik testleri normal sonuglanan
ciftlerden 35 kadin segilerek tiim ekzom dizi analizi icin bilgilendirildi ve onamlari
alindi. TED islak laboratuvar ¢alismalari hizmet alimi ile yapildi. Farkli yolaklardaki
varyantlarin analizi, konfirmasyon ve segregasyon ¢alismalari laboratuvarimizda
gerceklestirildi. 34 olguda iliskili olabilecek doksan ii¢ varyant tespit edildi. iki olguda
etiyoloji agiklanirken (%5,7), 18 olguda (%51,4) diger aile bireylerinin de (es, kiz
kardes ve anne) davet edilerek segregasyon ¢alismalarinin genisletilmesi ve 10 olguda
(%28,5) varyantlarin etkisinin aydinlatilabilmesi i¢in fonksiyonel c¢aligmalarin
yapilmasi planlandi. Yedi olguda (%20) poligenik kalitim 6ngoriildii.

Bu ¢alismada tespit edilen varyantlar, metabolizma (n=8), siliya aktivitesi (n=8) ve
embriyogenez (n=7); hiicre boliinmesi (n=5), oosit olgunlagmasi ve gelisimi (n=6) ve
fetomaternal iletisim gibi gebeligin erken donemlerinde aktif (n=8) yolaklardadir.

Su ana kadarki bilgimize gore bu ¢alisma, tekrarlayan gebelik kayiplari olan kadinlarda
TED sonuglarini paylasan iiglincii uluslararasi ve ilk ulusal seri ¢alismasidir.

Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan gebelik kayiplari, infertilite, genetik faktorler, tim
ekzom dizileme

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-31561 ve TSA-2018-32135.
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ABSTRACT

Berkay EG. Investigation of Associated Single Gene Mutations in Couples with
Recurrent Pregnancy Losses. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics.
Istanbul. 2020.

In couples with recurrent pregnancy loss (>2), the aetiology can be explained in
approximately 50% by using traditional tests for known causative factors. In this study,
we have investigated the women, with >3 fetal losses and without known
genetic/nongenetic factors, by ‘Whole Exome Sequencing (WES)’ technique to
determine the effect of monogenic disorders.

At first, clinical records of 973 cases, who were referred to the outpatient clinic of
Medical Genetics Department of Istanbul Medical Faculty, Istanbul University are
evaluated retrospectively. From the couples with normal cytogenetic and other
traditional test results, women are selected and informed about the study. The women
who gave written consent (n:35) are included. Wet-laboratory work of WES was carried
out with service provider. Analyses of variants involved in different pathways,
including their confirmations and segregations are performed in our laboratory. Ninety-
three variants with possible associations have been observed in 34 cases. In two of those
cases, the aetiology is determined (5.7%), while in 18 (51.4%), admittance of other
family members (husbands, sisters, and mothers) are planned to expand the
segregations. Functional studies are also planned to clarify the effect of variants in 10
cases (28.5%). Polygenic inheritance has been proposed in seven cases (20%).

Variants found in this study were divided according to the pathways such as metabolism
(n=8), cilia activity (n=8) and embryogenesis (n=7); providing cell division (n=5),
oocyte maturation and development (n=6) and fetomaternal communication in the early
stages of pregnancy (n=8).

According to best of our knowledge, this is third international and first national series
sharing the WES results in women with recurrent pregnancy losses.

Key Words: Recurrent pregnancy loss, infertility, genetic factors, whole exome
sequencing.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TDK-2018-31561 and TSA-2018-32135.



1. GIRIS VE AMAC

Ureme, tim canlilar aleminde varhigin siirdiiriilmesi i¢in elzemdir. Insan
Omriiniin uzamasiyla tireme donemi uzamistir. Fertilite, genetik yap1 ve ¢evre kosullar
ya da her ikisinin birlikte etkisi ile azalabilmektedir. Gamet hiicresinin olusumundan
bebegin dogumuna kadar olan siiregte etkin bircok faktor ve Onemli yolak genetik
ve/veya nongenetik faktorlerden etkilenebilmektedir. Giiniimiizde her bes ¢iftten biri
infertilite sorunu ile kars1 karsiya kalmakta, tiim diinyada 50 ila 80 milyon ¢iftin fertilite
problemleri yasadigi bildirilmektedir (1, 2). Teknolojideki gelismelere paralel gelisen
modern tip teknikleri sayesinde hastaliklarin tanisi ve tedavisinde yasanan ¢ok 6nemli
basarilara ragmen infertilitenin  etiyopatogenezinin biiyik bir kismi hala
aydinlatilamamistir.

Fertilite problemleri icerisinde 6nemli bir yer tutan tekrarlayan gebelik kayiplari
(TGK), 20. gebelik haftasindan (GH) 6nce veya <500 gr olan en az iki fetal kayip igin
kullanilan terimdir. TGK olgularinin yaklagik yarisinda altta yatan etiyolojik neden
saptanamamaktadir.

Tekrarlayan gebelik kaybina yol agtig1 bilinen faktorler kromozomal anomaliler,
immiin, endokrin, anotomik ve ¢evresel faktorler ile enfeksiyonlardir. Bunlara ek olarak
son yillarda erkek faktorii tizerinde de durulmaktadir. Bu nedenle olgulara uygulanan
klasik laboratuvar testleri parental kromozom analizleri, diisiik materyallerinde yapilan
kromozom analizi veya a-CGH; pelvik ultrason, manyetik rezonans inceleme ve
histerosalfingografi; trombofilik gen mutasyonlarinin arastirilmasi; hormon paneli ve
otoimmiinite paneli gibi biyokimyasal testler, kan grubu incelemesi, sperm DNA

fragmantasyon analizi ve spermiyogrami kapsamaktadir.

Tim bu incelemelere ragmen olgularin yarisinda etiyolojiyi aydinlatacak ve
gerekli tedaviyi yonlendirecek bir faktér saptanamamaktadir. Yeni nesil dizileme
(YND) tekniginin gelistirilmesi ile genomdaki bilinen genlerin ekzonlarinin tiimiiniin
TED ile incelenmesi miimkiin hale geldiginden bir ¢ok hastalik grubunda oldugu gibi
infertilite sorunu ile de iliskili henliz tanimlanmamis genleri ortaya koyma olanagi
dogmustur. Bu teknigin kullanimi ile tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisini
aydinlatmaya yonelik heniiz literatiirde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Teknigin

pahaliligi, analizlerinde bilgisayar tabanli programlar kullanilmasina ragmen son



iliskilendirme i¢in uzmanlik gerektirmesi kisitlayict faktorleri olusturmaktadir. Bu
alanda yapilan ¢aligsmalar genellikle olgu ve aile bazinda yapilan fetal genetik etkenlerin
saptanmasinin amaglandig1 ebeveynler ile birlikte yapilan tglii tim ekzom dizileme
caligmalaridir. Sebebi agiklanamayan TGK olgularina yonelik ¢alismalar genellikle
birka¢ geni i¢eren polimorfizm ya da iliskilendirilme ¢alismalari ile panel gen testlerini
kapsamaktadir. TED yontemi kullanilarak yapilmis ve maternal genetik faktorlerin
tespiti amaglayan tiim diinyada sadece iki ¢alisma olmakla birlikte, iilkemiz olgulariyla

olusturulmus bir kohort ile yapilmis hi¢bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez kapsaminda kromozom analizleri ve etiyolojiyi agiklamaya yonelik
yapilan diger testleri normal sonuglanmis, sebebi agiklanamayan TGK ve/veya yardimci
tireme teknikleri (YUT) uygulamasi ile gebelik olusmama &ykiisii bulunan giftlerde
‘tim ekzom dizileme (TED)’ yontemi kullanilarak Tirk populasyonunda etiyoloji ile
iliskili olabilecek maternal genomda saptanan tek gen mutasyonlarinin ve yeni aday

gen/yolaklarin tespiti amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

Fertiliteyi etkileyen faktorleri arastirabilmek igin 6ncelikli olarak normal tireme
sistemini, gebelik olusumunu ve devamini saglayan etkin yolaklarin, sistemlerin ve
siireglerin bilinmesi gereklidir. Ureme fonksiyonunu goz oniine alirken ve iireme

bozukluklarini degerlendirirken disi ve erkek iireme sistemi birlikte ele alinmalidir.

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi, spermatogenez ve erkek tireme fonksiyonlarinin hormonal
kontrolii ve erkek cinsel fonksiyonlari ile birlikte degerlendirilmelidir. Spermatogenez
yani erkek iireme hiicresi olan spermin olusumu siireci, seminifer tiibiillerde hipofiz 6n
lobundan salgilanan gonadotropik hormonlarin (LH, FSH, GH) ve steroid hormonlarin
(testosteron, Ostrojen) etkisiyle meydana gelir ve spermler epididimde depolanir. Sertoli
hiicreleri yakininda yerlesen Onciil hiicre spermatogonialar primer spermatositlere
doniistirler. Her bir primer spermatosit boliinerek iki adet sekonder spermatositi
olusturur, sonrasinda sekonder spermatositler de boliinlir ve spermlere olgunlasacak
spermatidleri meydana getirirler. Tim bu siire¢ yaklasik 64 giin siirer (3). Spermler
olgunlastiklarinda bas ve kuyruk olmak tiizere iki ana bolgeden olusurlar. Bas kismi
golgi aygiti, biiyiikk bir nukleus ve lizozomal enzimler (hiyaliironidaz ve proteolitik
enzimler) ile ovum ig¢ine girisi saglayan golgiden farklilasmig akrozomdan olusurken,
kuyruk bolgesi mitokondri agisindan zengin, hareket potansiyeli olan flagellum
karakterindedir. Spermler uygun ortamda (nétral veya hafif alkali kosullar) 1 ila 4
mm/dak hizla ilerleyebilir. Disi genital sisteminde bir sperm en fazla 1-2 giin canliligini
koruyabilir. Her bir cinsel birlesmede yaklagik 120 milyon/ml sperm 3,5 ml semen
ejakiilat ile atilir (3). Sperm sayisinda azalma, hareketsiz veya morfolojisinin bozuk

olmasi erkek infertilitesi nedenleri arasindadir.

2.2. Disi Ureme Sistemi

Disi ireme sistemi degerlendirilirken; gebelik 6ncesi menstriiel dongii, gebeligin
olusumu ve devami seklinde farkli asamalar olarak goz ontine alinmalidir. Bu ¢aligmada
oncelikli olarak maternal faktorler arastirildigi igin disi tireme sistemi daha ayrintili ele

alinacaktir.



Disi tireme sistemi, erkek iireme sistemine gore daha karmasik bir yapidadir ve
cok faktorliidiir. Overler, overleri uterin kaviteye baglayan fallop tiipleri, uterus, uterus
ile vajina arasindaki baglantiy1 saglayan kapi gorevini goren serviks ve vajina
tiremedeki etkin i¢ genital yapilar1 olusturur (Sekil 2-1). Embriyonik donemde disi
yonde farklilasma pasif Ozelliktedir. Fetusta Y kromozomu, Y kromozomunun kisa
kolunda bulunan TDF (testis belirleyici faktér), SRY bolgesi, testis ve AMH’nin
olmadig1 ortamda Miillerian (paramezonefrik) yapilar orta alanda birlesir ve uterus,
fallop tiipleri ile vajinanin 2/3’ini (iist kismini) olusturur (~10. GH). 20. GH’da
endometriyum uterin kaviteyi kaplar. Bunlarin beraberinde Wolfian (mezonefrik) kanal
regrese olur. Androjen etkisi olmadiginda iirogenital siniis, vulva ve vajinanin alt

1/3’°1lik kismina doniisiir.

Overler korteks, medulla ve hilus bdlgelerinden olusur. Ik germ hiicrelerinin 3.
GH’da yolk saka yakin primitif endodermde ortaya c¢iktiklari diisiiniillmektedir.
Intrauterin 5. GH’da bir gonadal ¢ikint1 gériiliir, germ hiicreleri bu ¢ikintiya go¢ ederler
ve mitoz boliinmeler baslar. Bu asamada disi ya da erkek gonad dokusu seklinde bir
farklilasma yoktur. Eger germ hiicresi disi genotipte ise 9. GH’dan sonra korteks
gelisimi baglar. Tim farklilasma 18. GH’da tamamlanir. Overlerde ovumlarin yerlesim
yeri, testislerde medullada yerlesen spermlerin 6ncii hiicrelerinin aksine kortekstedir. Bu
asamada etkin genler WNT4 ve RSPOL1’dir. Bu iki genin ekspresyonu ile SOX9 gen
aktivasyonu durur. 20. GH’da 6-7 milyon oogonia ile en yiiksek oogonia sayisina
ulagilir ve mitoz boliinmeler durur. Mayoz boliinme baslar ve doguma kadar tiim
oogonialar, primer oositlere doniisiirler. Tiim oositler Mayoz I’in diploten asamasinda
duraklar ve atrezi baslar. Doguma kadar oosit sayisi 2 milyona iner, ergenlige kadar ise
300 ila 500 bin kalir. Tiim bu oositlerin sadece 400-500 tanesi fertil donemde ovulasyon

ile atilacaktir.

Intrauterin dénemde 1. mayoz béliinme esnasinda duraklayan primer oositler,
oosit olgunlagsma inhibe edici faktor etkisi ile puberteye kadar bu asamada beklerler.
Menstriiel dongii ortasindaki LH piki sonrasinda mayoz boéliinmesini tamamlar ve
sonucunda sekonder oosit ile beraberinde 1. polar cisim olusur. Sekonder oosit
‘haploid=n’ kromozom yapisindadir (22 somatik ve 1 cinsiyet kromozomu). Ovulasyon
ile atilan bu sekonder oosit, II. mayoz boliinmesine baglar, bu bolinme de mayoz-

metafaz agamasinda duraklar ve bu duraklamadan oositte kodlanan ‘PP39MQOS’ proteini



sorumludur. Olusan sekonder o0ositi graniiloza hiicreleri (corona radiata) ¢evreler, bu
hiicreler tarafindan sentezlenen glikoprotein yapida zona pellusida (ZP) tabakasi

bulunur ve bu tabakada spermler i¢in 6zgiin reseptorler (ZP proteinleri) igerir.

Gebeligin strdiiriildiigii ana organ uterus, histolojik olarak 3 tabakadan olusur;
peritonun devami olan seroza tabakasi (perimetriyum), kas tabakasi (miyometriyum) ve
kendi i¢inde bazal (alt 1/3) ve fonksiyonel (iist 2/3) olmak iizere iki alt tabakaya ayrilan
mukoza tabakasi (endometriyum).
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Sekil 2-1: Disi iireme sistemi (Smartdraw (4)’dan degistirilerek)

2.2.1. Menstriiel Dongii

Menstriiel dongii, disi tlireme sisteminde 24-35 giinliikk araliklarla ovumun
secilip, fertilizasyona hazir halde disi genital sisteme atildigi ve disi genital sistemin
ozellikle de uterin kavitenin gebelige uygun hale geldigi siirectir. Ovaryan dongi;
folikiiler faz, ovulasyon ve luteal faz olarak ii¢ asamalidir. Menstriiel dongiiniin
diizenlenmesinden hipotalamustaki arkuat nukleustan pulsatil sagilanan GnRH ile 6n
hipofizden salgilanan ve ikincil haberci olarak cAMP kullanan FSH ile LH hormonlar:
gorevlidir. FSH ve LH uyarist ile overlerden 6stradiol, androstenedion, testosteron ve
progesteron sentezlenir (hipotalamohipofizogonadal yolak).

GnRH, yarilanma 6mrii 2-4 dakika olan dekapeptid yapili bir hormondur. Bu
hormonu salgilayan hiicreler embriyolojik donemde olfaktor alandan kranial sinirler ile

birlikte go¢ ederler. Hipotalamohipofizer sistemdeki yetersizlikler (hipogonadotropik



hipogonadizm), erkeklerde 4 kat daha fazla olmak iizere yenidoganlarda 1/8.000
oraninda goriiliir. KAL1 (ANOS1 - Xp22.31) genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikan
Kallmann Sendromu’nda GnRH eksikligi ve anosmi goriiliir. Kallmann Sendromu ile
KAL2 ve KAL3 genleri de iligkilidir. GnRH salinimi farkli mekanizmalarla diizenlenir.
Katekolaminerjik sistem, 0Ostradiol, progesteron, melatonin, serotonin, GABA,
asetilkolin, néropeptid Y gibi maddeler bu diizenlenmede gorevlidir.

FSH ve LH glikoprotein yapida hormonlar olup adenohipofizdeki bazofilik
hiicrelerden salgilanir. FSH, LH, TSH ve hCG hormonlar1 glikoprotein yapidadir. a alt
tiniteleri ortak olan bu hormonlarin sadece P alt iiniteleri farklidir. Gebeligin tespitinde
de kullanilan ana hormon hCG ile LH hormonlarmin B alt initeleri %96 oraninda
benzer yapidadir ve ayni reseptorlere baglanarak etki gosterirler.

Folikiiler faz: Dongiliniin ilk 14 gilintiinii kapsar. Her overde ~3-11 ovum
secilerek folikiiler gelisim siirecine alinir. Folikiiler gelisimde etkin hormon FSH’tir.
FSH reseptorleri overlerde graniiloza hiicrelerine yerlesmislerdir. Sirastyla primordiyal
folikiil — primer folikiil (tek katli hiicreler) — primer folikiil (¢ok Kkatli hiicreler,
preantral folikiil) — antral folikiil (sekonder folikiil) — Preovulatuvar folikiil (olgun
folikiil, Grafian folikiil) asamalarindan geger ve bu siire¢ ~85 giin siirer. Menstriiel
dongii tarihlerinde meydana gelen uzamalarin asil nedeni bu fazda olan gecikmelerdir.
Folikiiler gelisme basamaklarinda erken donemde LH reseptorleri bulunmazken, FSH
uyarilarinin ardindan graniiloza hiicrelerinde LH reseptor sayisi artar.

Ovulasyon: LH pikinden yaklasik 10 ila 12 saat ve ostrojen pikinden yaklasik
24 ila 36 saat sonra meydana gelir. LH salinimi ile ovaryan kan akimi hizlanir, oosit ile
cevreleyen graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilar (gap junctionlar) pargalanir ve
oosit I. mayozunu tamamlar. Oosit folikiil duvarindan ayrilir. Bu asamada aktivin,
inhibin, follistatin, IGF-1 ve IGF-2 gibi hormonlar etkilidir. Progesteron sentezi baslar,
prostoglandin E ve F2a sentezi artar.

Luteal faz: Yaklagik 14 giin siirer ve LH etkisiyle overde oositin atilmasiyla
geride kalan graniiloza ve teka hiicrelerinde lipid birikimiyle ortaya ¢ikan korpus luteum
meydana gelir, VEGF salinimi artar. Vaskiilarizasyonun artisiyla steroid hormonlarin ve
gebeligin devami i¢in gerekli progesteronun oOnciilii LDL kolesterol alimi artar. Bu
asamada gebelik olusmazsa korpus luteum geriler, atrezi sonucunda beyaz renk alir
(korpus albikans). Gebelik olusursa hCG, LH’1 uyarir, korpus luteumun atrezisi 6nlenir

ve plasental gelisim tamamlanana kadar gorevine devam eder. Artan progesteron



salgistyla endometriyal stromal hiicreler desidual reaksiyon gecirirerek desidua
tabakasini olusturur. Buradan prolaktin, 1,25 vitamin Dz, kortikotropin salict hormon
(CRH) ve relaksin sentezlenir (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: Menstriiel dongii (Wikipedia (5)’dan alinmstir)

Dongii devam ederken, endometriyum da degisim gosterir (uterin dongii).
Overin folikiiler fazinda endometriyum proliferatif fazda (bezlerin uzun ve kivrimli hale
gelmesi, mikrovillus olusumu, siliyar aktivite), overin luteal fazinda ise endometriyum
sekretuvar fazdadir (glikojen sekresyonu ve vakuollerin olusumu, stromal 6dem
gelismesi). Bu siiregler ile endometriyal kavite gebelige ve implantasyona hazirlanir.
Eger gebelik olusmazsa, korpus luteumun atreziye ugramasi ile progesteron seviyeleri
azalir, endometriyumda lokal prostaglandin artis1 olur. Spiral arterlerde spazm ve

vazokonstriiksiyon sonrasi fonksiyonel tabaka dokiiliir (Sekil 2-3).



Ovulasyon
Menstriiasyon Foliktler Faz ‘ Luteal Faz
Primer  Sekonder Tersiyer Olgun Riiptiire Gelisen Korpus Korpus
Folikdl  Foliktf Folikil Folikiil Folikul korpus luteum luteum albikans

; row ¥ iT

Giin 4 26 28

Menstriiel Faz Proliferatif Faz Sekretuvar Faz Premenstriiel Faz

Sekil 2-3: Uterin dongii (BioRender (6)’dan degistirilerek)

2.2.2. Gebeligin Olusumu

Spermin bir ovumu dolleyebilmesi i¢in gegirdigi siireglerden en 6nemlisi disi
iireme sistemi igerisinde tamamlanan ‘kapasitasyon’dur. Bu asamada spermler; hareket
ozelligi degisir, ovum ¢evresindeki ZP tabakasina tutunma ve enzimatik aktivite ile bu
tabakay1 delerek ovumun igine girdigi akrozom reaksiyonu gergeklesir. Ovulasyon ile
atilan 1l. mayoz boliinmede bekleyen sekonder oositin boliinmesi, ancak fertilizasyon
gerceklesirse tamamlanir. Fertilizasyon, en sik tuba uterinanin (fallop tiiplerinin)
ampulla kisminda olur. Yaklasik 24 saat siiren fertilizasyon asamasi, 1994 yilinda
Acosta’nin dedigi gibi “birbiri ile iligkili karmasik molekiiler olaylar dizisidir” (7). Bu
asamaya kadar olabilecek herhangi bir sorun ya da bozukluk zigotun O6liimiine ve

gebeligin kaybina sebep olur (8).

Fertilizasyon, oositin ZP tabakasini1 gevreleyen korona radiata tabakasinin
sperm tarafindan gegilmesi, ZP’nin delinmesi, oosit ve sperm plazma membranlarinin
birlesmesi, oositin 1. mayoz boliinmeyi tamamlamasi, disi ve erkek proniikleuslarinin
olusmasi ve pargalanmasi, kromozomlarin birlesmesi ve mitoz boliinmelerin baslamasi

asamalarindan olusur.



Oosit ve sperm niikleuslarinin birlesmesi ile diploid kromozom yapisinda zigot
olusur ve arkasindan seri mitoz boliinmeler baglar. Bu boliinmeler ile olusan her bir
hiicre ‘blastomer’ olarak adlandirilir. Bu hiicrelerin sayis1 16 hiicreye ulastiginda ise
olusan hiicre topluluguna ‘morula’ denir. Morula, fertilizasyon sonrasi 3-4. giinde
intrauterin kavitededir. Blastomerler arasindaki boslukta sivi birikimi baslar ve bu hiicre
toplulugu ‘blastosist’ olarak adlandirilir, bu toplulugun i¢ tabakasindan ‘embriyoblast’,

dis tabakasindan ‘trofoblast’ meydana gelir.

Fertilizasyondan sonraki 24 ila 48. saatler arasinda baslayarak ilk 10 giin
boyunca yogun olarak trofoblastlardan salgilanan erken gebelik faktorii, gebeligin en
erken belirteglerinden biridir ve maternal immiin sistemi baskilayic1 etkisi oldugu
diisiiniilmektedir (9). Implantasyon, gebeligin 6-7. giiniinde gerceklesir. Apozisyon,
adezyon ve invazyon olmak iizere ii¢ asamadan meydana gelir. Blastosistin ~6. giinde
uterin kavite igerisinde endometriyal dokuya tutunmasi, yani apozisyon asamasi ilk
asamadir. Ardindan blastosist, tutundugu dokunun i¢ tabakasina dogru gomiiliir, etrafi
endometriyal doku tarafindan kusatilir. Sitokinlerin, steroid hormonlarin ve biiyiime
faktorleri gibi  biyomolekiillerin  implantasyon asamasinda etkin  olduklari
diistiniilmektedir (10, 11).

‘Endometriyal reseptivite’, ovulasyondan sonra, 7-10. giin arasinda ve ortalama
48 saat olan, blastosistin tutunarak implante olabilmesi i¢in uygun déneme atfedilen
terimdir. Histolojik incelemelerde pinopod hiicrelerin (menstriiel dongiiniin 20-21.
giinlerinde belirgin hale gelen apikal hiicresel protriizyonlar) izlenmesi bu donemin

belirtecidir.

5. giinde blastosist IL-1a, IL-1 ve hCG salgilar, endometriyumdan da 16semi
inhibitor faktor (LIF) ve koloni stimiilan faktor-1 (CSF-1) salgilanarak doku taninmasi
saglanir. Her tireme dongiisiinde endometriyal gelisme, farklilasma ve reseptivitenin
saglanmasinda ana role sahip genler HOX grubu genlerdir. HOXA10 ve HOXA1l
genleri endometriyumda aktif olarak eksprese olurlar ve ekspresyonlarindaki artis,
progesteron ve Ostrojenlerin artigiyla birlikte sekretuvar fazin ortasinda ve sonlarinda
belirgin hale gelir (12-14). Yapilan fare ¢aligmalarinda Hoxal0 ve Hoxall’in fertilitede
onemli yere sahip oldugu, gen aktivitesinin susturuldugu farelerde implantasyonun

gerceklesmedigi gosterilmistir (15, 16). HOXAL0 gen aktivitesinin pinopod gelisimini,
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pinopodlardaki B3 integrin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein-1’in
(IGFBP-1) aktivasyonunu organize ettigi bilinmektedir (17).

Basarili bir adezyon asamasi igin trofinin, galektin-9, sitokinler ve hiicresel
adezyon molekiillerinin (CAM) uyum i¢inde ¢alismasina ihtiya¢ vardir. Ayrica hCG
salinnmi — LIF salgisinin artisi — trofoblast gelisimini uyaran heparin baglayici

epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF) dengesi onemlidir.

Implantasyonda etkin molekiiller arasinda bulunan MUC-1, antimikrobiyal
etkileri olan yiiksek molekiiler agirlikli bir transmembran proteinidir ve progesteron
uyarisi ile sentezi artar. Ekspresyonu, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari ile
diizenlenir (18). Trofinin, blastosistin trofoektoderm hiicrelerinden ve maternal uterin
epitelyal hiicrelerden ftiretilir ve adezyon olusumu trofinin-trofinin baglanmas ile olusur
(18), embriyonun maternal yilizeyde Karsilastigi ilk molekiil olup tim endometriyumu
kaplar (19). Embriyo tarafindan kontrol edildigi disiiniilen bir mekanizma ile
embriyonun implante olacagi yerdeki adezyon molekiillerini agikta birakarak dogru yere
yerlesmesini saglar (19-22). Yapilan caligmalarda endometriyozisli olgularda mid-

sekretuvar fazdaki MUC-1 ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir (23).

Selektinler, blastomer ve endometriyal epitel {izerinde bulunan tek zincirli
transmembran  glikoproteinleridir  (24). Yardimc: iireme teknikleri (YUT)
prosediirlerinde yiiksek maternal L-selektin ligandlarinin  bulunmasi, basarili
implantasyon ile iliskilendirilmistir (25). Endotel iizerinde 16kositlerin yuvarlanmasini
uyararak transendoteliyal 16kosit trafiginde onemli rolleri vardir ve 6zellikle L-selektin

blastosist adezyonunda etkin bir molekildiir (26, 27).

Integrinler, insan endometriyumunda, implantasyon asamasinda iken
trofoblastlarda tiretilen transmembran proteinleridir (28, 29). Lamininler, integrinler i¢in
desiduada ligand olustururlar, implantasyon ve plasentasyonda etkindirler (30) ve
kollajeni degrade eden, implantasyonda etkin metalloproteinaz enzimleridir. Sebebi
aciklanamayan infertilite olgularinda, MMP8, MMP10 ve MMP26 gibi enzimlerin

anormal seviyelerdeki endometriyal ekspresyonlari tespit edilmistir (31).

Kalsiyum bagimli adezyon molekiilleri olan kadherinlerden E-kadherin,
endometriyumda artan ekspresyonunun yaninda erken embriyogenezde, nérulasyon ve
organogenezde rol almasiyla en fazla c¢alisilmis olamidir (32-34). E-kadherin,

endometriyal reseptivitede etkindir ve yapilan caligmalarda tekrarlayan implantasyon
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kusurlu/defektli (TIK/TID) olgularda azalmis oldugu gériilmiistiir (35). Uterin siliyal
epitel hem embriyonun transferinde hem de implantasyon siirecinde 6nemlidir, elektron
mikroskobundaki goriintiilerine ithafen ‘uterodomlar’ olarak da adlandirilirlar.
Galektin-9, galaktozidleri baglayan bir proteindir, ge¢ sekretuvar fazda etkindir,
implantasyonda uterodomlarda da eksprese olarak endometriyal reseptivitenin

olusmasina katki saglar (36).

Embriyo maternal immiin sistem ic¢in semiallojen greft niteligindedir,
implantasyon sonrasinda paternal genetik materyali de tasiyan embriyonun
reddedilmesini 6nlemek i¢in bazi mekanizmalar bulunmaktadir. Embriyo ve maternal
doku arasinda yer alan trofoblastlar, MHC Il antijenleri tasimazlar, MHC |
antijenlerinden ise HLA-C, HLA-E ve HLA-G tasirlar (37-40). Diger antijenler ise
maternal doku ile temas etmezler ki bu da embriyoyu koruyucu mekanizmalardandir.
HLA-G antijeni, sadece insanda goriilen, ekstravilloz sitotrofoblastlarda bulunan,
rejeksiyonu onleyen ve NK hiicreleri ile iliskide olan antijendir (41-45). Desidual
hiicrelerden salgilanan prostaglandin E2, T lenfositleri ve NK hiicreleri baskilar (46, 47).
Ayrica, maternal o6strojen, progesteron, PAPP-A ve tiromodilin gibi immiin sistemi
baskilayici maddelerin de embriyonun reddini onlemede 6nemli etkilerinin oldugu

disiiniilmektedir.

Basaril1 bir gebeligin gerekliliklerinden birisi de basarili bir implantasyondur.
Endometriyumun hazirlanmasi ve erken embriyonik gelisme ostrojen (E2) ve
progesteron (P4) gibi LH ve FSH etkisiyle salgilanan ovaryan steroid hormonlarin
kontroliinde olmaktadir. Ostrojen, proinflamatuvar bir medyatdr iken, progesteron
immiin baskilayici etkileri ile bilinmektedir. Bu iki hormon ve etkileri arasinda bir

denge s6z konusudur (48).

ik 8 haftalik gebelik periyodu, ‘embriyonik dénem’ olarak da adlandirilir.
Blastosistin endometriyuma tutunmasinin ardindan, trofoblastlar ¢ogalarak iki farkli
tabaka olustururlar. 2. GH’da dis hiicre tabakasindaki trofoblastlar (maternal kan ile
temas halinde olan), sitotrofoblast (embriyoya yakin, belirgin nukleuslu, sik mitoz
geciren, implantasyonda iirokinaz ve metalloproteinaz iireten) ve sinsityotrofoblast
(sitotrofoblastlar1 ¢evreleyen, jelimsi sitoplazmali, multinukleuslu, mikrovilluslu, mitoz

gozlenmeyen ve hormonal aktif) olmak tizere iki farkli hiicre grubuna farklilasirlar.
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2. GH’da sinsityotrofoblastlarin iginde bulunan i¢i bos kavitelerden maternal
kan gecisi ve beraberinde hCG iiretimi baslar. implantasyonun gergeklestiginin tek
klinik gostergesi hCG seviyesinin artisidir. Tim bunlar gergeklesirken i¢ hiicre
tabakasinda bir kavite olusur, bu kavite amniyotik kavitenin ilk halidir. Amniyoblastlar,
epiblasttan ayrilarak amniyonu olusturmaya baslarlar. I¢ hiicre tabakasi, ‘bilaminar
germ disk’ de denilen, amniyotik kavitenin tabanini olusturan epiblast (ektodermi
olusturacak) ve ekzosolomik Kkavitenin c¢atistn1 olusturan hipoblasta (endodermi
olusturacak) dontsiir. Ekzosolomik kavite ve membran primer vitelliis kesesine
farklilagir. 3. GH’da endoderm ile ektoderm arasindan trilaminar germ diski de
meydana getirecek olan mezoderm tabakasi olusur ve bu olaya ‘gastrulasyon’ denir. Bu

farklilasmanin ardindan ‘organogenez donemi’ baslar.

2.2.3. Uterin Bezler ve Gebelik

Endometriyumda, stromadan miyometriyuma kadar uzanan sarmal yapida
tiibiiler bezler vardir. Endometriyum, tistte stratum fonksiyonalis ve altta stratum bazalis
olarak iki fonksiyonel tabaka igerir ve fonksiyonel tabaka menstriiasyonda kaybolur. Bu
bezlerin embriyonik gelisimi incelendiginde evcil hayvanlar ve diger primatlarda
oldugu gibi Homo sapiens’te de postnatal gelistigi goriliir (50). Blastosistin
endometriyuma tutunmasi yani ‘nidasyon’ 7. giinde baslar, 10 ila 12. giinlerde sonlanir
(51). Sinsityotrofoblastlar bilyiliyiip genisledik¢e uterin bezleri de asindirirarak
limenlerindeki sekresyonlar1 biinyelerine katarlar ve intervilloz alan1 doldururlar. Bu
durumun, plasentanin asil fonkSiyonunun basladigi ve feto-maternal dolagimin
Olusacagi 10-12. GH’lara kadar fetal niitrisyon i¢in Onemli bir kaynak oldugu
gosterilmigtir (52).

Uterin bezlerin sekresyonlari, bir canli organizmanin ihtiyag¢ duyabilecegi amino
asitler, iyonlar, glukoz, lipidler ve proteinleri (sitokinler, enzimler, hormonlar, biiyiime
faktorleri (BF), proteazlar vb.) igermektedir. Bu bezler gebelikle birlikte kolumnar uzun
hiicreler haline geger, gebelik sonunda ise kiiboidal hal alir. Sekretuvar faz defekti,
implantasyon ve gebeligin ilk zamanlarindaki yetmezlik nedeniyle gebelik kaybina yol

acan yetersizlik durumunu anlatir.

‘Glikodelin’ olarak da bilinen progestajen iliskili endometriyal protein (PAEP)
miktart da ilk trimester sonunda pik yapar. Sadece embriyonun beslenmesi i¢in degil

EGF (epidermal BF), vaskiiler EGF, LIF ve reseptorleri gibi biiylime faktorleri ile



13

birlikte plasentanin gelisimi i¢in de uygun bir ortam hazirlarlar (53). LIF ve FGF
(fibroblast BF) trofoblastik kok hiicrelerinin devamlilig: igin gerekli ana faktorlerdir
(54). Overlerden salgilanan progesteron ile birlikte progesteron reseptorii ekspresyonu
azalir, uterin bezlerin sekretuvar faza gecisi i¢in gen ekspresyonlar1 indiiklenir ve

desidualizasyon baslar (55).

2.2.4. Gebelik Endokrinolojisi
Gebeligin olusumu ve devaminda gorev alan ¢esitli biyomolekiillerin eksikligi

ya da bozukluklarinin gebeligin akibetini olumsuz yonde etkileyecegi asikardir.

hCG: Gebeligin gostergesi olan ve gebeligin  akibetinde etkin,
sinsityotrofoblastlardan sentezlenen, glikoprotein yapidaki ana hormondur. Alfa (LH,
FSH ve TSH ile ortak) ve beta (peptid kismi LH’nin beta alt initesi ile homolog) alt
tinitelerinin birlesmesi ile olusur ve hiicre membraninda LH-hCG reseptorleri ile
etkilesir. Gebelik olustugunda, maternal kanda 7 ila 9. giinler arasinda saptanmaya
baglar, her 1,5-2 giinde iki katina ¢ikar. Bu artisin gézlenmedigi gebeliklerde intrauterin
oliim, ektopik gebelik, gebelik kaybi gortiliirken, ¢ok fazla artisin olmasi eritroblastozis
fetalis, Down sendromu, trofoblast hastaliklar1 ve ¢ogul gebelikleri isaret eder. 8-10.
GH’da en yiiksek diizeyine ulagir. 10. GH’dan itibaren azalmaya baslar ve 16. GH
sonrasinda ayni seviyede gebeligin sonuna kadar devam eder. Ana islevi plasentadan
progesteron sentezi baslayana kadar maternal korpus luteumu uyararak buradan
progesteron sentezinin devamini saglamaktir. Ayrica korpus luteumdan relaksin

hormonu salgisini uyararak uterus diiz kaslarimi ve damarlarini gevsetir.

hPL: Insan plasental laktojenidir, insan koryonik somatomamotropin (hCS)
olarak da bilinir. Biiyiime hormonu ve prolaktin ile 6zdes yapidaki bu hormon,
intermediate trofoblastlardan salinir ve maternal dolagima geger. Diizeyi, plasenta
biyikligi ile dogru orantilidir. Asil etkisi fetusa besin saglamaktir. Bu etkiyi, lipolizi
artirtp fetusun ana besin kaynagi glukoz miktarin1 maternal kanda arttirarak ve anti-
instilinerjik etki ile periferik insiilin direnci olusturup maternal glukoz kullanimini
azaltarak yapar. Maternal aglik, insiilin ve CAMP salimimint uyarir. Ayrica fetusta

damarlarin olusumunu uyarici etki ile anjiyogenik hormon olarak gérev yapar.

Inhibin: Esas olarak korpus luteumdaki graniiloza hiicrelerinden olmak iizere
plasentada da iiretilen glikoprotein yapida bir hormondur. FSH salinimini inhibe eder,

LH aktivitesini ise arttirir.
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Leptin: Fetal biiyime ve gelisme iizerine etkilidir. Plasentadan salgilanir.
Ayrica kemik ve immiin sistem gelisimini de uyarir. Implantasyon sirasinda

trofoblastlardan ve endometriyal hiicrelerden de salgilanir.

Progesteron: Ilk 7 haftada sadece korpus luteumdan, 7 ila 10. haftalar arasinda
plasenta ile birlikte korpus luteumdan, 10. GH’dan itibaren ise plasental
sinsityotrofoblastlardan salgilanan, steroid yapida, plasentada ¢ok az bulunan 3 hidroksi
3-metil glutaril koenzim A nedeniyle kolesterol kaynagi olarak maternal LDL
kolesteroliin kullanildigi bir 21 C’lu hormondur. Fetusta 3B hidroksisteroid
dehidrojenaz aktivitesi de olmadigindan fetal progesteron sentezi olmaz. Gebeligin ilk
10 haftasinda uterin damarlarin dilatasyonunda etkindir (56). Maternal kandaki

seviyelerinin fetal iyilik halinin gostergesi oldugu savi ise tartismalidir.

Ostrojenler: Plasentada steroid hormon sentezinde gérev alan 170 hidroksilaz
ve 17-20 liyaz enzimlerinin aktivitesi yoktur. Plasentada sentezlenen progesteron fetal
dokuya gecer ve fetusta adrenal bezlerde DHEA-S’a ¢evirilir. Bu DHEA-S, 6stron-
Ostrodiol sentezinde ana prekiirsordiir. Fetal karacigerde sentezlenen 18 C’lu steroid
yapidaki bu hormonlar, fetal iyilik halini gosterir. Maternal kandaki ostriol seviyesinin
diisiik oldugu durumlar, fetal 6lim, anensefali, fetal adrenal hipoplazi, plasental siilfataz
eksikligi, plasental aromataz eksikligi, Down sendromu, maternal Addison hastaligi,
hipertansiyon, DM ve maternal glukortikoid tedavisini isaret eder. Eritroblastozis
fetaliste plasental dokunun normalden biiyiik olmasi nedeniyle Gstrojen miktar:i da

fazladir.

Prolaktin: On hipofizde bulunan laktotrop hiicrelerden sentezlenir. Ana etkisi
dogum ile birlikte meydana gelen laktasyonu saglamak ve siirdiirmektir. Beraberinde
graniiloza hiicre sayisii azaltir, GnRH salimimini baskilar, progesteron salinimini

azaltir. Bu etki ile hiperprolaktinemiye yol acar ve bu durum disi infertilitesi sebebidir.

2.2.5. Plasenta

Gebeligin olusumunda etkin dokulardan biri olan plasenta, fetusu dis etkilerden
koruyup kan dolagimu ile ihtiya¢ duydugu maddeleri karsilarken zararli metabolitleri de
uzaklastirir. Ayrica Ozgiin hormonlarin sentezi ile gebeligin devami i¢in elzem
biyomolekiilleri saglar. Fetal (koryon kesesinden - villoz koryon) ve maternal

(endometriyumdan - desidua bazalis) kisim olmak iizere iki parcadan olusur. Plasental
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septumlar, vill6z koryonu yani plasentanin fetal kismini alanlara ayirirlar. Bu alanlar dis

biikeydir ve ‘kotiledon’ olarak adlandirilir.

Embriyonik 2. haftada sinsityotrofoblastlar arasinda bosluklar olusur. Maternal
endometriyal kapiller damarlar ve bezler riiptiire olarak bu bosluklar1 doldururlar. Bu ilk
temas, uteroplasental dolagimin baslangict olarak kabul edilir. 12. giinde bu bosluklar
bir ag formasyonu olusturur ve siinger benzeri bir yapt meydana gelir. Embriyo
etrafindaki  kapiller damarlar tikanir, genisler ve sinusoidleri olustururlar.
Ekstraembriyonik somatik mezoderm ve trofoblastlar ise koryonu olusturur.
Gestasyonel {igiincii hafta sonunda primer koryon villuslariin olusturdugu sekonder
koryon villuslarin igerisinde kapillerler gelismeye baslar (~17. giin). Sitotrofoblast
uzantilar1 birlesir, koryon kesesi ile endrometriyum arasi baglanti olusur ve feto-
maternal dolasim artar.  Villuslar  distan  sinsityotrofoblastlarla, igten ise

sitotrofoblastlarla kaplhdir.

Oksijenden zengin kan umbilikal ven ile fetusa giderken oksijenini kaybetmis ve
fakirlesmis, karbondioksit ile zenginlesmis fetal kan umbilikal arterlere gelir ve buradan
plasentaya aktarilir. Burada koryon arterleri de denen pek ¢ok dala ayrilir ve bu dallar
da villuslar igerisinde arteriyovenoz kapiller sistemi olusturur. Bu genis ylizeyde fetal
ve maternal kan arasinda madde aligverisi gerceklesir. Fetus kan1 ve maternal kan higbir
zaman karigmazlar. Fetal damarlarin hasarlanmasiyla fetusa ait cok az miktarda kanin
anne kanma karigabilecegi bilinmektedir. Gebelik boyunca uterin kan akimi, vaskiiler
direncin diismesi ve uterustaki damarlarin genislemesi ile dramatik bir sekilde artar.
Bundan nitrik oksit ve prostasiklin, prostaglandin ve tromboksan gibi prostanoidler
sorumludur (57). Ayrica adrenomedullin ve sinsityotrofoblastlardan salinan anjiyotensin
1-7 gibi renin-anjiyotensin sistemi iiriinleri de vaskiiler tonusu ayarlamada gorevlidir
(58-60).

Trofoblastlardan, Hofbaur hiicrelerinden ve maternal desidual hiicrelerden
tretilen vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ailesi iiyeleri plasental
vaskiilogenez ve anjiyogenezin diizenlenmesinde etkindir (61). Bu grupta VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF (plasental biiytiime faktorii) vardir.

Plasentanin maternal kan ile ‘yikanmas1’, desidua bazalisteki endometriyal spiral
arterlerden gecen ve villuslar arasindaki bosluklara dolan yiiksek basingli kan ile olusur

(150 ml hacminde ve 3-4 dakikada bir yenilenen). Minik kapillerlere dagilan bu kanin
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akimi yavaglar ve madde aligverisi miimkiin hale gelir. Uteroplasental dolagimin

azalmasi ile fetal kayip olabilecegi bilinmektedir (62).

500 daltona kadar agirliktaki maddeler, su, elektrolitler, oksijen, karbondioksit,
anestezik gazlar ve iire plasentadan pasif difiizyon yoluyla gegerler. Glukoz, GLUT-1
ve GLUT-3 araciligryla kolaylagtirllmig diflizyon, aminoasitler ise aktif difiizyon ile

geger. IgM, kan grubu antikorlar1 ve maternal insiilin plasentadan gecemez.

Koryonik kese, plasentanin bir boélimiini olusturur. Bu da fetusun ve
plasentanin allograft - yabanci doku olarak algilanabilme riskini meydana getirir. Belirli
mekanizmalarla fetal dokularin rejeksiyonu onlenir. Basarili bir plasenta fonksiyonu,
blastosistin endometriyuma tutunup invaze olabilmesi, plasentanin uterin damarlar ile
beslenebilmesi, besin maddelerinin plasentadan gegebilmesi ve fetusa transfer
edilebilmesiyle gergeklesir. Erken gebelik kayiplarin en az %25’inin plasental gelisim
hatalarma bagl oldugu diisiiniilmektedir (63). Ileri gebelik haftalarinda meydana gelen

plasental yetmezlikler, fetal biiyiime geriligi ve preeklampsiye yol agar.

2.2.6. Gebelik ve Normal Immiin Fonksiyon

Gebelik, immiinolojik agidan ele alindiginda benzersiz bir yolculuktur. Hem
maternal hem de paternal genleri tasiyan bir fetus, annenin immiin sistemi tarafindan
tolere edilebilmeli ve rejeksiyondan kagabilmelidir. Bu durum, ilk defa 1953’te

Medawar tarafindan ‘gebelik paradoksu’ olarak tanimlanmigtir (64).

Fetus, anne ile direkt temasta olmamasina ragmen, fetal kokenli trofoblastlar
araciligiyla iliskidedir. Fertilize olmus bir ovum, maternal immiin sistemden koruyan
yart gegirgen ZP ve ‘cumulus oophorus’ ile kaplidir. Bu asamada, embriyo kokenli
sitokinlerin salinimi ile maternal immiin sisteme sinyaller gitmeye baglar (65). Bu
asamadan implantasyon asamasina kadar ~5 ila 7 giin gecer, bu siire¢ maternal immiin
sistemin ve endometriyumun gebelige ve implantasyona uygun hale gelmesi igin
gereklidir (66). Implantasyonun basar1 ile sonuglanmasinda maternal yamt cok

Onemlidir.

Plasental trofoblastlar, sadece HLA-C, HLA-E, HLA-F ve HLA-G
molekiillerinin anlatimini yaparlar. Insan 16kosit antijenleri (HLA) T hiicrelerinin
taninmasini Ve yamt olusturulmasini saglar. Tim HLA genleri 6. kromozomun kisa

kolunda yerlesmistir ve {i¢ sinifa ayrilir. Trofoblastlar tarafindan ifade edilen HLA-C
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smif la; HLA-E, HLA-F ve HLA-G smif 1b igerisindedir. HLA-G bireyler arasinda
diger HLA gruplarma goére daha az polimorfizm igerir, bu sebeple paternal HLA-G
maternal forma olduk¢a benzerdir ve bu durum rejeksiyonu onleyici bir etki gosterir
(67). HLA-G anlatimi, maternal immiin toleransi arttirir, desidual Kkiller hiicrelerin
sitotoksik aktivitesini azaltir, Fas ligand yolag1 ile CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin
apoptozunu uyarir. YUT ile elde edilen embriyolarda HLA-G ifade edilemiyorsa
implantasyonun gergeklesmedigi gosterilmistir (68) ve HLA-G incelemesi sonrasinda
embriyo se¢imi ve transferi yapilmaya baslanmistir (69). Ancak son yillarda, HLA-
G’nin azliginda veya yoklugunda da gebeligin gerceklesebildigi, HLA-G anlatiminin
gebelik olusma oranlarini arttirict 6zellik gosterdigi  bildirilmistir (70). Plasental
eksozomlardan salinan FasL, PDL, IDO ve MHC molekiilleri gibi immiin baskilayici

molekiillerin de immiin yanitin diizenlenmesinde gérevli oldugu bildirilmektedir (71).

Preimplantasyon Faktor (PIF): Embriyo gelisimini uyararak, uterin
endometriyumu implantasyona hazirlayarak ve immiin regiilasyonu saglayarak basarili
bir implantasyonun gergeklesmesinde etkin bir peptiddir (66). Sadece embriyolardan
salinan, 2 hiicreli agsamada tespit edilebilen ve embriyonun yasayabilirligini gosteren bir
belirtegtir. Biyokimyasal gebeliklerde embriyonun yasayabilirligi yoksa tespit edilemez
ve bu nedenle B-hCG’ye dstiinliik saglar. PIF’in tespit edilebildigi gebeliklerin
prognozunun da iyi oldugu bildirilmistir (72).

Progesteron: Gebeligin devami igin esas gerekli olan hormondur. T hiicre-
monosit etkilesimini ve antikor tiretimini inhibe ederek, MMP ve adezyon molekiillerini
aktive ederek, T hiicrelerine bagli sitotoksisiteyi azaltarak, NK hiicre aktivitesini
diizenleyerek ve koruyucu ozellikteki antikorlari uyararak maternal immiin sistem
tizerinde etki gosterir (73). Periferik CD8+ lenfositler basta olmak iizere maternal
lenfositler, gebelik boyunca progesteron seviyelerine, progesteronla indiiklenen bloke
edici faktor (PIBF) araciligiyla duyarlidirlar. PIBF salimimi 37. GH’ya kadar artarak
devam eder, terme kadar yavas bir azalma gosterir ve JAK/STAT yolagi iizerinden
etkindir (74). Ayrica Thl ve Th2 arasindaki denge serum progesteron, PIBF, TGF-o/f
ve IL-10 diizeylerine baglidir (75).

Regiilator T hiicreler (Treg): Treg hiicreler (CD4+/CD25+/Foxp3+),
baskilayici 6zellikte, otoimmiiniteyi 6nleyen ve allojenik organ nakillerinde tolerasyona

yardimer hiicrelerdir. TGF-a, Treg hiicrelerin olusumunu uyarir ve bu hiicreler ile
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FOXP3 uyaris1 altinda toleransin devamliligi saglanir. Bu siiregte 1L-10 ve TGF-a
uyumlu calisirlar (76). Seminal sivida da artmis sayida Treg hiicreleri vardir. Ayrica son
donemlerde yapilan ¢alismalarda gebelik esnasinda arttigi tespit edilen ve IL-17 tireten
T lenfosit alt tipi Th17’dir ve feto-maternal tolerans olusmasinda temel bir rolii oldugu
diistintilmektedir (77).

Uterin/desidual dogal éldiiriicii hiicreler (uNK/dNK): Temel olarak kemik
iliginde farklilasan bu hiicreler, KIR, KAR ve inhibitor reseptorler ile diizenlenir. uNK
hiicreler luteal fazin ortalarinda sayica artarlar. Yiizeylerinde bol sayida CD56 molekiilii
bulunur. Proliferasyonlari, progesteron, stromal hiicrelerden salinan IL-15 ve desidual
prolaktin ile artar; aktiviteleri, CD56+ uNK hiicrelerinde 1L-15 reseptorlerinin artigi ve
hCG ile uyarilir (78).

Desiduada erken gebelik donemlerinde lenfositlerin %50-90°1 NK hiicrelerinden
olusmaktadir. Fakat dNK’lar (CD16-/CD56) periferik kandaki NK’lardan
(CD16+/CD56) farkli ekspresyon ozellikleri gosterirler (79). Trofoblastlarin invazyonda
ilk karsilastigi doku, dNK baskin 6zellikteki uterin dokudur.

Programh Oliim Ligandi 1 (PDL1): Maternal immiin toleransta PDL1, PDL2
ve reseptorleri de gorev almaktadir. Gebelik boyunca tiim trofoblast hiicrelerinde PDL1
anlatimi gorilir, PDL2 anlatimi ise plasenta olusumu esnasinda sinsityotrofoblastlarda

saptanir. Fetal antijenlere spesifik lenfositler araciligiyla PDL1 anlatimi uyarilir (70).

Indolamin 2,3-dioksijenaz iliskili triptofan katabolizmasi: Triptofanin
plasental katabolizmasi, T hiicre aktivitesini baskilar ve fetal rejeksiyonu engeller.
Fakat, IDO ekspresyonunun fertil ve gebelik kaybi Oykiisii olan kadinlar arasinda

farklilik gostermedigi ileri stirilmiistiir (70).

Kortikotropin salict  hormon (CRH) ve FasL ekspresyonunun
diizenlenmesi: CRH, ACTH’nin strese yanitimi diizenleyen peptid yapili bir
hormondur. Prostaglandin diizenlenmesi, gestasyon siiresi, plasenta biiylimesi ve
diizenlenmesinin kontrolii ile gebelikte rol almaktadir. Hipotalamustan salinan CRH
anti-inflamatuvar etkiler gostermesine ragmen, periferik inflamasyon bélgelerinde pro-
inflamatuvar etkileri goriilmektedir. Intrauterin CRH, implantasyona aseptik
inflamatuvar yanit olusturarak yardimci olur. FasL, TNF ailesinin bir iyesidir ve
salinimi1 CRH ile kontrol edilir. Fas-FasL sistemi apoptozda, lenfopoezde ve immiin

yanitta etkindir. NK hiicrelerin sitolitik ve virlislere karsi yanitin1 diizenler, timor
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hiicrelerinin yok edilmesinde gorev alir. FasL, trofoblastlarda ve desidual hiicrelerde

anlatilir, implantasyona ve maternal immiin toleransin gelismesine yardimeci olur (80).

Haptoglobinler: Sekresyonlar1 luteal fazin ortalarinda artar ve implantasyon
asamasinda pik yapar. Maternal immiin hiicreler tizerine etkisini, NK aktivitesini ve
ekstraselliiler matrikse NK hiicrelerinin adezyon ve invazyonunu azaltarak gosterir.
Ayrica Dblastosist sivismin iginde bulunan Prostaglandin E, sitotoksik NK hiicre

aktivitesini azaltici etkiye sahiptir (70).

2.3. Gebelik Kayiplari

20. GH’dan once veya fetusun <500 gr altinda oldugu bir gebeligin
kendiliginden sonlanmasi ‘spontan abortus’ olarak tanimlanir. Tim gebeliklerin
yaklasik %50’si, klinik olarak fark edilmis gebeliklerin ise yaklasik %20’si abortusla
sonlanmaktadir. Her 4 ¢iftten biri en azindan bir kez gebelik kaybi yasamaktadir (81,
82). Bu abortuslarin %80’i 12. GH’dan 6nce olusmaktadir. Implantasyon sonrasinda 4
ila 6. GH sonrasinda gebelik kayip oran1 %15-20 civarindadir. 10-13. GH’da ise bu oran
%2,8’¢ diiser (83). Gebelik kayiplarinin degerlendirilmesinde, kaybin hangi haftada
oldugu 6nemlidir. 1. trimester kayiplarinda ek sik neden kromozom anomalileri iken 2.

trimester kayiplarinda servikal yetmezlik 6n plana ¢ikmaktadir.

Biyokimyasal gebelikte, kandaki gebelik gostergesi olan hormon B-HCG
yiikselir, fakat erken haftalarda gebelik kaybi oldugundan menstriiel dongii icerisinde
kanama gergeklesir, bu kanama ve atilan doku parcalari abortus materyalidir. Gebelik
kesesinin gelismesine karsin embriyonun gelismemesi durumu ise ‘anembriyonik

gebelik’ olarak tanimlanir.

Gebelik kayiplarinin olustugu trimester, konseptusun gelisimsel evresi ve

etiyolojik faktorler g6z oniine alinarak giincel bir yaklasim algoritmasi ve terminolojisi

onerilmistir (84)(Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Gebelik kayiplarinda kullanilan terminoloji (Silver (84)’dan degistirilerek)

Onerilen terim Kullanilan terim Tamm Etkili gelisim evresi
Kanda ya da idrarda Morula
pozitif hCG saptanmasina Blastosist
Erken gebelik kayb1 | Spontan abortus ragmen USG ile Gastrula
saptanamamis <10. GH Embriyo

gebelik kayb1

Peri-implantasyonal Spontan abortus USG ile gestasyonel sak Morula
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kay1ip goriintiilenemeden <5. GH Blastosist
gebelik kayb1 Gastrula

Ektopik gebelik dahil
olmak tizere olasi ektopik,
olas1 bilinmeyen
yerlesimli, olas1 intrauterin
veya intraabdominal olan
uterusta olmayan gebelik

Ektopik gebeligi
kapsayan, yerlesimi Ektopik gebelik
bilinmeyen gebelik

Uygulanamaz

Gebeligin ilk 6 haftasina

kadar olan, embriyonun Morula
Preembriyonik kayip | Spontan abortus USG ile izlenemedigi Blastosist
gestasyonel sak/yolk sakin Gastrula
izlendigi gebelik kaybi

Gebeligin ilk 10 haftasina
kadar olan, kardiyak

Embriyonik kayip Spontan abortus | aktivite izlenmemis, CRL Embriyo
<10 mm olan gebelik
kaybi

Gebeligin erken

Gebeligin indiiksiyonu veya

terminasyonu Abortus intrauterin miidahale ile Uygulanamaz
gebeligin sonlandirilmasi
Fetal 6liim 10-19. GH arasinda USG
Erken (10-15. GH) Spontan abortus ile fetal 6liimiin tespiti,

Geg (16-19. GH) kardiyak aktivite yoklugu
Dogum sonrasinda ya da

Olii dogum Olii dogum dogumda 6len >20. GH Fetus

fetus

Normal bir kadmin fertil oldugu donem, puberteden baglayarak menopozal
doneme kadar siiren onlarca yili kapsayan bir siirectir. Bu siiregte kadmin yasadigi
cevre, yasi, fiziksel ozellikleri, isi, anatomik ve genetik ozellikleri fertilite oranlarin
etkiler. Gebelik kayb: oykiisii ile klinige bagvuran ciftlerde oncelikli olarak alinacak
ayrintili anamnez ve aile dykiisii ¢ok dnemlidir. Anne adaylarinin puberte ve menstriiel
Oykiisii alinmali, onceki gebelikler hakkinda ayrintili bilgi edinilmelidir. Parental yas,
viicut-kitle indeksi, yasam tarzi, meslek ve sosyokiiltiirel 6zellikler tizerinde durulmasi
gereken konulardir. Ileri anne yas1 ile birlikte olas1 kromozomal andploidi ve 6zellikle
trizomilerin riski artmaktadir. Ayrica polikistik over sendromu, endometriyozis, obezite
ve diyabet gibi sonradan edinilen, toplumda sik goriilen hastaliklarin fertilite {izerine
olumsuz etkisi bilinmektedir. Akraba evlilikleri mutlaka sorgulanmalidir. Aile igi
evliliklerde resesif 6zellikteki ve toplumda nadir olarak goriilen patojenik varyantlarin
bir sonraki kusakta homozigot hale gecerek fetal letal bir tablo olusturma ihtimali

yiiksektir. Genis kapsamli ve en az ii¢ kusagi iceren aile agaci ¢izilmeli, ailede
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konjenital anomalili, gelisme geriligi veya entelektiiel gerilik ve ozellikle anne, kiz
kardes, erkek kardesin esinde olasi gebelik kaybi Oykiileri alinmalidir. Spontan ve tekil
gebelik kayiplar1 ile iligskilendirilmis faktorler sunlardir: kromozom anomalileri
(6zellikle 1. trimester kayiplarinda), embriyonal anomaliler, plasenta anomalileri,
teratojen-mutajen maruziyeti, uterin anomaliler, travmaya maruziyet, trombofilik
sendromlar, yetersiz beslenme veya obezite, genital enfeksiyonlar, maternal hastaliklar
(Hipo/hipertiroidi, DM, Luteal faz yetmezligi, SLE, KVS hastaliklar1) (81-84).

2.4. Tekrarlayan Gebelik Kayiplar:
TGK ile ilgili literatiirde bulunan ilk yayin 1938 tarihlidir ve bu durum ‘diisiik
dizileri’ olarak adlandirilmigtir (85). Giiniimiizde kullanilan terminoloji agisindan ilk

tanimlama ise 1983 yilinda yapilmistir (86).

TGK, primer ve sekonder olmak tizere iki gruba ayrilir. Primer TGK’da dogum
ile sonlanabilmis gebelik Oykiisii yokken; sekonder TGK’da herhangi bir zamanda

dogumla sonlanabilmis gebelik mevcuttur (87).

TGK’da her yeni diisiikle birlikte kromozomal olarak normal gebelik kaybi riski
artarken (%30-45), gelecekte gebeligin basariyla tamamlanma sansininda azaldigi
bildirilmektedir (88).

Hacettepe Universitesi Niifus Etiitleri Enstitiisii tarafindan yapilan c¢alismada,
2008-2013 yillar1 arasinda iilkemizde her 100 gebelikten 14’{iniin spontan abortus ile
sonlandigi bildirilmistir. %31,3 kadinin daha Onceden de benzer Oykiisii oldugu,
yardimci lireme teknikleri yoluyla gebe kalmis olan kadinlarmm da %35’inin gebelik

kayb1 yasadigi tespit edilmistir (89).

ESHRE (European Society of Human Reproduction and Embryology) Erken
Gebelik Uzman Grubu tarafindan TGK tanimi i¢in ortak bir terminoloji ihtiyaci
tizerinde durulmus; ektopik gebelik ve biyokimyasal gebelik gibi goriintiilenememis
gebeliklerin de bu kapsama alinmasi gerektigini belirtmislerdir (90). Tekrarlayan
gebelik kayiplarinda saptanabilen etiyolojik faktorler sikliklarina gore Tablo 2-2’de
siralanmugtir (90).

Tablo 2-2: Saptanabilen tekrarlayan gebelik kayiplarinda etiyolojik faktorler (Kolte
(90)’den degistirilerek)

| immiinolojik nedenler (%20-50) |




e Hiicresel mekanizma
1. Baskilayic hiicre ya da faktor eksikligi
2. MHC antijen ekspresyon defektleri
3. Hiicresel immiin regiilasyonda bozulma
e Hiimoral mekanizma
Antifosfolipid antikorlar
Antitiroid antikorlar

Antisperm antikorlar

R

Antitrofoblast antikorlar

5. Baskilayici antikor eksikligi

Endokrin nedenler (%17-20)
o Luteal faz defekti

e Hiperprolaktinemi

e Androjen anomalileri

Anatomik nedenler (%12-16)
e Konjenital

1. Dietilstilbestrole maruziyet
2. Uterin malformasyonlar
3. Servikal yetmezlik
e Edinsel
1. Servikal yetmezlik
2. Sinesi
3. Leiomiyom

4. Adenomiyom

Genetik nedenler (%3,5-5)
e Kromozomal

o Tek gen defekti
e Multifaktoriyel

Enfeksiyonlar (%0,5-5)

Diger faktorler (%10)
e Endometriyal reseptivite bozuklugu

o  (Cevresel faktorler
1. Toksinler

2. Sigara ve kafein

22
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3. Yasadisi ilaglar/uyusturucu madde kullanimi
4. Maternal bobrek, kalp ve hematolojik hastaliklari
5. Erkege bagli nedenler

2.4.1. immiin Nedenler

Implantasyon, anjiyogenez, trofoblast invazyonu ve plasentasyonu da igeren tiim
gebelik asamalarinda immiin sistem aktif bir yere sahiptir. Sebebi agiklanamayan
tekrarlayan gebelik kayiplarinda immiinolojik faktérlerin en sik neden oldugu (~%15-
25) ve olas1 immiin nedenlerin; maternal dolasimdaki sitotoksik antikorlar, MHC-1 ve
MHC-II uyumsuzluklari, fetal dokulara, plasentanin fetal boliimlerine karsi maternal
immin yanitin  ve  Th1-Th2-NK hiicrelerin  aktivitesinin  artmasi  oldugu

disiiniilmektedir.

Gestasyonel hormonlarin  etkisi altinda endometriyumu implantasyona
hazirlayan mekanizmalar igerisinde T lenfositlerin 6nemli bir rolii vardir. IL-1 ve IL-1P
reseptorleri trofoblast ve endometriyal hiicrelerde bulunmaktadir. 1L-1, LIF’i ve IL-6’y1
indiikleyerek implantasyonda gorevli ana sitokinlerden biri olarak goérev alir ve Th2
hiicreleri uyarir. Tekrarlayan implantasyon kusuru ve infertilite olgularinda IL-11 ve
LIF diizeylerinin disiik oldugu saptanmistir. Ayrica immiinsiipresif 6zelligiyle bilinen
IL-10 normal gebeliklerde, tekrarlayan gebelik kayiplarina gore daha yiiksek oranda
saptanmistir.  TNF-a geni polimorfik varyantlari ile TGK arasinda bir iligki
bulunamamistir.  TGF-g, IFN-y, IL-1p, IL-6 ve IL-10 genlerindeki polimorfik
varyantlarin gebelik kayiplarina neden oldugu hipotezi ise genis kapsamli ve yeterli
hasta sayis1 igeren calismalarda gosterilememistir. Immiinite iliskili genler ile TGK
iligkisini gosterebilmek icin etnik grup ve gevresel faktorler gibi nedenlerle sitokin
seviyelerinin degisebilecegi géz Oniine alinarak ve homojen bir olgu grubu olusturarak

yapilacak calismalara ihtiyag vardir (91).

Fertilite problemlerinde periferik kandaki Natural Killer hiicreler ile ilk ¢alisma
1996 yilinda Alan Beer ve ekibi tarafindan yapilmistir. Bu olgu grubunda >*Chromium-
release assay’ teknigi ile sitotoksisite ve NK aktivitelerine bakilmis olup, ylizey
aktivasyon belirteci CD69 ekspresyonunun arttigit ve baskilayict belirteg CD94
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (92). TGK ve anembriyonik gebelik olgularinda
immiin etiyopatogenezi aydinlatmak i¢in yapilan akim sitometri ¢aligmalarinda desidual

lenfositler icerisinde dNK hiicrelerinin normal gebeliklere gore say1 ve aktivitelerinin
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artmis olduklar1 goriilmiistiir (78). Treg hiicre sayisinin azalmasi, sebebi agiklanamayan
infertilite, gebelik kayb1 ve preeklampsi ile iliskilendirilmektedir (93, 94). IL-17 ve IL-
23 iireten Th17 sayisinin artmasi ile TGK arasinda korelasyon oldugu ve regiilatér T
hiicreleri arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda preeklampsi gibi gebelik
komplikasyonlari, spontan abortus ve preterm dogumun olabilecegi gosterilmistir (95,
96). Sitokin diizeyleri ve genlerindeki polimorfizmlerin TGK ile iligkisi oldugunu
sOyleyen yayinlarin yaninda, aksi yonde sonug¢lanmis ¢alismalar da mevcuttur (79, 97).
Primer hiicresel immiin yanitla iliskili HLA allel prevalanslari, partnerler arasindaki
farkliliklar ve 6zellikle HLA-B, HLA-DR ve HLA-DQ lokus paylagimlarindaki artiglarin
TGK ile iliskisi oldugu ileri siiriilmiistiir (98). Olas1 immiin nedenlerin tedavisinde
denenen IVIG, kortikosteroid tedavisi ve cesitli immiinoterapilerin etkin olmadigi

gosterildiginden rutin kullanimda 6nerilmemektedir (99-100).

2.4.1.1. Antifosfolipid Sendromu (APS)

APS, tromboza egilimin oldugu, kalitsal olmayan, siklikla sistemik lupus
eritematozus (SLE) ile birlikte goriilen, antifosfolipid antikor varhigi ile kanitlanan
otoimmiin bir durumdur. SLE, romatoid artrit, Sjogren sendromu, sistemik skleroz,
diyabetes mellitus, Crohn hastaligi ve otoimmiin tiroid hastaligi gibi otoimmiin
hastaliklara; sifiliz ve HIV enfeksiyonu gibi enfeksiyon hastaliklarina; 16semi, lenfoma,
over ve serviks karsinomu gibi kanserlere ve oral kontraseptif kullanimma sekonder
olarak goriilebilir. Antifosfolipid antikor, anti B2 glikoprotein-1 IgM/IgG ve lupus
antikoagiilani, TGK ile iligkisi kanitlanmis tek otoantikor grubudur (101). Burada ana
faktor, negatif yiiklii olan fosfolipid ve fosfolipoproteinlere karsi olusan
otoantikorlardir. Etkisinin plasenta iizerinde tromboksan sentezi artigi, prostosiklin
sentezi azalig1 ve plasentada antitrombotik antifosfolipid baglayan protein olan anneksin
V uzaklagmasi ile gorildigi disinilmektedir. Yapilan hayvan deneylerinde,
antifosfolipid antikorlarin trofoblastlara baglanmas: ile C3 ve C5 kompleman
faktorlerini aktive ederek inflamatuvar hiicreleri uyardigi, fetal ve plasental dokularda
hasar yarattig1 gosterilmistir (102, 103). Insan plasentasi ile yapilmis in vitro
caligmalarda ise bu otoantikorlarin ekstravilloz trofoblast farklilasmasini ve devam eden
plasentasyonu durdurdugu, bu etkilerinin de heparin ve aspirin ile engellendigi

gosterilmigtir (104).
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Klinik tanisinda; kiigiik damarlarda agiklanamayan trombozlar, >3 adet <10. GH
gebelik kaybi, <34. GH’da preeklampsi ve plasental yetmezlik bulgulari vardir.
Antikardiyolipin (ACA) IgM/IgG, Lupus Antikoagiilan Testi (LAC-otoantikorlarin
etkisiyle APTT’de uzama oldugunun gosterilmesi) pozitifligi ve anti 2 glikoprotein-1
IgM/IgG bu sendrom ile iligkili otoantikorlar ve testlerdir. Tedavisinde aspirin ve diisiik
molekiil agirlikli heparin kullanilir. Kesin tanida en az bir klinik ve bir laboratuvar

Kriterinin karsilanmasi gereklidir.
Tamn kriterleri (Sapporo kriterleri);
-Klinik Kriterler
. Gegirilmis tromboz dykiisii
. >1 sayida >10. GH gebelik kayb1

. Agir preeklampsi, eklampsi ya da uteroplasental yetmezlige bagli olarak

>34. GH’da gergeklesen prematiir dogum dykiisii
. >3 sayida 10. GH’dan 6nce sebebi agiklanamamis gebelik kaybi1 dykiisii
-Laboratuvar Kriterleri
. Antikardiyolipin 1gG veya IgM pozitifligi
. Lupus antikoagiilan: pozitifligi
. Anti B2 glikoprotein IgG veya IgM pozitifligi (2006°da eklendi)
2.4.2. Endokrin Nedenler

Bu grup, gebelik kaybina neden olan etken bulundugunda ve tedavi

saglanabildiginde basar1 oran1 yiiksek bir gruptur.

Hipotiroidi, over fonksiyonlarini bozarak ve luteal faz yetmezligine yol agarak
gebelik kaybina sebep olabilir. Ancak, tiroid fonksiyon testleri ve antitiroid antikorlarin
taranmasinin  TGK etiyolojisi ve prognozu agisindan bir etkisi olmayacagi

soylenmektedir (105).

Diyabetes mellitus, sadece abortusa degil, gebelik boyunca farkli
komplikasyonlara da yol acar. Embriyogenezi bozarak fetal anomalilere neden olur.
Basarili bir gebelik siirdiirebilmek ve fetusun etkilenmemesini saglamak icin gebelik

oncesinde diyabet mutlaka kontrol altina alinmalidir.



26

Luteal faz yetmezligi, gebeligin olusumu ve implantasyon asamasinda etkin
olacak ana asamalardan biri olan luteal fazin 13 giinden daha kisa olmasidir ve korpus
luteumun yeterli progesteron liretememesiyle sonuglanir. Luteal fazda serum
progesteron diizeylerinin 10ng/ml’den az olmasi luteal faz yetmezliginin gostergesidir.
Maternal serum progesteron seviyelerinin <12 ng/ml olmas1 artmis gebelik kayb1 riski
ile iliskilendirilmektedir, fakat gebelik sirasinda bu diizeyler oldukg¢a farkli araliklarda
seyredebildigi de g6z onitinde bulundurulmahdir (106). Korpus luteumun yoklugunda
gebeligin devam etmedigi bilinmektedir. Luteal faz yetmezliginin TGK olgularindaki
oran1t %12-28 olarak bildirilmistir (107). Hiperprolaktinemi, polikistik over sendromu,
hipogonadotropik hipogonadizm, azalmis over rezervi, stress, asir1 egzersiz ve ciddi kilo
kaybi luteal faz yetmezligine de yol agabilir (108). Bu olgularda progesteron tedavisi ve
hCG replasmaninin iyi prognoza etkisinin oldugu sdylenmekte, kullanim sekli ve fayda
oranlarinin netlesmesi igin luteal faz yetmezligi olgularinda c¢alismalarin arttirilmasi

gerektigine dikkat ¢ekilmektedir (105).

Hiperprolaktinemi, folikiillogenez ve oosit olgunlagsmasinda yetmezlige yol
acarak genellikle anovulasyon ve infertilite, ayrica hipotalamohipofizoovaryan yolagi

da bozarak kisa luteal faza neden oldugundan TGK ile iliskilendirilmektedir (109).

2.4.3. Anatomik Nedenler

Disi tireme sisteminde yer alan organlardaki anatomik bozukluklar nedeniyle
olusan TGK’larda gebelik kayiplar1 siklikla ikinci trimesterde meydana gelir.
Histerosalfingografi, menstriiasyonun 6 ila 11. giinleri arasinda serviksten uterin kavite
igerisine radyoopak madde verilmesi ile uterus, tubalar ve sonrasinda bu maddenin
periton bosluguna yayilimi, bu yayilim sirasinda lezyon, yapisikliklar ve tubal

tikanikliklarin tespitinde kullanilan yiiksek sensitiviteli bir yontemdir.

Anatomik nedenler iginde en sik goriilen (%35) uterin kavite igerisinde bir perde
gibi kavitenin dogal yapisini bozan septat uterustur (110). Erken embriyolojik déonemde
bilateral geliserek orta hatta uterus pargalarinin birlesmesi (paramezonefrik kanallar) ve
sonrasinda aradaki dokularin rezorbe olmasi ile normal uterus olusur. Rezorbsiyon
asamasindaki hatalar septat uterus olusmasina, bu da plasentanin kan akiminin
bozulmasi ve biiyliyen fetus icin uterus icinde yeterli alan kalmamamasina yol
actigindan gebelik kaybina sebep olabilmektedir. Tedavide histeroskopik septoplasti

uygulanir, tedavi sonrasi gebelik basaris1 yiiksektir.
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Gebelik kayiplarina sebep olabilen edinilmis anatomik faktorler icerisinde uterin
miyomlar (en ¢ok submiik6z yerlesimli), gecirilmis enfeksiyonlar ve kiiretaj islemlerine

sekonder gelisen, kavite i¢erisinde yapisikliklar goriilen Asherman sendromu vardir.

Ikinci trimester kayiplarinda sik goriilen etiyolojik faktdrlerden biri olan servikal
yetmezlik de anatomik faktorler arasinda sayilmaktadir. Bag dokusu hastaliklar1 gibi
konjenital veya gecirilmis cerrahi girisim, biyopsi Oykiisii gibi edinsel nedenlerle
meydana gelebilir. Tespit edildiginde gebelik kaybi gergeklesmeden once servikal
serklaj yapilmasi (servikste internal os hizasina servikal agikligi onleyici siitur atilmasi)

etkin tedavi yontemidir ve gebeligin devamini saglar.

2.4.4. Genetik Nedenler

2.4.4.1. Kromozom Anomalileri

Kromozomlarin sayisal veya yapisal tim degisimleri kromozom anomalisidir.
Eger bu degisim aktif genlerde dozaj degisimine neden olur ve genlerin fonksiyonlarini
bozarsa fenotipik etkiye yol agar ve ‘dengesiz kromozom anomalisi’ olarak tanimlanir;
genomik dengesizlige yol agmayanlar ise fenotipik etki yaratmazlar ve ‘dengeli
kromozom anomalisi’ olarak adlandirilir. Ancak, dengeli kromozom anomalileri
tastyicilart gametlerine %50 genetik materyali dengesiz aktarabildiklerinden embriyo
etkilenmekte ve genetik dengesizligin agirligina bagli olarak embriyonun yagsam sansi
degismektedir. Bu nedenle tekrarlayan gebelik kayiplarinda ciftlere kromozom analizi

yapilmasi son derece 6nemlidir.

Sayisal Kromozom Anomalileri: Ureme tibbi ile ilgilenen ve kilavuzlar
yayinlayan uluslararast kuruluglardan RCOG’a (Royal College of Obstetricians and
Gynaecologists) gore 3 gebelik kaybindan sonra fetal karyotip analizi dnerilmekte iken,
ASRM (American Society for Reproductive Medicine) bu sayiy1 2 olarak vermektedir
(110, 111). Yapilan ¢alismalarda TGK embriyolarinda kromozomal anomali saptanma
orant %?25-60 arasinda verilmektedir (112-114). Abortus materyallerinde yapilan
kromozom analizlerinde, en sik sayisal anomalileri saptanir. Sayisal kromozom
anomalilerinden triploidi ve tetraploidi ~%25, monozomi X %10 siklikla saptanirken,
anomalilerin en biiyiikk kismini trizomiler olusturur ve bunlarin biiyiik ¢gogunlugunun
oogenez, dzellikle mayoz I’deki boliinme hatalarindan kaynaklandigi ve ileri anne yas1

ile birlikte sikliginin arttig1 gosterilmistir (111).
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Trizomiler i¢inde en fazla otozomal olanlar dikkat ¢eker. Trizomi 1 disinda,
biitin kromozomlarin trizomileri abortus materyallerinde tespit edilmistir. Trizomi 1’li
embriyolarin letal etki nedeniyle implantasyon asamasinda kaybedildigi, abortus oldugu
fark edilebilecek kadar yasamadig: bilinmektedir. Abortus materyali incelemelerinde en
sik sirasiyla trizomi 16 (%7,27), trizomi 22 (%2,26) ve trizomi 21 (%2,11) tespit
edilmektedir (115). Bu olgularda trizomiler igin tekrarlama riski topluma goére artmigtir
(ampirik olarak %1-1,4). Bunun sebebinin gonadal mozaisizm, mayotik ayrilamamaya
yatkinlik gibi durumlar oldugu diistiniilmektedir. Fertilizasyon asamasinda veya ilk
mitoz boliinmelerde meydana gelen hatalarin yol agtigi anomaliler olan triploidi (3n) ve
tetraploidi (4n) ile monozomi X igin tekrarlama riski toplum riski kadardir. Triploidiye
yol acan fazla haploid set maternal ya da paternal kokenli olabilmektedir. Fazla setin
maternal kaynakli olmasi plasentanin kiiclik kalmasina ve agir fetal gelisim geriligine
yol acar. Plasentanin adeta bir iiziim salkimi seklinde goriindiigi ve ‘komplet mol’
olarak adlandirilan gebeliklerde kromozom yapis1 46,XX olarak saptanabilmektedir. Bu
olay cekirdegi olmayan bos bir ovumun 23,X kromozomal yapidaki bir sperm ile
dollenmesi, kromozom sayisinin iki katina ¢ikmasi ile olusur. Maternal genetik
materyalin olmamasi, plasental anomalinin olusmasimna ve embriyonal gelisimin geri

kalmasina neden olur.

Yapisal Kromozom Anomalileri: Homolog olmayan iki kromozom arasinda
meydana gelen materyal paylasimina ‘translokasyon’ denir ve dengeli ile dengesiz
translokasyonlar olmak {izere ikiye ayrilir. Dengeli translokasyonlarda kromozomal
materyal agisindan artma ya da azalma olmaz. Ailevi kromozomal translokasyonlar
TGK etiyolojisinde ilk defa 1962 yilinda Schmidt tarafindan tanimlanmistir (116). Tekil
diisiikten sonra parental translokasyon %2,2 oraninda saptanirken, iki gebelik kaybindan
sonra bu oran %4,8, li¢ gebelik kaybindan sonra ise %5,7 civarinda olmaktadir (110,
117). ~%5 olguda gozlenen yapisal anomalilerin ise 2/3’i ailevi dengeli kromozom

anomalisi tagtyiciliginin triinleridir.

Erkek ile kadm tastyicilar arasinda bir karsilastirma yapildiginda, kromozom
anomalilerinin iki kat daha fazla maternal kokenli oldugu goriilir (118). Dengeli
kromozomal yeniden diizenlenmeler, olguda fenotipik agidan bulgu vermez; fakat bir
sonraki kusaga aktarildiklarinda ortaya ¢ikabilirler. Robertsonian translokasyon tipinde,

kisa kollarim1 kaybeden iki kromozomun sentromer bdlgesi yakinmda birbirleri ile
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birlesir ve bu durum akrosentrik kromozomlarda sik meydana gelir. Genel
populasyonda %0,1 oraninda goriiliir, TGK olgularinda ise oran %1,1°dir (119) ve
%75’1 13 ve 14. kromozomlarda meydana gelir. Toplumda 1/1.300 oraninda goriilen
13g14q Robertsonian translokasyonu, en sik kromozomal yeniden diizenlenimidir
(120). 21. kromozomu igeren 14921q gibi translokasyonlarda olusan dengesiz gametler

ile olusan gebeliklerde Down sendromu riski artar.

Inversiyonlar, bir kromozomda olusan kiriklar sonrasinda kirilan bdlgenin, ters
doniip tekrar ayni yerle birlestigi durumlardir. Her iki kromozom kolunu kapsayan
perisentrik inversiyonlar bolgesel olarak hem duplikasyon hem de delesyona yol agar.
Dengesiz parasentrik inversiyonlar, asentrik ya da disentrik kromozomlarin olusmasina
neden olur. Perisentrik inversiyon tasiyicist bir ebeveynin dengesiz kromozom
anomalili ¢ocuk sahibi olma riski %5-10 civarinda verilmektedir (121). Toplumda

siklikla rastlanilan polimorfik kromozomal varyanti inv(9)(p11912)°dir.

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada TGK olgu grubunda parental kromozom
anomalisi saptanma oranm1 %3,7 olarak bulunmustur. Bu oran igerisinde %24,7
resiprokal translokasyonlar, %17,64 Robertsonian translokasyonlar, %4,11 mozaisizm,

%4,7 kiigiik markir kromozomlar ve %0,6 da mikrodelesyonlar tespit edilmistir (122).

2.4.4.2. Bilinen Tek Gen Defektleri

Uclii tekrar hastaliklari, immiin sistemi etkileyen tek gen mutasyonlari,
trombofilik gen mutasyonlari, enzim kodlayan genlerdeki defektler ve fetal letal
sendromlar tekrarlayan gebelik kayiplart ile iliskilendirilmektedir. Mendeliyan
hastaliklardan Barth sendromu, o Talasemi major, Letal multipl pterygium sendromu
gibi hastaliklar intrauterin donemde fetus lizerinde Oliimcil etki yaparak gebelik
kaybina sebep olurlar. TGK olgularinda yasamla bagdagsmayan OR hastaliklar 6zellikle
akraba evliligi veya pozitif aile Oykiisii varliginda sorgulanmali ve arastirilmalidir.
Lizozomal veya amino asit defekti hastaliklari, mitokondriyal fonksiyon bozukluklari,
glikojen depo hastaliklar1 ve yag asidi oksidasyon bozukluklar fetal metabolik yolaklari
bozarak gebelik kaybina neden olurlar. X kromozomu iizerinde bulunan MECP2 gen
mutasyonlart erkek fetuslarin tekrarlayan kayiplarina yol acabilen X’e bagli kalitim

gosteren Rett sendromuna yol agar.

Muskuloskeletal tutulumun oldugu miyotonik distrofi, tanatoforik displazi, tip 11

osteogenezis imperfekta gibi hastaliklar da intrauterin dénemde letal olabildiginden
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gebelik kayiplart ile iliskilendirilmektedir (123, 124). Miyotonik distrofi, CNBP ve
DMPK genlerindeki tiglii niikleotid (CTG) tekrar sayiSinin artmasiyla karakterizedir. Bu
genlerdeki tekrar sayisi normalden fazla ise, hiicre boliinmesi esnasinda eslesmede
hatalara yol agabilir. Miyotonik distrofinin gebelik kayiplarindaki yerini agiklayabilmek
amaciyla yapilan incelemelerde diisiik materyallerinde bu hastalik tasiyicilarina gore
daha fazla CTG tekrarlar: tespit edilmistir (125).

Kalitsal Trombofili Sendromlar:: Kalitsal trombofililer, azalmis antikoagiilan
proteinleri veya artmis koagiilasyon faktorleri ile tespit edilir ve genel populasyonda
~%15 civarinda goriiliir. Koagiilasyon kaskadi, intrensek ve ekstrensek olmak tizere iki
yolla aktive olur. Intrensek yola yiizeyel temas yolu da denirken, ekstrensek yol doku

faktor yolu olarak adlandirilmaktadir.

Gebeligin normal disi fizyolojisine gore trombotik olaylara daha yatkin bir
donem oldugu bilinmektedir. Fibrinojen, faktér V, faktor VII, faktor VIII, faktor X ve
PAI artisinin yaninda antitrombotik etkisi bilinen protein S azalmasi ve bunun
sonucunda protein C direncinin olugsmasi gebelikteki tromboza egilimin nedenleridir.
Kalitsal bir trombofili olmasi durumunda, gebeligin abortusla sonlanabilecegi uzun
yillar boyunca diisliniilmiis, c¢aligmalarda iligkili olabilecek genetik varyantlarin
belirlenmesine ragmen, varyanti tasiyan annelerde sorunsuz siiren gebelikler ve ¢ocuk
sahibi olunmas: tizerine bu hipotez gegerliligini yitirmistir (126). Oysa, gebelik
kayiplarina yaklasim kilavuzlarinda bu tetkikler hala yer almaktadir. Aile dykiisiinde
veya daha once gegirilmis derin ven trombozu 6ykiisii olan anne adaylarinda taranmasi
gereklidir ve patojen varyant saptanmasi1 durumunda profilaktik olarak gebelik boyunca

diisiik molekiil agirlikli heparin uygulanmasi dnerilmektedir (127).

Faktor V (c.1691A>G) ve protrombin (c.20210G>A) genlerindeki islev kazanci
tipindeki mutasyonlar, artmis tromboembolik risk ile iligkilidir. F5 genindeki varyantin
heterozigot siklig1 beyaz irkta %S5, protrombin geni igin ise %2-3 civarindadir. Bu oran
Asya ve Afrika kokenlilerde daha azdir. Ulkemizde tasiyicilik orami yaklasik %3,1-4
olarak verilmektedir ve vendz tromboemboli dykiilii bireylerde bu oran %5,3’tiir (128).

Protein C, Protein S ve antitrombin eksikligi ise ~%]1 civarinda olup, daha nadirdir.

TGK’da yillarca etken oldugu diisiinilen MTHFR gen mutasyonlari, bugiin
gebelik kayiplart yerine noral tip defektleri ile iligkilendirilmektedir. Kandaki

homosistein seviyesi yiiksekliginin ve buna sekonder olarak gelisen metiyonin
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metabolizmasi bozuklugunun en sik etkenidir. Gebelikte folik asit, B6 ve B12 vitamini

replasmani, fetusta noral tiip defekti gelismesini onler.

2.4.5. Enfeksiyonlar

Genellikle tekrarlayan degil, sporadik gebelik kayiplari ile iligkili olmasi
beklenir ve prematiir eylem ile daha fazla iliskilendirilmektedir. Bilinen tekrarlayan
gebelik kaybi nedenleri arasinda en az siklikla goriillen etkendir. Patogenezinde
enfeksiyonla makrofaj ve T hiicrelerin artmas:1 ve Thl sitokinlerinin yiiksek oranda
salinmasi vardir (129). Artan sitokinler de feto-maternal iiniteyi bozarak gebelik
kaybina neden olur. CMV gibi viral enfeksiyonlarda integrin ve MMP-9 gibi
sitotrofoblast molekiillerini baskilar (130). Bakteriyel enfeksiyonlar ise komplemani ve
kemokin reseptorlerini aktive ederek notrofilleri enfeksiyon bolgesine gekerler, boylece
artmis maternal immiin cevaba yol acarlar (131). Tekrarlayan gebelik kayiplarinda,
olgunun Oykiisiinde 6zellik yoksa, sikayetleri ve fizik muayene bulgular1 enfeksiyonu

diistindlirmiiyorsa etiyoloji arastirmasinda etken taramasi gereksizdir.

Kronik endometrit, endometriyumda olan kronik inflamasyondur ve TGK olgu
grubunda %210-27 civarinda saptanmaktadir. Endometriyal stromada CD138 yiizey
belirteci yardimiyla plazma hiicrelerinin tespiti ile tanisi konur. Etiyolojisinde
enfeksiyonlarin etkili oldugu diislinlilmektedir ve tedavide siklikla doksisiklin
(200mg/giin-14 giin toplamda) terapisi uygulanmaktadir (132, 133). Tedavinin etkinligi

ve diger olas1 nedenler igin ¢aligmalarin arttirilmasi gerekmektedir (134).

2.4.6. Cevresel ve Bireysel Faktorler

Sigara, alkol, isoretionin, agir metallere maruziyet, ¢oziiciiler ve anestezik
ajanlar gebelik kaybma neden olmaktadir. Cevreyi kirleten endiistriyel kimyasallarin
birgogu fertilite problemlerine yol acar ve Ozellikle erkek infertilitesi ile
iliskilendirilmektedir (135). Disi bireylerde ise bisfenol A maruziyeti gebelik kayb,
azalmis gestasyon siiresi ve preterm dogum ile (136-139), ayrica YUT uygulanan
kadinlarda azalmis ovum Kalitesi ve basarisiz implantasyonla iliskilendirilmektedir
(140, 141). Pestisitler fetal gelisim basamaklarini bozmakla ve gebelik kaybi,
preeklampsi ve preterm doguma sebep olmakla sug¢lanmaktadir (142, 143). Benzin ve
gaz endiistrisinde kullanilan hidrolik kimyasallar erken menopoz, 6lii dogum ve gebelik

kaybinin ¢evresel-kimyasal nedenleri arasinda sayilmaktadir (144, 145).
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2012 yilinda 35 TGK oykili kadin ve 34 kontrol ile yapilmis olan bir
calismada, TGK olgu grubunda serum ¢inko, bakir ve vitamin E diizeylerinin azalmas,

selenyum, kursun ve kadmiyum diizeylerinin ise artmis oldugu tespit edilmistir (146).

2.4.7. Erkek Faktorii

TGK etiyolojisinde erkek faktoriine dair ¢aligmalar oldukca azdir. Etiyolojide
etkili oldugu iddia edilen faktorler arasinda anormal sperm morfolojisiyle karakterize
semen faktorii; sperm DNA hasar1 ile giden kromozomal anomaliler ve/veya gen
mutasyonlari ile karakterize genetik faktorler, sperm DNA’simin anormal metilasyonuna
yol agabilecek epigenetik degisiklikler, seminal oksidatif stres ve ileri baba yasi gibi
diger faktorler belirtilmektedir (147). TGK’da semen analizi yapilmasi tartigmali
olmakla birlikte (148); sayi, motilite ve morfoloji bozukluklarmin TGK ile iligkili

oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur (149, 150).

Normal ejakiilatta spermlerin yaklasik %1 inin andploid oldugu bildirilmektedir
(151). ileri anne yasinda oldugu gibi paternal yas ilerledik¢e andploidi agisindan risk
artis1 olmamakla birlikte; de novo nokta mutasyonuna bagli tek gen hastaliklari ve

yapisal kromozom anomalileri igin riskin arttigi gosterilmistir (152).

Y kromozom mikrodelesyonlarinda, Y kromozomu uzun kolunda bulunan iig¢
azospermi faktorii bolgelerinin (AZFa, AZFb, AZFc) TGK’dan daha gok azospermiye
yol acarak infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. Bu bdlgeler spermatogenezde
etkindir ve delesyonlarinda kotii sperm kalitesi ve bozulmus sperm fonksiyonlar
goriilmektedir (153). Yapilan bir ¢alismada TGK olgularinda Y kromozom
mikrodelesyonlar1 incelenmis, fertil giftlere gore daha fazla oranda Y mikrodelesyonu
saptanmistir  (154). Baska bir ¢alismada, paternal proksimal AZFc bolgesi
delesyonlarinin TGK olgularinda, fertil veya infertil erkeklere gore daha fazla oldugu
gosterilmistir (155). Bundan farkli olarak Y mikrodelesyonlarmin TGK etiyolojisinde
yer almadigini belirten galismalar da vardir (156).

Spermlerdeki DNA hasari/fragmantasyonu son yillarda erkek infertilitesinde ve
YUT uygulamalar1 éncesinde iizerinde durulan bir konu olmustur (147). Hidrojen
peroksit, siiperoksit bilesikleri ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri
spermatozoa iizerinde oksidatif strese yol agmaktadir (151). Bu oksidatif stresin de
sperm motilitesini etkiledigi ve fertilizasyon asamasinda gamet membran fiizyonunu

bozdugu bulunmustur. Ayrica DNA’daki guanin basta olmak iizere bazlara ve
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fosfodiester iskelete etki etmekte, bdylece DNA’da zincir kiriklar1 meydana
getirmektedir. 8-hidroksi deoksiguanozinin (80HdG) infertil erkeklerin spermlerinde
yiiksek diizeylerde bulundugu gosterilmistir (152). Sperm motilitesi ve sperm-ovum
flizyonundan daha ¢ok sperm nukleusundaki DNA oksidatif strese karsi hassastir,
kemoterapi ve radyoterapinin, varikoselin, hiperterminin, sigara kullaniminin ve ileri

baba yasinin benzeri etki yaptig1 bilinmektedir (157).

Tekrarlayan gebelik kayiplar1 igin kontrol edilebilen ve edilemeyen faktorler
literatiir bilgileri degerlendirilerek Tablo 2-3, 2-4, 2-5, 2-6, 2-7°de belirtilmistir (90,
110, 111). Bu faktorlerin gebelik kaybinin nedeni olmadigi, sadece riski arttirici etki

gosterdikleri unutulmamalidir.

Tablo 2-3: Gebelik kaybi riskini arttiran kontrol edilemeyen faktorler

35 yas lizerinde olmak (>40 yas en yiiksek risk)

Gebelik kayb1 6ykiisii

Tibbi nedenlerle olmayan gebelik tahliyeleri

Iki gebelik arasindaki siire (siire kisaldikga risk artar)

Fertilite problemleri

Yardimci iireme teknigi ile olusan gebelik

45 yas lizerinde baba aday1

Tablo 2-4: Gebelik kaybn riskini azaltan kontrol edilemeyen faktorler

Canli dogum 6ykiisii

Planlanmig gebelik

Erken gebelik haftalarinda bulanti

Tablo 2-5: Gebelik kaybi riskini arttiran kontrol edilebilen faktorler

Asint zayif olmak, gebelik 6ncesi viicut-Kitle indeksinin <18,5 olmasi

Diizenli/agir alkol kullanimi

Stress, 0zellikle kronik stres altinda olmak

Kafein

Asiri kilolu veya obez olmak

Sigara/tiitiin kullanimi

Tablo 2-6: Gebelik kaybi riskini azaltan kontrol edilebilen faktorler

Taze sebze-meyve, haftada en az iki kez balik veya beyaz et tiikketmek

Folik asit, demir veya vitamin replasmani almak

Stressiz yagam




Tablo 2-7: Gebelik kaybi riskini etkilemedigi diisiiniilen faktorler

Kaginci gebelik oldugu, gebeligin sirasi

Onceki gebelikte preeklampsi dykiisii

Kirmizi et, yumurta, soya iiriinleri tiiketimi

Tam zamanli ¢alisma

Orta diizey fiziksel aktivite

Gebelikten dnceki 3 ayda baba adayinin alkol tiikketimi

Gebelikten once veya gebelikte baba adayinin sigara/tiitiin tiiketimi

Kanama olmadiginda cinsel iligki

Ugak yolculugu
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2.4.8. Tekrarlayan Gebelik Kayiplar1 i¢cin Hazirlanms Uluslararasi Kilavuzlarin

Karsilastirilmasi

ESHRE, ASRM ve RCOG tarafindan hazirlanmis olan kilavuzlar arasinda
TGK’ya yaklasim agisindan belli noktalarda farkliliklar bulunmaktadir (158). Bu

farkliliklarin karsilastirmasi Tablo 2-8 ve 2-9°da belirtilmistir.

Tablo 2-8: Tekrarlayan gebelik kayiplari icin hazirlanmg uluslararasi kilavuzlarin
karsilastirilmasi (Youssef (158)’ten degistirilerek)

ESHRE 2017 ASRM 2013 RCOG 2011
Serum/idrarda HCG Ultrason veya
Gebelik pozitifligi; dis/molar histopatolojik Tiim gebelik
gebelikler bu incelemelerle tespit tanimlarim kapsar
kapsamda degil edilmis klinik gebelik

Gestasyonel hafta

24. GH’ya kadar

10. GH’ya kadar olan
erken gebelik

24. GH’ya kadar

kayiplari
Tekrar sayisi 2 2 3
Yas, anatomik, APS, Aqator_mk, APS,_ Anatomlk, APS,
o embriyonik, endokrin, embriyonik,
embriyonik,

Risk faktorleri

endokrin, genetik,
yasam tarzi

genetik, kalitsal
trombofililer, yasam
tarzi

endokrin, genetik,
immiin, yasam tarzi,
yas, trombofililer

Genel incemeler

Genel ve obstetrik
muayene, aile
Oykiisiiniin alinmasi

Yasam tarzinin
sorgulanmasi ve TGK
acisindan aile
Oykiisiiniin alinmasi

Genetik incelemeler

Rutin parental
karyotip analizi
Onerilmemekte; fetal
doku elde edilmis ise
a-CGH onerilmekte

Rutin parental
karyotip analizi
Onerilmekte;
miimkiinse bu analize
fetal karyotip
analizinin eklenmesi
faydali olabilir

3 ve daha fazla
gebelik kayb1
yasandiysa abort
materyalinde
karyotip analizi
onerilmekte; eger
yapisal kromozom
anomalisi
saptanmigsa parental
inceleme gerekmekte
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Trombofililer

Trombofili acisindan

aile oykdisii veya risk

faktorii yoksa
gereksiz

Aile 6ykiisii veya F5,
F2 gen mutasyonlari,
Protein S ve Protein C
bozukluklari
agisindan siiphe yoksa
gereksiz

Sadece 2. trimester
kayiplarinda FVL,
FIl ve protein S
taranmasi

Hiperhomosistinemi

Rutinde gereksiz

Antikardiyolipin
antikorlar1 ve lupus

Antikardiyolipin
antikorlari, lupus

12. GH’dan ileri
gebelik kayiplarinda

Immiinolojik (APS antikoagiilani antikoagiilani ve anti Antikardivolipin
i¢in) Gerekli goriiliirse anti B2 glikoprotein . yolip
; . : antikorlar1 ve lupus
B2 glikoprotein antikorlari . ..
- antikoagiilan1
antikorlari
T4 seviyelerinde bir TSHile tiroid
Endokrin anormallik saptanmis fonksiyonlarina, i
ise TSH ve TPO prolaktin ve HbAlc
bakilmasi seviyelerine bakilmasi
Pelvik ultrason.
Sonohisterogram, Stipheli bir durum
Anatomik 3D ultrason HSG velveya saptanirsa 3D
histeroskopi ultrason, laparoskopi
veya histeroskopi
Sperm DNA Sperm DNA
Erkek faktori fragmantasyonuna fragmantasyonuna -
bakilabilir bakilmasi gereksiz

Yasam tarzi igin
Oneriler

Sigara ve alkoliin
birakilmasi, dengeli

beslenme
Denaeli kromozom Genetik danigma Genetik danisma Genetik danisma
gell KrC YUT+PGT YUT+PGT YUT+PGT
anomalisi varsa . . . . . . .. . .
Onerilebilir Onerilebilir onerilebilir

Trombofili saptanirsa

Klinik bulgu varsa
tedavi gerekir

Arastirma gruplarinda

denenebilir

Klinik bulgu varsa
tedavi gerekir

Diisiik doz aspirin
(75-100 mg) ve

Diistik doz aspirin ve

profilaktik dozda

Diisiik doz aspirin ve

APS varsa profilaktik dozda diisiik molekiil heparin
diisiik molekii girlikli heparin
agirlikli heparin a8 epa
Hipotiroidi igin . . .
levotiroksin, Hiperprolaktinemi, Klinik bulgu varsa

Endokrin nedenler
icin tedavi

Vitamin D destegi,
Hiperprolaktinemi
icin bromokriptin

hipotiroidi ve diyabet
varsa uygun tedavi
verilmeli

tedavi gerekir

Anatomik neden
saptanmigsa

Endikasyon varsa
septum rezeksiyonu

Cerrahi diizeltme

Endikasyon varsa

Sebebi agiklanamayan
TGK

Onerilen bir yaklagim
yok

Psikolojik destek

Erken Gebelik
Birimlerinde
destekleyici

yaklasimlar
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Tablo 2-9: Tekrarlayan gebelik kayiplarinda tamda kullanilan testler ve tedavi
yaklasimlari (Youssef (158)’ten derlenerek)

. Parenteral ve abortus materyali Genetik danigma
Genetik karyotip analizi PGT
yotip Gamet donasyonu
Anatomik HSG, USG, MRG Septum rezeksiyonu
Miyomektomi
Lupus antikoagiilani
Immiinolojik Antikardiyolipin antikoru Aspirin + heparin tedavisi
Anti 2 glikoprotein 1
TSH
Luteal faz siire tayini Progesteron
Endokrin Aclik kan sekeri, HbAlc Bromokriptin/kabergolin
Prolaktin Metformin
Androjen, LH, FSH seviyeleri
Enfeksiyon Semptom varsa taranir
Nedenin ortadan
Cevresel Anamnez kaldirlmast

2.5. Sebebi Aciklanamayan Tekrarlayan Gebelik Kayiplarmin Etiyolojisini
Aciklamaya Yonelik Giincel Hipotezler

Tekrarlayan gebelik kayiplari incelendiginde yaklasik %50’sinin altinda yatan
bir neden gosterilememektedir. Bu durumu agiklamaya yonelik bazi hipotezler

olusturulmus olup, kanitlamaya yonelik calismalar devam etmektedir.

2.5.1. implantasyon Kontrol Noktas1 Hipotezi

2018 yilinda yayinlanan bir makalede, TGK olgularimin yaklasik yarisinda
‘Jenga Hipotezi’ olarak adlandirilan bir yaklagimin yillardir yiritildagi, bilinen klinik
parametreler ve tedavi yontemleri takip edildiginde herhangi bir sonug elde edilemedigi
belirtilmisgtir. Bu hipoteze gore; klasik yaklagimda erken gebelik donemi Jenga
oyunundaki gibi dengesiz bir yapidir ve maternal sagligin etkilemedigi varsayimina
dayanarak bilinen faktorler digslanmaktadir. Fakat bu yaklasimin, TGK’nin Hill
Nedensellik Kriterleri’ni (olabilirlik, gegicilik, doz-davranis iliskisi, etki, 6zglinliik,
tutarlilik, uyumluluk) karsilamadigi ve bu alanda yeni bir bakis agisina ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir. Alternatif bir yaklagim olarak da implantasyon kontrol noktasi
hipotezi One stiriilmistiir (159). Bu hipoteze gore, gebeliklerin erken haftalarinda ¢
onemli kontrol noktas1 oldugu ve bu kontrol noktalarinda bir sorun yasandiginda ya da
kontrol noktasin1 gegcemeyen embriyolar varliginda gebelik kayiplarmin gergeklestigi

belirtilmistir.
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Ik kontrol noktas1 desidual biyoalgilamadir. Desidualizasyon ile implantasyon
asamasinda konseptus hiicrelerce cevrelenir, trofoblast invazyonu ve endometriyal
dokunun yar1 gegirgen bir hale gelmesi saglanir (160). Bu asamada, desidual hiicrelerin
biyoalgilayici olarak gorev yaptigr (161) ve gebeligin devamu igin gerekli faktorlerin
tretimini  segici olarak azaltarak diigiikk kaliteli ya da andploid embriyolarin
implantasyonunu engelledigi belirtilmektedir (162).

ikinci kontrol noktas1 embriyonik uyum sinyalidir. Erken gebelik haftalarinda
korpus luteumdan, daha sonra sitotrofoblast ve desidual hiicrelerden iiretilen p-HCG,
gebeligin devami i¢in Onemlidir ve iretiminin bir kontrol noktasi olusturdugu
diistiniilmektedir (159).

Ucgiincii kontrol noktas: desidual stres testidir. Bu asamada desidual hiicrelerin
secici olarak stres ile iligkili yolaklar1 baskiladigi, hiicresel stres seviyesi diistiikce
implantasyon ve gebeligin devaminin sorunsuz devam ettigi gosterilmistir. Hiicresel
stresin tamponlanabilir kapasitenin {izerine ¢ikmasi durumunda ise fetal-maternal ara

yiizey hizlica yikima programlanir ve bu da gebeligin diisiikle sonlanmasina yol acar

(159).

2.5.2. implantasyon Kusurlari

Yardimci tireme tekniklerinin her gegen giin daha siklikla kullanilmasina,
miimkiin oldugu kadar iyi kalitede embriyolarin transfer edilmesine ragmen gebeliklerin
gergeklesme, devam etme ve dogumla sonlanma oraninda artis aynmi oranda
olmamaktadir. Bu durum, gebelik olusumunda temel basamaklardan biri olan
implantasyon siirecindeki bozukluk ya da hatalarin gebelik kaybina yol agabilecegi
ihtimalini desteklemektedir. Endometriyal reseptivitenin 6nemi daha fazla anlagilmakta,
basarisiz YUT denemelerinin altinda yatan ana nedenlerden biri olarak goriilmekte ve

bu alandaki ¢aligmalar giderek artmaktadir (160-162).

>2 embriyo transferi sonrasinda implantasyonun ger¢eklesmemesi, ‘tekrarlayan
implantasyon kusuru’ (TIK/TID) olarak adlandirilmaktadir. Son yillarda gelismis
tilkelerde her bir transferde (transfer basi ortalama 2 embriyo) gebelik olasiliginin %30-
35 civarinda oldugu bildirilmektedir (163). Tekrarlayan implantasyon kusurlarinda en
onemli problemin, embriyo kalitesi ile iliskili oldugu ve kaotik mozaik embriyolarin
varliginin da katkisinin bulundugu gosterilmistir (164). Ayrica embriyolarda yapilan

kromozom analizleri ve metabolik c¢alismalarda anoploid blastosist, artmis metabolik
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hiz (giiriiltiili embriyo); COX2, MUC-1, LIF, IL-6, PLGF ve integrinlerde azalma;
SGK-1, IL-1B, IL-15, IL-18 ve TNF-o da artma saptannustir. Implantasyon kusurlarina

yol actig1 bilinen nedenler ve olas1 mekanizmalar1 Tablo 2-10’da gosterilmistir.

Tablo 2-10: implantasyon kusuruna yol actigr bilinen nedenler ve mekanizmalari (Koot
(164)’tan degistirilerek)

Implantasyon penceresi doneminde azalmis integrin ve LIF
Endometriyozis Sekretuvar fazda HOXA10 ve HOXA11 ekspresyon pikinin olmamasi
Progesteron direnci

Uterin  kavitede olan sivi  birikimi  nedeniyle appozisyonun
gerceklesememesi

Azalmis integrin ve LIF

Azalmis HOXA10 ekspresyonu

Hidrosalfinks

Endometriyal hattin bozulmasi
Leiomiyom Tubal agikligin ya da servikal kanalin tikanmasi
Azalmis HOXAL0 ekspresyonu

Sperm transferinde ve embriyo implantasyonunda mekanik engel
Endometriyal polip | Sekretuvar fazda diisiik IGFBP-1 diizeyi
Sekretuvar fazda diisiik progesteron reseptorii diizeyi

Sekretuvar faz boyunca azalmis integrin, HOXA10 ve IGFBP-1
diizeyleri
Androjen reseptorlerinin artig

PKOS Implantasyon penceresinde ostrojen reseptérii-a'larin  aktivitesinin
azalmamasi
Steroid reseptor aktivatorlerinin agir1 ekspresyonu

Endometrit Kronik endometriyal enflamasyon

2.5.3. Endometrial Kok Hiicre

Kok hiicre ¢aligmalarinda yeni yeni giindeme gelen ve olduk¢a umut vadeden bir
grup da infertilite ¢alismalaridir. Endometriumda somatik kok hiicrelerin varligi 1970-
80’lerde ortaya atilmistir (165-167). 2004 yilinda Cho ve arkadaglart insan
endometriyumundan CD117 ve CD34 yiizey belirteclerine sahip hiicreleri izole ettiler.
Bu hiicrelerin bazal tabakanin stromal bolgesinde bulundugu gosterilmistir (168). CD9,
CD44 ve CDY0 yiizey belirteclerinin fibroblast; CD34, CD133 ve VEGFR2
belirteclerinin ise endotelyal Oncii hiicrelere ait oldugu bilinmektedir (169). Kiiltiir
ortamindaki epitelyal hiicrelerin %0,22’sinin ve stromal hiicrelerin %1,25’inin yiiksek
proliferasyon ve kendini yenileme 0&zelligi oldugu gosterilerek dongiilerde atilan
dokularin yerini bu hiicrelerin doldurdugu ileri siiriilmiistiir (170). Yapilan bir calismada
kemik iliginden aliman kok hiicreler insan endometriyumuna eklenerek bu hiicrelerin
endometriyumun epitelyal ve stromal hiicrelerine farklilastigi gosterilmistir (171).
Asherman sendromu tedavisinde de kok hiicre denemeleri yapilmaktadir. 2011 yilinda

yapilan bir ¢calismada, Asherman sendromlu bir olgudan alinan otolog kemik iligi kok
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hiicreleri endometriyuma transfer edilmis, hormon replasmani ile birlikte endometriyal
kavite kalinhigmin implantasyona uygun hale geldigi gozlenmis ve IVF uygulamasi
sonrasi embriyo transfer edilerek implantasyonun tamamlandigi goriilmiistir (172).
Sebebi aciklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplarinda yapilan ¢alismalarda
endometriyal stromal hiicrelerin yetersiz desidualizasyonu gosterilmistir (173). Bunun
da kok hiicrelerin (plasental veya endometriyal) yetersiz ¢alismasi ya da kusuru ile

aciklanarak gebelik kayiplari ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmistiir (63).

2.5.4. mikroRNA ve Embriyo-Endometriyum iletisim Ag

Gen ekspresyonunun ilk asamasi olan transkripsiyon ile mesajct RNA (mRNA),
mRNA’nin translasyonu ile de aminoasit dizileri ve proteinler olusur. Ifade edilen gen,
protein kodlamayan bir RNA da olusturabilir, bu RNA’lardan biri, genin ifadesini
transkripsiyonal ve post-transkripsiyonal diizenlenmesinde rol oynayan mikroRNA’dir
(MIRNA).

Yaklasik 20 yil 6nce kesfedilen miRNA’lar, endojen, 18-24 niikleotidlik, tek
zincirli RNA molekiilleridir. Bu molekiiller mRNA’larin 3° anlatimi olmayan
bolgelerine (UTR) baglanarak translasyonun durdurulmasini veya proteinin
degradasyonunu saglar. Bu mekanizmanin memeli genlerinin ~%30-60’1n1 kontrol ettigi
diistiniilmektedir (174, 175). Bugiine kadar 2.000’den fazla miRNA tanimlanmis

olmasina ragmen, onbinlercesi oldugu tahmin edilmektedir (176).

Desidualizasyon  ve implantasyon asamalarinda  post-transkripsiyonal
diizenlenmenin miRNA’lar ile kontrol edilebilecegi ongoriisii ile 2009 yilinda Qian ve
arkadaglar1 tarafindan mikroarray yoOntemi ile yiiriitilen ¢alismada implantasyonla
iligkili olabilecek, farkli ekspresyon oOzelliklerine sahip 49 miRNA tespit edilmistir
(177). Bu miRNA’larin transkripsiyonal faktorler, biiyiime faktorleri, ekstraseliiler
matriks enzimleri ve aktin filamanlarinin diizenlenmesinde etkin interlokinleri hedef
aldiklar1 belirlenmistir. Bazi miRNA’lardaki polimorfizmlerin, TGK sorunu ile iliskili
olabilecegi gosterilmistir (178, 179). TiK olgu grubunda yapilmis bir ¢alismada 3.800
genin ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu 13 miRNA’nin ekspresyonlarinin farkl
oldugu tespit edilmis olup (180) bu miRNA’lar gérevli olduklar1 yolaklara gére Tablo
2-11de belirtilmistir.



Tablo 2-11: implantasyonda etkin miRNA’lar (Revel (180)’den degistirilerek)
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ng?élzgisg;g/n Anjiyogenez DiiIZnel:]Illélr?me Appozisyon/Adezyon | Migrasyon/invazyon

miR-222 miR-199%a miR-199%a miR-451 miR-199%a
miR-424 miR-451 miR-101a miR-424 miR-21
miR-30b miR-424 miR-125b miR-145 miR-424
miR-145 miR-125b miR-155 miR-23b miR-451
miR-99b miR-145
miR-96 miR-99b
miR-135b

TGK olgularina ait spontan abortus dokularinda Yeni nesil dizileme (YND)
teknigi ile yapilan ¢alismada Tablo 2-12°de gosterilen miRNA’lar tespit edilmistir (181,
182).

Tablo 2-12: TGK olgularina ait spontan abortus dokusunda saptanan miRNA'lar ve
iliskili yolaklar (Sober (181) ve Wang (182)’dan degistirilerek)

Proliferasyon ve invazyon | Apoptoz, hiicre dongiisii ve
p53 yolagi
miR-3168 miR-191-5p
miR-1260b miR-24-3p
miR-193a-3p miR-100-5p
miR-494 miR-146a-5p
miR-142-3p miR-1
miR-191-5p miR-372
miR-371a-5p
miR-376¢-3p
miR-486-5p
miR-516-5p
miR-517a-3
miR-519a-3p
miR-519d

2.5.5. Maternal Mitokondriyal DNA Varyantlar:

Hiicrelerin enerji kaynagi olan mitokondri, kendine ait DNA’ya sahip olmasiyla
diger organellerden farklilik gosterir. Solunum zinciri enzim kompleksi 46 farkli alt
birim icermekte olup 7 tanesinin anlatimi mitokondriyal DNA (mtDNA) genleri
tarafindan (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6) yapilmaktadir (183). Gebeligin
olusumu, implantasyon, plasenta ve embriyonun gelisimi yiiksek diizeylerde enerji
gerektirdiginden, yeterli enerjinin saglanamamasinin embriyo gelisimini etkileyerek
gebelik kaybina yol agabilecegine dair ilk hipotez Jansen ve de Boer tarafindan 1998
yilinda ortaya atilmistir (184). Ortaya atilan hipotezlerden biri de, bazi maternal mtDNA
varyantlarinin enerji metabolizmasint bozarak TGK’ya yol agabilecegidir. Bu konuda
oldukca az caligma olmakla birlikte 2017 yilinda 73 TGK 6ykiilii kadin ve 100 kontrol
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ile yapilan bir calismada mtDNA kompleks | genleri dizilenmis; ND1’de T4216C,
ND2’de A5153G, ND3’te C10142T, ND4’te C12063T, ND5’te A12662G, ND6’da
G14179A ve C14623T varyantlar tespit edilmistir (185).

2.5.6. Disi Embriyo Hipotezi

Embriyodaki fonksiyonel genlerin bazilari, maternal veya paternal olarak
kalitildig1 ebeveyne gore genomik baskilanmaya (imprinting) ugrar. Maternal genlerin
baskilanmasi, plasental fonksiyonlarin saglanmasi ve plasenta biiyiimesi lehine, paternal
genlerin baskilanmasi ise fetusun biiyiimesi ve hayatta kalmasi iizerine odaklanir.
Ayrica, embriyolar cinsiyetlerine gére de oldukca farkli 6zellikler tasirlar. Erkekler Y
kromozomuna sahip iken, disilerde iki X kromozomu vardir ve X inaktivasyonu
gerceklesene kadar (implantasyon sonrasi, ge¢ blastosist asamasi) ¢ift doz gen
ekspresyonu gergeklesir (186). Rastgele olmayan X inaktivasyonu ya da inaktivasyonun
gecikmeleri, paternal X kromozomunun daha uzun aktif kalmasina yol agarak maternal
endometriyumun embriyoyu ‘yabanci’ olarak algilama ihtimalini arttirmaktadir. Bu
mekanizmanin da TGK etiyolojisinde yer alabilecegi diisiintilmektedir (187). Rastgele
gerceklesen X inaktivasyonu sonucunda paternal kalitilan X’ler aktif kalabilir; bu
durum Y kromozomu varhigmi ve erkek fetuslarin neden maternal endometriyum
tarafindan yabanci olarak algilanmadigini sorusunu akla getirse de, Y kromozomuna (57
Mb) goére daha biiyiik olan X kromozomunun (156 Mb) (disideki paternal X), anne ile
karsilastirildiginda daha yiiksek oranda ‘yabanci’ genomik bolge tasidigi ileri
striilmistiir (188). Ayrica c¢alismalar, erkek embriyolarin disi embriyolara gore daha
hizli gelistigini, yavas biiyiiyen disilerin endometriyal reseptivite penceresini kagirmaya
daha yatkin oldugunu gostermistir. Implantasyon sonrasinda ise, disi embriyolarin
metabolik olarak erkek embriyolara gore daha aktif oldugu, X kromozomu tizerinde yer
alan G6PD1 geni ile iliskili pentoz-fosfat yolunu kullanmaya daha meyilli olduklari
gosterilmistir. Memeli embriyolarinda ‘aktif’ embriyolara gore °sessiz’ olanlarin
yasayabilirliginin daha yiiksek oldugu, bu artmig metabolik aktivitelerin de artmis DNA
hasar1 tamir yolaklar1 ve oksidatif metabolizma ile iliskili olabilecegi soylenmistir
(189). Farkli mekanizmalardan yola ¢ikarak disi embriyolar ile olusan gebeliklerin
diisiikle sonlanma ihtimalinin daha yiiksek oldugu, TGK etiyolojisinde embriyonun disi

cinsiyeti tasimasinin yer alabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (188).
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2.5.7. LINE-1 Retrotranspozon Hipotezi

Insan genomunun iigte ikisinden fazlasmin tekrarlayan DNA dizilerinden
olustugu, ¢ogunlugunu da transpozonlarin (transposable elementler, TE) olusturdugu
bilinmektedir (190). Bugiine kadar tanimlanmig iki sinif TE bulunmaktadir; Siif I TE,
RNA iizerinden ters transkripsiyon aktivitesi gostererek ‘kopyala-yapistir’ mekanizmasi
ile kendi cDNA’smin kopyasini genomun igerisine yerlestirir, LTR (uzun terminal
tekrarlar) ve non-LTR olarak iki ana gruba ayrilir. Smuf II TE ise DNA
transpozonlaridir, ‘kes-yapistir’ mekanizmasini kullanarak replike olurlar ve insan

genomu igerisinde aktif olan Sinif |1 TE bulunmamaktadir.

LTR’ler, endojen retroviruslardir (ERV) ve insan genomunun yaklasik %8’ini
olustururlar. LINE’ler (araya giren uzun diziler; LINE-1, LINE-2 ve LINE-3) ve
SINE’ler (araya giren kisa diziler; Alu, MIR ve MIR3) ise non-LTR grubundadir.
LINE-1 (L1) tam boyda oldugunda aktiftir (6,1 kb, ~600.000 kopya). RNA baglayici
domain, endontikleaz ve ters transkriptaz enzimlerini kodlayan genleri igerir, bu
genlerin aktiviteleri ¢ok zayiftir, bircogu giidiik dizidir. Genomda AT niikleotitlerinden
zengin dizilere eklenir. insan genomunda bu bélgelerde aktif gen sayisi daha az
oldugundan mutasyon yiikleri azdir. Calismalar, yenidoganlarin yaklasik %5’inde yeni
bir retrotranspozon insersiyonu oldugunu gostermis, 125 kalitsal hastaliktan non-LTR
aktivitelerinin sorumlu oldugu (191, 192) ve her 62 dogumda bir yeni bir L1
insersiyonunun gergeklestigi bildirilmistir (193).

Embriyonik dokular ile yiiriitilen c¢aligmalarda, insan plasentasinin L1
bolgelerinde hem hipermetilasyon hem de hipometilasyon saptanmus, tiglincii trimester
plasentasinda metilasyon oraninin birinci trimestere gore azalmis oldugu gosterilmistir
(194). Mol gebelik plasentalarinda L1’lerin normal plasentalara gore hipermetile
oldugu, ancak diger tekrar bolgeleri acisindan mol gebelik ve normal gebelik
plasentalar1 arasinda fark olmadigi saptanmustir (195). Oploid yapidaki abortus
materyalleri ile yapilan incelemelerde ise L1 bolgelerinin  hipometile oldugu
bildirilmistir (196). L1 retrotranspozon hipotezinde, yeni bir L1 insersiyonun letal etkili
bir gene eklenmesinin genin yapisin1 bozarak gebelik kaybina yol agabilecegi one
striilmektedir (196). Erken embriyolojik donemde gelisimsel genlerde olas1 bir
degisiklik veya retrotranspozon inhibe edici faktdrlerin kaybr L1 aktivitesinin artmasina

sebep olabilir. Bu aktivitelerin yeni kirpilma bolgesi olusumuna, poliadenilasyona,
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promotor ve baglanma bdolgelerinin degismesine, gen anlatiminin etkilenmesine, ayrica
gen i¢i delesyon veya duplikasyonlara neden olabilecegi bilinmektedir (197, 198).
Ayrica L1 aktivitelerinin duplikasyona yol agmasiyla gebelik kaybi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilen kopya sayis1 degisikliklerinde (CNV) artis goriilebilir (199, 200).
Bu nedenle TGK etiyolojisinde altta yatan nedenlerden biri de L1 aktivitesi

olabileceginden bu hipotezin arastirilmasi 6nerilmektedir (196).

2.6. TGK Etiyolojisinin Aydinlatilmasinda Molekiiler Analizlerin Etkileri
2003 yilinda tamamlanan Insan Genom Projesi ile elde edilen verilerin ve daha
sonra biriken bilgilerin agik veri tabanlari araciligiyla ulasilabilir hale gelmesi

hastaliklarin molekiiler patogenezinin aydinlatilmasinda biiyiik katki saglamistir.

Tek gen hastaliklarinin 6nemli bir boliimiinde protein sentezinde herhangi bir
asamada kusur bulundugundan laboratuvar tanist DNA, RNA ya da protein dizilerinin
belirlenmesi ile gergeklesmektedir. Giiniimiizde bu dizilerdeki varyantlarin
saptanmasinda farkli teknikler uygulanabilmektedir. Tani laboratuvarlarinda en sik
kullanilan ve giiniimiizde de halen altin standart olan yontem, ‘Sanger dizileme’dir.
Frederick Sanger tarafindan 1975°te gelistirilen bu yontem ona Nobel odiiliinii

kazandirmustir.

TGK olgu gruplarinda Sanger dizileme ve farkli molekiiler teknikler
uygulanarak incelenmis genler ve varyantlari literatiirden derlenerek tablolar 2-13 ve 2-
14°te 6zetlenmistir (128, 201-209).

Tablo 2-13: Sanger dizileme teknigi kullanarak TGK etiyolojisi ile iliskilendirilmeye
cahisilmas genler ve saptanan varyantlar

ALPP C.265A>T (rs13026692)
AMN €.829A>G (rs146499374)
€.1339 1344dupGCCGGG
BAX c.-179A>G (rs751678403)
€.26G>A (rs74422693)
C4BPA €.359G>A (rs867500835)

€.671T>C (rs116795518)
€.1268G>A (rs116700161)

C4BPB C.694A>G (rs141922788)

CD46 C.971C>T (rs41317833)
C.638A>T

EPCR C.655A>G (rs867186)

FGB C.-455G>A

FOXD1 ¢.1067C>G (rs917127030)




€.1092C>G (rs992724147)
€.1285_1286insGCCGCG
(rs370819776)

HLA-G €.-1179G>A (rs1233335)
€.*29-126G>A (rs915670)
€.-788C>A (rs114252012)

PAI-1 c.-816A>G  (rs1799889  4G/5G
polimorfizmi)

TAFI €.505G>A (rs3742264)
€.*310T>A (rs1087)

THBD €.1418C>T (rs1042579)
c.457T>G

TIMP-3 €.-1604C>T (5749511)
€.-914A>G (rs2234921)

TIMP-4 €.*387G>A (rs17035945)

Tablo 2-14: Farkh molekiiler teknikler kullanarak TGK etiyolojisi ile iliskilendirilmeye

calisilmas genler ve polimorfizmleri

ACE I/D (rs1799752)

CTLA4 +49A>G (rs232775)

DICER rs3742330

DROSHA rs10719

eNOS 894G>T (rs1799983)

F13A1 103G>T (rs5985)
614A>T (rs3024477)
1694C>T (rs5982)

F2 20210G>A (rs1799963)

F5 rs6025

FOXP3 -924A>G (rs2232365)

FOXP4 -3279C>A (rs3761548)

FOXP5 delATT (rs5902434)

FOXP6 rs2294021

IL-18 -511T>C (rs16944)

IL-10 -819C>T (rs1800871)
2195A>G (rs1518111)

IL-17 -197G>A (rs2275913)

IL-18 137G>C (rs187238)

IL-6 -634C>G (rs1800796)

mirl25a rs12976445
rs41275794

mir27a rs895819

mir423 rs6505162

mir449b rs10061133

MMP2 -735C>T (rs2285053)

MMP9 -1562C>T (rs34016235)

MTHFR 677C>T (rs1801133)
1298A>C (rs1801131)

PAI-1 -844G>A (rs2227631)
11053T>G (rs7242)

PGR Val660Leu (rs1042838)

44
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PKR2 rs6053283
RAN rs14035
SELP 2123C>G (rs6127)
SERPINC1 786G>A (rs2227589)
TGF-B1 915G>C (rs1800471)
TNF-a -863C>A (rs1800630)
TP53 Arg72Pro (rs1042522)
VEGFA -2549 1/D (rs35569394)
-1154G>A (rs1570360)
VEGFR-2 1719A>T (rs1870377)
XPO5 rs11077

2.7. TGK Etiyolojisinin Aydinlatilmasinda YND Teknolojisi ile Yapilan Calismalar

Multifaktoriyel hastaliklarda, genetik risk faktorlerinin tespiti i¢cin mikrosatellit
belirtegler kullanilarak yapilan genom-boyu ¢alismalarda 15-30 niikleotidli kisa tekrarli
polimorfizmler kullanilmaktadir. 44 TGK olgusu ve 430 mikrosatellit ile yapilan bir
caligmada fenotip ile iligkili olabilecek 3 farkli belirteg (6927, 9933.1 ve Xp22.11) ve
Obu bolgelerde aktif fonksiyonu olan 6 gen (MLLT4, KIF25, TNFSF15, TNFSFS,
EIF1AX ve RPS6KA3) tespit edilmistir (210).

Bir baska calismada, kiz kardesinde de TGK 6ykiisii olan 30 olgu, 25 kiz kardes
ve 9 erkek kardesin dahil edildigi bir genom-boyu iliskilendirme c¢alismasinda 4
kromozom bolgesindeki 4 gene ait 4 farkli varyant (FHIT (3pl4.2, rs10514716),
FAM154A/LOC 158297 (9p22.1, rs10511668), PDE2A (11q13.4, rs341048) ve GRIK2
(6016.3, rs10485275)) tespit edilmistir. FHIT gen varyantlari siklikla intestinal
kanserlerde tespit edilmekle birlikte, apoptotik yolaklarda aktiftir ve trofoblast
invazyonunda gorevli oldugu diisiiniilmektedir. PDE2A geni beyin, kalp, plasenta,
akciger, iskelet kasi, bobrekler ve pankreasta CAMP-cGMP yolaklarinda gorevli protein
anlatimi1 yapar. GRIK2 geni iyonotropik glutamat reseptorlerini kodlarken otizm ve
Huntington hastaligi ile iliskilendirilmis ve sizofrenide anlatimmin azaldig

gosterilmistir (211).

Gebelik kayb1 veya primer kadin ve erkek infertilitesi ile iligkili olabilecek
immiin yanit, koagiilasyon, metabolizma, anjiyogenez, endokrin sistem ve vaskiiler
fonksiyonlarin diizenlenmesi ile ilgili genlerden olusan panel testi ile yapilmig bir
calismada 187 gende 472 farkli varyant bulunmustur (212). Baska bir ¢alismada, kadin
ve erkek infertilitesi ile iliskili literatiirde belirtilmis 87 genden olusan panel testi ile 118

bireyden olusan heterojen bir olgu grubu ¢alisilmis, bu panelin primer infertilite olgulari
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icin tam1 koydurucu, fakat TGK etiyolojisinin agiklanmasinda yetersiz kaldig
bildirilmistir (213).

Transkriptomik incelemelerde en ¢ok tercih edilen yontem, mikroarray temelli
gen ekspresyon c¢alismalaridir. Insan endometriyumunda yapilan transkriptomik
calismalarin ana arastirma konulari; siklik fazlar arasindaki gen ifadesi degisimleri ve
ovaryan stimiilasyonlarin etkisi ile fertil ve infertil olgular arasindaki endometriyal
reseptivitenin Karsilastiritlmasidir (214). Endometriyumun reseptif oldugu dénemde
ekspresyonu artmis olan genlerin implantasyon asamasinda etkin oldugu asikardir. 2012
yilinda yapilmis olan iki ayr1 calismada hiicre dongiisii ve farklilagmasi, adezyon,
apoptoz, hiicre i¢i sinyal iletimi ve mobilitesi, immiinite ve embriyonik morfogenez ile
iliskili genlerde ekspresyon degiskenligi tespit edilmistir (215, 216). TIK olgu grubunda
yapilan bir transkriptom calismasinda hiicre dongiisii, hiicresel adezyon yolaklar1 ve
Whnt sinyal yolaginda etkin 313 genin ekspresyonunun degistigi, bunlarin %92’sinin
azaldigi, %8’inin arttig1 ve ekspresivitesi azalmis olan genlerin %8’inin de Ostrojen
aktivitesine baglh oldugu gosterilmistir (217). 2016 yilinda yapilan benzer bir ¢alismada
TIK olgu grubu ile kontrollerin luteal faz ortasinda endometriyal ekspresyonlari
karsilastirildiginda 303 gende farkli oOriinti tespit edilmistir (218). Makak
maymunlarinin sekretuvar fazda endometriyal gen anlatimlarinin incelendigi bir baska
calismada, 108 genin progesteron aktivitesi ile anlatimlarinin degistigi, progesteronun
bu siirecteki etkin temel hormon oldugu ve bu genlerin embriyo implantasyonunda etkin

olduklari gosterilmistir (219).

Maternal gen varyantlarinin arastirildigi, Avrupa ve Giiney Amerika kokenli
TGK olgu grubundan 49 disi bireyde tiim ekzom dizileme yontemi kullanilarak
yapilmis bir ¢caligma bulunmaktadir. Burada 234 gen degerlendirilmis ve 22 gende 27
varyant bulunmustur (220).

YND teknigi kullanilarak abortus dokusu ile anne ve babanin birlikte incelendigi
(tclii tim ekzom dizileme) bir ¢aligmada, embriyolojik ve/veya intrauterin gelisme
basamaklarini etkileyerek fetal letal etkili patojenik gen varyantlarmin fetusta
homozigot veya birlesik heterozigot, anne ve babada ise heterozigot olarak bulunacagi
Ongorisi ile aragtirllmigtir. TGK  6ykiilii dort ailede yiiriitiilen ¢alismada DYNC2H1 ve
ALOX15 genlerinde gebelik kaybina yol agabilecek varyantlar saptanmuistir (221).

Ayrica fetal ultrason izlemlerinde veya ileri gebelik haftalarindaki kayiplarin



47

postmortem fizik muayenelerinde dismorfik bulgularin varligi, 6n tanida bir sendromu
diistindiirdiigiinde iligkili olabilecek genin Sanger dizileme ile arastirilmasi miimkiindiir.
Nonspesifik bulgular s6z konusu oldugunda ise iigli TED tam1 koydurucu
olabilmektedir. Bu kapsamda yapilan bir ¢alismada beyin ve bobrek gelisiminde etkin
KIF14 geninde bir mutasyon bulunmustur (220). YND teknigi kullanilarak yapilan
caligmalar ile saptanmig etiyolojide etkili olabilecek aday genler literatiirden derlenerek

Tablo 2-15°te gésterilmistir (181, 220-248).

Tablo 2-15: TGK etiyolojisini agiklamaya YND teknikleri ile saptanmis yonelik aday

genler
Gen Genomik Genin islevi veya iliskili oldugu Genin MIM
lokasyon fenotip numarasi
ADAMTSL | 21g21.3 | Ekstraselliller matriks diizenlenmesi 605174 (218)
ALOX15 17p13.2 Anti-inflamatuvar, membran 152392 (219)
diizenlenmesi, kanser metastazi
AMN 14932.32 Metabolizma 605799 (218)
ATF4 220q13.1 Hiicre ¢ogalmasi ve apoptozu 604064 (179)
AURKB 17p13.1 Ig iplikgiklerinin olusumunun 604970 (221)
kontrolii
BMP7 20913.31 | Hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, gocii 112267 (218)
ve apoptozu
C3 19p13.3 Kompleman sistemi 120700 (179, 222)
C4 6p21.33 Kompleman sistemi 120810 (222)
C4BP Kompleman sistemi 120830 (222)
Cé6orf221 6913 Tekrarlayan mol gebelik 611687 (224)
CD74 1p32 Immiin fonksiyonlarm diizenlenmesi 142790 (179)
CDH1 16022.1 Kadherin-1, hiicre adezyonu 192090 (218)
CEP55 10923.33 Cok niikleuslu noronlar, 610000 (225)
anhidramniyos, renal displazi,
serebellar hipoplazi, hidranensefali,
siliyopati
CHD11 16921 Kadherin-11, hiicre adezyonu 600023 (218)
CHRNA1 2031.1 Multipl pterygium ve fetal akinezi 100690 (226)
sendromu
COLG6A3 2037.3 Ekstraselliiler matriks diizenlenmesi 120250 (218)
CR1 1g32.2 Kompleman komponent reseptorii-1; 120620 (218)
immiin fonksiyonun diizenlenmesi
CTSA 20g13.12 Galaktosialidoz 613111 (227)
DAF 1g32.2 Kompleman sistemi 125240 (222)
(CD55)
DF(CED) | 19p13.3 Kompleman sistemi 134350 (222)
DNAH14 1g42.12 Mikrotibiil iliskili protein-motor 603341 (227)
kompleksi
DNMT3L 21022.3 Olgunlagsmanin duraklamasi 606588 (228)
DYNC2H1 | 11¢22.3 Siliya olusumu ve diizenlenmesi; 603297 (219, 229)
Kisa kaburgali torasik diplazi-3,
polidaktilili veya polidaktilisiz
ECEL1 2037.1 Artrogripozis multipleks konjenita 605896 (230)




EGR1 5p31.2 | Trofoblast invazyonu, proliferasyonu 128990 (179)
ve iletisimi
EPAS1 2021 Anjiyogenez 603349 (218)
F5 1924.2 Koagiilasyon faktorii-5 612309 (218)
FGA 4931.3 Fibrinojen A alfa polipeptiti; 134820 (218)
koagiilasyon kaskad1
FGFR2 10026.13 | Hiicre ¢cogalmasi, farklilagmasi, gogii 176943 (218)
ve apoptozu
FLT1 13912.3 FMS iligkili tirozin kinaz-1; 165070 (218)
anjiyogenez
FOXP3 Xp11.23 Regiilator T hiicrelerin gelisimi ve 300292 (231)
devamliligi, IPEX sendromu
FZD6 8022.3 Whnt ailesi iiyesi 603409 (227)
GALNT14 2p23.1 Glikoziltransferaz 608225 (227)
GBE1 3pl2.2 Gilkojen depo hastalig tip-1V 607839 (232)
GLE1 9g34.11 | Letal konjenital kontraktiir sendromu 603371 (229)
tip-1
GOLPH3 5p13.3 Golgi fosfoproteini-3 612207 (233)
GPX4 19p13.3 | Immiin fonksiyonlarin diizenlenmesi 138322 (179)
GUSB 7011.21 Mukopolisakkaridoz tip-VII 611499 (227)
H19 11p15.5 | HI9, maternal imprintinge ugrayan, 103280 (234)
anlatimi olmayan transkript-
epigenetik diizenlenme
HERG 7036.1 Polimorfik ventrikiiler tagikardi 152427 (235)
ICAM1 19p13.2 Adezyon 147840 (179)
IDO2 8p11.21 | immiin fonksiyonlarm diizenlenmesi 612129 (218)
IFT122 3q21.3-22 Kraniyoektodermal displazi tip-1 606045 (236)
KHDC3L 6913 Tekrarlayan molar gebelik 611687 (237)
KIF14 1g32.1 Siliyopati, Meckel Sendromu tip-12 611279 (238)
LAPTM5 1p35.2 Hematopoez 601476 (179)
LIFR 5p13.1 Losemi inhibit6r faktor reseptori; 151443 (218)
hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi, gocii
ve apoptozu
LIT1 11p15.5 Epigenetik diizenlenme 604115 (234)
MAPK3 16p11.2 | Trofoblast invazyonu, proliferasyonu 601795 (179)
ve iletisimi
MMP10 11922.2 Matriks metalloproteinaz-10, 185260 (218)
ekstraselliiler yeniden diizenlenme
MMP9 20913.12 Matriks metalloproteinaz-9, 120361 (218)
ekstraselliiler yeniden diizenlenme
MSH4 1p31.1 Olgunlagmanin duraklamasi 602105 (228)
MuSK 9931.3 Fetal akinezi deformasyon sendromu 601296 (239)
MYOM1 | 18pl11.31 | Miyomesin-1, ¢izgili kas yapisinin 603508 (227)
diizenlenmesi
NCOA1 2p23.3 Niikleer steroid reseptorlerin 602691 (218)
aktivasyonu
NEB 2023.3 Nemalin miyopatisi tip-2 161650 (227)
NLRP2 19q13.42 Tekrarlayan molar gebelik 609364 (223)
NLRP5 19913.43 Tekrarlayan molar gebelik 609658 (239)
NLRP7 19q13.42 Tekrarlayan molar gebelik 609661(241)
NOP14 4p16.3 TGK 611526 (242)
PADI6 1p36.13 Tekrarlayan erken embriyonik 610363 (246)
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duraklama
PDLIM1 | 10g23.33 | Trofoblast invazyonu, proliferasyonu 605900 (179)
ve iletisimi

PDZD2 5p13.3 PDZ domaini igeren tip-2 610697 (233)

PHLDA?2 11p15.4 Plasental biiyiime 602131 (179)

PIGC 1924.3 Glikozilfosfatidilinositol sentezi 601730 (227)
RYR1 19913.2 King-Denborough sendromu, 180901 (229, 243)

Konjenital uniform néromuskiiler
hastalik tip-1

SERPING1 | 11gl2.1 Koagiilasyon yolagi 606860 (222)

SLC16A2 Xql13.2 Metabolizma 300095 (179)

SNRPN 15g11.2 Epigenetik diizenlenme 182279 (234)

STIL 1p33 Sitokinez-sentriolar duplikasyon, OR 181590 (244)

kalitiml1 fetal mikrosefali tip-7
SYCP3 15g11.2 Olgunlagsmanin duraklamasi 604759 (228)
THBD 20p11.21 Trombomodulin, koagiilasyon 188040 (218)
kaskad1

THSD1 13914.3 Adezyon glikoproteini 616821 (227)

TLE6 19p13.3 Zigot olusumunda hata 612399 (218)

TLR3 4935.1 TOLL-benzeri reseptor-3; Immiin 603029 (238)

fonksiyonlarin diizenlenmesi

TNC 9g33.1 Ekstraselliiler matriks diizenlenmesi 187380 (218)

TRAF3IP1 2037.3 Immiin fonksiyonun diizenlenmesi 607380 (218)

TRO Xpl1.21 | Trofinin, hiicre adezyonu, trofoblast- 300132 (218)

endometriyum etkilesimi
UBN1 16p13.3 Cogalma 609771 (227)
WNT6 2035 Kanatsiz tip MMTV integrasyon 604663 (245)

bolgesi ailesi liyesi-6

2.8. Infertilite Etiyolojisinin Arastirilmasinda YND Teknolojisinin Kullanim ve

Etkileri

Infertilite basta olmak iizere iireme fonksiyonlarinda goriilen sorunlarin

etiyolojisinde

tek gen defektleri
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veya genetik bozukluklarin da bulundugu

bilinmektedir. Bu heterojen grubun aydinlatilmasinda YND kullanim1 her gecen giin

artmaktadir. Tablo 2-16’da erkek faktorii ile iliskilendirilmis genler ve gorevleri
belirtilmistir (213).

Tablo 2-16: YND teknigi kullanilarak yapilan calismalarda saptanan erkek faktorii ile

iliskili genler ve fenotipik bulgular: (Patel (213)’den degistirilerek)

AR Androjen insensitivesi, hipospadias
AURKC Spermatogenez defekti tip-5
CATSPER1 Spermatogenez defekti tip-7
CATSPER2 Sagirlik ve infertilite sSendromu
CFTR Vas deferens agenezisi
DAZL Spermatogenez defekti
DDX25 Spermatogenez defekti
DPY19L2 Spermatogenez defekti tip-9
FSHB Hipogondatropik hipogonadizm tip-24




FSHR Spermatogenezde etkin, erkek infertilitesi

LHB Hipogondatropik hipogonadizm tip-23
LHCGR Leydig hiicre hipoplazisi, erkekte erken puberte
NR5A1 Spermatogenez defekti tip-8, cinsel gelisim bozuklugu
PRDM9 Spermatogenezde mayoz bdliinme hatasi
PRM1 Spermatogenez defekti

SRY Cinsel gelisim bozuklugu
USP26 Spermatogenez defekti
USP9Y Spermatogenez defekti
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Heterojen bir grup olan kadin infertilitesi de giiniimiizde YND teknolojisi ile

arastirtlmakta, yeni genler ve yolaklar bulunmaya c¢alisilmaktadir. Prematiir over

yetmezligi (POY), ovaryan disgenezi, oosit olgunlasma defekti (OOMD) ve PKOS ile

iligkili genlerin ve gorevleri literatiirden derlenerek Tablo 2-17’de gosterilmistir (213,

249-253).

Tablo 2-17: YND ile saptanan POY, ovaryan disgenezi, OOMD ve PKOS ile
iliskilendirilmis genler, fenotipik bulgulari ve gorevleri

AMH Primer/sekonder amenore
AMHR2 POY
BMP15 Gecikmis puberte, primer/sekonder amenore, kiiciik overler,
folikiil yoklugu, hipoplastik uterus, hirsutizm, pubik ve aksiller
killanma yoklugu
CAPN10 PKOS
CYP11A1 Steroidogenez
CYP17A1 Steroidogenez
CYP19A1 Steroidogenez
DAZL Diisiik over rezervi
DIAPH2 Sekonder amenore, POY2A
EIF2B2 Okaryotik translasyon, POY
EIF2B3 Okaryotik translasyon, POY
EIF4ENIF1 Sekonder amenore - mRNA translasyonu
ERCC6 Sekonder amenore - DNA tamiri
FIGLA Kigiik/atrezik overler, folikiillerin yoklugu, atrofik
endometriyum
FMR1 Frajil X sendromu, pre-mutasyon tastyicilarinda artmig POY riski
FOXL2 Hipoplastik uterus/overler, folikiil yoklugu, sekonder amenore
FSHB Primer amenore, infertilite
FSHR Osteoporoz, primer amenore
GALT Galaktoz fosfat transferaz, galaktozemi
GDF9 Primer amenore, meme gelisiminin olmamasi, pubik killanmanin
gecikmesi
GNAS McCune-Albright sendromu, ACTH bagimsiz makronodiiler
adrenal hiperplazi




GNRH1 Normosmik hipogonadotropik hipogonadizm
GNRHR Hipogonadotropik hipogonadizm
HFM1 Amenore - homolog rekombinasyon ve mayozda gérevli
INHA Primer amenore
INS PKOS
INSR PKOS
IRS1 Pre-ovulatuvar folikiil gelisimi
IRS2 Pre-ovulatuvar folikiil gelisimi
KISS1 Hipogonadotropik hipogonadizm
KISS1R Hipogonadotropik hipogonadizm
LHB Infertilite
LHCGR Primer amenore
MCM8 Telarsin yoklugu, primer amenore, overlerin yoklugu,
hipergonadotropik over yetmezligi - DNA tamiri
MCM9 Kisa boy, meme gelisiminin az olmasi, overlerin yoklugu, kemik
yasi geriligi, pubik ve aksiller killanma azlig1, primer amenore -
DNA tamiri
MSH5 Oligomenore, atrofik overler, folikiil yoklugu
NANOS3 Primer amenore
NOBOX Sekonder amenore ve folikiil yoklugu
NR5A1 Diizensiz ve anovulatuvar dongiiler, sekonder amenore,
disgenetik gonadlar ve germ hiicrelerinin yoklugu
NUP107 Overlerin yoklugu, kiiciik uterus, spontan puberte yoklugu -
DNA tamiri
PATL2 Germinal vezikiil asamasinda 00sit olgunlagsmasinin duraklamasi,
anormal 1. polar cisim, erken embriyonik duraklama - OOMD
PGRMC1 Hipergonadotropik hipogonadizm, amenore
POF1B POY2B
POLG mtDNA polimeraz gama
POUS5F1 Folikiilsiiz kiigtik overler
PSMC3IP Memede gelisim geriligi, pubik killanma yoklugu, hipoplastik
uterus, primer amenore
SGO2 oY
SOHLH1 Kisa boy, telars yoklugu, primer amenore, hipoplastik overler
veya yoklugu, kiiciik uterus, kemik yas1 geriligi - mRNA
transkripsiyonu
SPIDR Hipoplastik overler/over yoklugu
STAG3 Primer amenore ve ovaryan disgenezi - homolog rekombinasyon
ve mayozda gorevli
SYCE1 Primer amenore, kiigiik uterus ve overler, folikiillerin yoklugu -
homolog rekombinasyon ve mayozda gorevli
TACR3 Normosmik hipogonadotropik hipogonadizm
TGFBR3 POY
TUBBS Metafaz | veya Il'de oosit duraklamasi, anormal ig iplikleri -
OOMD

WT1

Sekonder amenore
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ZP1 Zona pellusida yoklugu — OOMD
ZP2 Anormal zona pellusida - OOMD
ZP3 Oosit dejenerasyonu, zona pellusida yoklugu - OOMD

2.9. Tibbi Genetik Alaninda Kullanmilan Laboratuvar Yontemleri

2.9.1. Sitogenetik Yontemler

DNA molekiiliiniin bazik yapidaki histon proteinleri (H1, H2A, H2B, H3 ve H4)
ve diger proteinlere baglanarak ve kendi iginde paketlenerek olusturdugu kromozomlar,
kalitim1 saglayan temel genetik 6gelerdir. Insanlarda 22 ¢ift otomozomal ve bir ¢ift

eseysel kromozom olmak tizere 46 adet kromozom bulunmaktadir.

Kromozom analizlerinde en ¢ok periferik kan lenfositleri kullanilir, kemik iligi
ve deri fibroblast hiicrelerinden de yararlanilabilir. Prenatal tan1 amaciyla yapilan
caligmalarda ise gebelik haftasina gore koryon villuslar, amniyotik siv1 hiicreleri ya da
kordon kani hiicreleri incelenmektedir. Hizli tan1 gerektiren prenatal olgularda koryon
villuslardaki sitotrofoblast hiicreleri ile yapilan ‘direkt preparasyon teknigi’ (DP) 6nemli
bir kolaylik saglar. Fakat elde edilen kromozomlar 300-400 bant araliginda oldugundan
tan1 kesinligi igin hiicre kiiltiirii sonrasi caligmalarin beklenmesi gerckmektedir.
Karyotip incelemelerinde, hiicreler mitoz boliinmeler esnasinda prometafaz veya
metafaz safhasinda iken durdurulur ve farkli bantlama yontemleri ile goriiniir hale
getirilir (~550-600 bant). Analizler mikroskop araciligiyla insan gozii ile yapildigindan
tam subjektif olmaktadir. Inceleme oncesi hiicre kiiltiirlerine boliinmeyi uyaran
fitohemagliitinin (PHA) konarak, 48-72 saat siire ile inkiibasyona birakilir. Kolsisin
eklenmesi ile 1g iplik¢iklerinin olusumu engellenerek boliinmekte olan hiicrelerin
metafazda durmalari saglanir ve hipotonik ¢6zelti ile hiicreler sisirilir (0,075 M KCI
soliisyonu). Fiksasyon asamasi (alkol ve asetik asit uygulamasi) sonrasinda olusturulan
siispansiyonlar mikroskopta incelenmek iizere lamlara damlatilir ve kurutulur. Ardindan

mikroskop araciligi ile incelenir.

Bantlama teknikleri farkli bolgelerin incelenmesini saglar, rutin karyotiplemede
en sik kullanilan yontem G-bantlamadir. Ag¢ik renkli bantlar, aktif genlerin bulundugu
G-C bazlar1 bakimindan zengin dkromatin bolgeleri gosterirken, koyu renkli bantlar ile
aktif genler agisindan fakir, A-T bazlarinca zengin olan heterokromatin bolgeler
isaretlenmektedir. C-bantlama teknigi heterokromatin bélgelerin incelenmesi ve markir

kromozomlarda ©kromatin bdlge olup olmadiginin arastirilmasinda, NOR boyama
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yontemi akrosentrik kromozomlarin boyanmasinda kullanilir. Q-bantlamada kuinakrin
boyasi ile A-T agisindan zengin sentromerler, 1, 9 ve 16. kromozomlarin

perisentromerik alanlar1 boyanir.

‘FISH’ (Floresan in situ hibridizasyon) caligmalari, en sik karyotip ¢alismalarina
ek olarak ya da mikrodelesyon/duplikasyon sendromlari gibi on tanist bulunan
hastaliklarin tanisinda kullanilmaktadir; translokasyonlar, inversiyonlar ve markir
kromozomlarin incelenmesine katki saglar. Ayrica hematolojik kanserlerin incelenmesi,
enfeksiyon ajanlarinin  taranmasi, gen ekspresyon degerlendirmelerinde de
kullanilmaktadir. Bu yontemde hedeflenen DNA bolgeleri, spesifik problarin
kromozoma veya interfaz hiicrelerine hibridize olmasi sonrasinda mikroskop
araciligiyla incelenmektedir. Lokus spesifik, tekrarlayan dizilere 6zgii ve kromozomun

timiini boyayan problar olmak tizere ii¢ tip prob bulunmaktadir.

‘Array-CGH’  teknigi, mikroarray tekniginin karsilastirmali  genomik
hibridizasyon yontemi temelinde birlestigi, bir referans genom varliginda incelenen
genomdaki kopya sayis1 degisikliklerini saptayan bir tekniktir. Giderek konvansiyonel
sitogenetik yontemlerin yerini alsa da dengeli kromozomal yeniden diizenlenmeler olan

translokasyonlarin incelenmesinde eksik kalmaktadir.

2.9.2. Molekiiler Genetik Yontemler

Sanger dizileme yontemi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) temeline dayanir,
ortamdaki deoksi niikleotidlerin yaninda floresan boya ile isaretlenmis dideoksi
niikleotidler (ddNTP) bulunur. Incelenen &rnege ait DNA dizisinin eslenigi olarak
devam eden reaksiyonlarda diziye eklendiklerinde o dizi sonlanir ve her birinin 3’
ucunda belli bir floresanli ddNTP olan farkli boylardaki diziler olusur. Kapiller jel
elektroforezi sistemi ile galisan bir dizileme cihazi yardimiyla bu diziler gog ettirilerek
boylarina gore ayrilir ve floresan 1simasina gore dizi sonundaki niikleotid tespit edilir.
Elde edilen veriler bilgisayar programlari araciligiyla degerlendirilir. Bu yontem ile 600
b¢’lik gen bolgeleri (6 bazdan 1.000 baza kadar) dizilenip okunabilir. Bu teknigin bazi
zorluklart da bulunmaktadir; uygulanmast ve yorumlanmasi ciddi bir uzmanlik

gerektirir ve nispeten uzun bir siirede sonug elde edilir.

Ilk kez 1992 yilinda Higuchi ve arkadaslari tarafindan kullanilan ‘Gergek
Zamanli PZR’ teknigi (QPCR), PZR islemine floresan 6zelligi eklenerek reaksiyona es

zamanli 1smma verilerinin alimmasi ve bu verilerden amplifikasyon egrilerinin
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olusturulmasi temeline dayanir. Gliniimiizde DNA ve RNA kantitasyonu, varyantlarin
tespiti, viral, bakteriyel veya mikroorganizmal yiiklerin gosterilmesi, gen dozaj
degisimlerinin arastirilmasi, kanser c¢alismalarinda minimal rezidii hastalik ve
translokasyon iirtinlerinin tespiti gibi amagclarla kullanilmaktadir. Genel metot (gift
iplikli DNA’ya baglanan floresan boyalar - etidyum bromiir, tiazol orange, oksazol
yellow ve sybr green) ve dizi spesifik metot (tasarlanmis flofor isaretli oligoniikleotid
iceren problar - hidroliz problari/Tagman prob, hibridizasyon problari, FRET ve
molekiiler fener/beacon) olmak iizere iki ana sinifa ayrilir. Elde edilen veriler ile yapilan
amplifikasyon grafigi, ekspansiyonel faz (her dongiide PZR iiriinlerinin iki katina
cikmasi) ve plato fazi (reaksiyonlarin azalmaya basladigi faz) olmak {izere iki
basamaktan olusur. Ana hat (baseline), esik deger (treshold) ve Ct degerleri gbz Oniine

alinarak analiz yapalir.

1996 yilinda kullanima giren ve nispeten yeni bir yontem olan ‘Pirodizileme’,
polimeraz aktivitesi ile pirofosfatin (PPi) ortaya ¢ikmasi, ATP sulfurilaz ile PPi’nin
ATP’ye dontisimii, lusiferaz enzimi ile birlikte ATP lusiferin — oksilusiferin
reaksiyonunu gergeklestirmesi ve 151k Olusmasi temeline dayanir. Isik siddeti ATP
miktari ile orantili olup buna gore niikkleotidler belirlenir ve bir kamera tarafindan tespit

edilir.

‘Multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu’ (MLPA) teknigi genin bir
kismin1 ya da Dbirkag geni iceren Kkopya sayisi degisikliklerinin  (biiyiik
delesyon/duplikasyonlarin) saptanmasinda kullanilan ¢oklu PZR esasina dayanan bir
yontemdir. DNA denatiirasyonu, hedef DNA boélgelerine spesifik problarm ilgili
bolgelere hibridizasyonu, iki par¢a halinde olan problarmn birbiri ile ligasyonu ve PZR
ile bu problarin ¢ogaltilmas1 asamalarindan olusur. Elde edilen iriinler kapiller
elektroforez sistemi ile ¢alisan cihazlar araciligiyla yiiriitiiliir ve bilgisayar programlari
vasitasiyla analiz edilirler. Calismanin esas kosullarindan biri bilinen bir saglik
problemi olmayan bireylere ait DNA 6rneklerini referans alarak galisiimasidir. Referans
pik boyutlarina gére azalma veya pikin olmamasi delesyonu, artma ise duplikasyonu

gosterir.

2.9.2.1. Yeni Nesil Dizileme
Yeni nesil dizileme teknolojileri, genetik aragtirma ve tani protokollerinin

ayrilmaz bir pargasi haline gelmektedir. Nispeten kisa bir siirede biiyiik miktarlarda dizi
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verisi iretebilmesi genis bir yelpazedeki genetik analiz uygulamalarini miimkiin
kilmakta; arastirma, Klinik ve biyoteknoloji alanindaki gelismeleri hizlandirmaya
yardimci1 olmaktadir. YND teknolojisi, biiyiik ve ¢ok ekzonlu genlerin (DMD gibi),
non-allelik heterojenite gbzlenen hastalik gruplarinin, bireyin tiim ekzomunun,
transkriptomunun ya da genomunun dizilenmesine ve bir testte bir ¢ok hastanin birlikte

analizine olanak sagladigindan molekiiler analizlerde devrimsel bir asama saglamistir.

YND c¢alismalarinda ilk asamada DNA rastgele olarak kii¢iik fragmanlara ayrilir
ve kiitiiphane hazirligina gegilir. Dizileme cihaz1 tarafindan fragman tanima igin
platforma spesifik sekanslari iceren adaptorler, her bir Ornege ait Kiitiiphanenin
fragmanlarina eklenir (ligasyon, PZR veya etiketleme ile) ve fragmanlarin platformun
akis hiicrelerine baglanmasini saglar. Her bir YND saglayicisi, bu amag igin belirli bir

dizi kullanir.

Numune indeksleri, ayn1 akis hiicresinde birden fazla farkli numunenin birlikte
siralanmasin1 saglar. Her bir Ornek indeksi, tipik olarak 6 ila 10 baz icererek
kiitiiphaneye 0zgiidiir ve veri analizi sirasinda ayri dizilerin dogru numune adina
cogaltilmasi i¢in kullanilhir. Bagdastiricilar, birlestirilen kiitiiphane sayisina ve istenen

dogruluk diizeyine bagl olarak tekli veya ¢iftli 6rnek dizinler igerebilir.

Ekzom kelimesi bir genomun tiim ekzonlar1 anlamina gelmektedir (exome = all
exons of a genome). Bir Tiim Ekzom Dizileme ¢alismasinda 200.000’den fazla ekzon
dizilenmektedir. TED ile hastaliklarla iliskili gen mutasyonlarinin ~%85’inin tespit
edilebilecegi bildirilmektedir (254). Tim Genom Dizileme (TGD) ile de ifade
edilmeyen intronik bolgelerin, kopya sayisi degisikliklerinin ve insersiyon/delesyonlarin
incelenmesi miimkiin olmakla birlikte, maliyetin yiiksekligi ve elde edilen verinin
biiyiikliigii su anda calismalarin biiyilk oranda TED ile yapilmasina yol agmaktadir.
Yeni nesil dizileme teknolojisi ile ilgili bilgiler tarafimizca olusturularak Tablo 2-18-
Tablo 2-20’de, molekiiler genetik tekniklerin karsilastirmasi Tablo 2-21°de verilmistir
(255).

Tablo 2-18: YND teknolojisi terminolojisi

Okuma (read) Dizileme cihazindan gelen ham dizi
Coklu okumalar / Ayni dizinin birden fazla kez okunmasi
okuma sayist
Isaretleme (tag) Fragmanlara tanimlayabilmek amaciyla eklenmis diziler
Paired-end dizileme | Fragmanin her iki ugtan da okunmasi, referans genom ile yapilan
calismalarda kullanilir
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Mate pair dizileme | Biiyiik fragmanlarin ortasi okunmadan iki ugtaki son kisimlarin
okunmasi, genom tamamlama ya da referans genom olmadan de novo
dizilemede kullanilir

Hizalama (alignment) | Referans diziye gore hizalama

Assembly Ik kez dizilenen de novo genomlarin kesfinde kullanihr ve yiiksek
kapsama gerektirir

Referans etkisi (bias) | Okumada referans genom ile uyusmayan niikleotid bulunmasi

Kapsama Okumada kapsanmis olan niikleotidler

Dizi derinligi/derinlik | Belli bir pozisyonu kapsayan okuma sayisi, kapsam icerisindeki tiim
niikleotidlerin sayisi

IGV Biitiinlestirici  genomik  goriintiileyici, YND okuma verisinin
goriintiilenmesini saglar
Stampy Illumina platformunda dizilerin hizalanmasinda kullanilan istatistiksel
yontem
BWA Burrows-Wheeler hizalamasi, kisa okumalara uygundur ve kisa

in/del’leri gosterebilir

Tablo 2-19: Tiim ekzom dizileme islem akisi

DNA ’nin kii¢iik fragmanlara ayrilmasi (~40 ila 500 bg aras1)

Kiitiiphanenin hazirlanmasi (fragman uglarina adaptor)

Ekzom yakalanmasi, amplifikasyon (zenginlestirme)

YND platformuna aktarim, dizileme

Kalite degerlendirme (pre-alignment/hizalama 6ncesi: kirpma, filtreleme)

Dizi pargalarinin hizalanmasi (referans genom ile)

Varyant tespiti (SNP, in/del, CNV, SV seklindeki referans diziden farkli okumalarin bulunmasi)

Anotasyon (ac¢iklama, isimlendirme)

Filtreme/Gorsellestirme

Veri analizi

Tablo 2-20: Ekzom dizileme ile elde edilen veri dosyast tiirleri

Raw dizileme verisi Elde edilen ham veri
BCL (Binary base call) Illumina YND cihazlari tarafindan ¢evirilen ham veri
FASTQ BCL’den ¢evirilmis harf temeline dayanan format

SAM (Sequence Alignment Map) | Hizalama programlarinin ¢ogunun veriyi verdigi format

BAM (Binary Alignment Map) SAM dosya tipinin BGZF algoritmast ile sikigtirtlmig hali

VCF (Variant call format) Okunabilir, excel benzeri tablo formati, final ¢ikti, sadece
referansa gore farklari icerir

Tablo 2-21: Tansal amach kullanilan dizileme tekniklerinin karsilastirilmasi (Green
(255)’den degistirilerek)

Ozellik Tek Gen YND Temelli Tiim Ekzom Tiim Genom
Dizileme Panel Dizileme Dizileme Dizileme
ilgilendigi 1gen Fenotip ile ~19.000 gen Tiim genom
genomik bolge iligkilendirilmis
gen grubu
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Altyapi Standart Tani lablart igin Altyap1 ve Altyap1 ve
protokol uygun-altyapi biyoinformatik biyoinformatik
gerekli ekibi gerekli ekibi gerekli
VUS tespiti Olas1 Olasi Evet Evet
Fenotip ile Hay1r Panelin Olas1 Olast
iliskisiz icerigindeki
varyant bulma genlerin
(yan bulgu) kapsamina bagli
Caligma siiresi ~2-4 hafta ~2-3 ay ~4 ay >4 ay
(optimum)
Hedeflenen Tek gen Genetik Genetik ve klinik Ekzomun
varyant tipleri hastaliklari, heterojenitenin heterojenite, 6n | yaninda anlatimi
ve fenotipler tekrar dizisi oldugu hastalik | taninin olmadigi olmayan
artiglari, gen igi gruplari, atipik vakalar, | genomik bolgeler
delesyonlar poligenik nadir olgular
fenotipler
YND tekniklerinden biri olan RNA dizileme ¢aligmalar1 ile gen

ekspresyonlarinin degerlendirilebilmesinin yaninda insersiyon/delesyonlarin, kirpilma
bolgesi dahil niikleotid degisimlerinin, farkli transkriptlerin ve gen fiizyonlarinin tespiti
de mimkindiir (256). Bu yontem ozellikle, kanserlesme ve kanser hiicrelerinin
davraniglarinin arastirilmasinda ve tedavi ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir (257,
258).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu ¢alismanin ilk asamadaki olgu grubunu Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 2014-2019 yillar1 arasinda basvuran 973
olgu olusturdu ve olgulara ait dosya verileri retrospektif olarak degerlendirildi. Calisma,
iki asamali olarak gergeklestirildi. Dosya degerlendirmesinde, ciftlere ait demografik
bilgiler, gebelik ve dogum Oykiisii, preterm eylem riski, varsa gebeliklerindeki fetal
ultrasonografi bulgulari, fetal kromozom analiz sonuglari, esler arasindaki akrabalik
durumu ve etiyolojinin agiklanmasina yonelik yapilmis tiim tetkikler incelenerek Excel
dosyas1 hazirland1. Ikinci asamada bu ailelerden tiim klasik testleri (kromozom analizi,
trombofili paneli, hormon goriintiilemesi, disi treme sistemi goriintiilemesi,
otoantikorlarin degerlendirilmesi, biyokimyasal testler) normal sonuglanan ¢iftlerden

tiim ekzom dizi analizi i¢in onam veren 35 anne adayindan kan 6rneklemesi yapildi.

Aragtirma amaciyla yapilacak molekiiler analizler igin, Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 16.01.2018 tarih ve 44
sayilt yazi ile etik agidan onam alindi. Tekrarlayan gebelik kayiplari, tekrarlayan
implantasyon kusuru ve sebebi agiklanamayan kadin infertilitesinde ortak yolaklar
olabilecegi diisiiniilerek Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu 19.02.2018 tarih ve 249 sayili yazi ile etik agidan uygun
bulunmus olan ve Istanbul Universitesi BAP tarafindan TSA-2018-32135 nolu “Sebebi
Aciklanamayan Infertilite ile Iliskili Genlerin Arastirilmast” baslikli projede calisilan
TGK ya da gebelik olusmamasi sonras1 YUT uygulamalari bagarisizhig dykiilii olgular
da tez caligmasina dahil edildi. 04.09.2019 tarih ve 175219 sayili ‘Tez Degerlendirme
Ara Rapor Formu’ yazsi ile bu degisiklik Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii’ne bildirildi; 13.09.2019 tarih ve 182600 sayili Saglik Bilimleri Enstitiisii

yazisi ile kabul edildi. Bu sayede incelenecek olgu sayisi 35’¢ ulasti.

Calismaya ait bilgi aktarimi sonrasi arastirmaya onam veren olgulara her iki
proje i¢in hazirlanmis olan ‘Goniilli Olur Formu’ imzalatildi. Tim ekzom analizi
sonuglar1 degerlendirildikten sonra OR genlerde patojenik bir varyant tespit edilen anne
adaylarinin eslerinden de kan alindi. iki ¢iftin (Olgu 2 ve 3) daha 6nceki spontan

abortus materyallerinden elde edilmis fetal DNA’lar1 da ¢calismaya dahil edildi.
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3.2. Klinik Degerlendirmeler

Olgularin degerlendirilmesi ve fizik muayenesi, 8. bélimde sunulmus olan
muayene formu goz Oniine alinarak gerceklestirildi. Olgularin en az {i¢ kusak olacak
sekilde ve gebelik dykiileri 6n planda tutularak alinan ayrintili anamnez ile aile agaclar
cizildi. Olgulara ait karyotip analizi, hormon paneli, trombofili paneli, otoimmiinite
paneli, tam kan sayimi, biyokimya testleri, yapilmis ise batin veya pelvik USG, HSG,
koagiilasyon faktorleri ve baba adaylarinin spermiyogram sonuglari ayrintili olarak not

edildi. Tiim bu testleri normal ¢ikan olgular igerisinden 35 anne aday1 ¢alismaya alindu.

3.3. Kromozom Analizleri

Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD Sitogenetik Laboratuvari’nda
gergeklestirilen kromozom c¢alismalarinda, ilk asamada ciftlerden alinan heparinli
periferik kan ornekleri ile lenfosit hiicre kiiltiirleri yapildi. Kiiltiir medyumunun
iceriginde RPMI 1640 Medium (100 ml), Fetal Calf Serum (15 ml), L-Glutamin (2 ml),
fitohemagliitinin soliisyon (2 ml) ve penisilin/streptomisin (1 ml) bulunmaktaydi. Bu
medyumdan 5 ml santrifiij tiiplerine alinarak iizerine 5 damla (~0,25 ml) heparinli kan
orneginden ilave edildi. Fitohemagliitinin eklenerek hiicreler boliinmek igin uyarildi ve
hiicrelerin boliinmeye devam edebilmeleri igin 37°C’de 48 saat bekletildi. Sonrasinda
devam etmekte olan kiiltiirlere 0,1 ml timidin ilave edildi ve kiiltiir siiresi 72 saate
tamamlandi. Mitoz boliinme asamasindaki hiicrelere 0,1 ml kolsisin (kolsemid) ilave
edilerek metafazda durduruldu. 2 saat sonrasinda kiiltir sonlandirildi ve hiicreler
toplandi. 0,075 M hipotonik KCI soliisyonu hiicrelere eklendi ve ~20 dakika bekletildi.
Santrifiij edilerek toplanan hiicrelere, metil alkol ve glasiyel asetik asit ile 3:1 oraninda
hazirlanmig fiksatif soliisyonu eklendi ve yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. Santrifiij
sonrasi hiicreler pastor pipeti yardimiyla alindi ve lamlarin {izerine damlatildi. Lamlar
90°C’lik etiive almarak 2,5 saat bekletildi. Ardindan G-bantlama yapilarak
kromozomlarin boyanmasi saglandi. G-bantlama yonteminde, Ornekler tripsin
soliisyonunda ~30 saniye bekletildi ve sonrasinda PBS ile yikandi. Ardindan Leishman
soliisyonunda 1 dakika tutularak boyanmasi saglandi ve distile su kullanilarak boyalarin
fazlasi yikandi ve ortam igerisindeki havada kurutuldu. Sonrasinda lamlarin tizeri lamel
ile kapatildi. Mikroskop araciligi ile 100 kez biyiitilerek incelenecek kisimlar
konumlandirildi ve Metasystem/Cytovision otomatik goriintiileme cihazi ile 250 kez

biiyiitiilerek her olgu i¢in en az 20 metafaz olacak sekilde analiz yapild:.
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3.4. Molekiiler Cahismalar

3.4.1. DNA izolasyonu ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

Olgulardan mor kapakli KsEDTA’L tiiplere yaklagik 2 ml periferik vendz tam
kan alindi. Her olgu i¢in 400 pl kan 6rneginden MagPurix® 12 cihaz1 ile, MagPurix®
Blood DNA Extraction Kit 200 (OP02001) kullanilarak prosediire uygun sekilde DNA
MagPurix®

materyallerden niikleik asitlerin ¢ikarilmasimi saglayan otomatik bir sistemdir. DNA

izolasyonu yapildu. teknolojisi, manyetik boncuklar kullanarak

saflagtirma asamasi pargalama, baglama, yikama ve eliisyon asamalarini igerir.

Genomik DNA’larin izolasyonunun ardindan, her biri i¢in Thermo Scientific™
NanoDrop 2000c cihazi aracigiyla spektrofometrik olarak yogunluk (ng/ul) ve saflik
derecesi absorbsiyon 6lciimleri ile kalite kontrol calismalari gergeklestirildi. Ol¢iim
sonuglarma goére DNA konsantrasyonlarinin gerekli olan >50 ng/ul iizerinde ve
A260/A280 oranlarinin da 1,8-2,0 araliginda oldugu tespit edildi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Olgulardan, eslerden veya aile iiyelerinden elde edilen DNA konsantrasyonlari

Orig“ ng/pl | 260/280 | 260/230 | es DNA | ng/ul | 260/280 | 260/230

1 33,2 1,85 2,66 -

) 65.6 184 26 + 64,1 1,78 1,79

fetus 178,7

3 64,8 1,84 2,51 fotUs 269.2

4 1249 1,84 2,03 + 92,8 1,51 0,67
5 73,9 1,8 2,41 + 75,6 1,77 2,4
6 51,6 1,8 2,54 + 75,1 1,83 1,94
7 61,5 1,8 2,42 -

8 82,5 1,8 2,15 -

9 63,6 1,8 2,42 -

10 67,4 1,8 2,55 + 69,1 1,75 2,35
11 119,6 1,76 1,97 + 62 1,77 2,01
12 93,2 1,76 1,86 + 71 1,76 1,97
13 70,7 1,74 1,81 + 69,7 1,77 1,91
14 38,7 1,68 1,41 + 104,7 1,80 2,05
15 29,9 1,66 1,27 + 76,7 1,77 1,91
16 50 1,78 1,67 + 80,3 1,85 1,82
17 64,9 1,68 1,35 -

18 74 1,74 1,72 + 59,6 1,77 1,92
19 | 628 1,77 173 anne 42,8 1,73 1,46
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baba 26,3 1,75 1,28

20 94,7 1,82 1,93 + 67 1,79 2,01

21 38,4 1,82 1,79 -

22 60,4 1,78 1,85 + 91,5 1,83 2,05
+ 73,5 1,81 1,90

23 %67 182 192 baba 50,9 1,75 1,71

24 74,5 1,81 1,92 -
25 38,1 1,75 1,55 -
26 52,5 1,70 1,62 -
27 68,5 1,75 1,93 -
28 88,6 1,82 1,81 -
29 83,2 1,81 1,90 + 118,8 1,82 191
30 |107,6 1,81 2,06 -
31 74,7 1,79 1,93 -
32 90,5 1,81 1,92 -
33 65,1 1,77 1,76 -
34 31,8 1,76 1,44 + 85,4 1,78 1,97
35 97,1 1,79 1,88 -

3.4.2. Islak Laboratuvar Cahsmalari

35 olgudan elde edilen genomik DNA’larin kaliteleri degerlendirilip yeni nesil
dizileme islemleri ig¢in uygun olduklar: tespit edildikten sonra, proje kapsaminda maddi
kosullar g6z oniline alinarak TED 1slak laboratuvar calismalarinin hizmet alimi ile
gergeklestirilmesi kararlastirildigindan, materyaller ilgili merkezlere uygun kosullarda

kargo ile gonderildi.

TUBITAK MAM’da gergeklesen ¢alismalar i¢in (Olgu 1-10) 1slak laboratuvar is
akist ve kullanilan kitler hakkinda bilgi alinamamis olup, dizileme islemi Illumina

HiSeq 2500® cihazi ile gergeklestirilmistir.

Engin Tip’ta yapilan 1slak laboratuvar galismalart su sekildedir (Olgu 11-35):
YND hazirhik asamalart igin DNA’larin uygunlugu bir kez daha kontrol edilmis,
calismaya uygunlugu ve yapisal biitiinliigii jel elektroforezi ile dogrulanmustir, ileri
kantitasyonu ‘Qubit’ ile gergeklestirilmistir. Dizileme 6ncesi kiitliphane hazirlanmasi
basamaginda ekzom bolgesini hedef alan ‘xGen Exome Research Panel’ (IDT) Kiti
kullanilmigtir. Bu kit ile hedef genlerde yer alan ekzonlar ve ekzon-intron sinir bolgeleri
20 bg uzakliklar dahil olacak sekilde seg¢ilmis ve ¢ogaltilmistir. Caligma kapsaminda
kitin standart protokolii izlenmistir. Kiitliphane hazirlanmasinin ardindan o6rnekler

Illumina NextSeq® platformunda dizilenmistir. Calisma sonunda elde edilen yaklagik
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5.000.000 okuma ile hedef ekzom bolgeleri i¢in ortalama 65x okuma derinligi elde
edilmistir. Elde edilen veriler biyoinformatik is akist ile analiz edilip varyant listesi

¢ikarilmstir.

Biyoinformatik analiz kapsaminda 150 bg’lik tek uglu dizi (single-end) ham
verileri (.fastq) kullanilmistir. Dizi verilerinin 5° ve 3’ uglar1 kalite parametreleri goz
Oniine alinarak kesilmistir (Trimmomatic). Elde edilen veriler referans genom verilerine
gore hizalanmistir (Burrows-Wheeler Aligner). Hizalama c¢alismasi sonrasinda

varyantlarin ¢ekimi ‘GATK Unified Genotyper’ ile yapilmstir.

Sonraki basamaklarda tekrar hizalama ile in/del bolgelerindeki hizalama
diizeltmelerinin yapilmasi, DNA dizilerinin kalite skor degerlerinin tekrar ayarlanmasi,
diizenlenmis dizilerdeki varyasyonlar i¢in parametre optimizasyonlarinin yapilmasi,
varyasyon listesi igin notlarin eklenmesi, varyantin tespit edilme yiizdesine (<%30) ve
okunma derinligine goére (<10x) giivenilir olmayanlarin elenmesi, bolgesinin ekzonik

veya intronik olusuna gore filtreme islemleri ger¢eklestirilmistir.

3.5. Varyantlarin Biyoinformatik Analizi

Dizileme islemleri sonucunda elde edilen veriler ham data halinde (.fastq, .bam,
.bai) ve excel formatinda diizenlenmis olarak tarafimiza ulastirildi. Sonrasinda
biyoinformatik analizlere gecildi. Varyantlarin incelenmesinde ACMG'nin (American
College of Medical Genetics and Genomics) yayinlamis oldugu varyant analiz kriterleri

g6z 6ntine alindi (259).

Biyoinformatik analizlere baslamadan &nce literatiirde veri madenciligi
yapilarak ¢alismalar kapsaminda bildirilmis genler ile gebeligin ilk trimesterinde etkin
yolak genlerini igeren gen listesi olusturuldu. Analizler sonucu TGK ile iliskisi
olabileceginin diigiiniildiigli varyantlarin etki spektrumu degerlendirilirken yapilan ilk
filtrelemede, bu liste kapsamindaki gen varyantlar incelendi. Ikinci filtrelemede en az
ti¢ in siliko tahmin araglarina gore patojenik veya olasi patojenik 6zellik tagiyan tiim
genlerdeki degisimler degerlendirmeye alindi. Incelenen varyantin okuma derinliginin
en az 20x olmasina dikkat edildi ve dizileme goriintiileri Interactive Genomic Viewer
(IGV) araciligiyla incelendi. TGK’nin toplum sikliginin en az %1 oldugu gbz Oniine
alinarak saptanan varyantlarin toplum siklig1 degerlendirildi ve <0,01 degerinde olanlar

g6z Oniine alindi.
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3.5.1. Varyantlarin Patojenitesinin Belirlenmesi
Tim diinyada birgok laboratuvar ve tani merkezi tarafindan da tercih edilen
siiflamada varyantlarin fenotipe etkisi agisindan gruplanmasi ve kriterleri Tablo 3-2’te

belirtildi.

Tablo 3-2: Varyantlarin fenotipe olasi etkileri agisindan siniflandirilmasi — Sue (259)’den
degistirilerek

Patojenik 1. 1ok gigli (PVSI1) ve
(Pathogenic) - >1 giglii (PS1-PS4) veya
- >2 orta (PM1-PM6) veya
- 1lorta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) veya
- >2 destekleyici (PP1-PP5)
2. >2 giglii (PS1-PS4)
3. 1 giglii (PS1-PS4) ve
- >3 orta (PM1-PM6) veya
- 2orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5)
veya
- 1 orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)

Olas1 patojenik 1. 1 ¢ok giglii (PVS1) ve 1 orta (PM1-PM6) veya
(Likely pathogenic) 2. 1gigli (PS1-PS4) ve 1-2 orta (PM1-PM6) veya
3. 1 giicli (PS1-PS4) ve >2 destekleyici (PP1-PP5)
veya
4. >3 orta (PM1-PM6) veya
5. 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5)
Onemi bilinmeyen 1. Kiriterlerin higbirini karsilamayan veya
(VUS: variant uncertain 2.  Zararsiz veya patojenik ozellikleri karsilayan
significance) kriterlerin tutarsizligi
Olasi zararsiz 1. 1 giiglii (BS1-BS4) ve 1 destekleyici (BP1-BP7)
(Likely benign) veya
2. >2 destekleyici (BP1-BP7)
Zararsiz 1. 1 tek bagina (BAl) veya
(Benign) 2. >2 giiclii (BS1-BS4)

PVS1: Fonksiyon kaybi bilinen bir hastalikla iligkili olan bir gendeki ‘null’
varyant (anlamsiz, ¢erceve kaymasi, art arda +1 veya 2 kirpilma bolgesi, inisiyasyon

kodonu, tekli veya ¢oklu ekzon delesyonunu i¢eren varyant). Patojenik ve ¢ok giiglii.

PS1: Niikleotid degisiminden bagimsiz olarak onceden tespit edilmis bir
patojenik varyant ile ayni amino asit degisimi. Patojenik ve giiglii.
PS2: Hastalig1 olan ve aile Oykiisii olmayan bir olguda de novo varyant.

Patojenik ve giiclii.

PS3: Gen veya gen iiriinii lizerinde zararh etkiyi destekleyen in vitro veya in

vivo fonksiyonel ¢alismalarin bulunmasi. Patojenik ve giiglii.
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PS4: Etkilenen bireylerde varyantin prevalansinin, kontrollere gére onemli

Ol¢iide artmis olmasi. Patojenik ve giiglii.

PM1: Zararsiz bir varyasyon olmayan, mutasyonel hot spot ve/veya kritik bir

fonksiyonel alanda bulunan varyant. Patojenik ve orta.

PM2: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi veya Ekzom Toplama
Konsorsiyumu’ndaki kontrollerde bulunmamasi veya resesif ise ¢ok diisiik siklikta

olmasi. Patojenik ve orta.

PM3: Resesif kalitilan hastaliklar igin patojenik bir varyantin trans allelinde

tespit edilen varyant. Patojenik ve orta.

PM4: Tekrarlanmayan bir bolgede ¢ergeve i¢i delesyon/insersiyon veya stop

kodon kaybi varyantlar nedeniyle protein uzunlugunun degismesi. Patojenik ve orta.

PMS5: Daha o6nce patojenik oldugu belirlenen yanlis anlamli degisikligin

goriildiigii bir amino asit rezidiisiinde yeni bir yanlis anlamli degisim. Patojenik ve orta.

PM6: Anne ve baba icin segregasyon calismasi yapilmadan de novo oldugu

varsayilan varyant. Patojenik ve orta.

PP1: Birden fazla etkilenen aile tiyesinde hastalik ile birlikte hastalikla iliskisi
kesin olarak bilinen bir gende varyant saptanmasi. Patojenik ve destekleyici.

PP2: Disiik oranda zararsiz nitelikli yanlis anlamli varyasyonu olan ve bu
varyantlarin yaygin bir hastalikla iligkili bir gende yanlis anlamli varyant. Patojenik ve
destekleyici.

PP3: Birden fazla istatistiki hesaplamanin, gen veya gen iriinii iizerinde zararl
bir etkiyi (korunan, evrimsel, kirpilma etkisi vb.) desteklemesi. Patojenik ve
destekleyici.

PP4: Hastanin fenotipi veya aile 6ykiisii, bilinen bir genetik etiyolojisi olan bir

hastaliga spesifiktir. Patojenik ve destekleyici.

PP5: Saygin bir kaynak tarafindan varyant patojenik olarak rapor edilmis, ancak
bagimsiz bir degerlendirme yapmak igin laboratuvar ¢aligmalari ile ortaya konmus kanit

yok. Patojenik ve destekleyici.
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BS1: Allel sikligi hastalik olusturmak igin beklenenden fazladir. Zararsiz ve

giiclii.

BS3: Protein fonksiyonu veya kirpilma iizerinde higbir zararli etkinin
olmadigina dair in vitro veya in vivo fonksiyonel ¢alismalarin bulunmasi. Zararsiz ve

giiclii.
BS4: Bir ailenin etkilenmis tiyelerinde eksik segregasyon. Zararsiz ve giiglii.

BP1: Gidiik proteine sebep olan varyantlarin hastalik nedeni olarak bilindigi bir

gendeki yanlis anlamli varyant. Zararsiz ve destekleyici.

BP2: Tam penetrans gosteren dominant bir gen/hastalik igin patojenik bir
varyant ile trans veya herhangi bir kaliim paterninde patojenik bir varyant ile cis

pozisyonda g6zlenen varyant. Zararsiz ve destekleyici.

BP3: Bilinen bir islevi olmayan tekrar bolgesinde c¢erceve igi

delesyon/insersiyon. Zararsiz ve destekleyici.

BP4: Birden fazla istatistiki hesaplamanin, gen veya gen iiriinii {izerinde zararl
bir etkinin olmadigimi (korunan, evrimsel, kirpilma etkisi vb.) 6ne siirmesi. Zararsiz ve

destekleyici.

BP5: Hastalik igin alternatif olasi molekiiler temeli olan varyant. Zararsiz ve

destekleyici.

BP6: Saygin bir kaynak tarafindan varyant zararsiz olarak rapor edilmis, ancak
bagimsiz bir degerlendirme yapmak igin laboratuvar ¢aligmalari ile ortaya konmus kanit

yok. Zararsiz ve destekleyici.

BP7: Kirpilma bdlgesi tahmin algoritmalarinin herhangi bir etki 6ngérmedigi ya
da yeni bir kirpilma bolgesinin olustugu ve niikleotidin fazla korunmadig: tahmin edilen

esanlamli (sessiz) bir varyant. Zararsiz ve setekleyici.

BALl: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi veya Ekzom Toplama

Konsorsiyumu’nda saptanan allel frekans1 >% 5’tir. Zararsiz ve tek basina.

Varyantlarin fonksiyonel etkisinin belirlenmesinde ve TGK etiyolojisi ile iliski

kurulabilmesinde kullanilan veri tabanlar1 Tablo 3-3-Tablo 3-5’te verildi.



Tablo 3-3: Insan ve model organizma ¢ahsmalar: veri tabanlar

PubMed

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Rat  Genome
(Rattus norvegicus)

Database

https://rgd.mcw.edu/

Mouse Genome Informatics

(Mus musculus)

http://www.informatics.jax.org/

KEGG PATHWAY

https://www.genome.jp/kega/pathway.html

Reactome

https://reactome.org/

Gene Expression Atlas

https://www.ebi.ac.uk/gxa/lhome

The Human Protein Atlas

https://www.proteinatlas.org/

Tablo 3-4: Populasyonlara ve hastaliklara 6zgii veri tabanlari

Populasyonlara 6zgii veri tabanlari

Exome Aggregation

Populasyon ¢aligmalart

gnomAD veri tabanina eklenmistir

Consortium ya da projelerden elde
edilmis ekzom verilerini
igerir
The Genome Genis kapsamli ekzom | https://gnomad.broadinstitute.org/
Aggregation (125.748) ve genom
Database (71.702) dizileme

calismalarindan elde
edilmis verileri igerir

Exome Variant
Server

Avrupa ve Afro-
Amerikan kokenli
bireylere ait varyantlart
igerir

https://evs.gs.washington.edu/EVS/

1000 Genomes
Project

2008-2015 yillan
arasinda yiriitiilen, 26
farkl: populasyona ait

<%1 sikliktaki
varyantlarin tespit
edilmesini hedefleyen
projedir

Ensembl GRCh38 veri tabanina
eklenmistir

dbSNP

Farkli kaynaklarda
bildirilmis <50 bg’lik
varyantlara dair bilgileri
icerir

https://www.nchi.nlm.nih.gov/snp/

dbVvar

Farkli kaynaklarda
bildirilmis >50 b¢’lik
varyantlara dair bilgileri
icerir

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar

Hastaliklara 6zgii veri tabanlari

Clinvar Varyantlarin hastaliklar | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
ve fenotipler ile
iligkisine dair bilgileri
igerir
OMIM Genler ve hastalik https://omim.org/

iligkili gen varyantlarini
igeren genis kapsaml
bir veri tabanidir
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Human Gene
Mutation Database

Liiteratiirde yaymlanmig
hastalik iliskili varyant
bilgilerini igerir

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

Human Genome
Variation Society

Fenotip ve
populasyonlar ile iligkili
varyantlar hakkinda
birgok farkl: veri
tabanini igerir

https://www.hqgvs.org/

Leiden Open
Variation Database

YND teknikleri ile elde
edilmis, genlere dair
verileri igerir

https://www.lovd.nl/

DECIPHER

Klinisyenler ve
arastirmacilara yonelik
molekiiler sitogenetik
teknikler ile elde edilmis
genomik varyant
verilerini igerir

https://decipher.sanger.ac.uk/

Dizilere ozgii veri tabanlari

NCBI Genome Insan genomu referans | https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome
dizilerini igerir
RefSeq Medikal, fonksiyonel ve | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/

arastirmaya yonelik
¢alimalardan elde
edilmis referans dizileri
igerir

Locus Reference
Genomic (LRG)

Klinik ¢aligmalar ve
yayinlardan elde edilmis
gen, transkript ve
protein dizilerini igerir

https://www.Irg-sequence.org/

MitoMap

Insan mitokondriyal
DNA's1 i¢in Cambridge
referans genomunu
igerir

https://www.mitomap.org/ MITOMAP

Ensembl

Vertebralilar igin
karsilastirmali,
fonksiyonel ve evrimsel
genomik bilgiyi, genlere
ait varyant ve protein
bilgilerini igerir

https://www.ensembl.org/index.html

UniProt

Protein dizileri ve
fonksiyonlar1 hakkinda
karsilastirmali bilgiler

igerir

https://www.uniprot.org/

UCSC

Genomik bilgiyi ve gen
dizilerini igerir

https://genome-euro.ucsc.edu/

Tablo 3-5: Tez kapsaminda kullanilan in siliko varyant tahmin araci veri tabanlar

Missense degisimler icin

MutationTaster

http://www.mutationtaster.org/

PROVEAN

http://provean.jcvi.org/index.php
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PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

ConSurf https://consurf.tau.ac.il/

FATHMM http://[fathmm.biocompute.org.uk/index.html
MutationAssessor | http://mutationassessor.org/r3/

PANTHER http://pantherdb.org/

PhD-SNP http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html
MutPred2 http://mutpred.mutdb.org/#qform

SNPs&GO https://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/

nsSNPAnalyzer http://snpanalyzer.uthsc.edu/

Kirpilma balgesi icin

GeneSplicer https://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml
Human Splicing | http://www.umd.be/HSF/index.html

Finder

MaxEntScan http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

Niikleotid Korunmuslugu icin

GERP http://mendel.stanford.edu/SidowL ab/downloads/gerp/

PhastCons http://compgen.cshl.edu/phast/

PhyloP http://compgen.cshl.edu/phast/help-pages/phyloP.txt

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda patojenik ve olasi patojenik olarak
saptanan varyantlar icerisinden aile segregasyonu caligmasi igin segilerek Sanger

dizileme planlandi ve primerlerin tasarlanmasi asamasina gegildi.

3.6. Primerlerin Tasarlanmasi

Varyant konfirmasyonu ve segregasyonu igin bolgeye spesifik primerler
tasarlama asamasinda, primerlerdeki oligoniikleotidlerin tekrarlayan dizi bolgesinde
olmamasina, herhangi bir polimorfizm igermemesine ve icermesi kaginilmaz ise toplum
sikliginin %]1’°in altinda olmasina, primerlerin DNA’ya baglanma 1silariin birbirine
yakin olmasina (~2-5°C farklilik), ararlarinda ¢ift bag yapist bulunan A-T
niikleotitlerinin sayisinin {U¢lii bag yapist bulunan C-G sayisinda olabildigince esit
olmasia onem verildi. Ensembl veri tabanindan alinan veriler ile tasarlanan primerler,
USCS Genome Browser in siliko PZR araci ile baglanma 1silar1, dizi uzunluklar1 ve
spesifitesi agisindan kontrol edildi. Tez kapsaminda tasarlanmis olan primer dizilerine

ait bilgiler Tablo 3-6’da verildi.

Tablo 3-6: Primer listesi

Gen ve Ekzon Primer dizisi Primer PZR
baglanma iiriin
1silar1 (°C) boyu

ALPL-F9 5’-CTCCCAGCCACCATACT-3’ 54,1 482 bg

ALPL-R9 5’-GAACCTAACTTGCATCTCCAT-3’ 56

CEP290-F53 | 5°-CCTTGAACTCATTCGTAGTGG-3’ 57.3 296 be

CEP290-R53 | 5°-AGGAATAGTCAGATGAACATAATTAAC-3’ 55.6
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CFTR-F5 5’-CAACTAGAAGCATGCCAGT-3 56 471 bg

CFTR-R5 5’-CAGAATGGTGCTCTGCTA-3’ 54

CFTR-F14 5’-CTCAGTCTGTTAACATGCAA-3 60 1207 bg
CFTR-R14 5’-CTG GCT TAG TAG AGG ACCA-¥» 58

CFTR-F20 5’-CCCATCTCTGGTAGCCAA-¥ 56 760 bg

CFTR-R20 5’-CTATCTGACAATCTGTGTGCA-3’ 60

CYP17A1-F8 | 5’-CTGGGCAGGGCCATGTCT-3 64.7 473 be

CYP17A1-R8 | 5’-GTAGGGAAGAATGGCGGAGA-3’ 61.5

IGF2-F2 5’-CTTGGCTAGGCTTAGGCG-3’ 58 318 bg

IGF2-R2 5’-GCCAGAGGAGAGAGGATCA-3 58

KIF7-F17 5-CTATCTGCCTGCCCTTGTTGA-3’ 54 1381 bg
KIF7-R17 5’-GGACATCACCTGGCAGGTT-3 58

NOP14-F16 5’-AGGACTTGAGCAGCCACAGT-3 59.1 475 be

NOP14-R16 5’-ACTGTTAAGGAAGCAAGAGTCTGT-¥ 57.9

PLG-F15 5’-GATGCTGGGCTTGCAGTC-3’ 60.8 256 be

PLG-R15 5’-GTATTTAAGACAAGACTTCATGTCAATT-3’ 57.6

PROKR2-F5 5’-GCTGGATAACAAGTACATGAGGA-3 58.3 926 be

PROKR2-R5 | 5>-GGAGGCATGAACACAGATGT-3 58.5

SLAIN1-F1 5’-CTGCCATGGGTTCTGCT-3’ 58 380 bg

SLAIN1-R1 5’-CCAGTGAGGTCACCCCA-3 58

TTC21B-F13 | 5’-AACACTAGGGCTATCCGTAA-3’ 54.1 309 be

TTC21B-R13 | 5’-TTCAAGGAGGGTGATATGTC-3° 54.9

ZMPSTE24- 5S>-TTATGGATGCTACTGATCCCATA-3’ 58.5 276 bg

F9

ZMPSTE24- 5’-AGCTCTAGATTTGAAGCAGGCA-3’ 60.7

R9

ZP1-F3 5’-GGTACT TTCTGGAATCCACCAT-3’ 59.2 731 be

ZP1-R3 5’-GAGTTTCTGCCTAAAGTTAGGAAACA -3 60.5

3.7. Ekzonik Bolgelerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile

Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Olgulara ait DNA’lar ve tasarlanan primerler ile termal dongii cihazi

kullanilarak PZR c¢alismas1 yapildi. Her bir ¢alisma icin kullanilan malzemeler, final

konsantrasyonlari ve PZR ¢alisma kosullar1 Tablo 3-7 ve 3-8’de verildi.

Tablo 3-7: PZR ¢alismasi i¢in kullanilan malzemeler ve final konsantrasyonlari

Malzemeler Final konsantrasyonlari
10X (NH4),SO, tampon soliisyonu 1X
(Hibrigen)

25 mM MgCl,

(Hibrigen) 2mM

25 uM dNTP

(Invitrogen 100 mM dNTP setten 0.2mM
hazirlanmis)

2 uM fleri ve geri primerler

(Sentebiolab, Sentromer) 0.2 uM

500 U (5 U/ul) Taq polimeraz enzimi i

(Hibrigen) 0.1-02ul
DMSO % 0-10 olacak sekilde
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(Biomatik) (G-C oranina gore)
Distile su 25 pl’ye tamamlanacak sekilde
DNA 100-200 ng/g

Final konsantrasyon 25 ul

Tablo 3-8: PZR ¢alisma Kkosullari

Denatiirasyon 94°C 10 dakika x1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma Primer baglanma 1sis1 30 saniye x10 dongi
Uzama 72°C 45 saniye-1,5 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma Primer baglanma 1s1s1 30 saniye x30 dongii
Uzama 72°C 45 saniye-1,5 dakika
Uzama 72°C 10 dakika x1 dongii
Bekleme 4°C 1 saat x1 dongii
Duraklama 10°C o0 x1 dongii

Calismanin 6zgiinliigli ve bant boylarinin hedeflenen bg ile ayni oldugunun
gosterilmesi i¢in, 5 pl PZR iriind ile 2 pl Gel Red boyasi karistirilarak 1X TBE
tamponu icindeki %2’lik agaroz jele yiiklendi. 120 Voltta, 50 b¢’lik merdiven
isaretleyicisi (Sigma) ile 30 dk yiriitillerek PZR {irlinleri boyutlarina gore ayrildi.
Elektroforez islemi sonrasinda jeldeki trtinler Vilber Lourmat Infinity cihazi aracigiyla
ultraviyole 1s1ik altinda goriintiilendi. Ozgiinliigii dogrulanmig PZR iiriinlerinin
saflagtirllmas1 Thermo Scientific Exonuclease-1 20 U/ul ve Alkaline Phospatase 1 U/l

ile protokole uygun sekilde yapildi.

3.8. Sanger Dizi Analizi ile Varyantin Incelenmesi ve Biyoinformatik Analizi

3.8.1. Dizi PZR Calismasi

Tablo 3-9’da verilmis olan malzemeler ile final hacim 10 ul olacak sekilde
karisim hazirland1 ve 96 6rneklik plak (The Applied Biosystems, MicroAmp Optical
96-well reaction plate) tizerindeki her kuyucukta bir 6rnek olacak sekilde ornekler
aktarildi ve Tablo 3-10’da belirtilen kosullar ile termal dongli cihazinda c¢alisma

gergeklestirildi.

Tablo 3-9: Dizi PZR ¢alismasi icin kullanilan malzemeler

5X BigDye dizileme tamponu

BigDye Terminator v3.1 reaksiyon karigimi
Primer (ileri/geri veya her ikisi)
Saflastirilmig PZR {iriinii

Distile su




71

Tablo 3-10: Dizi PZR ¢alisma protokolii

Denatiirasyon 96°C 10 saniye
Baglanma 50°C 5 saniye x25 dongii

Uzama 60°C 4 dakika
Sonlanma 4°C 0 x1 dongii

Dizi PZR islemi sonrasinda arta kalan primer ve diger reaktiflerin temizlenmesi
amaciyla plaktaki her bir kuyucuga 1 ul 125 mM EDTA, 1 ul 3M sodyum asetat ve 25
ul %100 etanol eklenerek plak aliiminyum koruyucu yapiskan bantla kapatildi ve 15
dakika oda 1sisinda tutuldu, ardindan 3.810 rpm’de 45 dakika santrifiij yapildi. Bu
islemden sonra plak tizerindeki bant kaldirildi, kuyucuk agizlar tstte kalacak sekilde
ters ¢evrildi, 1.100 rpm’de 30 saniye santriflij yapildi. Sonrasinda kuyucuklara 35 pl
%70’lik etanol ilave edildi. Plak tekrar bant ile kapatildi ve 3.460 rpm’de 20 dakika
santrifiij islemi tekrarlandi. Plagin {istii tekrar agild1 ve 1.170 rpm’de 60 saniye santrifiij
edildi. Ardindan kuyucuklara tek tek 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized
formamid, enjeksiyon tampon ¢ozeltisi) ilave edildi. Plaktaki tiriinler 95°C’de 5 dakika
denatiire edildikten sonra 2 dakika buz tizerinde bekletildi ve The Applied Biosystems
(ABI) 3500 Genetic Analyzer cihazina yiiklendi.

3.8.2. Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez (KE) sistemi ile ¢alisan ABI-3500 cihaz1 8 kapillerli dizi
sistemi ve polimeri igerir, DNA sekanslama ve/veya fragman analizi imkani sunar.
Elektrokinetik bir ayirim yaparak, yiiksek voltaj ile akim verilir, molekiillere elektrik
yuklenerek hareketlenmeleri saglanir ve anot ucunda yerlestirilmis hassas sensorler ile
izlenirler. Cok az miktarda tiriin kullanilarak hassas ve otomatize bir sistem ile diziler

okunur.

Plak cihaza yerlestirildikten sonra bilgisayar araciligi ile daha 6nceden kalibre

edilmis boya seti se¢ildi ve Tablo 3-11°deki kosullar ile yiiriitme yapildu.

Tablo 3-11: Kapiller elektroforez yiiriitme kosullar:

Yiiriitme voltaji 13,4 kVolt
On yiiriitme voltaj 15 kVolt
Enjeksiyon voltaji 1,6 kVolt

Yiiriitme siiresi 2,52 saniye
On yiiriitme siiresi 180 saniye
Enjeksiyon zamani 8 saniye

Veri gecikmesi 250 saniye
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3.8.3. Dizileme Sonuclarimin Degerlendirilmesi ve Biyoinformatik Analizi
Kapiller elektroforez ile yiiriitiilen tiriinlerden elde edilen dizi verileri Seq Scape

v3 ve Chromas v2.6.6 analiz programlari ile bilgisayar ortaminda incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. Gebelik Oykiisiine Gore Olusturulan Olgu Gruplan
Tekrarlayan gebelik kayb1 (TGK): En az 2 gebelik kaybinin 20. GH o6ncesi
veya fetal agirligin <500 gr olan ¢iftler

Kotii obstetrik oykii (KOO): En az 2 gebelik oykiisiinde intrauterin gelisme
geriligi (IUGG), fetal ultrasonografide anomali saptanmis (PAT-USG), erken dogum,
yenidogan oOliimleri veya c¢oklu konjenital anomali/bilissel yetersizlik oykiilii genetik

tan1 almamis ¢ocuk sahibi olan giftler

Primer infertilite oykiisii (PI): Herhangi bir dogum kontrol yontemi
uygulamaksizin diizenli iliskiye ragmen en az bir yi1l boyunca gebelik olusturamayan

ciftler

Basarisiz yardimel iireme teknigi denemeleri: En az 2 kez YUT denenmesine

ragmen gebelik olusmayan ¢iftler

Ik agsama olarak yapilan dosya incelemesi sonucunda 973 olgu ¢alismaya dahil
edildi. Bu olgularin gebelik Oykiisiine gore olusturulan gruplara dagilimi ve bu

gruplardaki ciftler arasindaki akrabalik oranlar1 Tablo 4-1’de gosterildi.

Tablo 4-1: Olgularin gebelik dykiisiine gore gruplara dagilimi ve gruplardaki akrabalik

oranlari
Gebelik odykiisii Olgu sayis1 n (%) Akraba evliligi n (%)
Tekrarlayan gebelik kayb1 (>2) 325D + 325 E (66,8) 78 (24)
n= 650
Kotii obstetrik oykii 79D + 79 E (16,2) 29 (36,7)
n= 158
Primer/sekonder infertilite 31D +42E (7,5 7 (15,2)
n=73
Basarisiz yardimci iireme teknigi 46 D +46 E (9,4) 7(15,2)
denemeleri (>2) = 92
Toplam 973 %24,3
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Olgu serisinin en biiyliik grubunu TGK grubu olustururken, en yiiksek akraba
evliligi oram1 KOO grubunda gézlendi.

4.2. Sitogenetik analiz sonuclari

496 cifte ait dosya incelemesinde 31 disi ve 21 erkek olgunun sitogenetik
analizlerinin dis merkezde yapildigi saptandigindan bu bireylere ait sitogenetik bulgular
calismaya dahil edilmedi. Toplam 481 disi ve 492 erkek olgu ile bu giftlerin 105 gebelik
riiniine ait sitogenetik bulgular degerlendirildi ve kromozom analizi sonuglar1 olgu

gruplarina gore Tablo 4-2-Tablo 4-6’da verildi.

Tablo 4-2: TGK olgu grubunda (n= 650 olgu) kromozom analiz sonuclari

Karyotip Oykii Maternal n (%) Paternal n (%) n %
Normal TGK 312 (96) 317 (97,5) 629 96,7
G8P2A6 inv(9)(p12g21.2) N 8
Inversiyon G2A2 inv(9)(p13q13) N
G3P1A2 inv(9)(p12q13) N
G2A2 inv(9)(p12g21) inv(9)(p12g21)
G3A3 N inv(9)(p13q13)
G3A2TT1 N inv(9)(p12q13)
G10P2A7 inv(10)(p13qg22.1) N
IUFO1
Robertsonian G3A3 N der(13;14)(g10;q10) 2
translokasyon | G7P2A5 | der(13;14)(g10;910)pat N
Resiprokal G3A3 t(3;4)(921,924?) N 10
translokasyon | G4P1A2 t(3;8)(927.3;q24.1) N
TT1
G3A3 t(3;18)(g25.3;922.3) N
G3A3 t(5;18)(g23.2;922.3) N
G4A4 t(6;8)(p23;922.3) N
G2A2 1(6;10)(q13.1;p24.3) N
G7P2A5 N t(5;11)(p15.3;p13)
G2A2 N t(11;16)(p15.1;p13.1)
G3A3 N t(11;17)(q24.2;921)
G3A3 N t(11;22)(q11.22;q24.
1)
Markir G4P1A3 47,+mar N 1
kromozom Co
Toplam 13 (4) 8 (2,5) 21 (3,2
kromozom
anomalisi
Tablo 4-3: KOO olgu grubunda (n= 158) kromozom analiz sonuglar
Karyotip OyKkii Maternal n (%) Paternal n (%) n (%)
Normal KOO 76 76 152 96,2
Inversiyon G6P3A2IUFO2 N inv(2)(p11.2;913) 1




G7P3A2IUFO1 N 2
inv(9)(p13g21.32)
G4P1A2TT1 inv(9)(q34.2934.3) N
Resiprokal G2A1TT1 t(9;15)(922.1;926.3) N 1
translokasyon G1TT1 t(10;13)(q26.2;922) N 1
G4P1A1TT1 N t(8;15)(q11.2;911.1) 1
Toplam 3 (3,8 3 (398 6 (3,8)
kromozom
anomalisi
Tablo 4-4: PI olgu grubunda (n= 73) kromozom analiz sonuglar
Karyotip Oykii Maternal n (%) Paternal n (%) n %
Normal infertilite 29 30 59 (80,8)
Inversiyon GO0 inv(9)(p12921.2) N 1
GO N inv(9)(p22q22) 1
Insersiyonal GO - ins(18;2)(q11.2;q13g22) 1
translokasyon
Ring azospermi - r(21)(p13922.3?) 2
kromozom (D21S1446-)
X veY yapisal GO - 46,XX.ishYpll.2(SRYx1) 1
anomalileri GO - idic(Y).ish idic(Y)(g11.2) 2
idic(Y).ish idic(Y)(ql1.2)
GO - 45,X/46,X,idic(Y)(ql1.2) 1
(SRYx2)
GO - idic(Y)(q11.2)(SRYx2) 1
GO - 46,XX[42]/45,X[4].ishder 1
(X)t(X;Y)(p22.3;p11.3)
(SRYH)
45,X GO 47 XXX[1]/45,X N 1
mozaisizmi [3]/46,XX[56]
.nuc ish
(DXZ1x1[7]/DXZ
1x3[15]/DXZx2
[78])
+markir GO - 47, +mar.ishidic(15)(q11.2) 2
kromozom (D15Z4++,PWS/AS-)
GO N 47,+mar.ishder(14/22)
Toplam
kromozom 2 (6,5) 12 (28,6) 14 (19,2)
anomalisi

Tablo 4-5: Basarisiz YUT uygulamasi olan (n= 92) olgu grubunda kromozom analiz

sonuclan
Karyotip Oykii Maternal n (%) Paternal n (%) n (%)
Normal 45 45 90 (97,8)
Robertsonian GO 45,der(14;15)(q10;910)pat N 1

translokasyon
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Resiprokal GO N t(8;11)(p23.1;913.4) 1
translokasyon
Toplam 1 (22 1 (22 2 (22
kromozom
anomalisi

Tablo 4-6: Olgu grubundaki ciftlerin gebelik iiriinlerinde (n= 105) kromozom analiz

sonuclari
Oykii Parental karyotip Gebelik iiriinii/fetal Karyotip n
- N Normal 56
G4P1A2TT1 46,XX,inv(9)(q34.2q34.3) | 9qter? 1
G6P3A2IUFO1 46,XY,inv(2)(p11.2913) | inv(2)(p11.2913)pat 1
G8P2A6 46,XX,inv(9)(p129g21.2) | inv(9)(p12g21.2)mat 1
GI1TT1 46,XX,1(10;13)(926.2;922) | t(10;13)(g26.2;022)mat 1
G2A1TT1 46,XX,t(9;15)(q22.1;0926.3) | 47,+der(9)t(9;15)(922.1;g26.3)mat 1
G3A3 N del(8)(p11.2?).ish subtel(41x2) 1
G2A2 N t(2g;13q)dn 1
G4P2IUFO1A1 N 47,+der(12).ishi(3)(q11.2), 1
der(12)(12pter—12q11::3q11.2—3
q ter)
G3P1A1TT1 N der(13;14)(g10;q10)+13 dn 1
G2TT1Al - 47 +8[30]/47,+12[17]/46,[3] 1
G2A2, G2IUFO2 N 47,42 2
G2A2 N 47 +7 1
G2A2, N 47,49 3
G4P2A2C1,
G5P1A4
G4P1A2 N 47,+i(12)(p10) 1
G4P1A2 N 47 +13 1
G2A2,G11A11 N 47 +15 2
G1lAl, G7A7, N 47,+16 7
G3A1TT2 (x2),
G5A5, G3A3 (x2)
G5A4TTL, N 47,+18 6
G3A2TTL, G3A3,
G3A2TT1, G2A2,
G5P1A3TT1
G2A2(x2), N 47,+21 6
G3A2IUFO1,
G4P1A3(x2),
G3AL1TT2
G2A2 (x2) N 47 +22 2
G3A3, G2A1TT1 N 69,XXX 2
G4P1A3, N 69,XXY 6
G3P2A1,G2A2,
G6P1AD5,
G8AS5SEKS,
G3P2Al1C1
Toplam kromozom anomalisi olan olgu sayisi | 49

76
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4.3. Molekiiler Analiz Sonuclari

Kromozom anomalisi ya da bilinen baska bir etiyolojik faktor saptanmamis
olgulardan segilen 35 disi olgu TED analizi ile incelendi. Sonuglarin degerlendirilmesi
sonrasinda aile segregasyon ¢alismalar1 amaciyla 2 fetus, 4 ebeveyn ve 8 es (erkek olgu)

calismaya dahil edildi.

4.3.1. TED Analiz Sonugclar: ve Olgu Sunumlari

Olgulara ait TED verilerinin biyoinformatik analizi sonucu tespit edilen tiim
varyantlar, varyant siniflandirilmasina gore Tablo 4-7°de belirtildi. Olgu 10°da TGK
veya TIK fenotipi ile iliskili olabilecek herhangi bir gen varyant1 bulunamada.

Tablo 4-7: Olgularin TED verilerinin biyoinformatik analizlerinde saptanan varyantlarin
genel varyant siniflamasina gore dagilim

Varyant simiflamasi | Olgu sayis1 | Varyant sayisi
Patojenik 10 (%28) 11
Olas1 patojenik 8 (%22,8) 13
VUS 33 (%94) 67
Olasi zararsiz 1 (%2) 1
Zararsiz 1 (%2) 1
Toplam 93

4.3.1.1. Olgu 1

Olguya ait aile agaci1 Sekil 4-1°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-8’de,
TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen varyant

sayilar1 Tablo 4-9°da ve fenotip ile iliskili olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo

4-10’da gosterildi.

DTO
bbb d s o

Agggg&lggi\

13 GH

8GH 8GH 8GH

Sekil 4-1: Olgu 1’e ait aile agaci



Tablo 4-8: Olgu 1’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 31
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 20
Gebelik oykiisii G5A5
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii Anne: G3P2A1; hala kizi: G4P1A3
Gebeligin olugma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al:13. GH, A2: 9. GH, A3-5: 8. GH
Fetal/abortus karyotip analizi A3: 46,XX
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -

Varsa ila¢ tedavisi

G4 ve Gb’te diisiik molekiiler
agirliklt heparin ve asetil salisilik asit

Ek Kklinik bulgu

Tablo 4-9: Olgu 1’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayist 80.540
Zararsiz varyant sayisi 3.626

Olas1 zararsiz varyant sayisl 946
VUS varyant sayist 75.949

Olas1 patojenik varyant sayisi 4

Patojenik varyant sayisi 15
Homozigot varyant sayisi 25.064
Heterozigot varyant sayisi 55.476
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 75.716
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Tablo 4-10: Olgu 1’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili olabilecek

varyantlar
dbSNP
Gen Kalitim
. - Varyant Allel frekansi Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
VUS
€.2132G>T
MCM8 OR 0.G671V rs150257637 (AC!\/IC_E)
(NM_001281521.1) heterozigot 0,0004207 patojenik
g (Polyphen, SIFT)
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VUS
€.2521C>T (ACMG)
(NM 0%53117975 | OR | PRBAIW rcSJ707050(304192753 patojenik
- ' heterozigot ’ (MutationTaster,
SIFT)
VUS
WNT4 0D, OR C?fggﬂ rs1264065222 (ACMG)
(NM_030761.4) ’ hg'temzi ot | 0000003983 patojenik
g (Polyphen, SIFT)
zararsiz
TUBBS b, OR C'ﬁiﬁgf 159329307 (ACMG)
(NM_177987.2) ! hgiemzi . 0,03155 olast patojenik
g (Polyphen, SIFT)

Sonu¢: Olgu 1°de daha 6nce POY ile iliskilendirilmis HFM1 ve MCMS,
miillerian kanal gelisiminde aktif WNT4 genlerinde ACMG kriterlerine gore VUS,
tahmin araglarinda patojenik olarak degerlendirilen {ig; OOMD ile iliskilendirilmis
TUBB8 geninde ise ACMG kriterlerine goére zararsiz, Polyphen ve SIFT tahmin

araclarina gore olasi patojenik olarak siniflandirilmis bir varyant saptandi.

4.3.1.2. Olgu 2

Olguya ait aile agaci Sekil 4-2’de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-11°de,
TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen varyant
sayilar1 Tablo 4-12°de ve fenotip ile iligkili olabilecek genlerde saptanan varyantlar

Tablo 4-13’te gosterildi.

ééémi

ASELJIXIITLIIILL

FKA— FKA—
8GH 5407 8GH T 8GH T

saglikh 16 GH 12 GH

Sekil 4-2: Olgu 2’ye ait aile agaci
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Tablo 4-11: Olgu 2’ye ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 37
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yasi 22
Gebelik 6ykiisii G14P1A13
Akrabalik Esiyle 1.° kuzen
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kaybi GH’st Al-2: 6. GH, A?A7139-£ ?3|-(|3H A8: 16. GH,
Fetal/abortus karyotip analizi Al13: 46,XY; arr(1-22)x2,(X,Y)x1

Geg fetal kayip -

Fetal USG bulgusu G14(A13): Posterior fossada kistik genisleme

(8,9x7 mm)
Ek hastalik 6ykiisii Aritmi
Varsa ilag tedavisi Diltiazem HCI tablet 1x1

Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-12: Olgu 2’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayisi 67.330
Zararsiz varyant say1si 3.446
Olasi zararsiz varyant sayisi 800
VUS varyant sayisi 63.025
Olast patojenik varyant sayist 51
Patojenik varyant sayisi 2
Homozigot varyant sayisi 24.727
Heterozigot varyant sayisi 42.603
Daha Once tanimlanmamis varyant sayist 62.912

Tablo 4-13: Olgu 2’ye ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili
olabilecek varyantlar

Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekansi Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.1848G>C VUS (ACMG)
(WLoooso1gy| OR | PWOIEC | Goosoayy | pajenik
- ' heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)

Sonu¢: Olgu 2’de plazminojen eksikligi ile iliskilendirilmis PLG geninde
ACMG kriterlerine gore VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarinda patojenik olarak
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simiflandirilmig bir varyant bulundu. Olgunun A13 gebelik {irtiniindeki fenotip bu gen
ile uyumlu olabileceginden, esinde ve Al3’e ait DNA oOrneginde PZR ve Sanger
dizileme c¢alismalar1 yapildi. Olgunun esinin bu varyanti tasimadigi, fetusun ise
heterozigot olarak tasidig: tespit edildi. Ciftin 1.° kuzen olmasi nedeniyle genin diger

bolgeleri incelenmedi.

4.3.1.3. Olgu 3

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-3’te, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-14te,
TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen varyant
sayilar1 Tablo 4-15’te ve caligmada incelenen fenotip ile iligkili olabilecek genlerde

saptanan varyantlar Tablo 4-16’da gosterildi.

beyin ca

g o
L)

13-14 GH NTD

kaza

2008
saglikli

Sekil 4-3: Olgu 3’e ait aile agaci
Tablo 4-14: Olgu 3’e ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yas1 36
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yas 24
Gebelik dykiisii G6P1A5
Akrabalik Esiyle 1.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-4:<13. GH, A5: 13. GH
Fetal/abortus karyotip analizi A5: 46,XY; arr(1-22)x2,(X,Y)x1
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu G6(Ab5): Kistik higroma (14,1 mm),




generalize cilt 6demi, hipoplazik nazal

kemik

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek Klinik bulgu

HSG: Gebelik kayiplarina sekonder
uterin sinesiler, tuba uterina agik

Tablo 4-15: Olgu 3’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayis1 77.015
Zararsiz varyant say1s1 3.511
Olas1 zararsiz varyant Sayist 923

VUS varyant sayisi 72.622

Olas1 patojenik varyant sayist 2

Patojenik varyant sayisi 8
Homozigot varyant sayisi 23.939
Heterozigot varyant sayisi 53.076
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 72.371
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Tablo 4-16: Olgu 3’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili olabilecek

varyantlar
dbSNP
(Tra(r?:sari ) }:nel)lat;liq Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
VUS (ACMG)
NOP14 " C.2|235;55C23ET rs13106867 olas1 patojenik
(NM_003703.2) ' hgferozigot 0,006014 (Polyphen)
zararsiz (SIFT)

Sonug¢: Olgu 3’te, TGK etiyolojisinde yer aldigi 6ne siiriilen NOP14 geninde

ACMG kriterlerine gore VUS, Polyphen tahmin aracina gore olasi patojenik ve SIFT

tahmin aracina gore zararsiz olarak simiflandirilmig bir varyant saptandi. Olguya ait fetal

DNA 0Ornegi ile yapilan PZR ve Sanger dizileme g¢alismasinda fetusun bu varyanti

heterozigot olarak tasidigi belirlendi.

43.1.4.Olgu 4
Olguya ait aile agaci Sekil 4-4’te, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-17°de,

TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen varyant
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sayilar1 Tablo 4-18’de ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek genlerde
saptanan varyantlar Tablo 4-19°da gosterildi.

O O

S oitryd &b &

6GH

4-5GH

Sekil 4-4: Olgu 4’¢e ait aile agaci
Tablo 4-17: Olgu 4’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 39
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas1 29
Gebelik oykiisii G4A4

Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1 Al: 6. GH, A2-4: 4-5. GH

Fetal/abortus karyotip analizi -

Geg fetal kayip -

Fetal USGbulgusu -

Ek hastalik oykiisii -

Varsa ila¢ tedavisi -

HSG: Sag tubada ampiiler segment

Ek Klinik bulgu diizeyinde okliizyon

Tablo 4-18: Olgu 4’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayllar
Toplam varyant sayist 64.569
Zararsiz varyant sayisl 3.248
Olasi zararsiz varyant sayist 887
VUS varyant sayis1 60.421
Olast1 patojenik varyant sayisi 3




Patojenik varyant sayisi 13
Homozigot varyant sayisi 23.393
Heterozigot varyant sayisi 41.176

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayisi 54.072
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Tablo 4-19: Olgu 4’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili olabilecek

varyantlar
dbSNP
(Tracr?secri ) I;:ggé?: Varyant Allel frekansi | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
c.1214G>A VUS (ACMG)
(N Mptl)ggs’l% 2) OR p.RADSQ rsé700183?g282 patojenik
_ ' heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)

Sonug: Olgu 4’te, daha Once siliyopatiler ile iligkilendirilmis PIBF1 geninde

ACMG kriterlerine gore VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina gore ise patojenik

olarak degerlendirilen bir varyant saptandi.

4.3.15. Olgu 5

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-5’te, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-20°de,

TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen varyant

sayilar1 Tablo 4-21°de ve g¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek genlerde

saptanan varyantlar Tablo 4-22°de gosterildi.

%) O

Bobrek yetmezligi

O
1 T LA

7GH 9GH 5-6GH

Sekil 4-5: Olgu 5’e ait aile agaci

Tablo 4-20: Olgu 5’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 34

Pubertal gelisim normal
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Ik gebelik yast 25
Gebelik oykiisii G4A4
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kaybi GH’st Al: 7. GH, AZ:GQI._IGH, A3-4: 5-6.
Fetal/abortus karyotip analizi A4: 46, XY
Geg fetal kayip -
Fetal bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-21: Olgu 5’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant say1si 75.206
Zararsiz varyant sayisi 3.381
Olas1 zararsiz varyant sayisi 894

VUS varyant sayist 70.919

Olasi patojenik varyant sayist 3

Patojenik varyant sayisi 9
Homozigot varyant sayisi 23.921
Heterozigot varyant sayisi 51.285
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 70.705

Tablo 4-22: Olgu 5’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili olabilecek

varyantlar
dbSNP
(Tra(r?:;};ri ) Ifnaol:jt:;iq Varyant Allel frekansi Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
VUS (ACMG)
BUB1B OD. OR Cp4$?_§2>(? rs1555381180 patojenik
(NM_001211.5) ' he:[erozi ot - (MutationTaster,
g SIFT)

Sonug: Olgu 5’te, daha 6nce erken kromatid ayrilmasi ile iliskilendirilmis olan
BUB1B geninde ACMG kriterlerine gore VUS, MutationTaster ve SIFT tahmin

araclaria gore ise patojenik olarak degerlendirilen bir varyant saptandi.



4.3.1.6. Olgu 6

Olguya ait aile agaci Sekil 4-6’da, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-23’te,
TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilar1
Tablo 4-24’te ve calismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek genlerde saptanan

varyantlar Tablo 4-25’te gosterildi.

O

O

58

58

A

A )

A

12 yas
Saglkh
Dogal gebelik

Sekil 4-6: Olgu 6’ya ait aile agaci

mol gebelik

2 ayhk
Saglikli
YUT gebelik

Tablo 4-23: Olgu 6°ya ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 33
Pubertal gelisim normal
Ilk gebelik yas1 16
Gebelik oykiisii G6P2A4
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen

Ailede benzer 6ykii

Gebeligin olugma sekli

Spontan,Basarisiz (x1) ve basaril
YUT (x1)

Gebelik kayb1 GH’s1

Al: 4. GH, A2-3: 6-7. GH,
A4: parsiyel mol

Fetal/abortus karyotip analizi

A4(G5): 69,XXY

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek klinik 6zellik




Tablo 4-24: Olgu 6’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant say1si 76.515
Zararsiz varyant sayist 3.440

Olasi zararsiz varyant sayisi 927
VUS varyant sayisi 72.136

Olasi patojenik varyant sayist 2

Patojenik varyant sayisi 10
Homozigot varyant sayisi 23.934
Heterozigot varyant sayisi 52.581
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 71.932

Tablo 4-25: Olgu 6’ya ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili

olabilecek varyantlar

heterozigot

Gen Kalitim v AIIdIbele v a
(Transkript) modeli aryant el frekansi aryant siniflamasi
(gnomAD)
KIF7 OR ;%‘iﬂ;ﬁ rs745809521 V%itgﬁcn'i\lﬂe)
(NM_198525.2) heterozigot 0,000004013 (MutationTaster)
ZAR1 , C1257C>G | 50750718 | VUS (ACMG)
(NM_175619.2) ' p-S419R 0,0003783 patojenik

(Polyphen, SIFT)
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Sonu¢: Olgu 6°da siliyopatiler ile iliskilendirilmis olan KIF7 geninde ve
oositlerde aktif bir gen olan ZAR1 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin

araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmig iki varyant saptandi. KIF7 genindeki

varyant, olgunun 1,5.° kuzeni olan esinde Sanger dizileme ile arastirildi ve esin de bu

varyantt heterozigot olarak tasidigi tespit edildi. ZAR1 geni maternal etkili bir gen

oldugundan esinde ilgili gen varyanti1 incelenmedi.

4.3.1.7.Olgu 7

Olguya ait aile agaci Sekil 4-7°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-26°da,
TED verisinin (TUBITAK-MAM) ile yapilan biyoinformatik analizi ile elde edilen

varyant sayilart Tablo 4-27°de ve caligmada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-28°de gosterildi.



O O

SEOD O

LA A A AL

Biyokimyasal gebelikler

12 yag
Siroz?

2016
saglkl

Sekil 4-7: Olgu 7’ye ait aile agaci
Tablo 4-26: Olgu 7°ye ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 41
Pubertal gelisim normal
Ilk gebelik yas1 ?
Gebelik oykiisii G7P1A6
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugsma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Bilinmiyor, biyokimyasal gebelikler
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiist Hashimoto trioiditi
Varsa ilag tedavisi Trioid hormon replasmani altinda
Ek klinik 6zellik -

Tablo 4-27: Olgu 7°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayllar
Toplam varyant sayisi 71.087
Zararsiz varyant sayisl 3.289
Olasi zararsiz varyant sayisi 834

VUS varyant sayisi 66.953

Olas1 patojenik varyant sayisi 3

Patojenik varyant sayisi 8
Homozigot varyant sayisi 22.667
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Heterozigot varyant sayisi 48.420
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayisi 66.769

Tablo 4-28: Olgu 7°ye ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili
olabilecek varyantlar

Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekanst | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.1333G>C VUS (ACMG)
T |0 | o | e | VRGE
- ' heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)

Sonu¢: Olgu 7°de daha oOnce preeklampsi ve plasenta gelisimi ile
iliskilendirilmis HTRA4 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, Polyphen ve SIFT

tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilan bir varyant tespit edildi.

4.3.1.8. Olgu 8
Olguya ait aile agac1 Sekil 4-8’de, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-29°da,

TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilar:
Tablo 4-30’da ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek genlerde saptanan

varyantlar Tablo 4-31’de gosterildi.

O O

12-13 GH 8-9GH Ektopik 18 GH
10 GH
gebelik IUMF

ékk)k'

Sekil 4-8: Olgu 8’e ait aile agaci
Tablo 4-29: Olgu 8’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 44
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yasi 24
Gebelik oykiisii G6P1A4Ektopikl




Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1

Al: 12-13. GH, A2: 8-9. GH,
A3: 10. GH, A4:18. GH

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

A4: 18. GH-IUFO
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Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ilag tedavisi -

Ek klinik 6zellik -

Tablo 4-30: Olgu 8’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayist 76.708
Zararsiz varyant sayisi 3.662

Olas1 zararsiz varyant say1si 947
VUS varyant sayist 72.087

Olas1 patojenik varyant sayist 1

Patojenik varyant sayisi 11
Homozigot varyant sayisi 24.382
Heterozigot varyant sayisi 52.326
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 71.891

Tablo 4-31: Olgu 8’e ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili olabilecek

varyantlar
dbSNP
(Tra(rr:sl?ri , Ir<na01:jt:|liq Varyant Allel frekansi | Varyant siniflamasi
p (gnomAD)
MMP7 ) nglc;ST rs148198672 ;/lgs éﬁ;’lﬂn?ﬁ
(NM_002423.4) heterozigot | 0099018 | (polyphen, siFT)

Sonug¢: Olgu 8’de doku yeniden diizenlenmesinde aktivite gdosteren MMP7
geninde ACMG Kkriterlerine gore VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina gore olasi

patojenik olarak siniflandirilmis bir varyant saptandi.

4.3.1.9. Olgu 9
Olguya ait aile agac1 Sekil 4-9°da, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-32°de,
TED verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilar:
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Tablo 4-33’te ve calismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek genlerde saptanan
varyantlar Tablo 4-34’te gosterildi.

| |
ji T
b
N0
SIXTIIILL & T4

32GH 9GH 56GH  10GH
IUMF

2019
saghkli

Sekil 4-9: Olgu 9’a ait aile agaci
Tablo 4-32: Olgu 9’a ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yas1 35
Ik gebelik yas ?
Gebelik oykiisii G9P1A7EKktopikl
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii Kuzeninde G5P1A4
Gebeligin olusma sekli Spontan

Al: 9. GH, A2-3: 5-6. GH,
A4:10. GH, A5-7:?

Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip G1(Al): 32. GH-IUFO

Fetal USG bulgusu -

Ek hastalik oykiisii -

Varsa ilag tedavisi -

Ek klinik bulgu -

Gebelik kayb1 GH’s1

Tablo 4-33: Olgu 9’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
sayllar

Toplam varyant sayisi 78.524

Zararsiz varyant sayist 3.735




Olas1 zararsiz varyant sayisi 964
VUS varyant sayisi 73.808
Olas1 patojenik varyant sayisi 3
Patojenik varyant sayisi 14
Homozigot varyant sayisi 25.836
Heterozigot varyant sayisi 52.688
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 73.579
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Tablo 4-34: Olgu 9’a ait TED veri analizi sonucunda saptanan fenotip ile iliskili olabilecek

varyantlar
dbSNP
(Tracn;sel?ri ) P:naolgélllil Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
VUS (ACMG)
EIF4ENIF1 " c.9é§53>}? rs11544091 olasi patojenik
(NM_019843.3) ' he%erozigot 0,003884 (Polyphen)
zararsiz (SIFT)

Sonug¢: Olgu 9’da daha 6nce POY ile iliskilendirilmis olan EIF4AENIF1 geninde
ACMG kriterlerine goére VUS, Polyphen tahmin aracina gore olasi patojenik ve SIFT

tahmin aracina gore zararsiz olarak degerlendirilen bir varyant bulundu.

4.3.1.10. Olgu 10

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-10da, klinik ve laboratuvar bulgulart Tablo 4-35’te, TED

verisinin (TUBITAK-MAM) biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilari

Tablo 4-36°da gosterildi.
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DTQ
Iy Vpepyl

La LAl A4 )

2001 S-6GH 2005

Saglikl Saglikl
spontan gebelik YUT gebelik

Sekil 4-10: Olgu 10’a ait aile agaci

Tablo 4-35: Olgu 10’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 45
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yasi 26
Gebelik oykiisii G10P2A8
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basaril YUT (x1, G10)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al1-A8: 5-6. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisi -
Varsa ilag tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-36: Olgu 10°a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilan
Toplam varyant sayist 67.998
Zararsiz varyant sayisi 3.408
Olas1 zararsiz varyant sayisi 869
VUS varyant sayisi 63.703
Olas1 patojenik varyant sayist 6
Patojenik varyant sayisi 12
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Homozigot varyant sayisi 20.761
Heterozigot varyant sayisi 47.237
Daha once tanimlanmamis varyant sayisi 63.510

Sonu¢: Olgu 10°da, bu calisma kapsaminda incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde herhangi bir varyant saptanmadi.

4.3.1.11. Olgu 11
Olguya ait aile agact Sekil 4-11’de, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

37°de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-38’de ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-39°da gosterildi.

8-9GH 12 GH 8GH
TT1
PATUSG
13 yas
saghkli

Sekil 4-11: Olgu 11°e ait aile agaci
Tablo 4-37: Olgu 11¢ ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 38
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas ?
Gebelik oykiisii G6P1TT1A4
Akrabalik Esiyle 1.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al, 3-5: 8-9. GH, A2: 13. GH
Fetal/abortus karyotip analizi G3(TT1): 46,--, A4(G6): 46, --
Geg fetal kayip -




Fetal USG bulgusu

G3(TT1): Ust ve alt ekstremitelerde
distal kemikler yok, akrania, tek
umbilikal arter, omfalosel, polidaktili,

nazal kemik yok

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek Kklinik bulgu

Tablo 4-38: Olgu 11'e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 57.473
Zararsiz varyant sayisi 45.632

Olasi zararsiz varyant sayist 94
VUS varyant sayis1 11.713

Olasi patojenik varyant sayist 26

Patojenik varyant sayisi 8
Homozigot varyant sayisi 19.820
Heterozigot varyant sayisi 37.653
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 1.647

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 3

Tablo 4-39: Olgu 11’ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(;’slr(]ri ) I;aolgéw Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
TTC21B 0D, OR Cblg‘g%? rs779134983 pgtzjﬁl?\'lké?gl'z\f\le’
(NM_024753.4) heterozigot 0,00002389 MutationTaster )
C.2476G>A Olasi patojenik
CFTR rs397508381
(NM_000492.3) | OP:OR | p.EB26K 0,00002597 | (ACMG, Polyphen,
heterozigot SIFT)
Olas1 patojenik
MCM8 OR C"ﬁi@fg rs140044814 (ACMG)
(NM_032485.5) h'z'terozi o 0,001092 patojenik
g (Polyphen, SIFT)
Olas1 patojenik
NEK4 , C'1?{7625%;T (5765561559 (ACMG)
(NM_003157.4) ' hzierozi ot 0,00001591 patojenik
g (MutationTaster)
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C280C>T |\ 146482704 | VUS (ACMG)
? p.P94S 0.006520 olas1 patojenik
heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)

ALPPL2
(NM_031313.2)

€.1126G>A VUS (ACMG)
? p.D376N rsblgggégg? patojenik (Polyphen,
heterozigot ' SIFT)

SHBG
(NM_001040.5)

Sonu¢: Olgu 11°de yapilan analiz sonucunda ACMG kriterleri ve tahmin
araglar1 siiflandirmalarina gore siliyopatiler ile iliskilendirilmis TTC21B geninde
patojenik, CFTR ve NEK4 genleri ile POY etiyolojisi ile iliskilendirilmis olan MCM8
geninde olas1 patojenik, plasentada aktivite gosteren ALPPL2 ve anovulasyon ile
iliskilendirilmis olan SHBG genlerinde ACMG kriterlerine VUS, tahmin araglarina gore
patojenik/olasi patojenik olarak siniflandirilmis toplam alt1 varyant bulundu. Patojenik
olarak smiflandirilmis TTC21B varyantinin aile i¢i segregasyonu amaciyla es DNA’s1
ile yapilan PZR ve Sanger dizileme ¢alismalar1 sonucunda esin bu varyanti heterozigot
olarak tasidigi tespit edildi. Olas1 patojenik olarak siniflandirilmis CFTR varyant: igin

segregasyon ¢aligmalari sonucunda esin bu varyanti tasimadigi bulundu.

4.3.1.12. Olgu 12

Olguya ait aile agaci Sekil 4-12de, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-
40’ta, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen
varyant sayilar1 Tablo 4-41°de ve calismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-42’de gosterildi.
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Sekil 4-12: Olgu 12’ye ait aile agaci

Tablo 4-40: Olgu 12’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 30
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas 20
Gebelik oykiisii G10A10
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer oykii Kizkardes: G10P6A4

Gebeligin olusma sekli

Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1

Al-2: 6. GH, A3-10: 8. GH

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Varsa ila¢ tedavisi

Ek Kklinik bulgu

HSG: Uterus arkuatus, parsiyel septat
uteri (gebeliklerin yaris1 septoplasti
sonrasi olusmus)

Tablo 4-41: Olgu 12°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilan
Toplam varyant sayist 56.763
Zararsiz varyant sayist 45.166
Olas1 zararsiz varyant sayisi 88
VUS varyant sayisi 11.476
Olas1 patojenik varyant sayisi 29
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Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayisi 19.546
Heterozigot varyant sayisi 37.217

Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant say1si 7.587
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 642

Tablo 4-42: Olgu 12’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(r?:l?ri ) I;?;gé?; Varyant Allel frekansi Varyant siiflamasi
P (gnomAD)
ZMPSTE24 oR Cblé%%g;T (5281875373 pgﬂﬁ,‘\"k élAgé\f\IG
(NM_005857.4) heterozigot 0,000003978 MutationTaster)
€.2476G>A Olas1 patojenik
CFTR rs397508381
(NM_000492.3) OD, OR hgigg)zz?:;(ot 0,00002597 (Agol\l/ly%hgrl]l):-r’
€.5264-5T>G
FREM2 rs375059201
?
(NM_207361.5) OR hetgr.(().z)igot 0,0001703 VUS (ACMG)
¢.1340C>T VUS (ACMG)
FS OD,OR | p.P447L r$368387623 olasi patojenik
(NM_000130.4) ; 0,00003184
heterozigot (Polyphen)

Sonu¢: Olgu 12°de, ACMG kriterleri ve tahmin araglari ile yapilan analiz
sonucunda daha once letal restriktif dermopati ile iliskilendirilmis ZMPSTE24 geninde
patojenik, siliyopatiler ile iliskili CFTR geninde olasi patojenik varyantlar saptanirken;
embriyogenezde aktif FREM2 ile koagiilasyon kaskadinda gorevli F5 genlerinde
ACMG kriterlerine gore VUS, Polyphen tahmin aracina gore olasi patojenik olarak
siniflandirilmig olan toplam dort varyant bulundu. Patojenik olarak siniflandirilmis
ZMPSTEZ24 varyantinin aile i¢i segregasyonu amaciyla es DNA’s1 ile yapilan PZR ve

Sanger dizileme ¢alismalar1 sonucunda esin bu varyant1 tasimadigi tespit edildi.

4.3.1.13. Olgu 13

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-13’te, klinik ve laboratuvar bulgulari1 Tablo 4-43’te,
TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen
varyant sayilar1 Tablo 4-44’te ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-45’te gosterildi.



Siiregelen gebelik

Sekil 4-13: Olgu 13’e ait aile agac

Tablo 4-43: Olgu 13’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 22
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas1 17
Gebelik oykiisii G5P1A4

Akrabalik bilgisi uzak
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1 Al-4:8-9. GH

Fetal/abortus karyotip analizi -

Geg fetal kayip -

Fetal USG bulgusu -

Ek hastalik oykiisii -

Varsa ilag tedavisi -

Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-44: Olgu 13’e ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

sayilar

Toplam varyant sayist 56.571
Zararsiz varyant sayisi 44.845

Olas1 zararsiz varyant sayisi 91
VUS varyant sayisi 11.614

Olas1 patojenik varyant sayist 18

Patojenik varyant sayisi 3
Homozigot varyant sayisi 19.685
Heterozigot varyant sayisi 36.886




Toplum siklig1 <%0, 1 olan varyant sayisi

8.122

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist

617

Tablo 4-45: Olgu 13’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(r?se;ri ) I;%lgérl? Varyant Allel frekanst | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.599C>T VUS (ACMG)
CBS rs758712880 T
OR p.P200L patojenik (Polyphen,
(NM_000071.2) heterozigot 0,00001603 SIFT)
VUS (ACMG)
€.3229C>A S
COL11A1 oD, OR 0.P1077T rs144562769 pat_OJenlk
(NM_001854.3) heterozigot 0,0001078 (MutationTaster,
SIFT)
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Sonug: Olgu 13’te, yapilan analiz sonucunda daha once hiperhomosisteinemiye

bagli trombozlarla iligkilendirilmis CBS ve fibrokondrogenezis etiyolojisinde yer alan

COL11A1 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore patojenik

olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.

4.3.1.14. Olgu 14

Olguya ait aile agact Sekil 4-14’te, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

46°da, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilari Tablo 4-47°de ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-48’de gosterildi.



48 yas
malignite

[TL1] []

AL LA

6-7 GH Ektopik 4-5GH
gebelik

Sekil 4-14: Olgu 14°e ait aile agaci
Tablo 4-46: Olgu 14°e ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yast 24
Pubertal gelisim normal
[lk gebelik yasi 20
Gebelik oykiisii G4A3Ektopikl
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al: 6-7. GH, A2-3: 4-5. GH

Fetal/abortus karyotip analizi -

Geg fetal kayip -

Fetal USG bulgusu -

Ek hastalik oykiisii -

Varsa ilag tedavisi -

Anti CMV 1gG-Toxo IgG +,

Ek klinik bulgu AMH: 1,05 (})

Tablo 4-47: Olgu 14°e ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant
sayllar

Toplam varyant sayis1 55.414

Zararsiz varyant sayisi 43.972
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Olasi zararsiz varyant sayist 82
VUS varyant sayisi 11.327

Olas1 patojenik varyant sayisi 31

Patojenik varyant sayisi 2

Homozigot varyant sayist 20.472
Heterozigot varyant sayisi 34.942
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.565

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 624

Tablo 4-48: Olgu 14°¢e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen Kalhitim
. - Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
.484C>G VUS (ACMG)
MMS19 rs373557835 -
? p.R162G olas1 patojenik
(NM_022362.4) heterozigot 0,000003982 (Polyphen, SIFT)
c.2508delA
SPICE1 ? 0.R836fs - VUS (ACMG)
(NM_144718.3) heterozigot - patojenik (GERP)
.99 _101del
UBTFL1 ? 0.33 34del - VUS (ACMG)
(NM_001143975.1) heterozigot - zararsiz (GERP)
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Sonug: Olgu 14°te yapilan analiz sonucunda, daha 6nce hayvan galismalarinda

susturuldugunda embriyolojik donemde letal etki gosteren MMS19 geninde Polyphen ve

SIFT tahmin araglarina gore olasi patojenik, hiicre bolinmesinde etkin SPICE1 geninde

GERP tahmin aracina gore patojenik ve embriyogenezde gorevli UBTFL1 geninde

GERP tahmin aracina gore zararsiz olarak nitelendirilen ii¢ varyant bulundu ve bu

varyantlar ACMG kriterlerine gore ise VUS olarak siniflandirildi.

4.3.1.15. Olgu 15

Olguya ait aile agact Sekil 4-15°te, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

49°da, TED verisinin (Enign Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilar1 Tablo 4-50°de ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-51°de gosterildi.



2016
saglikh

Sekil 4-15: Olgu 15°e ait aile agaci

8GH S5GH

Tablo 4-49: Olgu 15¢ ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yast 36
Pubertal gelisim normal
Ilk gebelik yast 30
Gebelik oykiisii G5P1A4
Akrabalik Esiyle 1.° kuzen

Ailede benzer 6ykii

Kizkardes: G8P3AS5

Gebeligin olugma sekli

Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1

Al: 6. GH, A2-3: 8. GH, A4: 5. GH

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisi

2011 ve 2016 yilinda miyomektomi
oykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek Kklinik bulgu

Tablo 4-50: Olgu 15’ ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayisi 57.766
Zararsiz varyant Sayist 45.881
Olas1 zararsiz varyant sayisi 92
VUS varyant sayisi 11.766
Olasi patojenik varyant sayist 21
Patojenik varyant sayisi 6
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Homozigot varyant sayisi 19.795

Heterozigot varyant sayisi 37.971
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 8.304
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 676

Tablo 4-51: Olgu 15’ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen. Kahtm_l Varyant | Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
Transkript modeli
(gnomAD)
PATL2 OR CF')BSSS&'DA‘ rs569729547 V%itg?e?i\ﬁe)
(NM_001145112.1) heterozigot 0,00004854 (Polyphen, SIFT)
Olasi zararsiz
ERCC6 OD. OR c.2%0897C(5)>QA rs200697187 (’gf(IB\AECl;\I [IiA'A\‘/'\;,N
(NM_001277059.1) ’ P. : 0,0002349 L ’
heterozigot MutationTaster,
REVEL, SIFT)

Sonug: Olgu 15’te, yapilan analiz sonucunda OOMD ile iliskilendirilmis PATL2
geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore patojenik ve OD kalitimli
POY nedeni olan ERCC6 geninde ise ACMG kriterleri ve tahmin araglarinda olasi

zararsiz olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.

4.3.1.16. Olgu 16
Olguya ait aile agac1 Sekil 4-16’da, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

52’de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-53’te ve calismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-54°te gosterildi.



losemi

LA

-

AL LA

6-8GH 8-10GH 15GH

Sekil 4-16: Olgu 16’ya ait aile agaci

7-9GH

Tablo 4-52: Olgu 16°ya ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 39

Pubertal gelisim normal

Ik gebelik yas1 24

Gebelik oykiisii G17A17

Akrabalik Esiyle 2.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x2)
Gebelik kaybi GHs: Aldz o1, O A2 15 G,
. . Al12: 46,XX, A13:46,XX,
Fetal/abortus karyotip analizi AL4: 46.XX

Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -

Varsa ilag tedavisi

Gebeliklerin yarisinda diigiik
molekiil agirlikli heparin
kullanimi

Ek Kklinik bulgu

Tablo 4-53: Olgu 16°ya ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

sayllar
Toplam varyant sayist 55.778
Zarars1z varyant sayisi 44.460
Olas1 zararsiz varyant sayisi 91
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VUS varyant sayist

11.198

Olas1 patojenik varyant sayisi

Patojenik varyant sayisi

Homozigot varyant sayisi 19.932

Heterozigot varyant sayisi 35.846
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.355
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 661
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Tablo 4-54: Olgu 16’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracnasel?ri ) Ifnaoléjté?iq Varyant Allel frekansi Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.7153
CEP290 delA rs781310385 patojenik
OR
(NM_025114.3) p.12385X 0,00000861 (ACMG, GERP)
heterozigot
Olas1 patojenik
SLAIN1 . SO | rs550883909 (ACMG)
(NM_001040153.3) ' hgierozi of | 0000007437 patojenik
g (MutationTaster)
VUS (ACMG)
ccDC141 . C'Zgg(i;T 5764893847 patojenik
(NM_173648.3) ' hp' , 0,00002217 (DANN, EIGEN,
eterozigot .
MutationTaster)
VUS (ACMG)
HSF1 ) %‘ng:@ rs1564620538 | 1 Aﬁ’j‘tNOJ?E”I"éEN
(NM_005526.3) heterozigot 0,00000398 MutationAssessor,
MutationTaster, SIFT)
LRIF1 C1I51C>G - V%itg?e?i\ﬁe)
I)
(NM_018372.3) ' hgissai?cot - (MutationAssessor,
g MutationTaster, SIFT)
] VUS (ACMG)
MMP10 5 Cﬁi?;ozz'ia\i)? rs17860955 patojenik
(NM_002425.2) ' ) (9)9 0,01321 (IGEN,

MutationTaster)

Sonu¢: Olgu 16°da, yapilan analiz sonucunda daha oOnce siliyopatiler ile

iligskilendirilmis CEP290 geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore patojenik,

embriyolojik donemde etkin SLAIN1 geninde olasi patojenik, gamet hiicrelerinin
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tiretimi ve plasenta gelismesinde gorevli HSF1, hipogonadotropik hipogonadizm ile
iligkili CCDC141, niikleer hormonlarin reseptor aktivitelerinin diizenlenmesinde yer
alan LRIF1 ve matriks metalloproteinazlarindan kodlayan MMP10 genlerinde ACMG
kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak siiflandirilmis toplam
alt1 varyant bulundu. CEP290 ve SLAIN1 gen varyantlarinin aile i¢i segregasyonu
amaciyla aralarinda 2.° kuzen evliligi olan ese ait DNA ile yapilan PZR ve Sanger
dizileme ¢aligmalar1 sonucunda olgunun esin CEP290 c¢.7153delA ve SLAIN1 ¢c.93G>A

varyantlarini tasimadig tespit edildi.

4.3.1.17. Olgu 17

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-17°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
55’te, TED verisinin (Engin T1ip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen
varyant sayilart Tablo 4-56’da ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek
genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-57°de gosterildi.

Ayni kdy Aynikdy

Sekil 4-17: Olgu 17°ye ait aile agaci
Tablo 4-55: Olgu 17°ye ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 31
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas 23
Gebelik dykiisii G6P1AS5
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-3,5:8. GH, A4: 16. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -




Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek Klinik bulgu

Tablo 4-56: Olgu 17°ye ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

sayillari

Toplam varyant sayisi 55.715
Zararsiz varyant sayisl 44537

Olasi zararsiz varyant sayisi 68
VUS varyant sayisi 11.083

Olas1 patojenik varyant sayisi 25

Patojenik varyant sayisi 2

Homozigot varyant sayisi 19.391
Heterozigot varyant sayisi 36.324
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.296

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 584
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Tablo 4-57: Olgu 17°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(r?:sari ) Ifnzg(ljt:i? Varyant Allel frekansi Varyant siiflamasi
P (gnomAD)
C.1237G>A VUS (ACMG)
(N MCSJ413I,377 3) ? p.E413K IrS70405070012537707 patojenik
- ' heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)
VUS (ACMG)
IGSF10 , Cfgffsj 15142596318 patojenik
(NM_178822.4) ' he:[erozi ot 0,00006167 (DANN, EIGEN,
g MutationTaster)

Sonu¢: Olgu 17’de, yapilan analiz sonucunda daha Once yapilmis hayvan

calismalarinda heterozigot tasiyicilarda artmis abortus orani ile iliskilendirilmis CPT1B

ve GnRH noéronlariin embriyolojik donemde gogiinde etkin IGSF10 genlerinde ACMG

kriterlerine gore VUS, varyant tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis

iki varyant bulundu.
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4.3.1.18. Olgu 18

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-18’de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
58’de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-59°da ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-60°da gosterildi.

o o
s oo O
. 1112

Sekil 4-18: Olgu 18°e ait aile agaci

Tablo 4-58: Olgu 18’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yast 26
Paternal yas 28
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas 24
Gebelik oykiisii G4A4
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al:10. GH, A2-4:5-6. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik dykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-59: Olgu 18 ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

sayllar
Toplam varyant sayist 57.189
Zararsiz varyant sayisi 45.214
Olasi zararsiz varyant sayisi 85
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VUS varyant sayis1 11.853
Olas1 patojenik varyant sayisi 35
Patojenik varyant sayisi 2
Homozigot varyant sayisi 19.154
Heterozigot varyant sayisi 38.035
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 8.237
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 679

Tablo 4-60: Olgu 18’ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(gnomAD)
FLT1 ? €.3720+1G>A | rs1158779072 | patojenik (ACMG,
(NM_002019.4) p.(?) 0,000003977 DANN, EIGEN,
heterozigot MutationTaster)
DYNC2H1 OR €.10433C>A rs372499560 VUS (ACMG)
(NM_001377.2) p.S3478Y 0,00003820 patojenik
heterozigot (Polyphen)

Sonug¢: Olgu 18’de, yapilan analiz sonucunda daha once preeklampsi ile
iliskilendirilmis ve plasenta gelisiminde etkin FLT1 geninde ACMG kriterleri ve tahmin
araclarina gore patojenik, siliyopatiler ile iligskili DYNC2H1 geninde ACMG kriterlerine
gore VUS, Polyphen tahmin aracina gore patojenik olarak siniflandirilmis iki varyant

bulundu.

4.3.1.19. Olgu 19

Olguya ait aile agaci Sekil 4-19°da, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
61’de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilari Tablo 4-62°de ve calismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-63’te gosterildi.



Sekil 4-19: Olgu 19°a ait aile agaci

Tablo 4-61: Olgu 19’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 31
Paternal yas 33
Pubertal gelisim normal
Ilk gebelik yas1 -
Gebelik oykiisii GO
Akrabalik Anne ve babasi 1.°kuzen

Ailede benzer 6ykii

Gebeligin olusma sekli

Basarisiz YUT (x4)

Gebelik kayb1 GH’s1

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Boy kisaligi (-3,08 SD)

Varsa ila¢ tedavisi

Ek klinik bulgu

YUT denemelerinde bos folikiil
sendromu stiphesi olusmus
Grafide bilaretal proksimal

radioulnar sinostoz, ulna hafif kisa

Tablo 4-62: Olgu 19’a ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant

sayilan
Toplam varyant sayist 54.860
Zararsiz varyant sayisi 43.560
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Olas1 zararsiz varyant sayisi 80
VUS varyant sayist 11.199

Olasi patojenik varyant sayist 20

Patojenik varyant sayist 1

Homozigot varyant sayisi 21.257
Heterozigot varyant sayisi 33.603
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.391

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayisi 638

Tablo 4-63: Olgu 19’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekansi Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
ZP1 OR zﬁégfg)—{ rs776515172 V%it&)?e(r:lli\ﬁca)
(NM_207341.3) homozigot 0,00000851 (MutationTaster)
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Sonug: Olgu 19°da, yapilan analiz sonucunda OOMD ile iliskilendirilmis ZP1

geninde ACMG kriterlerine gére VUS ve MutationTaster tahmin aracina gore patojenik

olarak smiflandirilmig bir varyant bulundu. Aile i¢i segregasyonu amaciyla olgunun

anne ve babasina ait periferik kanlardan elde edilen DNA ile yapilan PZR ve Sanger

dizileme c¢aligmalart sonucunda anne ve babanin ayni varyanti heterozigot olarak

tasidig tespit edildi.

4.3.1.20. Olgu 20

Olguya ait aile agact Sekil 4-20’de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

64°te, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen

varyant sayilar1 Tablo 4-65’te ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-66’da gosterildi.
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L hogomBoE

9aylik Dug)umda S-A;th

I DWW

6-7 GH

Sekil 4-20: Olgu 20°ye ait aile agaci
Tablo 4-64: Olgu 20’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 44
Paternal yas 50
Ik gebelik yas 19
Gebelik oykiisii G10A10
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x2)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-A10: 6-7. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Klinik bulgu -

Tablo 4-65: Olgu 20°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
sayilari

Toplam varyant sayist 54.308
Zarars1z varyant sayis1 43.215
Olas1 zararsiz varyant sayisi 79
VUS varyant sayist 10.996
Olas1 patojenik varyant sayisi 16
Patojenik varyant sayisi 2
Homozigot varyant sayisi 20.413




Heterozigot varyant sayisi 33.895
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.245
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 602
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Tablo 4-66: Olgu 20’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen Kalitim
. . Varyant Allel frekansi | Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
ACE OR. 2 c.5§f§9>l_'l' rs553520266 VUS (ACMG)
(NM_000789.3) v hgferozigot 0,00005326 | patojenik (Polyphen)
c.500T>C VUS (ACMG)
EGFR rs765416003 S
(NM_005228.4) oD, OR p.I167_T 0,000007955 patojenik (Polyphen,
heterozigot SIFT)
C.2179G>A VUS (ACMG)
GLI3 rs121917710 s
oD p.G727R patojenik (Polyphen,
(NM_000168.5) heterozigot 0,005317 SIFT)
i VUS (ACMG)
MMP10 o | SBTETC | rei7seosss patojenik
(NM_002425.2) ' hetgfoéi ot 0,01321 (EIGEN,
g MutationTaster)
sLc27AS , | G | igonpasar | VUS(ACMO)
(NM_024330.1) heterozigot 0,0001869 SIFT)

Sonug: Olgu 20°de, kan basincinin diizenlenmesinde gorevli ACE, embriyolojik

gelismede aktif EGFR, siliyopatiler iligkili GLI3, metalloproteinazlar1 kodlayan MMP10

ve yag asidi metabolizmasinda yer alan SLC27A3 genlerinde ACMG Kkriterlerine gore

VUS, tahmin araglaria gore patojenik olarak siniflandirilmis bes varyant bulundu.

4.3.1.21. Olgu 21

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-21°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

67°de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilar1 Tablo 4-68’de ve calismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-69°da gosterildi.
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T

Sekil 4-21: Olgu 21’e ait aile agaci
Tablo 4-67: Olgu 21’e ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yast 36
Paternal yas 40
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yasi ?
Gebelik oykiisii G8AS8
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-2 8ACE>;-|:|0,\E§A i__g 1GZI:|13. GH,
Fetal/abortus karyotip analizi A3(G3-TT1): 46,--, A8: 46,--
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu GB(TTl):in(;?SE(;:;cE);na bifida,
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-68: Olgu 21°e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilan
Toplam varyant sayist 56.499
Zararsiz varyant say1sl 44.950
Olas1 zararsiz varyant say1si 69
VUS varyant sayisi 11.448
Olas1 patojenik varyant sayisi 31
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Patojenik varyant sayis1 1
Homozigot varyant sayisi 19.698
Heterozigot varyant sayisi 36.801

Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant say1si 7.830
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 631

Tablo 4-69: Olgu 21 ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(r?:l?ri ) }r(nzggélllil Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
PKHD1 €.8519G>A | rs373643848 Olast patojenik

OR p.R2840H 0,00005336

(NM_138694.3) heterozigot

(ACMG, M-CAP)

VUS (ACMG)
€.2110A>G patojenik
CELSR1 -
(NM_014246.1) ? p.S704G i (DANN,
- ' heterozigot MutationAssessor,

MutationTaster, SIFT)

MMP26 c470-3C>T - VUS (ACMG)

2 2
(NM_021801.4) ' hetgft()i)igot - zararsiz (DANN)

€.208C>G
? p.R70G
heterozigot

VUS (ACMG)
patojenik
(Polyphen, SIFT)

rs142171369
0,0007472

WNT6
(NM_006522.3)

Sonug: Olgu 21°de, daha 6nce siliyer aktivite ve siliyopatiler ile iligkilendirilmis
PKHD1 geninde ACMG kriterleri ve M-CAP tahmin aracina gore Olast patojenik;
CELSR1 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina goére patojenik;
metalloproteinazlar1 kodlayan MMP26 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, DANN
tahmin aracina gore zararsiz ve embriyolojik dénemde etkin WNT6 geninde ACMG
kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak siiflandirilmis toplam

dort varyant bulundu.

4.3.1.22. Olgu 22
Olguya ait aile agact Sekil 4-22°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

70°de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
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edilen varyant sayilar1 Tablo 4-71°de ve calismada incelenen fenotip ile iliskili
olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-72de gosterildi.

O O

?

O
A A A A

?

By lii dogum

12-13GH 7-8GH

2006 22GH
Epilepsi Plasental patoloji?
Nébet yok Kanama sonra si
IUMF

Sekil 4-22: Olgu 22’ye ait aile agaci

Tablo 4-70: Olgu 22’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 37
Paternal yas 38
Pubertal gelisim normal

Ik gebelik yasi 23
Gebelik dykiisii G7P1ASIUFO1
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al:?, A2,4:12-13. GH, A5-6: 7-8 GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip G3:22.GH
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Klinik bulgu -

Tablo 4-71: Olgu 22°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayllar
Toplam varyant sayist 54.890
Zarars1z varyant sayis1 43.722
Olasi zararsiz varyant sayisi 63
VUS varyant sayist 11.063
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Olas1 patojenik varyant sayist 38
Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayisi 20.818
Heterozigot varyant sayisi 34.072
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant say1s1 7.267
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 610

Tablo 4-72: Olgu 22’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tl’acrisegri ) I;Egggl? Varyant Allel frekanst | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
c.1171 1181del L
(NM H060F:1[2)85 3 | OR p.S39Lfs : pato]egléégCMG’
- ' heterozigot
€.931G>A Olas1 patojenik
ALPL rs763457259
OR p.E311K (ACMG, Polyphen,
(NM_000478.5) heterozigot 0,00003189 SIFT)
VUS (ACMG)
CXCL8 . G2SLTPA | rs536774132 | patojenik (DANN,
(NM_000584.3) ' heﬁ'emzi of 0,00005997 EIGEN,
g MutationTaster)
VUS (ACMG)
HLA-DRB5 , c.lOO-;%)G>C 79192142 | zararsiz (DANN,
(NM_002125.3) ' hetgr.o.zi of 0,02982 EIGEN,
g MutationTaster)

Sonug¢: Olgu 22°de, kortizon rediiktaz eksiligine yol agan H6PD geninde
ACMG kriterleri ve GERP tahmin aracina gore patojenik; hipofofatazya iliskili ALPL
geninde ACMG kriterleri, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina gore olasi patojenik;
immiin sistemde aktif rol alan CXCL8 ve HLA-DRBS5 geninde ACMG Kkriterlerine gore
VUS, tahmin araglarina goére patojenik ve zararsiz olarak siniflandirilmig toplam dort
varyant bulundu. Olas1 patojenik olarak siiflandirilmig ALPL varyanti, bu genin fetal
letal sendromlar ile iliskisi bilindiginden ve elimizde tiim gen i¢in tasarlanmig primerler
oldugundan, ese ait DNA ile tiim gen PZR ve Sanger dizileme c¢alismalariin yapilmasi

planlandi.

4.3.1.23. Olgu 23
Olguya ait aile agact Sekil 4-23’de, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

73’te, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen
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varyant sayilari Tablo 4-74’te ve g¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-75’de gosterildi.

Zyag

W

8-9GH

e
Ly Uyyy

biyokimyasal

Sekil 4-23: Olgu 23’e ait aile agaci
Tablo 4-73: Olgu 23’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yast 43
Paternal yas 43
Pubertal gelisim normal
Ilk gebelik yas1 22
Gebelik oykiisii G3A3
Akrabalik bilgisi Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x3)
Gebelik kaybt GH’st Al: 8-9. GH,T ?é-(?;;;))lyoklmyasal,
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 4-74: Olgu 23’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
sayilan

Toplam varyant sayist 56.885

Zararsiz varyant sayis1 45.155




Olasi zararsiz varyant sayist 104
VUS varyant sayiS1 11.593
Olas1 patojenik varyant sayist 26

Patojenik varyant sayist

Homozigot varyant sayisi 20.240

Heterozigot varyant sayisi 36.645
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.881
Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist 610

Tablo 4-75: Olgu 23’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen Kalitim
. - Varyant Allel frekansi | Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
CCNO oR C"?E‘éﬁ%ﬁe' rs587777503 | patojenik (ACMG,
(NM_021147.4) heterozigot | 0000007077 GERP)
c.97C>T
IGF2 rs200441006 -
oD p.Q33X patojenik (ACMG)
(NM_001127598.2) heterozigor | 00007989
c.5515delC .
Dty | o | Shmee || peskeowe
- ' heterozigot
CTBP2 ) Cpgfgg rs144283283 VUS (ACMG)
(NM_001321013.1) ; heterozigot - patojenik (GERP)
€.2222 2223del
EXO1 ? 0.L741fs - VUS (ACMG)
(NM_006027.4) heterozigot - patojenik (GERP)
VUS (ACMG)
HLA-DRB5 , c.10042%)e>c 1579192142 |  zararsiz (DANN,
(NM_002125.3) ' P\ 0,02982 EIGEN,

heterozigot

MutationTaster)
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Sonug: Olgu 23°te, daha once siliyer aktivite ve siliyopatiler ile iliskilendirilmis

CCNO ve PKDI1L1 genleri ile embriyolojik donemde gelisme basamaklarinda etkin

IGF2 geninde ACMG kriterleri

ve tahmin araglarina gore patojenik, hiicre

bolinmesinde aktif CTBP2, DNA tamir yolaginda gorevli EXO1 genlerinde ACMG

kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore patojenik ve immiin sistemde yer alan
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HLA-DRB5 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore zararsiz
olarak siniflandirilmig toplam alt1 varyant bulundu. Patojenik olarak nitelendirilen IGF2
varyantinin konfirmasyonunun yapilmasinin arkasindan aile i¢i segregasyonu amaciyla
olgunun babasina ait DNA ile yapilan PZR ve Sanger dizileme calismalari sonucunda

babanin da bu varyant1 heterozigot olarak tasidigi tespit edildi.

4.3.1.24. Olgu 24

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-24’te, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
76’da, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-77°de ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-78’de gosterildi.

O O

DU PEN

Ektopik gebelik 5-6GH ?

Sekil 4-24: Olgu 24°e ait aile agaci
Tablo 4-76: Olgu 24°¢ ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 34
Paternal yas 42
Pubertal gelisim normal

[lk gebelik yas 30
Gebelik oykiisii G5A3Ektopik?2
Akrabalik yok
Ailede benzer 6yki -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-A5: 5-6. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
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Anti CMV 1gG +, Anti Toxoplasma

Ek klinik bulgu IgG +, Anti Rubella IgG +

Tablo 4-77: Olgu 24°e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayist 56.687
Zararsiz varyant sayisi 45.150

Olas1 zararsiz varyant say1si 76
VUS varyant sayis1 11.430

Olas1 patojenik varyant sayisi 29

Patojenik varyant sayisi 2

Homozigot varyant sayisi 19.691
Heterozigot varyant sayisi 36.996
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.517

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 605

Tablo 4-78: Olgu 24°¢e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracr?segri ) Ir?c}ggllil Varyant Allel frekansi Varyant siniflamasti
P (gnomAD)
VUS (ACMG)
CCDC141 " cp281817C1:;T rs764893847 patojenik
(NM_173648.3) ' heterozioot | 0:00002217 (DANN, EIGEN,
g MutationTaster)
c.167C>T VUS (ACMG)
CPT1B rs374480938 S
? p.P56L patojenik (Polyphen,
(NM_004377.3) heterozigot 0,00001610 SIFT)

Sonu¢: Olgu 24’te, hipogonadotropik hipogonadizm etiyolojisinde yer alan
CCDC141 ve yapilmis hayvan calismalarinda heterozigot tasiyicilarda artmis spontan
abortus oram ile iliskilendirilmis CPT1B genlerinde ACMG Kkriterlerine gore VUS,

tahmin araglarina gore patojenik olarak siiflandirilmis iki varyant bulundu.

4.3.1.25. Olgu 25

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-25’te, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
79’da, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-80’de ve caligmada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-81°de gosterildi.
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06464

)Ny gr s |

Ektopik
Tio biyokimyasal gebelik

biyokimyasal ID

Sekil 4-25: Olgu 25’e ait aile agaci
Tablo 4-79: Olgu 25’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 38
Paternal yas 32
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas1 35
Gebelik oykiisii G5A4Ektopikl
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x4)
Gebelik kayb1 GH’s1 A1-A4: biyokimyasal, TIK (x4)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii Este tek bobrek
Varsa ilag tedavisi Gebelikvler esnasmdg diisiik molekiiler
agirlikli heparin kullanimi
Ek klinik bulgu -

Tablo 4-80: Olgu 25’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayist 56.766
Zararsiz varyant say1sl 45.243

Olas1 zararsiz varyant sayisi 101
VUS varyant sayisi 11.392

Olasi patojenik varyant sayist 26

Patojenik varyant sayis1 4

Homozigot varyant sayisi 19.651
Heterozigot varyant sayisi 37.115
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.611
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Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist 649

Tablo 4-81: Olgu 25’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Traﬁ:l?ri ) Ir?]aolgglril Varyant Allel frekanst | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
CCNA2 , Cz“g;”ST 15199853275 | VUS (ACMG)
(NM_001237.4) ' " P-{5) 0,000253 patojenik (GERP)
eterozigot
€.1859A>G VUS (ACMG)
MSH5 rs61748589 L
(NM_025259.5) OR p.K620R 0.005628 patojenik (Polyphen,
- ' heterozigot ’ SIFT)
c.2077C>T VUS (ACMG)
PAPLN rs146740904 L
? p.R693W patojenik (Polyphen,
(NM_173462.3) heterozigot 0,0001097 SIFT)
VUS (ACMG)
ZSCAN4 ) C"gfg;; ; patojenik
(NM_152677.2) ' hz'temzi ot - (DANN, EIGEN,
g MutationTaster)

Sonug¢: Olgu 25°te, yapilan analiz sonucunda embriyolojik dénemde etkin hiicre
dongiistinde gorevli CCNA2, OR kalittmli POY ile iliskilendirilmis MSH5, ayrica
embriyolojik gelisme basamaklarinda yer alan PAPLN ve ZSCAN4 genlerinde ACMG
kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak smiflandirilmis dort

varyant bulundu.

4.3.1.26. Olgu 26

Olguya ait aile agaci Sekil 4-26’da, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
82’de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-83’te ve caligmada incelenen fenotip ile iliskili
olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-84’te gosterildi.



2."kuzen

O

8

S
)

A

biyokimyasal 4-5GH

8
5

Sekil 4-26: Olgu 26°ya ait aile agaci

7GH

Tablo 4-82: Olgu 26’ya ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yast 43
Paternal yas 41
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas 40
Gebelik oykiisii G11A11
Akrabalik bilgisi Anne ve babasi 2.° kuzen
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 AL-A8: bR/:(EISITl)fa?Sil),. égH 4-5.GH,

Fetal/abortus karyotip analizi

A9: 46,XY, All: 47, XX,+15

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Memede fibrokistik hastalik
Tiroid sag lobda 5x3,5 mm nodiil

Varsa ilag tedavisi

Gebelikler esnasinda diisiik molekiiler
agirlikli heparin kullanimi
Tiroid hormon replasmani (50 mcg
1x1)

Ek Kklinik bulgu

Anti Rubella IgG +

sayllar
Toplam varyant sayist 56.591
Zararsiz varyant sayisl 44.930
Olasi zararsiz varyant sayisi 80
VUS varyant sayisi 11.556
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Tablo 4-83: Olgu 26’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant



Olas1 patojenik varyant sayisi 21
Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayisi 20.718
Heterozigot varyant sayisi 35.873
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayist 7.748
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 620
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Tablo 4-84: Olgu 26°ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Traﬁ:lr(]ri ) I;Egg;? Varyant | Allel frekansi | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
c.518T>G VUS (ACMG)
(Nl\i 24773 3) op | pLi7R | (oore patojenik
_ ' heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)

Sonug¢: Olgu 26°da, yapilan analiz sonucunda daha 6nce Kallmann sendromu ile
iliskilendirilmis PROKR2 geninde ACMG kriterlerine gére VUS, Polyphen ve SIFT

tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis bir varyant bulundu.

4.3.1.27. Olgu 27

Olguya ait aile agaci1 Sekil 4-27°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

85’te, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen

varyant sayilar1 Tablo 4-86’da ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-87’de gosterildi.
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Sekil 4-27: Olgu 27°ye ait aile agaci

TiD

Tablo 4-85: Olgu 27°ye ait klinik ve laboratuvar bulgulan

Olgunun yast 41
Paternal yas 34
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yasi 35
Gebelik 6ykiisii G3A2Ektopikl
Akrabalik bilgisi Anne ve babast 1.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x2)

Gebelik kayb1 GH’s1

Al1-3: 12. GH, A2: 8-9. GH, TIK
(x2)

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Hashimoto trioiditi

Ek hastalik oykiisii 2019 yilinda submiik6z
miyomektomi
Varsa ilac tedavisi Tiroid hormon rlexpll?smam (75 mcg

Ek klinik bulgu

Anti-TPO ve anti-TG 1
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Tablo 4-86: Olgu 27°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilan

Toplam varyant say1si

56.781




Zararsiz varyant sayist 45.010
Olas1 zararsiz varyant sayisi 79
VUS varyant sayisi 11.667
Olas1 patojenik varyant sayisi 23
Patojenik varyant sayisi 2
Homozigot varyant sayisi 19.936
Heterozigot varyant sayisi 36.845
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 8.298
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 673
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Tablo 4-87: Olgu 27°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracr?segri ) I;Eggérl? Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
CBS or | SHOCTT | rsiivearesy | VUS (ACMO)
(NM_000071.2) PRI 0,003011 pato)
heterozigot (Polyphen, SIFT)
NOP14 n C|53I§266>I? rs777356082 thoit(o?ecr:]'i\ﬁ(;)
(NM_003703.2) heterozigot 0,00003602 (Polyphen, SIFT)
SLC5A5 OR C;ézj(gEA rs779236022 V%itg?ecnli\ﬁG)
(NM_000453.2) heterozigot 0,00003980 (Polyphen, SIFT)

Sonu¢: Olgu 27°de, yapilan analiz sonucunda, hiperhomosisteinemiye bagli

tromboz ile iliskili CBS, daha once yapilmis ¢aligmalarda TGK ile iligkili olabilecegi

one siiriilmiis NOP14, OR kalitimli tiroid dishormonogezi ile iliskili SLC5A5 genlerinde

ACMG kriterlerine gore VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina gore patojenik

olarak siniflandirilmis ii¢ varyant bulundu.

4.3.1.28. Olgu 28

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-28de, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

88’de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilar1 Tablo 4-89°da ve calismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-90°da gosterildi.
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Sekil 4-28: Olgu 28°¢ ait aile agac
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Tablo 4-88: Olgu 28’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yast 32
Paternal yas 39
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas1 ?
Gebelik oykiisii G3A2Siiregelenl
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli YUT (x7)

Gebelik kayb1 GH’s1

Al-2: 6-7 GH, TIK (x4)

Fetal/abortus karyotip analizi

G3(siiregelen gebelik): 46,--.arr[GRCh
37]1Xp22.11 (23755758_24259891)x0

Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu Ense kalinliginda artis (3,8 mm)
Ek hastalik oykiisii PKOS
Varsa ilag tedavisi Tiroid hormon ?z(pll;smam (75 mcg

Ek Klinik bulgu

Anti-TPO ve anti-TG 1

Tablo 4-89: Olgu 28’ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayllar
Toplam varyant sayist 56.489
Zarars1z varyant sayis1 45.119
Olasi zararsiz varyant sayisi 85
VUS varyant sayis1 11.262
Olas1 patojenik varyant sayisi 20
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Patojenik varyant sayisi 3
Homozigot varyant sayisi 19.368
Heterozigot varyant sayisi 37.121

Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant say1si 7.508
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 573

Tablo 4-90: Olgu 28’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
(Tra(r?sel?ript) Ifnzg(ljté?il Varyant Allglbfsrl:lzmm Varyant siniflamasi
(gnomAD)
PROKR1 oo cpsggggé: 5200892456 V%i tg?‘ecn'i\ﬁG)
(NM_138964.3) heterozigot 0,00003181 (Polyphen, SIFT)
TPO oR ‘;)STlfYCJJ 5139312937 V%i t(o?ecn'i\ﬁG)
(NM_000547.5) heterozigot 0,00002829 (SIFT)
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Sonug¢: Olgu 28’de, Kallmann sendromu ile iliskilendirilmis PROKR1 ve OR

kaliimli tiroid dishormonogezine yol acan TPO genlerinde ACMG kriterlerine gore

VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.

4.3.1.29. Olgu 29

Olguya ait aile agac1 Sekil 4-29°da, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

91°’de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilari Tablo 4-92°de ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-93’te gosterildi.

76 yag
tromboz

O

A

?

053,

O

TiD

Sekil 4-29: Olgu 29°a ait aile agaci



131

Tablo 4-91: Olgu 29’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 43
Paternal yas 45
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas1 ?
Gebelik oykiisii GO
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugsma sekli Basarisiz YUT (x4)
Gebelik kayb1 GH’s1 TIK (x4)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek Klinik bulgu ) Testis biyopsisi: spermatid
diizeyinde duraklayan spermatogenez

Tablo 4-92: Olgu 29’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayist 56.542
Zararsiz varyant sayisi 44912
Olasi zararsiz varyant sayisi 88
VUS varyant sayisi 11.511
Olasi patojenik varyant sayisi 30
Patojenik varyant sayisi 1
Homozigot varyant sayisi 19.720
Heterozigot varyant sayisi 36.822
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.700
Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayisi 590

Tablo 4-93: Olgu 29°a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(TraﬁSEri f) Ifna(:(ljt;rl? Varyant | Allel frekansi | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.1487G>A Olas1 patojenik
(N M 000102 3) OR | pRAIH | (1o 0aont | (ACMG, SIFT,
- ' heterozigot | Polyphen)
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VUS (ACMG)
ACE €.1739C>A i patojenik (DANN,
OR p.P580H MutationAssessor,
(NM_000789.3) heterozigot i MutationTaster,

PrimateAl, SIFT)

ALPPL? .68-1G>C

NM_031313.2 ? P-(?)
(NM_ 2) heterozigot

rs201675300

000008754 | YUS(ACMG)

Sonu¢: Olgu 29’da, 170 hidroksilaz eksikligine yol agan CYP17A1 geninde
ACMG kriterleri ve tahmin araglarma gore olasi patojenik, kan basinci
diizenlenmesinde gorevli ACE ve plasental alkalen fosfataz enzimini kodlayan ALPPL2
geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak

smiflandirilmis toplam ti¢ varyant bulundu.

4.3.1.30. Olgu 30

Olguya ait aile agaci Sekil 4-30°da, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
94°te, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde edilen
varyant sayilar1 Tablo 4-95’te ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili olabilecek

genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-96°da gosterildi.

TiD

8-9GH

Sekil 4-30: Olgu 30’a ait aile agaci
Tablo 4-94: Olgu 30’a ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yast 42
Paternal yas 43
Pubertal gelisim normal

Ik gebelik yasi 30
Gebelik oykiisii GlAl
Akrabalik yok
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Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugsma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x5)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al: 8-9. GH, TIK (x2)

Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -

Ek Kklinik bulgu Spermiyogram: az hareketli spermler

Tablo 4-95: Olgu 30’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant say1si 56.343
Zarars1z varyant say1s1 44.920

Olasi zararsiz varyant sayisi 79
VUS varyant sayist 11.305

Olasi patojenik varyant sayist 38

Patojenik varyant sayisi 1

Homozigot varyant sayist 19.512
Heterozigot varyant sayisi 36.831
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.675

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 551

Tablo 4-96: Olgu 30%a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(g;r(]ri ) I;::)l:jtgl? Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
CEP290 C.5493CelA |\ 206634158 | patojenik (ACMG,

OR p.K1831fs

(NM_025114.3) heterozigot 0,00002236 GERP)
DUOX2 oR C'li%%%? rs201221237 gésﬁﬂpgtogfﬁ‘
(NM_014080.4) p.Fob> 0,00007665 ' !
heterozigot Polyphen)
FBN3 . C'295p7(',,2)A>T (5767566930 pa\tglj.ﬁ i(lf(%':’(';(?N
(NM_032447.4) heterozigot 0,00002122 MutationTaster)

Sonug: Olgu 30°da, yapilan analiz sonucunda siliyopatiler ile iligskili CEP290
geninde ACMG kriterleri ve GERP tahmin aracina gore patojenik, OR kalitiml tiroid
dishormonogenezine yol agan DUOX2 geninde ACMG kriterleri ile SIFT ve Polyphen
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tahmin aracina gore olasi patojenik ve PKOS ile iliskisi oldugu one siiriilmiis FBN3
geninde ACMG kriterlerine gore VUS, EIGEN ve MutationTaster tahmin araglarinda

patojenik olarak siiflandirilmis toplam ti¢ varyant bulundu.

4.3.1.31. Olgu 31

Olguya ait aile agaci1 Sekil 4-31°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-
97°de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-98’de ve c¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-99°da gosterildi.

O O

saglikli gocuk var saglikli gocuk var

TiD

Sekil 4-31: Olgu 31’e ait aile agaci

Tablo 4-97: Olgu 31’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 43
Paternal yas 43
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yasi -
Gebelik oykiisii GO
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Basarisiz YUT (x4)
Gebelik kayb1 GH’s1 TIK (x4)

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

EK Klinik bulgu

Tablo 4-98: Olgu 31°e ait TED verisinin
Sayilari

biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

| Toplam varyant sayis

| 56.570
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Zararsiz varyant sayiSi 45.263
Olasi zararsiz varyant sayisi 75
VUS varyant sayisi 11.203
Olasi patojenik varyant sayist 25
Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayisi 19.711
Heterozigot varyant sayisi 36.859
Toplum siklig1 <%0, 1 olan varyant sayisi 7.573
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 528

Tablo 4-99: Olgu 31’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen Kalitim
. - Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(Transkript modeli (gnomAD)
patojenik
MTOR oD C.3£j7-(§33>)'(|' rs768374086 (ACMG, DANN,
(NM_004958.3) hZierozi of | 0,000003999 EIGEN,
g MutationTaster)
DUOX2 oR C'%%?ECVT rs119472029 a%sﬁﬂpgméfﬁk
(NM_014080.4) hp' ; 0,00008131 ! '
eterozigot polyphen)
C.1067G>A VUS (ACMG)
NOBOX rs749172175 L
(NM_001080413.3) | ©OP | P-R856Q 1 5001009 | Patojenik (Polyphen,
heterozigot SIFT)
VEGFA , | e | roraczsz00 | VB UCUO)
(NM_001025366.2) heterozigot 0,000009305 (SIFT)

Sonug: Olgu 31’de, yapilan analiz sonucunda daha 6nce hiicre dongiisiinde etkin

MTOR geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarma goére patojenik, OR kalitimli

tiroid dishormonogenezine yol agan DUOX2 geninde ACMG Kkriterleri ve tahmin

araclarina gore olasi patojenik, OD kalitimli POY etiyolojisinde yer alan NOBOX geni

ve anjiyogenezde rol oynayan temel genlerden VEGFA genlerinde ACMG kriterlerine

gore VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak siiflandirilmis toplam dort varyant

bulundu.
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Olguya ait aile agact Sekil 4-32°de, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

100°de, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilari Tablo 4-101’de ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-102’de gosterildi.

O

O

9GH

Sekil 4-32: Olgu 32’ye ait aile agaci

Tablo 4-100: Olgu 32’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 61
Paternal yas 63
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yasi 31
Gebelik oykiisii G1A2
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli YUT (x5)

Gebelik kayb1 GH’s1

Fetal/abortus karyotip analizi

Al-2: 9. GH, TIK (x4)

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek Kklinik bulgu

Tablo 4-101: Olgu 32’ye ait TED verisinin

biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilan
Toplam varyant sayisi 55.998
Zararsiz varyant sayisi 44,791
Olasi zararsiz varyant sayist 83
VUS varyant sayisi 11.108




137

Olas1 patojenik varyant sayisi 13
Patojenik varyant sayis1 3
Homozigot varyant sayisi 19.506
Heterozigot varyant sayisi 36.492
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.338
Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist 531

Tablo 4-102: Olgu 32’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim Varyant dbSNP
(Transkript) modeli Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(gnomAD)

KIF13A ? €.932G>A - patojenik (ACMG,

(NM_001105566.2) p.W311X - DANN, EIGEN,

heterozigot MutationTaster)

MAT1A OD, OR | ¢.125T>C | rs1484187055 VUS (ACMG)

(NM_000429.2) p.L42P 0,000003976 patojenik

heterozigot (SIFT, Polyphen)

Sonug¢: Olgu 32°de, yapilan analiz sonucunda siliyer aktivitede rol oynayan
KIF13A geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarma gore patojenik,
hipermetiyoninemiye yol agan MAT1A geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin

araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis toplam iki varyant bulundu.

4.3.1.33. Olgu 33
Olguya ait aile agaci1 Sekil 4-33te, klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4-

103’te, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-104’te ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-105’te gosterildi.



65 yas
?
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U

28 GH
IUMF

2004
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1999
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Sekil 4-33: Olgu 33’e ait aile agaci
Tablo 4-103: Olgu 33’¢e ait klinik ve laboratuvar bulgular

A A A

10GH 17 GH

Olgunun yasi 46
Paternal yas 45
Pubertal gelisim normal
M1k gebelik yasi 25
Gebelik 6ykiisii G9P2A7
Akrabalik 1.° kuzen
Ailede benzer 6ykii Kizkardes: G8P4A4, Kizkardes:
G4P2A2
Gebeligin olusma sekli Spontan
Al-4:12. GH, A5: 28. GH, A6:

Gebelik kayb1 GH’s1

10. GH, A7:17.GH

Fetal/abortus karyotip analizi

G7:28 GH

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

A7(G9): 17 GH erkek fetus,
major anomali yok, sendromik
bulgu yok

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi

EK Klinik bulgu

Tablo 4-104: Olgu 33’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilan
Toplam varyant sayist 57.345
Zarars1z varyant say1s1 45.309
Olasi zararsiz varyant sayist 87




VUS varyant sayis1 11.914
Olasi patojenik varyant sayisi 32
Patojenik varyant sayisi 3
Homozigot varyant sayisi 19.600
Heterozigot varyant sayisi 37.745
Toplum siklig1 <%0, 1 olan varyant sayisi 8.095
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayisi 625
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Tablo 4-105: Olgu 33’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(gnomAD)
CFTR OD, OR | ¢.3154T>G rs150212784 Olas1 patojenik
(NM_000492.3) p.F1052V 0,0006282 (ACMG, SIFT,
heterozigot Polyphen)

ANXAG ? €.1117C>T | rs1249929192 VUS (ACMG)

(NM_001155.4) p.R373W - patojenik (Polyphen,

heterozigot

SIFT)

Sonug: Olgu 33°te, kistik fibroz etkeni olan CFTR geninde ACMG kriterleri ve

tahmin araglarina gore olasi patojenik ve prostaglandin sekresyonunda yer alan ANXAG

geninde ACMG kriterlerine goére VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina goére

patojenik olarak siniflandirilmis toplam iki varyant bulundu.

4.3.1.34. Olgu 34
Olguya ait aile agac1 Sekil 4-34’te, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-

106’da, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde

edilen varyant sayilar1 Tablo 4-107’de ve ¢alismada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-108’de gosterildi.
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Sekil 4-34: Olgu 34’e ait aile agaci
Tablo 4-106: Olgu 34°¢e ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yasi 40
Paternal yas 39
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yasi ?
Gebelik oykiisii G9A9
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x7)
Gebelik kayb1 GH’s1 Bilinmiyor, TIK (x7)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek klinik bulgu -

Tablo 4-107: Olgu 34’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 58.172
Zararsiz varyant say1si 46.066

Olasi zararsiz varyant sayisi 85
VUS varyant sayisi 11.998

Olas1 patojenik varyant sayisi 21

Patojenik varyant sayisi 2

Homozigot varyant sayisi 19.840
Heterozigot varyant sayisi 38.332
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 8.540

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayisi 636
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Tablo 4-108: Olgu 34’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekanst | Varyant siniflamasi
(gnomAD)
EGFR OD, OR | ¢.2884C>T rs17337451 Olasi patojenik
(NM_005228.4) p.R962C 0,00008484 (ACMG, SIFT,
heterozigot Polyphen)
GNRHR OR c.317A>G rs104893836 Olasi patojenik
(NM_000406.2) p.Q106R 0,002749 (ACMG, SIFT,
heterozigot Polyphen)
MMP11 ? €.232C>T rs61752251 VUS (ACMG)
(NM_005940.4) p.P78S 0,0008988 patojenik (SIFT,
heterozigot Polyphen)
PRLR OD,OR | c.508A>C rs72478580 VUS (ACMG)
(NM_000949.6) p.1170L 0,01884 zararsiz
heterozigot (SIFT, Polyphen)

Sonug¢: Olgu 34’te, embriyolojik donemde etkin EGFR ve hipogonadotropik
hipogonadizm etiyolojisinde yer alan GNRHR genlerinde ACMG Kkriterleri ve varyant
tahmin araglarma goére olasi patojenik, metalloproteinazlar1 kodlayan MMP11 ve
hiperprolaktinemi nedenlerinden PRLR genlerindke ACMG kriterlerine gore VUS,
tahmin araglarina gore ise patojenik ve zararsiz olarak siniflandirilmis toplam dort

varyant bulundu.

4.3.1.35. Olgu 35

Olguya ait aile agact Sekil 4-35°te, klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 4-
109°’da, TED verisinin (Engin Tip, Berry Genomics) biyoinformatik analizi ile elde
edilen varyant sayilar1 Tablo 4-110’da ve caligmada incelenen fenotip ile iliskili

olabilecek genlerde saptanan varyantlar Tablo 4-111°de gosterildi.

nb oo
LILLIL)

63 yag 55 yag
3yas 45 yag 36yas
?
8-9GH 8-9GH

Mi acca
A
Beyin tm ?
16 GH YUT gebelik

Sekil 4-35: Olgu 35’e ait aile agaci
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Tablo 4-109: Olgu 35’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 46
Paternal yas 55
Pubertal gelisim normal
11k gebelik yasi 24
Gebelik oykiisii G6A6
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, YUT (x1)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al: 16. GH, A2-6: 8-9. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Klinik bulgu -

Tablo 4-110: Olgu 35’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayisi 57.748
Zararsiz varyant sayisi 45.569
Olasi zararsiz varyant sayist 76
VUS varyant sayis1 12.070
Olasi1 patojenik varyant sayist 27
Patojenik varyant sayisi 6
Homozigot varyant sayisi 19.876
Heterozigot varyant sayisi 37.872
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 8.573
Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayisi 669

Tablo 4-111: Olgu 35’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
en Kalitim aryant aryant siniflamasi
G 1 V dbSNP V fl
(Transkript) modeli
CEP131 " c.21i0(—%C>A rs773820319 Z;ﬁ;ié’?gx\?&)
(NM_014984.3) ' N 0,00006460

heterozigot

VUS (ACMG)
patojenik
MCM2 €.1670C>G i (DANN, EIGEN,
(NM_004526.3) oD p.T55?R Mutatlo_nAssessor,
- ' heterozigot MutationTaster,
PrimateAl, REVEL,
SIFT)

MCM4 OR ¢.1970C>T - VUS (ACMG)




NM_005914.3

p.A657V
heterozigot
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Sonug¢: Olgu 35°’te, yapilan analiz sonucunda daha Once mitotik hiicre

dongiisiinde gorevli oldugu tespit edilmis CEP131, MCM2 ve MCM4 genlerinde

ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore ise zararsiz ve patojenik olarak

smiflandirilmis toplam ii¢ varyant bulundu.

4.4. Saptanan Varyantlarin Yolaklaria Gore Simiflandirilmasi

Biyoinformatik analizler sonucunda 34 olguda saptanmis olan genlerin aktif

olduklar1 yolaklara, varyantlarin saptanma sayilarma ve ACMG Kkriterlerine gore
siniflandirilmasi Tablo 4-112°de verildi.

Tablo 4-112: Yolaklarina gore saptanan genler ve varyantlar

Gen Saptanma sayisi Varyantin
(n) siniflandiriimasi
Siliyer aktivite ve siliyopati iliskili genler
CCNO
c.481 482del 1 patojenik
CELSR1
€.2110A>G 1 VUS
CEP131
€.2120-3C>A 1 VUS
CEP290
€.5493delA 1 patojenik
.7153delA 1 patojenik
CFTR
C.2476G>A 1 olas1 patojenik
€.3154T>G 1 olas1 patojenik
DYNC2H1
€.10433C>A 1 VUS
GLI3
€.2179G>A 1 VUS
KIF13A
€.932G>A 1 patojenik
KIF7
€.3409T>C 1 VUS
NEK4
c.1972C>T 1 olasi patojenik
PIBF1
€.1214G>A 1 VUS
PKD1L1
.5515delC 1 patojenik
PKHD1
€.8519G>A 1 olas1 patojenik
TTC21B
€.1546C>T 1 patojenik

TUBBS




c.314A>G | 1 zararsiz
Metabolik yolaklarda gorevli genler
ACE
€.596C>T 1 VUS
c.1739C>A 1 VUS
ALPL
€.931G>A 1 olas1 patojenik
ALPPL2
€.280C>T 1 VUS
€.68-1G>C 1 VUS
ANXAG
c.1117C>T 1 VUS
CBS
€.599C>T 1 VUS
c.1105C>T 1 VUS
COL11A1
€.3229C>A 1 VUS
CPT1B
c.167C>T 1 VUS
€.1237G>A 1 VUS
CYP17A1
€.1487G>A 1 olasi patojenik
DUOX2
€.1126C>T 1 olas1 patojenik
€.1825C>T 1 olas1 patojenik
H6PD
€.1171_1181del 1 patojenik
MAT1A
€.125T>C 1 VUS
MMS19
€.484C>G 1 VUS
PLG
€.1848G>C 1 VUS
SLC27A3
€.1208C>T 1 VUS
SLC5A5
€.1225G>A 1 VUS
TPO
€.512C>T 1 VUS
ZMPSTE24
€.1105C>T 1 patojenik
Hiicre dongiisii, mitoz/mayoz boliinmede gorevli genler
BUB1B
c.485A>G 1 VUS
CCNA2
€.214-2insT 1 VUS
HFM1
€.2521C>T 1 VUS
MCM2
c.1670C>G 1 VUS
MCM4
c.1970C>T 1 VUS
MCM8
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C.482A>G 1 olas1 patojenik
€.2132G>T 1 VUS
MSH5
C.1859A>G 1 VUS
PATL2
c.839G>A 1 VUS
SPICE1
c.2508delA 1 VUS
Embriyolojik donemde aktif genler
CCDC141
€.2611C>T 2 VUS
CTBP2
c.9delT 1 VUS
IGSF10
€.352C>T 1 VUS
NOBOX
c.1067G>A 1 VUS
PAPLN
c.2077C>T 1 VUS
SLAIN1
c.93G>A 1 olasi patojenik
UBTFL1
.99 _101del 1 VUS
WNT4
€.896C>T 1 VUS
WNT6
€.208C>G 1 VUS
ZAR1
€.1257C>G 1 VUS
ZSCAN4
c.412C>T 1 VUS
Immiin yolaklarda aktif genler
CXCLS8
C.231T>A 1 VUS
HLA-DRB5
€.100+1G>C 2 VUS
DNA tamir mekanizmalari yolak genleri
ERCC6
€.2609G>A 1 olas1 zararsiz
EXO1
€.2222 2223del 1 VUS
RET yolaginda aktif genler
EGFR
c.500T>C 1 VUS
€.2884C>T 1 olas1 patojenik
GNRHR
c.317A>G 1 olas1 patojenik
MTOR
c.307C>T 1 patojenik
PROKR1
c.886T>C 1 VUS
PROKR2
c.518T>G 1 VUS
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ERK yolaginda aktif genler

FBN3
€.2957-2A>T 1 VUS
FLT1
€.3720+1G>A 1 patojenik
IGF2
c.97C>T 1 patojenik
Hiicre ici kontrol yolaklarinda gorevli genler
EIF4ENIF1
c.97G>A 1 VUS
FREM2
€.5264-5T>G 1 VUS
HSF1
c.430G>A 1 VUS
LRIF1
€.1151C>G 1 VUS
NOP14
c.376G>A 1 VUS
€.2255C>T 1 VUS
Anjiyogenez ve koagiilasyonda etkin genler
F5
€.1340C>T 1 VUS
HTRA4
€.1333G>C 1 VUS
VEGFA
c.100C>T 1 VUS
Matriks yeniden diizenlenmesinde yer alan genler
MMP10
€.497-2A>G 2 VUS
MMP11
€.232C>T 1 VUS
MMP26
c.470-3C>T 1 VUS
MMP7
c.55C>T 1 VUS
Hormonal ileti yolaklarinda aktif genler
PRLR
c.508A>C 1 VUS
SHBG
c.1126G>A 1 VUS
Fertilizasyonda etkin genler
ZP1
€.628C>T 1 VUS
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5. TARTISMA

Ilk trimester gebelik kayiplarmin en az %50’sinin nedeninin kromozom
anomalileri oldugu g6z oniine alindiginda, iki adet gebelik kayb1 6ykiisii olan olgularla
yapilan c¢aligmalarda kromozomal anomalili konseptus saptama orani yaklasik
0,50x0,50=%25 olacaktir (260, 261). Abortus materyallerinde saptanan kromozom
anomalilerinin %95’1, ilk defa o gebelikte olusan ve tekrarlama riskleri toplum riski
kadar olan triploidi, tetraploidi ve X monozomisi veya tekrarlama riski %1 kadar olan
trizomilerdir. Olgularin yaklasik %S5’inde ailevi dengeli kromozomal anomalileri
nedeniyle olusan dengesiz gebelik triinleri gozlenir. Abortus materyalinde saptanan
dengesiz iriinden ya da tekrarlayan gebelik kayiplarindan yola ¢ikarak parental
kromozom analizi sonrasinda saptanan dengeli tasiyiciliklar genetik danisma agisindan
son derece onemlidir, ¢iinkii bu ¢iftlerin tim gebeliklerinde dengesiz iiriin orani ¢ok
yiiksektir ve prenatal tan1 veya preimplantasyon tani, ayrica tasiyici bireylerin 1.
dereceden akrabalarindan baslanarak kromozom analizi yapilmasi onerilir. Tekrarlayan
gebelik kaybi olan ¢iftlerde dengeli tasiyicilik saptama orani %5-8’dir. Yani, bu ¢iftlerin
biiyiik bir kisminda kromozomal bir faktér bulunmamaktadir. Bu olgularda maternal,
fetal diger genetik faktor/faktorlerin oldugu agiktir. Bu nedenle tez kapsaminda
kromozom anomalisi ve bilinen genetik/nongenetik faktorlerin diglandigi 3 veya daha
fazla fetal kayip Oykiisii bulunan kadinlarda TED yo6ntemi ile olast monogenik kalitimli

genlerin roli arastirild.

Gebelik kayb1 veya infertilite ile basvurmus olgularda iligkili olabilecek genin
saptanabilmesi, varsa nedene yonelik tedavinin ve yardimci tireme tekniklerinde daha
etkin tedavi segeneklerinin uygulanabilmesine, bebek sahibi olabilmelerine ve ailedeki
olast diger tasiyicilarin saptanabilmesine yardimei olabilir. Gebelik kaybi olgularinda
pozitif aile oykiisti 6zellikle kiz kardeslerde varsa, bu bireyler mutlaka ¢alismaya dahil
edilmelidir. Sebebi agiklanamayan olgu grubu hem biiyiikligii hem de olas1 nedene
yonelik tedavi sansi bulamadigr i¢in bu konuda bilimsel ¢aligma yapilmasini hakl
kilmaktadir. Ancak, yakin gegmise kadar Sanger dizileme ile yapilan caligmalar
gebeligin olusumu ve devaminda etkin gen/yolaklarin ¢oklugu nedeniyle yetersiz
kalmaktaydi, ¢iinkii caligmalar sadece belli bir gen/gen bélgesi ile sinirli olmaktaydi.

YND yontemleri ile coklu gen/gen bdolgeleri, genlerin anlatim diizeyleri ve fonksiyonel
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caligmalar yapilabilmekte olup, her gecen giin artarak kullanimiyla pek ¢ok hastalikta
oldugu gibi tekrarlayan fetal kayip ya da infertilite sorununda etiyolojik etkenlerin
aydinlatilmasina ve olas1 tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecek ve

ailelere ¢ocuk sahibi olma imkan1 sunabilecek giigtedir.

Literatiir géz oniine alindiginda, TGK olgu grubunda etiyolojiyi aydinlatmak
icin yapilan tim ekzom dizileme g¢alismalarinda 4 ana olgu inceleme yolu izlendigi
goriilmektedir (262). En ¢ok tercih edilen ¢alisma yontemi, fetal materyallerde letal
etkili varyant/lar1 arastirmak amaciyla, fetus ile anne ve babay1 es zamanl incelemeyi
hedefleyen ti¢liic TED analizleridir. Fetal materyal olmadan, anne ve baba adayinda
heterozigot patojenik varyantlari hedefleyen ikili ¢alismalar da mevcuttur. Embriyonik
gelisim basamaklarini etkileyen genetik faktorleri gebelik {iriiniine olas1 etkileri
acisindan arastirmayi ele alan bu ¢alisma modelinin diginda, literatiirde sadece anne
adaylarinin incelendigi, TGK ve/veya infertilite etiyolojisi ile iliskili olabilecegi
disiiniilen genlerin Sanger dizileme ya da panel-gen testleri ile incelendigi ¢alisma
modelleri de bulunmaktadir. Calisma grubunu TGK oykiili disi olgulardan olusturarak
yapilmis ilk TED calismasi, farkli iilkelerden 49 disi olgu ile yapilmis olan 2017 yilinda
yayilanan Quintero-Ronderos ve arkadaslarinin ¢aligmasidir. Mayis 2020°de 61 TGK
ve 14 disi infertilite olmak tiizere toplam 75 olgu ile yapilan ikinci bir TED analiz
calismasmin sonuglart yaymlanmistir (263). 1lgili ¢alisma olgu sec¢im kriterleri
acisindan bizim ¢aligmamiz ile benzerlik gostermektedir. Calismamizda en az 3 gebelik
kayb1 veya YUT denemesi Oykiisii olmasina dikkat edilmis, ailelerin ¢ocuk sahibi
olmasi, olast OR kalitiml1 genlerin tespitinde fayda saglayabilecegi icin dislama kriteri
olmamigtir. Bugiine kadar TED analizleri ile tekrarlayan fetal kayip ve infertilite
etiyolojisinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarin yetersizligi agiktir. Bu tez ¢aligmasi,
bu konuya bilimsel katki saglamasi, ciddi olgu se¢im kriterleri ve sadece Tirkiye’den

olgular segilerek yapilmis olmasi nedeniyle iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir.

5.1. Sitogenetik Analiz Sonuclar

TED analizleri oncesinde olgu se¢im kriterleri arasinda parental kromozom
anomalilerinin olmamasi bulunmaktaydi. Bu nedenle, ilk asamada bilinen diger
etiyolojik faktorleri dislanmus, tekrarlayan gebelik kaybi 6ykiisii bulunan ve ITF Tibbi
Genetik AD’ye yonlendirilmis 481 ¢ift - 973 olgunun ve bu giftlere ait 105 gebelik

iiriinlinlin Sitogenetik Laboratuvari’nda gergeklestirilmis karyotip analizi sonuglar1 ve
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olgulara ait dosyalar retrospektif olarak degerlendirildi. Tim seride kromozom
anomalisi saptanma orani %4,4 idi. Tim olgu grubunda en sik goriilen kromozom
anomalisi resiprokal translokasyonlardi. Bunu inversiyonlar takip ederken, en sik 9.

kromozom inversiyonlar: saptandi.

TGK olgu grubunda ise (n=650) en sik saptanan kromozom anomalisi resiprokal
translokasyonlard: (n=10) ve bunu inversiyonlar takip etti (n=7). Olgu grubumuzda
saptanan %3,2 kromozom anomali oran1 daha Once literatiirde %]1-5 arasinda bildirilen

oran ile uyumlu idi (110, 117, 122).

TGK olgu grubunda hemen her zaman otozomal kromozomlarin yapisal
anomalileri saptanmakta iken, infertilite olgu grubunda siklikla cinsiyet kromozom
anomalileri, oOzellikle sayisal anomalileri (6rnegin erkekte azospermi varhiginda
47, XXY anomalisi) saptanir. Infertilite grubunda otozomal yapisal kromozom
anomalileri daha ¢ok oligoastenoteratozoospermili erkek olgularda dikkati ceker.
Calisma grubumuzda, azospermi Oykiisii ile gelen fenotipik olarak normal iki farkl
olguda nadir goriilen bir ring 21. kromozom (r(21)(p13q22.3?)(D21S1446-)) saptandi.
Bu kromozom anomalisinin konjenital anomali ya da biligsel eksiklige yol agmadan
sadece azospermi ve erkek infertilitesine yol agabildigine dair literatiirde az da olsa
birkag yaym bulunmaktadir (264-267). 21. kromozomun q telomer bdlgesinde ring
olusumu sirasinda fonksiyon degisikligi olabilecek ve spermatogenezi etkileyebilecek
bir gen heniiz tanimlanmamustir, altta yatan patogenezin mayoz boéliinme kontrol
noktalarinda anomalili genetik materyali tasiyan gametler nedeniyle spermatogenezin
duraklamasi ve apoptoz olabilecegi disiiniilmektedir (267, 268). Bu iligkiyi
aciklayabilmek i¢in 21. kromozomda ilgili bdlgedeki genler incelendiginde 21q22.3
(GRCh38:21:46,324,121-46,445,768) genomik yerlesimli PCNT geninin aday
olabilecegi diigiiniildii (Sekil 5-1). Bu gen iirlinii olan perisentrin (kendrin) proteini,
sentrozomlarin yapisinda bulunan ve gama tubulin ile etkilesime giren bir proteindir
(269). Biallelik patojenik gen varyantlart Mikrosefalik osteodisplastik primordiyal
ciicelik tip-II ile iliskilendirilmis olup (MIM #210720), erkek olgularda hipospadias ve

erken puberte de bildirilmistir.
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Sekil 5-1: 21. kromozom ve PCNT geni yerlesimi (GeneCards (270)’tan degistirilerek)
PCNT geni siliyopati iliskili genlerden biridir ve siliyogenezde onemli yere
sahiptir. Farclerde yapilan ¢alismalarda retinada, beyinde ve iskelet sisteminde aktif
anlatimmin oldugu gosterilmistir (271). Ureme sistemindeki fonksiyonlarini tespit
etmek i¢in fare oositleri ile yapilan bir calismada genin susturulmasi ile mayoz boliinme
esnasinda kromozomlarin hizalanmasinin bozuldugu tespit edilmistir (272). PCNT geni
ile spermler ve erkek iireme sistemi iizerine yapilmis herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Siliyopatilerin, spermatogenez ve erkek infertilitesi ile iliskisi gayet
Iyi bilinmektedir (273). Siliyopatiler ile iliskilendirilmis ve iireme sisteminde etkili bu
genin insanda aktif oldugu dokular ‘The Human Protein Atlas’ veri tabani araciligiyla
incelendiginde (274) iskelet kaslarindan sonra en ¢ok anlatimimin oldugu dokulardan
birinin de testis oldugu goriilmektedir Ki; bu da genin infertilite iligkisinin gigli bir
gostergesidir. Her iki olgu da, bu iliskinin aydinlatilmasina katki saglayabilir. Bu
nedenle anne ve babalara, varsa ya da etkilenmis kiz ve erkek kardeslere kromozom
analizi ve ardindan yiiksek ¢oziniirliikte mikroarray/a-CGH c¢aligmasi yapilmalidir.

Ayrica gen aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in q-PZR ¢aligmasi da planlanabilir.

Incelenen gebelik iiriinlerinde yiiksek oranda kromozom anomalisi
saptanmasinin (49/105, %46,7), olgularin patolojik ultrason bulgusu, postmortem fetal
ya da postnatal muayenede fenotipik bulgularin kromozom anomali sendromlarini
diistindirmesi nedeniyle segici olarak incelenmis olma ihtimali ile iliskili olabilecegi
distintildii. Olgularin sadece 5’inde parental kromozom anomalisi bulunmaktaydi
(9%10,2), diger olgulardaki anomaliler ise de novo veya olasi gonadal mozaisizmler
sonucu olusabilecek anomalilerdi. 32 olguda serbest trizomi (T) (%42,8) saptandi. En
siklikla saptanan trizomiler sirasiyla; yedi olguda abortus materyallerinde en sik
saptanan serbest trizomi olan ve yasam ile bagdasmayan T16 (7/32; %21,8); alt1 olguda
T21 (6/32; %18); alt1 olguda T18 (6/32; %18) ve bir olguda T13 (1/32; %3,1) idi.

5.2. Molekiiler Analiz Sonug¢lar:
Bu calisma, su anki bilgimize gore, sebebi agiklanamayan TGK ve TIK

olgularinda maternal genetik faktorlerin  TED yontemi kullanilarak arastirildig
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Tiirkiye’deki ilk, diinyadaki tigiincii seri ¢alismasidir. Calisma kapsaminda, 35 disi
olguya ait tim ekzom dizileme verilerinin biyoinformatik analizlerinde saptanan
varyantlar ayrintili olarak irdelendi ve 34 olguda fenotip ile iliskili olabilecek yolak
genlerinde 93 varyant tespit edildi. Bir olguda ise aday bir gende varyant saptanmadi.
Yapilan analizler sonucunda TGK etiyolojisi ile iligkili olabilecegi diistiniilen aday
genler, etkili olduklari yolaklara ve gorevlerine gore asagida ayrintili bir sekilde

incelenerek tartisildi ve yeni hipotezler olusturuldu.

5.2.1. Metabolik Yolaklarda Gorevli Genler

Metabolik yolaklarda 14 olguda 15 gende ACMG siniflandirmasina gére VUS
olarak nitelendirilen 11 varyant ile 5 patojenik ve 1 zararsiz varyant saptanmisti. Bu
genler sunlardir; PLG (Olgu 2), CBS (Olgu 13), COL11A1 (Olgu 13), CPT1B (Olgu
17 ve 24), SLC27A3 (Olgu 20), ALPL (Olgu 22), H6PD (Olgu 22), ALPPL2 (Olgu 11
ve 29), CYP17A1 (Olgu 29), MAT1A (Olgu 32), PRLR (Olgu 34), SLC5A5 (Olgu 27),
TPO (Olgu 28), DUOX2 (Olgu 30 ve 31), ZMPSTE24 (Olgu 12).

PLG geninin biallelik patojenik varyantlar1 (OR) Plazminojen eksikligi Tip-1 ve
Displazminojenemi ile iliskilendirilmektedir. Hastalikta, travma sonrasi veya solunum
yollarinda spontan psédomembran olusumlari, hidrosefali ve Dandy-Walker
malformasyonlar1 gibi santral sinir sistemi anomalileri ve artmis trombovaskiiler risk
benzeri multisistemik bulgular tanimlanmaktadir (275). Olgumuzdaki (Olgu 2) varyant,
ACMG siniflandirmasina gore VUS olarak degerlendirilmesine karsin, hastalik ile
iliskili olduguna dair de bir yaym bulunmaktadir (276). Bu olguda fetal USG’de
posterior fossa anomalileri saptandig1 ve fetusuna ait DNA materyali bulundugundan bu
varyant agisindan incelendi. Ancak, iligkili varyant fetusta tek allelde saptandi. Genin
diger ekzonlart incelenmediginden ve alleldeki dizi analizi ile gosterilemeyen

degisimler dislanamadigindan genetik etiyoloji tam olarak agiklanamamustir.

Olgu 13’te farkli metabolik yolaklarda aktif CBS ve COL11A1 genlerinde VUS
kategorisinde iki varyant saptandi. Sistatyonin beta sentaz enzimini kodlayan CBS geni,
homosistein ve serin aminoasitlerini birlestirerek sistatyonini olusturur. OR kalitiml
hiperhomosisteiniiri ve hiperhomosisteinemiye bagli trombozlar ile (MIM #236200)
iligkilendirilmistir. Homosistein yiiksekliginin gebelik kaybi, preeklampsi, IUGG ve
noral tiip defektleri gibi fetus ve gebelik iizerine olumsuz etkileri bilindiginden TGK

etiyolojisini agiklamaya yonelik olarak homosistein diizeyi o6lgiilmektedir. Fare
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caligmalarinda embriyolojik donemde kalp, karaciger, iskelet ve sinir sisteminde
anlatiminin oldugu gosterilmis (277), biallelik olarak susturuldugunda agir gelisme
geriligi ve postnatal ilk birkag giin i¢inde 6lim g6zlenmistir (278). Ayrica birgok genin
anlattmini etkileyerek implantasyon asamasinda desidualizasyonu bozdugu (279) ve
uterin hiicrelerde endoplazmik retikulum stresini arttirarak infertiliteye yol agtigi (280)
gosterilmistir. Uzak akraba evliligi olan ¢iftimizin, este de bu varyant/gen igin
incelenmesi, olgumuzda homosistein diizeyinin Olgiilerek ve VUS olarak
degerlendirilen varyantin gen anlatimmmi etkileyip etkilemediginin ve monoallelik
etkisinin arastirilmast planlandi. Ayni olgudaki diger VUS varyantin bulundugu
kollajen tip 11’1 kodlayan COL11A1 geni biiyiime plagindaki kondrositlerin
farklilasmasi ve gelisiminde etkindir. Patojenik varyantlar1 lumbar disk hernisine
yatkinlik, OD kalitimli sagirlik tip-37, Marshall sendromu, Stickler sendromu tip-2 ve
OR kalittimli fibrokondrogenez tip-1 ile iliskilendirilmistir. Fibrokondrogenez (MIM
#228520), fasiyal dismorfizm, rizomelik ciicelik, ¢an seklinde dar bir toraksin
goriildiigi intrauterin donemde ya da hayatin ilk giinlerinde letalite ile sonuglanan bir
sendromdur (281). Olgunun esinde monoallelik ve abortus materyalinde biallelik
yapimin gosterilmesi durumunda, VUS olarak tanimlanan varyantin degerlendirilmesine

katki saglayacaktir.

Iki olgumuzda 2 farkli VUS varyanti saptadigimiz CPT1B geni (Olgu 17 ve 24),
mitokondriyal yag asidi B oksidasyon yolaginda etkindir ve patojenik varyantlar,
asemptomatik klinikten ani 6lime giden bir yelpazede degisken etki gosterebilir. Genin
susturuldugu fare galismalarinda, embriyolarin daha preimplantasyon déneminde iken
bu enerji yolaginin yoklugunu tolere edemedikleri ve oldiikleri bulunmustur (282). Bu
iki olgunun eslerinde genin monoallelik ve/veya abortus materyalinde biallelik
degisimlerin gosterilmesi, VUS olarak tanimlanan varyantin degerlendirilmesine katki

saglayacaktir.

SLC27A3 gen {iriinii, bir hiicre membran proteinidir ve uzun zincirli yag
asitlerinin transferinde gorev alir. Fare plasentalar1 ile yapilan caligmalarda aktif
anlatiminin oldugu ve maternal obezite ile anlatimmnin degisebildigi gosterilmistir (283).
Insan plasentalar1 ile yapilan transkriptom c¢alismasinda SLC27A (FATP) grubu
genlerinin  yiiksek anlatimmin oldugu tespit edilmistir (284). Olgumuzun VUS
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kategorisindeki varyantin (Olgu 20), kontrol grubu ile yapilacak fonksiyon ¢alismalari
ile gen anlatimina etkisinin tespit edilebilecegi diigtiniildii.

ALPPL2 geni (OR), alkalen fosfatazin plasenta i¢in spesifik formunu kodlar.
Fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmemekle birlikte, pankreas kanseri i¢in belirteg
olarak degerlendirilmektedir (285). Mart 2020°de yayinlanan bir ¢alismada, hem insan
hem de fare embriyolariin pluripotent kok hiicre yiizey belirteclerini belirlemek ve
embriyogenezin 6nemli yolaklarini agiklamak igin gen anlatimlari incelenmis, ALPPL2
her iki canlida en yiiksek anlatimi olan gen olarak tespit edilmistir. Fare embriyolarinda
gen susturuldugunda hiicre yapisinin bozuldugu, hiicre gelisimi, membran diizenlenmesi
ve temel metabolik yolaklarda aktif genlerin anlatimlarinin diizensizlestigi gortilmiistiir
(286). Olgu grubumuzla iliskili olabilecek bu genin kalitim modeli ve olas1 fenotipik
etkileri iizerine yeterli ¢aligmalar heniiz bulunmamaktadir. Iki olgumuzda (Olgu 11 ve
29) monoallelik saptanan varyantlar VUS olarak tanimlanmis olsa da, olgularin
eslerinde ayni gen i¢in dizi analizi ve ailede segregasyon analizi yapilmasi ve
tastyicilarin - gebelik plasentalarinda alkalen fosfataz diizeylerinin incelenmesinin

varyantin etkisinin arastirilmasina katki saglayabilecegi diistintildii.

Olgu 32’de VUS kategorisinde varyantin1 saptadigimiz metabolik yolak geni
MAT1A (10922.33), metiyonin ve ATP’den adenozilmetiyonin sentezinde gorevli, S-
adenozilmetiyonin sentetaz olarak da bilinen metiyonin adenoziltransferaz enzimini
kodlar. Adenozilmetiyonin, birgok transmetilasyon reaksiyonunda 6nemli bir metil
grubu saglayicisidir. Patojenik varyantlarin OD veya OR kaliimli hipermetiyoninemi
ve metiyoninasetil transferaz eksikligine yol actig1 bildirilmistir (MIM #250850). Cogu
hasta klinik olarak bulgu vermez, artmis serum metiyonin diizeyi ile fark edilebilir.
2018 yilinda fareler ile yapilan bir ¢aligmada, maternal hipermetiyonineminin fetal
gelisim esnasinda noron sayisi, apoptoz, sinir biiyliime faktorii ve norotrofik faktor
diizeyleri; metabolik enerji yolag: (siiksinat dehidrojenaz, kompleks Il ve sitokrom c
oksidaz), Na+/K+ ATPaz anlatimi; 6dem olusumu ve inflamatuvar belirtegler (timor
nekroz faktorii-alfa ve interlokin-6) ile fetal ensefalondaki mitokondriyal hidrojen
peroksit diizeylerini etkileyerek beyin hasar ile iligkili olabilecegi soylenmistir (287).
OD kalitim olasiligi da goz oniinde bulundurularak olgumuzda saptanan heniiz VUS

olarak degerlendirilen varyant igin aile igindeki diger olasi tasiyicilarin gebelik
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oykiilerinin degerlendirilmesi ve metiyonin diizeyinin arastirilmasinin varyantin klinik

etkisine 6nemli katki saglayabilecegi diistiniildii.

PRLR geni, plasental laktojen, prolaktin ve biiyiime hormonu tarafindan
kullanilan ayn1 prolaktin reseptoriini (PRLR) kodlar. Gen, OD ve OR kalitimh
hiperprolaktinemi ile iliskilendirilmistir (MIM #615555). Prolaktin diizeyi, korpus
luteumun devamliliginda rol oynar ve 100 ng/ml gibi yiiksek oranlar1 progesteron
sentezini durdurarak luteal faz defektine yol agar (288). Prlr geninin biallelik olarak
susturuldugu fare c¢alismalarinda, fertilizasyon sonrasinda embriyonal gelismenin
durdugu, nadiren blastosist asamasma geldikleri fakat implante olamadiklar
goriilmiistiir (289). Ekzojen progesteron tedavisinin basarili olmasi {izerine, patolojinin
Prlr aracihigiyla uyarilan progesteron sentezinin yetersiz olmasi, implantasyon
gerceklestiginde de desidual Prlr yoklugunun gebelik kaybina yol agmasi oldugu ileri
striilmistiir (290). Olgumuzdaki (Olgu 34) monoallelik varyantin zararsiz olarak
nitelendirilmesi etiyolojiyi agiklamakta yetersiz kalmakta ancak, YND c¢alismasinda
tim genin kapsanip kapsanmadigi varsa kapsanmayan bolgelerin arastirilmasi ve
patojenik bir varyant saptanmasi durumunda varyantin etkisi yatkinlik iliskili

polimorfizm olarak yeniden tartisilabilir.

Calismamizda 4 olguda Tiroid Dishormonogezi (OR) ile iliskilendirilmis
SLC5A5 (Olgu 27), TPO (Olgu 28), DUOX2 (Olgu 30 ve 31) genlerinde varyant tespit
edilmisti. TPO gen polimorfizmlerinin otoimmiin tiroid hastaliklar1 veya hipotiroidi ile
iligkisinin incelendigi ¢alismalar bulunmakla birlikte (291), yetiskin gruptaki etkilerinin
degerlendirildigi kapsamli bilimsel ¢alismalar bulunmamaktadir. Tiroid hormonu ile
iliskili patolojilerin gebelik kayiplarmdaki yeri ¢ok iyi bilinmektedir. Ornegin, TGK
etiyolojisinde sikga calisilan genlerden biri CTLA4 geni OD kalitimli Hashimoto
tiroiditi ile iliskilidir (292). Bu nedenle tiroid patolojilerine yol acan diger genlerin
monoallelik varyantlarinin tiroid hormonlar1 ve fonksiyonlar1 {izerine etkisinin
degerlendirilmesi de disiniilmelidir. SLC5A5 ve TPO genlerinde saptanan
varyantlanmiz VUS kategorisinde kaldigi icin etiyolojiyi aciklamada yetersiz
kalmaktadir. TIK 6ykiilii Olgu 30 ve 31°de klinik olarak hipotiroidi tespit edilmemis
olmakla birlikte olgularda saptanan olasi monoallelik ‘olasi patojenik’ varyantlarin
klinik ile iligkili olabilecegi diistiniildii. Bu varyantlar igin aile i¢i ve daha yiiksek sayida

olgu ve populasyon c¢alismalari ile DUOX2 geninin monoallelik varyantlarinin
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incelenmesi ile heniiz ‘olasi patojenik’ olarak degerlendirilen varyantlarin ‘patojenik’

olarak degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.

ZMPSTE24 genindeki biallelik patojenik varyantlar (OR) fasiyal dismorfizm,
letal genodermatoz, eklem ankilozlarinin goriildiigii intrauterin ya da dogumdan sonraki
ilk haftada letal seyirli bir sendrom olan letal restriktif dermopati (MIM #275210) ve
tip-B lipodistrofili mandibuloakral displazi (MIM #608612) ile iliskilendirilmektedir.
Saptadigimiz gen varyanti, ACMG siniflandirmasina gore ‘patojenik’ olarak
nitelenmistir. Akraba evliligi nedeniyle olgunun esinde aynmi varyant arastirilmis ve
saptanamamig, ancak tim gen dizi analizi yapilmadigindan diger olasi varyantlar

dislanmamuistir ve bu olguda genetik etiyoloji agiklanamamustir.

ALPL geni, alkalen fosfataz enzimini kodlar ve patojenik gen varyantlari OR
hipofosfatazya (agir prenatal letal, infantil, ¢ocukluk, yetiskin) ve odontohipofosfatazya
iliskilidir. Infantil hipofosfatazya (MIM #241500), hiperkalsemi ve kemiklerin yetersiz
mineralizasyonu nedeniyle agir iskelet deformitelerinin goriildiigii, intrauterin donemde
oliimciil bir hastaliktir (293). Olgumuzda saptanan patojenik gen varyanti, fetusta
biallelik olmasi durumunda genetik etiyolojiyi agiklayabileceginden olgunun esinde tiim
gen Sanger dizileme yapilmas1 planlandi. Ayrica bu patojenik varyant i¢in aile igindeki
heterozigot tastyicilarinin ve gebelik oykdilerinin arastirllmas: uygun olacaktir. Bu
olgumuzda patojenik olarak nitelendirilen ikinci bir varyant H6PD geninde
saptanmigtir. Bu gen heksoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimini kodlar ve biallelik patojenik
varyantlar1 kortizon rediiktaz eksikligi tip-1 (MIM #604931) ile iligkilidir. Kortizon
rediiktaz eksikligi, 11p hidroksisteroid dehidrojenaz (HSD11B1) enzimi ile kortizondan
aktif glukokortikoid kortizoliin iiretilmemesi nedeniyle olusur. Kortizol dongiisiiniin
yetersizligi sonucunda ACTH aracili adrenal hiperandrojenizm olusur, erkeklerde
psodopuberte prekoks; disilerde hirsutizm, oligomenore ve infertilite goriiliir (294). Bu
varyantin olgumuzda monoallelik olmas1 fenotipi agiklamada yetersizdir ancak YND
tekniginin limitlerinden olan kapsanmayan bolge ya da diger alleldeki olasi gen
delesyonlari olasilig1 nedeniyle bu incelemelerin uygulanmasi planlandi. Ayrica enzim
aktivitesinin degerlendirilmesi ve vyolak iizerine etkilerinin goriilmesi amaciyla

fonksiyonel ¢alismalara ihtiya¢ oldugu goriildii.

Konjenital adrenal hiperplazi ile iliskilendirilmis (MIM #202110) CYP17A1
geni, patojenik varyantlar1 kismi ya da tam 17 hidroksilaz/17-20 liyaz eksikligi olusur
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ve gen mutasyonlar1 olgularin  %?2’den azindan sorumludur. Steroidogenez
basamaklarinda etkin genlerin, TGK etiyolojisindeki yerini aragtirmak amactyla yapilan
bir ¢alismada CYP17Al polimorfizmleri incelenmis; yastan ve diisiik sayisindan
bagimsiz, hem heterozigot hem de homozigot formdaki varyantlarin gen-dozaj etkisine
bagli olarak artmis risk ile iligskili oldugu gosterilmistir (295). Olgu 29’da saptamis
oldugumuz heterozigot varyantin (c.1487G>A) incelendigi bir ¢alismada, monoallelik
olgularda enzim aktivitesinin yaklasik %30 azaldigi, gonad dokularinda etkinin daha
yiiksek olabilecegi belirtilmistir (296). Bu nedenle, olgumuzda saptanan patojenik bu
varyantin fenotip ile iligkili olabilecegi, ayrica olguda saptanan ACE geninde de varyant
saptanmig olmasi multigenik kalitim olasiliginin etiyolojide etkin olabilme olasiligi

diistinildii.

5.2.2. implantasyonda Etkin Genler

TGK ve TIK olgulariyla yapilan ¢alismalarda incelenmis ve etiyopatogenezde
etkili oldugu ortaya konmus implantasyon asamasinda etkin 6 gen ve varyantlarini 7
olgumuzda saptadik. Bu genlerin 6zellikleri ve yapilmis ¢alismalar ayrintili olarak
Tablo 5-1’de gosterildi.

Tablo 5-1: Caliyma kapsaminda saptanan implantasyon ile iliskili genler

Gen Olgu | Etkin oldugu Tiskili Model Fenotip ile
yolaklar fenotipler organizma ve iliskisi
transkripsiyon
calismalar
ANXAG 33 | Miyometriyal - TiK’te anlatim 1 Giiclii bir
(5033.1) aktivite, (299) aday gen;
fibroblast ayni protein
goctl, ailesinden
endozom ANXA5 OD
olusumu, kalitimli TGK
ekzositoz ile iligkili
(297) (MIM
Endometriyal #614391)
reseptivitede
Kilit rol (298)
GNRHR 34 Santral Hipogonadotrop [lk trimesterde | Monoallelik ve
(4913.2) hormon ik hipogonadizm sitotrofoblast, VUS varyant;
diizenlenmesi, tip-7 (OR) sinsityotrofoblast, etiyolojiyi
iireme (MIM #146110) ekstravilloz aciklamada
fonksiyonlarin trofoblast yetersiz
n kontrolii hiicreleri; desidua
ve plasenta
(300-306)
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MMP7 8 Blastosist Preeklempsi, Erken donemde | Monoallelik ve
(11922.2) endometriyal | endometriyozis, sinsityo ve VUS varyant;
kavite ile adenomiyozis, | sitotrofoblastdan, tek basma
temas ettiginde jinekolojik tclincii etiyolojiyi
salinir (307); maligniteler trimesterde ise aciklamada
implantasyon (-181A>G) sadece yetersiz
(308) (309-313) sitotrofoblastlarda
n salinir (314)
MMP10 16 Ekstraseliiler Epidermolizis Geg sekretuvar | Monoallelik ve
(11922.2) 20 matriks ve biilloza fazda anlatimi 1 VUS varyant
bazal distrofika, TGK (315); Sebebi (c.497-2A>G);
membran (c.595G>A) aciklanamayan tek basina
yeniden (220) infertilite etiyolojiyi
diizenlenmesi olgularinda aciklamada
anlatimi | (31) yetersiz
MMP11 34 Ekstraseliller | Dermatofibrom | Gebelik boyunca Tek basina
(22911.23) matriks (316) uterusta aktif etiyolojiyi
yeniden (317); agiklamada
diizenlenmesi preeklempside yetersiz
embriyogenez, anlatim | (318)
doku tamiri
MMP26 21 GDF15 ile Sebebi PKOS’ta Tek bagina
(11p15.4) birlikte aciklanamayan implantasyon etiyolojiyi
plasentasyon infertilite penceresinde aciklamada
(319), olgularinda anlatimi | (321) yetersiz
implantasyon | anlatimi | (31)
(320)

Anneksinler; membran hareketleri, proliferasyon, apoptoz gibi ¢ok sayida hiicre
ici faaliyetlerde gorevli, Ca*? iyonu ile regiile edilen fosfolipid ve membran baglayici
proteinlerdir (322). Desidualize endometriyal stroma hiicreleri, implantasyonun
gerceklesecegi bolgede hareket halindedirler; bu hareketin bozulmasinin implantasyon
hatasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir (323) ve bir ¢alismada TGK olgu grubunda bu
hareketliligin olduk¢a artmig oldugu gosterilmistir (324). ANXAG6 geninde (Olgu 33)
saptanan varyant (rs1249929192) ACMG Kkriterlerine gére VUS olarak nitelendirilmis
olmakla birlikte, in siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak
nitelendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda 248.132 bireyin genom c¢alismasinda hig
saptanmamis olmasi bu olasiligi desteklemektedir. ANXA6 geninde saptanan bu
varyantin etiyolojiyi agiklayabilecegi kararina varildi. Olgunun benzer gebelik kaybi
Oykiisii olan iki kiz kardesinin de bu varyant acisindan incelenmesi planlandi. Bu

kardeslerde ayni1 varyantin saptanmasi varyantin ‘patojenik’ etkisini destekleyecektir.

Trofoblastik hiicre topluluklarinda GNRH ve GNRHR genlerinin anlatiminin
yiiksek bulunmasi iizerine bu gen driinlerinin otokrin ve/veya parakrin etkilerle

hiicrelerin davranmiglarini diizenleyici etki gosterdigi hipotezi gelistirilmistir (325).
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MMP’ler (matriks metalloproteinaz) ile siki etkilesim iginde olan GNRH ve GNRHR
proteinlerinin plasental anlatimlari 6 ila 12. GH arasinda en Yiiksek diizeylerdedir ve ilk
trimester boyunca yiiksek seyreder (326-328). Deskuamasyonda etkin matriks
metalloproteinazlarindan -1, -3 ve -10 menstriial fazda artarken; -26 (endometaz)
proliferatif fazda, implantasyon penceresinde artig gosteren tek MMP’dir ve bu doku
yeniden diizenlenmesinde ve implantasyonda yer aldiginin belirtecidir (329).
Calismamizda saptanan GNRHR ve MMP- gen varyantlarinin monoallelik olmalar
nedeniyle etiyolojiyi agiklamakta yetersiz kaldigi goriildi. Ancak, diger allellerin
kapsanmayan bolge ve olast gen delesyonlari ya da multigenik etkiler bu asamada

dislanamadigindan olgularin ¢alismasi heniiz tamamlanmamustir.

5.2.3. Plasentasyon, Anjiyogenez ve Koagiilasyonda Etkin Genler
Gebeligin olusumu ve devami igin gerekli olan basamaklardan biri de
damarlarin olusumu, plasentanin gelismesi ve fetal dolasimin saglanmasidir. Bu yolakta

8 olguda, 8 gende 1 patojenik ve 8 VUS olarak nitelendirilmis varyant saptadik.

Kalitsal trombofili etiyolojisinde yer alan ve iyi bilinen genlerden F5’in TGK
etiyolojisindeki yerini tespit etmek amaciyla FVL p.R506Q mutasyonunun sik¢a
incelendigi, OD kalittmli TGK (MIM #614389) ile iliskilendirildigi ve monoallelik
formda ~%4 siklikla goriildigii bilinmektedir (330). Toplum sikligi <%l olan
varyantlar1 degerlendirdigimiz bu calismada saptadigimiz ve veri tabanlarinda VUS
olarak nitelendirilmis varyantlardan biri bu gende idi (Olgu 12). Trombofili ile iliskili
genlerin 20. GH sonrasindaki fetal kayiplarla iliskili oldugundan ve <10. GH kayiplar
ile iligskisi heniiz bilinmediginden daha fazla olguya ait sonucun bilinmesi
gerekmektedir. Olgunun kiz kardesinin de 4 gebelik kaybi bulundugundan, onda bu
varyantin arastirilmasinin ¢alismaya katkisi olabilecegi diistiniildii. Akraba evliligi olan
olgunun 3 farkli gende daha 3 varyant (2 patojenik, 1 VUS) igin heterozigot tasiyici
olmasi nedeniyle bu varyantlar i¢in de degerlendirilmesinin uygun olacag: kararina

varildi.

HTRA4 geni, serin proteaz HtrA ailesinin dort iiyesinden biri olan ve hatal
sekrete edilmis proteinlerin pargalanmasinda gorevli ligomerik saperon proteaz kodlar
(331). Preeklampsi oykiilii kadinlarin plasentalarinda artmis HTRA4 gen anlatimi tespit
edilmistir (332). HTRA4 geninde (Olgu 7) saptanan varyant (rs139374339), ACMG

kriterlerine gére VUS olarak nitelendirilmis olsa da, in siliko varyant degerlendirme
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tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve GnomAD veri tabaninda
13.898 bireyin genom calismasinda sadece 6 bireyde heterozigot olarak (allel frekansi
0,000432) saptanmis olmas1 patojenik olma olasilig1 desteklemektedir. HTRA4 geninde
saptanan bu varyantin etiyoloji ile iliskili olabilecegini kanitlanabilmesi i¢in mRNA
diizeyinde fonksiyonel ¢alismalarinin yapilmasi ve miimkiinse hayvan modelleme ile
patojenik etkinin gosterilmesinin ve aile i¢i diger oOlas1 tastyicilarin gebelik dykiilerinin

arastirtlmasi gerekmektedir.

Anjiyotensin-I doniistiiriicii enzim (ACE) anjiyotensin-1’i anjiyotensin-II’ye
dontistiiren, vaskiiler homeostaz, inflamasyon ve anjiyogenezde etkin bir ¢inko
metallopeptidazdir (333). Yapilan ¢alismalarda embriyo implantasyonunda etkin olan
plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) aktivitesi ile etkilesimde oldugu tespit
edilmistir (334). Olgu 20 ve 29’da VUS olarak nitelendirilmis iki farkli varyantini tespit
ettigimiz ACE geni, intron 16’daki 287 b¢’lik insersiyon/delesyon (I/D) polimorfizmi
ile TGK etiyolojisinde aday gen varyantlarindan biri olarak degerlendirilmektedir (335,
336). Olgu 29’da hormonal aktiviteleri ile bilinen CYP17Al (patojenik) ile plasenta
gelisiminde etkin ALPPL2 (VUS) ve ACE genlerinin birlikte etki gostererek etiyolojiyi
aciklayabilecegi diisiintildii. Bu ii¢ genin birlikte etkisinin fonksiyonel ¢aligmalar ile

gosterilmesi kararlastirildi.

Plasentasyon ve anjiyogenezde etkin EGFR gen iriinii, plasentada en ¢ok
saptanan bilylime hormonlarindan olup, trofoblastik ¢ogalma ve invazyonunu uyaran bir
epiteliyal mitojendir. 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada erken gebeligin devaminda
onemli yere sahip oldugu ve susturuldugunda 3.000’¢ yakin genin anlatiminin
bozuldugu gosterilmistir (337). EGFR proteini, EGF, TGF-a, heparin baglayict EGF,
amfiregiilin, betasellulin, epiregiilin gibi immiin hiicrelerden salinan proteinler igin
reseptor gorevi goriir ve maternal immiin toleransta etkindir (338, 339). Spontan abortus
dokulariyla yapilan galismalarda desidual hiicrelerdeki yiiksek EGFR anlatiminin
invazyonu bozacak sekilde ekstravilloz trofoblastlarin uyarilmasina, agresif ve tahrip
edici invazyona yol agarak diistige sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (340). Olgu 20’de
etkilesimli genler olmasalar da implantasyon ve plasenta gelisiminde etkin olan MMP10
(VUS), EGFR ve ACE varyantlarmin birlikte etki ederek etiyolojiyi agiklayabilecegi
distintildi. Birlikte poligenik etkilerinin gosterilebilmesi i¢in fonksiyonel ¢aligmalar

yapilmasi kararlagtirildi.
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Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) ailesi plasental vaskiilogenez ve
anjiyogenezde temel isleve sahip proteinlerdir (61). Bu protein ailesinden VEGFA,
VEGFB ve PIBF, VEGFR1 olarak da bilinen FLTI1’e baglanirlar. FLTI
sinsityotrofoblastlarda ve plasental villus endotel hiicrelerinde bulunur (341). Vill6z
trofoblastlarin yiiksek diizeylerde VEGFA ve reseptorii FLT1 anlatimi yaptiklari
gosterilmistir (342). Progesteron, Ostrojen ve androjenler; VEGFA anlatimini aktive
eder (343-345). VEGFA, vazodilatasyon, anti-apoptoz ve damar gegirgenliginin artmasi
etkileriyle iyi bilinen anjiyogenik faktorlerdendir (346). Reseptorleri ile oosit gelisimi,
implantasyon, fetal gelisme ve plasentasyon asamalarinda FLT1 geni ile birlikte gérev
alir (347). Genin fonksiyon kayiplarinda gebelik kayiplari, intrauterin fetal 6lim ve
biiytime geriligi ile preeklampsi gorilebilir (348, 349). FLT1 geninde (Olgu 18)
saptanan varyant (rs1158779072) ACMG kriterlerine gore patojenik olarak
nitelendirilmis ve gnomAD veri tabaninda 115.552 bireyin genom calismasinda sadece
1 erkek bireyde heterozigot olarak saptanmistir. FLT1 geninde saptanan bu varyantin
etiyolojiyi agiklayabilecegi diisiiniilerek benzer Oykiisii bulunan kizkardeste ayni
varyantin ¢alisilmas: kararlagtirildi. Olgu 31°de saptanan VEGFA gen varyanti heniiz
VUS olarak nitelendirilmis olup, tek basina etiyolojiyi bu asamada agiklayamamaktadir.

VEGEF protein ailesi, tiim bu iglemleri yerine getirirken PROKR1 ve PROKR2
ile de etkilesimdedir (350). Prokinesitin denen peptid ailesi PROK1, PROK2 ve PK2L
olmak tizere 3 iiye igerir. PROKI, anjiyogenik mitojendir ve feto-maternal kan
dolagimmin saglanmasinda gorevlidir (350), PROK2 ise olfaktor ¢ikintinin
gelismesinde etkindir (351). PROKR1 ve PROKR2, bu proteinlerin reseptorleri olarak
tim yolaklarda birlikte ¢alisir. PROKR2 beyin ve testislerde; PROKRL1 dalak, prostat,
kalp ve damar hicreleri gibi periferik dokularda yerlesirken; disi iireme sisteminde,
overler ve plasentada birlikte ¢alisarak gebeligin devaminda rol oynarlar (352). PROK1
overlerde hCG, ostrojen ve FSH ile diizenlenir (353), plasental faaliyetleri hCG, PPARy
ve hipoksi tarafindan saglanir (350, 354, 355). PROK2 ise santral sinir sisteminde
sirkadiyen ritmin etkisi altindadir (356). PROK2 ve PROKR?2 yolaginin iireme sistemi
tizerine etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan fare ¢aligmalarinda genler
susturuldugunda insandaki Kallmann sendromu (KS) benzeri fenotip olustugu goriilmiis
(357), embriyolojik donemde overlerde folikiillerin gelisimindeki kusurlar nedeniyle
siklus bozukluklar1 oldugu tespit edilmistir (358). PROK1 ve PROKR sistemi erken

gebelikte embriyonun implantasyonunda énemli bir yere sahiptir (359) ve implantasyon
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penceresi doneminde anlatimlar: artmaktadir (360). 1k trimesterde PROK1’in etkisi ve
PROKR?2 araciligr ile ekstravilloz trofoblastik hiicrelerin gogii, invazyonu ve spiral
arterlerin yeniden diizenlenmesi sonucu kan dolasimi saglanir (361). PROK1, PROKR1
ve PROKR2 genlerinin gebelik kayiplartyla iliskili oldugu bildirilmektedir (362-364).
Ayrica 98 TGK oykiilii kadin ve 142 kontrol ile yapilan bir ¢alismada PROKR2 geni
V331M polimorfizminin artmis gebelik kaybi riski ile iligkili oldugu gosterilmistir
(365). PROKR1 geninde (Olgu 28) saptanan varyant (rs200892456) ACMG kriterlerine
gore VUS olarak nitelendirilmis olmasima ragmen, in siliko varyant degerlendirme
tahmin araclarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda
115.562 bireyin genom c¢aligmasinda sadece 5 disi bireyde saptanmis olmasi (allel
frekans1 0,0000433) bu olasiligi desteklemektedir. PROKR1 geninde saptanan bu

varyantin etiyolojiyi agiklayabilecegi kararina varildi.

PROKR2 geni monoallelik patojenik varyantlar1 Anosmili veya anosmisiz
hipogonadotropik hipogonadizm tip-3 ile iliskilendirilmekte olup (MIM #244200),
digenik kalitim (KALL ile) veya eksik penetrans gibi 6zellikler gosterebilmektedir (366).
PROKR2 geninde (Olgu 26) saptanan varyant (rs74315416) ACMG kriterlerine goére
zararsiz oOlarak nitelendirilmis olmasina ragmen, varyant degerlendirme tahmin
araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda disi
bireylerdeki allel frekansinin 0,00219 olarak verilmesi bu olasiligi desteklemektedir.
Olgumuzun sendrom ile iliskili bulgulart bulunmamaktaydi; ancak, ayni varyantin
ekspresivite degiskenligi Orneklerinin olmasi (367) ve hipotalamik amenore ile
iliskilendirilmesi  (368), ayrica TGK etiyolojisinde incelenmekte olan aday
varyantlardan biri olmasi1 nedeniyle bu calismada degerlendirildi. 2012 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada, antik donemlerden beri aktarilan kurucu etkisi (‘founder
effect’) olan bir varyant oldugu, tireme fonksiyonlari {izerine olasi etkileri ve santral
sinir sisteminde embriyolojik donemde etkin bir gen olmasina ragmen; ekspresivite
degiskenligi ve digenik/oligogenik kalittim kalibinda oldugunda tam fenotipik
ozelliklerini gosterebilmesi sayesinde korunarak aktarildigi ileri siiriilmiistii (369). Tim
bu calismalar ile PROKR2 geninde saptanan bu varyantin gebelik kaybi oykiisii

olmayan kizkardes ve annede incelenmesinin literatiire katki saglayabilecegi diistiniildii.
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5.2.4. Embriyogenezde Etkin Genler

Fertilizasyon sonrasi zigotik asamadaki blastomerler ile yiiriitiilen galismalarda,
erken embriyogenezde paternal genom yerine maternal genomun daha etkili oldugu
(370, 371), preimplantasyon asamasinda oosit i¢indeki maternal gen triinlerinin ~%10
kadarinin blastosist asamasina kadar aktif kaldigi ve embriyonik gen aktivasyonu
asamasina geciste kritik rollerinin bulundugu gosterilmistir (372, 373). YUT
denemelerindeki implantasyon basarisinda da maternal etkili genlerin 6nemi 6n plana
cikmaktadir (374). Embriyolojik gelisim basamaklarinda aktif genlerden 12 olguda, 13
gende 13 VUS ve 1 patojenik olarak nitelendirilmis varyant saptadik.

Hayvan deneylerinde Mater, Zarl ve Npm2 genlerinin fonksiyon kayiplarinin
embriyonik genomun aktive olmasindan hemen Once, embriyonun gelisiminde
duraklamaya yol agtig1 gosterilmistir (375-377). ZAR1, intrauterin donemde oositlerin
gelisiminde ve embriyogenezde etkin oldugu bilinen, oositlere spesifik maternal etkili
genlerden biridir. Genin susturuldugu fare ¢alismalarinda heterozigot veya homozigot
embriyolarda histolojik herhangi bir bulgu olmadigi, fakat homozigot disilerin infertil
olduklar1 gosterilmis ve iki hiicreli embriyo asamasinda genin yiliksek miktarda
anlattminin oldugu soylenmistir (376). ZAR1 geninde (Olgu 6) saptanan varyant
(rs150750718) ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, in
siliko  varyant  degerlendirme  tahmin  araglarinda  ‘patojenik’  olarak
degerlendirilmektedir ve gnomAD veri tabaninda allel frekansinin 0,000359 olarak
verilmesi bu olasiligi desteklemektedir. ZAR1 geninde saptanan bu varyantin etiyolojiyi
aciklayabildigi kararina varildi. Olgunun akraba evliligi 6ykiisii olmasi1 ve fenotipik
olarak normal iki c¢ocugunun bulunmasi nedeniyle OR kalittim modelini
diisindiirdiigiinden aile iiyelerinin de bu varyant agisindan incelenmesi planlandi. Este
ayni varyantin saptanmasit ve c¢ocuklarinda heterozigot olarak bulunmasi varyantin

‘patojenik’ etkisini destekleyecektir.

Fertilizasyon sonrasinda, oositte depolanmis maternal RNA ve proteinler,
embriyonun kendi genomu aktiflesene kadar gorev yapar ve bu siire¢ ‘zigotik genom
aktivasyonu (ZGA)’ olarak adlandirilir (378). ZGA’da aktif anlatimi oldugu en iyi
bilinen genlerden biri ZSCAN4’tiir ve insan trofoektoderm hiicrelerinin transkriptom
analizinde erken embriyolojik donemdeki etkin genlerden biri oldugu tespit edilmistir

(379). Fare galismalarinda embriyonun 2 hiicreli asamadan 4 hiicreli asamaya gegisinde
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aktif oldugu bulunmus, yoklugunda ise blastosistin biiylimesinin durdugu ve implante
olamadigi gosterilmistir (380). Ayrica gen iriiniiniin bir transkripsiyon faktorii olarak
islev gordiigii, preimplantasyon asamasinda embriyo gelisiminde genlerin aktivasyonu
igin anahtar rolii oldugu diistiniilmektedir (381). ZSCAN4 geninde (Olgu 25) saptanan
varyant daha oOnce tanimlanmamistir. ACMG kriterlerine goére VUS olarak
nitelendirilmis olmakla birlikte, varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’
olarak degerlendirilmesi, ‘novel’ bir varyant olmasi ve anlamsiz mutasyona yol agarak
protein seviyesinde terminasyona yol agmasiyla etiyolojiyi agiklayabilecegi diistintildii.
Ayni olguda perimplantasyon donemdeki embriyoda aktif olan PAPLN geni varyanti
saptanmigtir. Bu gen papilin proteinini kodlamaktadir ve fonksiyonlar1 Drosophila
caligmalarinda kesfedilmis; gastrulasyon asamasinda ince matriks tabakalar igerisinde
bulunan, fagositik hemositlerin go¢ii ve bazal membranlarin gelisiminde etkin bir hiicre
dist  matriks glikoproteini  oldugu gosterilmistir.  Genin  susturuldugu model
organizmalarin da embriyolojik donemde iken 6ldiigii goriilmistiir (382). Bu varyant
(rs146740904), varyant degerlendirme tahmin araglarinca ‘patojenik’ olarak
degerlendirilmekle birlikte, ayn1 gende allel frekansmin (0,0000866) daha az oldugu
farkli varyantlarin (0,000119) zararsiz olarak tespit edilmesi nedeniyle VUS olarak
nitelendirilmistir. Tek basina etiyolojiyi agiklamamakla birlikte ZSCAN4 ile bir arada
iken fenotipe etki edebilecegi diisiiniildii. Iki fenotipik acidan normal ¢ocugu olan
kizkardeste de ZSCAN4 varyantinin arastirilmasi ve aralarinda akrabalik olmayan esinde

ZSCAN4 ve PAPLN tiim gen dizi yapilmasi planlandu.

NOBOX geni, embriyonik genomun aktivasyonu ve blastosist gelisiminde
onemli bir role sahiptir. Folikiillerin gelisiminde direkt ve FOXL2 ile isbirligi igerisinde
diger genlerin anlatimlarin1 diizenleyerek indirekt etkilidir (383, 384). Germ hiicre
Kistlerinde ve biiyiimekte olan primordiyal folikiillerde yiiksek oranlarda anlatimi olur.
Fare embriyolar1 ile yapilan c¢alismalarda Nobox, Zarl ve Dnmtl gibi erken
embriyogenezde etkin kritik 6neme sahip genlerin anlatimini etkiledigi gosterilmistir
(385). Ayrica NOBOX, PQOY etiyolojisinde yeri YND teknikleri sayesinde tespit edilmis
genlerden biridir (386). Olgu 31°de saptanan varyant (rs749172175) ACMG kriterlerine
gore VUS olarak nitelendirilmesine karsin, varyant degerlendirme tahmin araglarinda
‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda allel frekansinin
0,00000881 olarak verilmesi bu olasilig1 desteklemektedir. Olgunun tartigmasi POY ile

iligkili genler baglig1 altinda verilmistir.
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NOP14 geni ile herhangi bir hastalik/sendrom iliskilendirilmemis, fakat TGK
oykiilii bir ¢iftin gebelik kaybi {iriiniine yapilan TED analizinde homozigot patojenik
varyant1 saptanmistir (344). Okaryotlar arasinda evrimsel olarak korunmus olan bu gen,
18S ribozomal RNA’nin islenmesinde ve 40S ribozom alt biriminin olusmasinda
etkindir (387). Zebra baligi ¢alismalarinda fonksiyon kaybina yol agan homozigot
mutasyonlarin anomalilere yol acarak letal oldugu gosterilmis ve embriyolojik
gelismede etkin olabilecegi diistiniilmiistiir (388). NOP14 geninin VUS kategorisinde
iki farkli varyant: iki olguda saptandi (Olgu 3 ve 27). Olgu 3’e ait gebelik kaybi
tirtiniinden fetal DNA 6rnegi elimizde bulundugundan anne ile birlikte saptanan varyant
igin dizilendi. Fetusun bu varyanti monoallelik tasimasi ve allel sikliginin ~1/273
(0,00366) olmasi nedeniyle iliskili gebelik kaybinin etiyolojisini agiklayamayacagi
diistiniildii. Olgu 27°de tespit edilen varyantin (rs777356082) allel frekansinin
0,0000261 olmasi ve varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak
degerlendirilmesi nedeniyle etiyolojiyi aciklayabilecegi diistiniildii. Varyantin etkisinin
gosterilebilmesi i¢in aralarinda akrabalik olmamasi nedeniyle esinde NOP14 tiim gen
dizileme yapilmasinin ve gebelik {triinlerinin degerlendirilmesinin taniya katki

saglayabilecegi kararina varildu.

Son yillardaki model organizmalardaki fonksiyonel ¢alismalar ile kesfedilen
genlerden biri olan CTBP2, farelerde basta serebral korteks gelisimi olmak {izere
embriyolojik donemde aktiftir (389, 390). Bu gende (Olgu 23) saptanan varyant
(rs150750718) ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, in
siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte
ve gnomAD veri tabanina gore hi¢ saptanmamis olmasi bu olasilig1 desteklemektedir.
Olgunun esi ile akraba olmast OR kalitim modelini diigiindiirdiigiinden esinin de bu
varyant agisindan incelenmesi planlandi. Este ayni varyantin saptanmasi varyantin

‘patojenik’ etkisini destekleyecektir.

FREMZ2 geninin patojenik varyantlari OR kalitimli Fraser sendromu tip-2 (MIM
#617666) ve izole kriptoftalmi (MIM #123530) ile iliskilidir. Fraser sendromu, genito-
triner sistem anomalileri, sindaktili ve fasiyal dismorfizm ile karakterizedir (391) ve
intrauterin 6liim ile sonuglanmus gebelikler de bildirilmistir (392). 11k dort gebelik kaybi
sonrasinda septat uteri saptanarak opere edilen Olgu 12’de operasyon sonrasinda da 8

gebelik kayb1 yasanmasi nedeniyle olgu ¢alismaya dahil edilmisti. Saptadigimiz varyant
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(rs375059201) ACMG smiflandirmasina gore VUS, varyant degerlendirme tahmin
araclarinda ise ‘zararsiz’ olarak degerlendirilmekteydi. Olguda diger 3 gende biri
patojenik, biri olas1 patojenik ve biri VUS varyant bulunmas: TGK etiyolojisi ile iliskili
olabilir ancak, FREM2 geninin OR olmasi nedeniyle esinin de bu gen igin
incelenmesine ve tasiyicilik varsa gen iriinlerinin molekiiler ve klinik olarak

degerlendirilmesinin varyant degerlendirmesine katki saglayacagi diistintildii.

UBTFL1, erken embriyolojik gelisim evreleri, implantasyon ve embriyonik kok
hiicrelerde etkin bir gendir ve preimplantasyon dénemde anlatilmaktadir (393, 394).
UBTFL1 geninde (Olgu 14) saptanan varyant (rs150750718) ACMG Kkriterlerine gore
daha Once tanimlanmamig bir varyant olmasi nedeniyle VUS olarak nitelendirilmis
olmakla birlikte, in siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘zararsiz’ olarak
degerlendirilmistir. Bu veriler 1s1¢inda saptanan varyantin etiyolojiyi ag¢iklamakta

yetersiz oldugu diisiiniildii ve diglandi.

HSF1 geni oogenez, spermatogencz ve plasenta gelisiminde etkin 1s1 sok
proteinlerini uyarict etki yapan 1s1 sok transkripsiyon faktorii-1’i kodlar (395). Geni
susturulmus disi farelerin ovumlarimin fertilize olabilmelerine ragmen, embriyolarinin
zigot asamasindan ileri gidemedikleri gosterilmis, yabanil tip varyant tagiyan spermlerin
de bu durumu degistirmemesi {izerine maternal etki gosteren genlerden biri oldugu
anlasilmistir (396). HSF1 geninde saptanan varyant (rs1564620538) (Olgu 16) ACMG
kriterlerine gére VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, varyant degerlendirme
tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmesi ve gnomAD veri tabaninda
verilen genomik verilerde 115.434 disi bireyde sadece bir adet saptanmis Olmasi (allel
frekans1 0,00000866) bu olasiligi desteklemektedir. Ayni olguda patojenik bir varyant
SLAIN1 geninde saptanmustir. Bu gen ile iliskili prenatal ya da postnatal heniiz herhangi
bir hastalik bildirilmemis olmakla birlikte, yapilmis ¢alismalarda, fare ve insanda
embriyonik kok hiicrelerde ve embriyolojik gelismede aktif ve hipokampal noronlar
basta olmak iizere beyinde aksonlarin gelisiminde etkin oldugu gosterilmistir (397).
Aralarinda 2.° kuzen evliligi olan ¢iftimizde, es SLAIN1 gen varyanti igin dizilendi ve
varyantt tasimadigir goriildii. Genetik etiyolojinin agiklanmasinda HSF1 geninin
diglanmasi i¢in olgunun kizkardesi ve annesinin de gebelik dykiileri géz oniine alinarak
dizilenmesi ve este saptanmayan ve ilgili boliimde tartistigimiz siliyopati ile iligkili

CEP290 ve SLAIN1 genleri i¢in tiim gen dizilenmesi taniya katki saglayacaktir.
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IGSF10 geni embriyolojik donemde gonadotropin aksinin gelisiminde etkindir.
Monoallelik patojenik varyantlarinin gecikmis puberte ile iliskili oldugu ve zebra
baliklar1 ile yapilan fonksiyonel ¢alismalarda susturuldugunda GnRH néronlarinin
gociiniin bozuldugu tespit edilmistir (398). POY etiyolojisinin agiklanmasi i¢in yapilan
TED analizlerinde, hem OD hem de OR kalitim kalibina uyan ovaryan yetmezlik ile
iligkili bulunmus iken, Kallmann fenotipi gosteren bir olguda biallellik anlamsiz gen
mutasyonu saptanmustir  (399). IGFS10 geninde (Olgu 17) saptanan varyant
(rs150750718) ACMG kriterlerine gére VUS olarak degerlendirilmis olmakla birlikte,
anlamsiz mutasyona yol agarak varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’
olarak degerlendirilmesi ve gnomAD veri tabaninda allel frekansinin 0,0000669 olarak
verilmesi bu olasiligi desteklemektedir. Kizkardeste ve annede de gebelik kayb1 oykiisii
oldugundan IGSF10 geninde saptanan bu varyant i¢in onlarin da incelenmesinin

varyantin degerlendirmesine katki saglayabilecegi diisiiniildii.

WNT gen ailesi evrimsel olarak ¢ok iyi korunmus bir gelisimsel gen toplulugunu
olusturur ve embriyogenezde aktiftir. Bu yolakta aktif genlerden WNT4 gen {iriind,
bobrek ve triner sistem, adrenal, meme bezleri, hipofiz ve disi iireme sisteminin
gelisimi ve organogenezinde aktif embriyolojik bir faktordiir. Miillerian dokularin
gelisiminde bas diizenleyici olarak kabul edilir (400). Bu roliinii gergeklestirirken disi
yonde gelisimi organize eder, disi tipi kan dolasiminin olusumu i¢in anijyogenezi uyarir
ve testikiiler hormonlar olan androjenlerin yiiksek oranlarda sentezlenmesini engeller
(401). Postnatal hayatta oositlerin yasam siiresinin, endokrin ve parakrin yolaklarin
diizenlenmesini saglar (402). Wnt4 geninin susturuldugu farelerde, oosit sayilarinin
ciddi oranda azaldig1 gozlenmistir (403). Oositlerin hayatta kalisint NOBOX ve FIGa
araciligiyla  oositlerin  apoptozunu  engelleyerek saglar (385, 404). Over
metabolizmasinda gorevli BMP15 ve GDF9’u kontrol eder (405, 406). Biallelik
patojenik varyantlar1 SERKAL sendromu ile iliskilendirilmistir. Heterozigot formdaki
mutasyonlarmin da dominant negatif etki ile steroidogenezi bozarak ya da normal
diizeylerin altinda kalmasina yol agarak fenotipik bulgular verebilecegi, ayn1 zamanda
ovulasyonun diizensizlesmesi ile subfertilite goriilebilecegi soylenmektedir (402).
WNT4 geninde (Olgu 1) saptanan varyant (rs1264065222) ACMG kriterlerine gore
VUS olarak degerlendirilmis olmakla birlikte, in siliko varyant degerlendirme tahmin

araclarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda 115.230
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disi bireyde hi¢ tespit edilmeyisi de bu olasiligi desteklemektedir ve bu veriler ile
etiyolojide yeri olabilecegi diisiiniilmektedir.

WNT6 geninin endometriyumun desidualizasyonunda (407) ve embriyo 8
hiicreli asamada iken anlatim yaptig1 gosterilmis (408), Cin’de TGK o6ykiili 100 kadin
ile yapilan bir ¢alismada WNT6 gen varyantlarmin etiyoloji ile iliskili oldugu o6ne
striilmistiir (247). WNT6 geninde (olgu 21) saptanan varyant (rs142171369) ACMG
kriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, varyant degerlendirme
tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmektedir. Varyantin patojenitesinin
degerlendirilmesinde olgunun kizkardeslerinin ve annesinin de incelenmesi katki

saglayabilecektir.

5.2.5. Epigenetik Mekanizma ile Diizenlenen Genler

Embriyogenezde, paternal ya da maternal genetik materyalin segici olarak
baskilandigi (‘imprinting’) genomik bir denge vardir. Embriyonun temel gelisiminde
maternal, ekstraembriyonik dokularin farklilasmasinda ve gelismesinde ise paternal
genler aktiftir. Maternal genom, embriyonun biiyiimesini annenin Kkendisine zarar
vermeyecek sekilde diizenleme egiliminde iken, paternal genom siirekli biiyiimeyi
tesvik eder (409). Plasental dokularin farklilagsmasi, hormonlar ve biiyiime faktorleri
araciligiyla metabolizmanin diizenlenmesi de bu mekanizmayla kontrol edilir (410).
Calismamizda, bir olguda (Olgu 23) aktivitesi epigenetik mekanizma ile kontrol edilen

IGF2 geninde patojenik bir varyant saptadik.

IGF2, genomik baskilanma mekanizmasi ile maternal allelin susturuldugu ve
paternal allelin aktif kaldig1 genlerdendir. Genin metilasyonunda bozulma oldugunda
Beckwith-Wiedemann sendromu ortaya ¢ikar (MIM #130650). IGF2, graniiloza
hiicrelerini apoptozdan koruyan ve diizgiin bir mikrogevre olugmasini saglayan
faktorlerden biridir (411). IGF2’nin, insan luteinize graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonunu, dstradiol ve progesteron iiretimini uyardigi gosterilmistir (412-414).
One siiriilen hipotezlerden biri de gebelik esnasinda endometrial LIF anlatimi
diizenlenmesinde IGFlve IGF2’nin hCG benzeri etki gosterdigidir (415). 38 gebelik
kayb1 materyalinde yapilan bir ¢alismada IGF2, PEG10, PHLDA2 ve CDKNI1C gibi
parental kokene gore baskilanan genlerin ekspresyonlarinin normal gebeliklere gore
farklilik oldugu gosterilmistir (416). Gebelik kayiplarinda siklikla maternal allellerin

baskilanmas1 gereken genlerde yiiksek oranlarda hipometilasyona oldugu tespit
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edilmistir (409). Ayrica fare plasentalarinda azalmis 1gf2 gen anlatimi kiigiik plasenta ve
intrauterin gelisme geriligi ile iliskilendirilmistir (417). Biiylimeyi saglayan IGF2
geninde, baskilanma defekti ile maternal allelin aktif kalmasinin, ya da maternal
alleldeki fonksiyon kaybina yol agan bir varyantin fetal gelisimi engelleyici etki
gosterecegi diisliniilebilir. IVF uygulanan kadinlarin folikiiler sivisinda yiiksek diizeyde
IGF2 bulunmasinin 00sit olgunlagsmasi ve erken embriyo gelisimi igin iyi prognoz
gostergesi oldugu gosterilmistir (418). FSH ile birlikte CYP19A1 geninin aktivasyonunu
saglar. IGF2 olmadiginda bu aktivasyonu gerceklestiremeyen ve LH salinimina cevap
olarak yeterli ostrojen tiretemeyen graniiloza hiicreleri, korpus luteumun devamliligini
da saglayamaz. FSH ve IGF2 arasindaki birliktelik insan graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonu ve farklilagmasi igin kritik ve gebeligin devamliliginda gerekli oldugu
diistintilebilir (419). Olgumuzda IGF2 geni, HGMD veritabaninda esas alinandan farkli
bir transkriptinde saptanan (NM_001127598.2) ve anlamsiz mutasyona yol acan
varyantini aile i¢i segregasyon analizinde, olgunun babasinin da monoallelik olarak
tasidig1 tespit edildi. Paternal allelin aktif anlatim yapan allel olmasi nedeniyle

olgumuzda etiyolojiyi agiklamakta giiglii bir aday olarak degerlendirildi.

5.2.6. Immiin Regiilasyonda Etkin Genler
Serimizde, immiin cevap ve yolaklarinda etkin 3 gende 3 varyant 3 olguda
saptanmist1; PIBF1 (Olgu 4), CXCL8 ve HLA-DRB5 (Olgu 22) ile HLA-DRB5 (Olgu

23) varyantlaridir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda PIBF1 gen {irliniiniin progesteron hormonuna
cevap olarak gebelik boyunca progesteron reseptorii (PR) pozitif T lenfositlerden
salindigi, NK hiicrelerinden perforinin salinmasimi engelledigi ve maternal immiin
cevabin baskilanmasinda progesteron ile birlikte calistigi gosterilmistir (420). TGK
oykilii ve preterm eylem riski tasiyan olgularda periferik lenfositlerin PR ve PIBF
miktarlarinin daha az oldugu goriilmiis (421, 422) ve tedavi amagh paternal 16kosit
Immiinizasyonu yapilmis TGK 6ykiilii kadinlarm lenfositlerinde PR sayilarinin arttigi
tespit edilmistir (420). Periniikleer yerlesimli ve perisentriyolar satellitlerin yapisina
katilan PIBF1 geninin hiicre siklusunda da aktif oldugu distiniilmektedir (423).
Biallelik patojenik varyantlari, siliyopati grubundan santral sinir sistemi patolojilerine
bagli olarak fenotipik bulgularin goriildiigii Joubert sendromu tip-33 ile iliskilidir (424).
Serimizde PIBF1 geninde saptanan varyant (rs17089782), ACMG smiflandirmasina
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gore VUS nitelendirilmistir. /n siliko tahmin araglarinda ‘patojenik’ etkili olacag
ongoriilmekle birlikte allel frekansimin 0,0182 olmasi nedeniyle tek basma etiyolojiyi
aciklamakta yetersiz oldugu diistiniildii. Olgunun gebelik kaybi Oykiisiiniin iki ayri
partnerden olmasi nedeniyle maternal faktor olasilig1 tizerinde duruldugundan olgunun
gebelik Oykiisii goz Oniine alinarak kiz kardeslerinde de bu varyantin arastirilmasi

planlandi.

Olgu 22’de bulunan immiinite ile iliskili 2 genden biri olan CXCL8 (IL8)
oldukg¢a iyi bilinen bir sitokin olan IL8’i kodlar. Sebebi agiklanamayan TGK olgu
grubunda gen anlatimindaki farklarin etkili oldugu disiiniilmektedir (425). Serimizde
CXCLS8 geninde saptanan varyant (rs536774132) VUS olarak siniflandirilmis olmasina
ragmen gnomAD veri tabaninda 0,00000872 allel frekansi ile nadir goriilen bir varyant
olarak belirtilmekte ve in siliko tahmin araglarinda patojenik etki beklenmektedir. Bu

varyantin klinik etkisi i¢in daha fazla olguda saptanmasi beklenmelidir.

HLA-DRB5 geninde 2 olguda ayni kirpilma bdlgesi varyanti (rs79192142)
saptandi. Otoimmiiniteye yatkinlik ve otoimmiin tiroid hastaliklar ile iliskilendirilmekte
olan bu genin, artmis anlatimi ve varyantlarimin TGK etiyolojisinde yeri olabilecegi
belirtilmistir (426, 427). Bu varyant ACMG kriterlerine gore VUS olarak
simiflandirilmakta, fakat tahmin araclarinda ‘zararsiz’ olarak nitelendirilmekte
oldugundan Olgu 23’teki etiyolojiyi tek basina agiklayamayacagi diistinildi. Olgu
22’de ise CXCL8 ve HLA-DRB5 gen varyantlarmm birlikte gorildiigiinden direkt
etkilesimleri olmamasina ragmen ayni yolak iizerine etki gosterdikleri g6z Oniine
alinarak etiyolojiyi agiklayabilecegi diistintildii. Eldeki bu veriler bugiin i¢in yetersiz
olarak degerlendirildi.

5.2.7. Hiicre Béliinmesi / Dongiisiinde Etkin Genler

Hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalma igin izledikleri 4 asamadan olusan bir hiicre
dongiisii Oriintiisti vardir; esas boliinme evresi (M fazi), DNA replikasyonu evresi (S
fazi1), hiicrenin RNA, protein gibi materyallerini sentezledigi ve biiyiidiigii G1 fazi ile
hiicre bolinmesine hazirlandigi G2 fazi. Bu asamalarda siirecin diizgiin isleyip
islemediginin degerlendirildigi bircok kontrol noktasi vardir. Siklinler ve siklin bagimli
protein kinazlar tarafindan kontrol edilen dongii RB1, TP53, CDKN2A genlerinin aktif
oldugu G1/S Kkontrol noktasi; hiicre boyutu, DNA tamiri ve replikasyonun

degerlendirildigi G2/M kontrol noktasi ve tiim kromozomlarin tubulin igciklerine
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tutunup tutunmadigi ya da metafaz-anafaz gegisinin temel alindigit M fazi kontrol
noktalarinda denetlenir. Boliinmeyen ve stabil konuma gecen hiicreler igin GO fazi

terminolojisi kullanilir.

Calisma kapsaminda 6 olguda, hiicre dongiisiinde etkin 7 gende bir patojenik ve 6 VUS
olarak nitelendirilmis varyant saptandi. Bu genler; BUB1B (Olgu 5), LRIF1 (Olgu 16),
CCNAZ2 (Olgu 25), MCM2 ve 4 (Olgu 35), MTOR (Olgu 31) ve SPICE1’dir (Olgu 14).

BUBL1B geni, mitoz boliinme kontrol noktas: genlerinden biridir ve OD erken
kromatid ayrilmas:t (MIM #176430) ile iliskilendirilmistir. Sitogenetik calismalarda
kisalmig metafaz siiresi ile tespit edilebilen bu bulgu, 1983 yilinda, 27 yasindaki TGK
oykiilii bir kadinda, radyoterapi tedavisi alan 24 yasindaki testis seminomu 6ykiilii bir
erkekte ve 28 yasindaki infertil bir disi olguda gosterilmistir (428). 1986 yilinda 5 adet
gebelik kayb1 olan bir ispanyol kadinda kromozom analizi ile erken kromatid ayrilmas:
goriilmistir (429). 1993 yilinda 3 adet gebelik kaybi Oykiisii olan bir disi olgunun
lenfosit kiiltiirii ile yapilan sitogenetik incelemede, sentromerlerin ayrilmasinda olusan
bu kusurun hiicre boliinmesi hatalarina yol acarak tekrarlayan diisiiklere neden
olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (430). Fare ¢alismalarinda Bublb geninin de iglerinde
oldugu igcik olusumunu kontrol eden genler susturuldugunda, embriyolarin yaygin
hiicre apoptozlar1 nedeniyle oldiikleri goriilmiistiir (431). Heterozigot Bublb geni
patojenik varyantlarini tagiyan fareler ve yavrular ile yapilan ¢alismada, anormal
gelisimi olan embriyolarin (n=71) genotipik durumlari incelenmis, patojenik varyantin
67’sinde homozigot ve 3’iinde heterozigot olarak bulundugu ve genin fonksiyon
kaybinin nokodazol ve kolsemid benzeri etki gostererek metafaz duraklamasina yol
agtif1 gosterilmistir (432). Oosit veya embriyo kalitesini dnceden tespit ederek YUT
denemelerinde basar1 oraninin arttirilabilmesi amaciyla, insan oositlerinde ve kiimiiliis
hiicrelerinde gen anlatim diizeylerinin incelendigi bir ¢alismada BRCA1-2, ATM, TP53,
RB1, BUB1, MAD2, APC, ACTB, BARD1, RBL2, RBBP7, BUB3 ve BUB1B gibi oosit
olgunlasmasinda, hiicre siklusunda ve DNA tamir yolaklarinda etkin genlerin belirteg
olabilecegi ileri sirilmustir (433, 434). BUB1B proteini BUB3 ve CDC20 ile
etkileserek kontrol noktasi aktivasyonunu saglar (435). MAD2L1 ile CDC20/APC
inhibisyonu yaparak kardes kromatidlerin erken ayrilmasini onler (436). Ayrica RBL2,
RB1 ve BRCAL yolaklarina da etki eder (437). BUB1B geninde saptadigimiz varyant
(rs1555381180), VUS olarak siniflandirilmis olmasina ragmen, gnomAD veri tabaninda
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daha 6nce hi¢ saptanmamis olmasi ve in siliko varyant tahmin araglarinda ‘patojenik’
olarak degerlendirilmesi nedeniyle olgudaki etiyolojiyi agiklayabilecegi disiiniildii
(Olgu 5). Bu amagla olgunun kardeslerinde ve annesinde varyant i¢in segregasyon

analizi yapilmasi, este BUB1B tiim gen dizilenmesi Kararlastirildi.

LRIF1 geni, aynt isimli ligand bagimli niikleer hormon reseptorii aktivatori
olan proteini kodlar. Bu gen ile iliskilendirilmis herhangi bir hastalik veya sendrom
bulunmamakla birlikte, 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, hiicre déngiisiinde hiicrenin
sececegi yolun kararmi vermede aktif rolii oldugu ve heterokromatin protein la ile
birlikte mitoz bolinmede kromozomlarin sentromerlerden ayrilmasinda gorev aldigi
gosterilmistir  (438). Olgu 16’da saptadigimiz LRIF1 gen varyanti ACMG
smiflandirmasiyla VUS olarak nitelenmis, varyant tahmin araglarinda hem ‘patojenik’
hem de ‘zararsiz’ olabilecegi belirtilmistir. Daha 6nce saptanmamis olan bu varyant ile
iligkili ~ bilginin  yetersiz olmasi nedeniyle tek basmma genetik etiyolojiyi

aciklayamayacagi diistintildii.

CCNA2 geni siklin A2 proteinini kodlar. Siklin bagimli kinazlar CDK1 ve
CDK2’ye baglanarak ve/veya etkileserek G1/S ve G2/M gecisini tetikler (439).
Farelerle yapilan galismalarda Ccna2 geni susturuldugunda implantasyon Oncesi letal
etkili oldugu gosterilmistir (440). 2019 yilinda yaymlanmig baska bir g¢alismada,
CCNA2 geni calismadiginda trofobolastlarin  gogliniin - durdugu, p53 yolaginin
aktiflestigi ve trofoblast apopitozuna giden siirecin basladigi gosterilmig; TGK
etiyolojisinde bu yolaklarin etkisinin olabilecegi One siiriilmistiir (441). Olgu 25’te
saptadigimiz VUS olarak smiflandiriimig CCNA2 varyanti (rs199853275) i¢in gnomAD
verileri degerlendirildiginde ‘zararsiz’ olabilecegi disiiniildiigiinden etiyolojinin

aciklanmasinda yetersiz bulundu.

DNA replikasyonunu diizenleyen proteinleri kodlayan MCM- genleri hormonal
kontrol altinda endometriyal hiicre dongiisii ve proliferasyonda yer alirlar (442). DNA
replikasyonu, heterohekzamerik minikromozom devamlilik kompleksine (MCM) ve
beraberinde helikaz aktivitesine ihtiya¢ duyar. Bu kompleks hiicre siklusunun G1
asamasinda kromatin diizenlenmesinde gorevlidir, aktive olmasiyla helikaz enzimi
DNA’y1 acar ve replikasyon c¢atali olusur (443). Hayvan calismalarinda Mcm
genlerindeki biallelik patojenik varyantlarin prenatal veya postnatal donemde letal etkili

oldugu gosterilmistir (444). 2019 yilinda yayinlanmis Mcm2 ve Mcm4 genleri
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susturulmus bir ¢alismada fare embriyolarmin o6zellikle disi embriyolarin erkeklere
oranla daha fazla 6ldiigii saptanmistir (445). Bu cinsiyetler arasindaki dikkat ¢eken
farkliligin disilerde, Mcm yoklugunda cGAS-STING inflamasyon yolaginin daha fazla
aktif olmasinin olabilecegi, testosteron hormonunun anti-inlamatuvar 6zelliginin erkek
embriyolart nispeten korudugu oOne siirilmiistir (445, 446). Bunun yaninda
endometriyal stromal hiicrelerin  hormonlara yanit olarak proliferasyonu ve
poliploidizasyonu hiicre siklusunu kontrol eden faktorlerin etkisiyle gergeklestigi
belirtilmistir (447, 448). Fare endometriyumlari ile yapilan baska bir ¢alismada Mcm2-7
proteinlerinin implantasyon boélgelerinde artmis anlatiminin oldugu, desidualizasyon
icin elzem olduklari, Mcm2’nin progesteron salinimi ile aktive oldugu gosterilmistir
(443). Olgu 35’te MCM2 ve MCM4 genlerinde VUS olarak nitelendirilen iki varyant
tespit edildi. Ayn1 yolak ve kompleks igerisinde bulunan bu genlerin patolojilerinin
digenik kalitim kalibinda etkili olabilecegi diistintildii. Taniya katki saglamas1 amaciyla

olgunun kiz kardeslerinde ve annesinde iligkili varyantlarin incelenmesi kararlastirildi.

MTOR geninin kodladig: protein kinaz ana metabolik yolaklarin temelinde yer
alan, fizyolojik diizen igerisinde elzem molekiillerden biridir; hiicre biiyimesinde,
glukoz metabolizmasi ve lipogenezde etkindir (449). mTOR, yapisal olarak farkli iki
kompleks olan mTORC1 ve mTORC2’nin katalitik alt birimini olugturur. mMTORC1
hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini arttirirken, aktivitesi tilberoskleroz kompleks 1 ve 2
tarafindan bastirilir (450). Fare ¢alismalarinda, mTOR aktivatorlerinin primordial (451)
ve sekonder folikiil biiylimesini aktive ettigi (452) ve primordial folikiil aktivitesinin
diizenlenmesinde PI3K-AKT ve mTOR sinyal yollarinin birlikte ¢alistigi gosterilmistir
(453). MTOR geninde saptadigimiz varyant, ACMG kriterlerine gore ‘patojenik’ olarak
smiflandirilmistir (rs768374086). Olgu 31°de NOBOX geninde VUS kategorisinde
degerlendirilen diger varyant ile g6z oOniine alindiginda, MTOR geninin etiyolojiyi
agiklamakta daha giiclii bir aday oldugu diisiiniildii. Ilk asamada olgunun ebeveynleri ve
kardeslerinde segregasyon c¢alismasi yapilmasi ve este MTOR tiim gen dizilenmesi;
ayrica NOBOX geninin OD kalitim ile etki gosterecegi gbz Oniine alinarak olgunun

annesinde iligkili gen varyantinin incelenmesi planland:.

SPICE1 geni tarafindan kodlanan protein, hiicre siklusunda etkindir ve mitozda
sentriyollerin yapisinda bulunur (454). Sentriyollerin duplikasyonunda CDC52 ve
CEP120 proteinleri ile birlikte ¢aligir (455). HeLa hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda



173

anlatimit durduruldugunda hiicrelerde ciddi mitotik bdlinme hatalar1 olustugu
gbzlenmistir (454). Cergeve kaymasi mutasyonuna yol agan SPICE1l gen varyanti,
ACMG kriterlerine gore VUS olarak degerlendirilmesine ragmen daha once hig
saptanmamustir ve varyant tahmin araglarinda ‘patojenik’ etkili olacagi belirtilmektedir.
Bu nedenle, varyantin Olgu 14’te etiyolojiyi agiklayabilecegi diisiiniildii. Olgunun
annesinde de gebelik kaybi Oykiisii olmasi nedeniyle OD; hem anne ve babasinin
Oykiisiinde, hem de esi ile arasinda akraba evliligi Oykiisii nedeniyle OR kalitim
gosterebilecegi  goriildii. Kalitm modelinin  belirlenmesi ve etiyolojideki yerinin

gosterilmesi i¢in anne, baba ve esinde varyantin incelenmesi kararlastirildi.

5.2.8. DNA Hasar1 Tamir Yolag

DNA’da olusan hasarlarin tamiri; direkt tamir, baz eksizyon tamiri, niikleotid
eksizyon tamiri, yanlis eslesme tamiri ve replikasyon sonrasi tamir olarak farkli
yolaklarla gergeklesir. Yanlis eslesme tamir yolagi, genom Dbitiinliigliniin
saglanmasinda ve devaminda elzemdir, yanlis eslesmis bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasini,
rekombinasyonun diizenlenmesinin ve mayoz boliinmedeki kromozom segregasyonunu
saglamaktadir (456-458). Mayoz boliinme profaz I’in erken asamalarinda homolog
kromozomlar arasinda sinapsis denilen bir fiziksel temas meydana gelir; ¢ift zincir
DNA kirigi, parga degisimi ve ardindan DNA tamiri ile homolog rekombinasyon
gerceklesir, buradaki DNA hasar1 planli ve genetik materyallerin paylasimi agisindan
onemlidir. DNA hasar1 tamiri yolaklarinda 6 olguda, 6 farkli gende 6 adet VUS ve 1
adet zararsiz olarak nitelendirilmis varyant saptandi. Bu genler; HFM1 (Olgu 1),
MCMS8 (Olgu 1 ve 11), MSH5 (Olgu 25), EXO1 (Olgu 23), ERCC6 (Olgu 15) ve
MMS19°dur (Olgu 14).

HFM1 geni 39 ekzonlu, haploid gamet olusumunda gorevli, mayoz boliinmede
homolog rekombinasyon asamasinda ve ¢ift zincir kiriklari tamirinde yer alan bir DNA
helikaz1 kodlayan gendir (459). Overlerde yiiksek oranda anlatimi olur (460). Hfm1 geni
susturulmus farelerin infertil oldugu tespit edilmistir (461). POY etiyolojisini arastirmak
amaciyla TED analizi yapilmis bir disi olguda HFM1 geninde heterozigot patojenik bir
varyant saptanmis (c.3470G>A), bu genin OD etki ile de fenotipe yol agabilecegi
gosterilmistir. Bu olgunun dikkat ¢ekici 6zelligi POY teshisi konduktan (31 yas) sonra,
32 yasinda iken dogal yollarla gebe kalmasi ve bu gebeliginin 8. GH’da kayipla

sonlanmasidir. Genin farkli fenotipik etkiler gostermesi penetrans eksikligi ve
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ekspresivite degiskenligi ile iliskilendirilmis, fakat TGK ile bir iligkisi heniiz
bildirilmemistir (462). HFM1 geninde saptadigimiz varyant (rs775049733), ACMG
kriterlerine gére VUS olarak, fakat varyant tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak
nitelendirilmis ve allel frekans1 0,00000905 tespit edilmistir. MCM8 gen iiriini,
MCM2-7 kompleksi gibi replikasyonun ana basamaklarindan birinde rol oynamaz;
MCM9 ile kompleks olusturur, RAD51’in DNA hasarinin oldugu bolgeye gelmesini
saglar ve pakiten evresinde gergeklesen homolog rekombinasyonda ve gametogenezde
gorev alir (463). Genin susturuldugu fare ¢alismalarinda fonksiyon kayiplarinin POY ve
infertiliteye yol acabilecegi gosterilmistir (464). YND teknolojilerinin kullanimiyla
birlikte MCM8 biallelik patojenik varyantlart POY etiyolojisi ile iliskilendirilmistir
(465). Olgu 11°’de heterozigot fromda saptamis oldugumuz MCM8 geni varyantinin
(c.482A>G; p.H161R) ayni genomik lokasyonda farkli niikleotit degisiminin biallelik
formu (c.482A>C; p.H161P) 2017 yilinda primer amenore, atrofik overler ve uterusun
oldugu bir olguda bildirilmistir (466). Olgu 11°deki varyant monoallelik oldugundan
etiyolojiyi agiklamada yetersiz bulunmustur. Olgu 1°de saptanan MCM8 varyanti ise
VUS olarak degerlendirilmis olmasina ragmen daha 6nce saptanmamus bir varyant olup,
tahmin araglarina gore patojenik etki gostermesi beklenmektedir. MCM8, HFM1 ve
WNT4 genlerinin etkilesimli olmamalarina ragmen oositlerin gelismesi ve mayoz
bolinmede aktif olmalariyla etiyolojiyi agiklayabilecegi diistiniildii ve fonksiyonel

calismalar ile poligenik etkinin incelenmesi kararlastirildi.

Memelilerde MutS (MSH2-6) ve MutL (MLH1 ve 3, PMS1-2) homologlari
tamir yolaklarinda etkin protein grubunu kapsar. Mayoz bdliinmenin profaz 1
asamasinda MSH4 ve MSH5 MutSy heterodimerini Olusturur, par¢a degisiminin oldugu
pakiten evresinde MLH1 ve MLH3’lin olusturdugu heterodimer ile etkilesime girer
(457). Fareler ile yapilan ¢alismalar sonrasinda, Msh4 veya Msh5 fonksiyon
kayiplarinda profaz [I’in erken asamalarinda bélinmenin durdugu, homolog
kromozomlar arasindaki sinapsislerin bozuldugu belirtilmistir (467, 468). Mayoz
boliinme ve homolog rekombinasyonda aktif genlerden biri olan MSH5’in embriyolojik
donemde overler ve adrenal bezde, yetiskinlerde graniiloza hiicrelerinde aktif
anlatimmin oldugu bulunmus, patojenik varyantlar1 POY ile iliskilendirilmistir (469).
MSH5 geninde tespit edilen varyant, VUS kategorisinde siniflandirilmis olmasina

ragmen literatiirde bildirilen MSH5 gen varyantlarinin ~%96 (29/30) oraninda zararsiz
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oldugunun gosterilmesi nedeniyle (BP1) Olgu 25°teki etiyolojiyi agiklayamayacagi

distiniildi.

MLH1-MLH3 heterodimeri ile etkilesime giren proteinler arasinda EXO1 (5°-3’
ekzoniikleaz) de vardir, maya ve fareler ile yapilan calismalarda metafaz | asamasinda
etkin oldugu gosterilmistir (470-472). Ayrica Exol geninin biallelik olarak susturuldugu
disi farelerde infertilite tespit edilmis, fakat ekzojen gonadotropin tedavisi ile normal
folikiiler gelisim olabilecegi One siirtilmiistiir (470). 2008 yilinda yapilan baska bir
calismada, Exol’in mayozdaki par¢a degisimi esnasinda MIh1-MIh3 heterodimerini
stabilize ettigi, bu gen susturuldugunda oositlerin yaklasik %85’inin metafaz |
asamasinda durakladigi gosterilmistir (473). EXOL1 geninde tespit edilen varyant,
ACMG kriterlerine gore VUS olarak degerlendirilmesine ragmen, daha once hig tespit
edilmemis bir varyant olmasi, tek niikleotid delesyonu ile proteinde erken sonlanmaya
yol agmasi nedeniyle patojenik etkili olma olasiliginin yiiksek oldugu disiiniildii. Olgu
23’te IGF2 gen varyantinin paternal allelin aktif olacag: disiiniilerek 6n planda tutuldu.
EXOL1’in monoallelik patojenik varyantlarinin ve IGF2 geni ile birlikte etkisinin

fonksiyonel ¢alismalarla incelenerek taniya katkisinin olabilecegi diisiintildii.

CSB-PGBD3 olarak da bilinen ERCC6 geni patojenik varyantlart Cockayne
sendromu ile iliskilendirilmektedir (MIM #133540); anlatimin1 yaptigi protein, DNA
hasar bolgelerindeki duraklayan RNA polimeraz 11’yi baglar (474), mayoz béliinme,
homolog rekombinasyon ve oositlerdeki DNA hasar1 tamirinde etkindir. Monoallelik
varyantlarinin POY etiyolojisinde rolii oldugu tespit edilmistir (475). ERCC6 geninde
(Olgu 15) saptadigimiz varyant (rs200697187), ACMG’ye gore VUS ve bazi varyant
tahmin araglarina gore de zararsiz olarak nitelendirildiginden etiyolojiyi agiklamayacagi

kararlastirildi.

MMS19 geni niikleotid eksizyon tamiri ve RNA polimeraz |1 transkripsiyonunda
yer alir (476). Patojenik varyantlart metiyonin sentezinde kusurlara, genotoksik strese
kars1 hassasiyetin artmasina ve telomerlerin kisalmasina yol agar (477). Sadece niikleer
DNA’nin degil Okaryotik hiicreler icin olmazsa olmaz enerji kaynagi olan
mitokondrinin de DNA’simin tamirinde gorevlidir (478). MMS19 geninde saptanan
ACMG’de VUS kategorisinde nitelendirilmis varyant (rs373557835), tahmin
araclarinda patojenik olarak belirtilmesine ragmen, literatiirdeki gen varyantlarinin

hemen hepsinin zararsiz olmasi nedeniyle etiyolojideki rolii netlesememistir. Olgu 14’te
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oncelikli olarak SPICE1 gen varyantinin incelenmesi, gerek duyuldugunda MMS19

segregasyon analizine gegilmesi planlandi.

5.2.9. Siliyopatilerle iliskili genler

Siliyopatiler, siliya yapisinin veya fonksiyonlarmin etkilenmesi/bozulmasi ile
ortaya ¢ikan bir grup genetik, multisistemik hastaliktir. Genellikle bilissel yetersizlik,
bobrek kistleri, retinal kusurlar ve polidaktili ile iliskilendirilmekte olup, situs inversus

olgularinda da ilk akla gelen hastalik grubudur.

Siliyalar, GO/G1 ve S fazinin baslangicinda, mitotik igciklerin sentriyoller
tarafindan diizenlenmesinden 6nce olusan yapilar ile hiicre siklusunda gorevlidirler.
CP110 proteini sentrozomlarin duplikasyonunda ve sitokinez asamasinda CEP97 ve
CEP290 proteinleri ile etkileserek gorev alir (479, 480).

Siliyopatiler genellikle OR kalitim modeline uyar; Shh, Wnt ve PDGF
yolaklarinda kusurlar meydana gelir (481). Hareketli siliyanin temel aksonem
hareketlerinin  bozuldugu hastalik Primer Siliyar Diskinezidir (PSD-Kartagener
sendromu). PSD olgularinda erkek infertilitesi iyi bilinmekle birlikte, fallop tiiplerindeki
hareketli siliya yapisinin da bozulmasi nedeniyle subfertilite goriilebilecegi (482) ve
progesteron etkisiyle siliyar kamg¢1 benzeri hareket azaldig: bildirilmistir (483). Siliyalar
ile iliskili genlerin susturularak etkilerinin gozlenmesi amaciyla yapilan hayvan
caligmalarinda, biiyiik bir c¢ogunlugunun embriyolojik donemde Olimciil oldugu

bulunmustur.

Calismamizda 12 olguda, siliya ile iligkili 14 gende, patojenik olarak
nitelendirilmis 11 ve VUS olarak nitelendirilmis 6 varyant saptadik. Bu genler; KIF7
(Olgu 6), TTC21B (Olgu 11), NEK4 (Olgu 11), CEP290 (Olgu 16 ve 30), CCDC141
(Olgu 16), DYNC2H1 (Olgu 18), GLI3 (Olgu 20), PKHD1 (Olgu 21), CELSR1 (Olgu
21), CCNO (Olgu 23), PKD1L1 (Olgu 23), KIF13A (Olgu 32), CEP131 (Olgu 35) ve
CFTR’dir (Olgu 11, 12 ve 33).

KIF7 geni, 19 ekzonlu bir gen olup kinezin ailesinden siliyar motor aktivitede
ve Shh yolaginda aktif bir protein kodlamaktadir. Patojenik varyantlar1 Hidroletal
sendrom, Akrokallozal sendrom ve JSRD ile iliskilendirilmistir. Ayrica heterozigot
formda BBS, Meckel sendromu, Pallister-Hall sendromu ve OFD tip-6 gibi

hastaliklarda da saptanmis, birgok siliyopati fenotipine yol acabilecegi goriilmiistiir
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(484, 485). Fonksiyonel aktivitesini incelemek igin yapilan ¢alismalarda hiicre iginde
siliya yapisimin diizenlenmesini, sentrozom duplikasyonunu ve golgi Yyapisinin
korunmasmi Sagladigi; susturuldugunda farelerde polidaktili, iskelet anomalileri,
ekzensefali ve erken dénemlerde 6liime yol agtigi gosterilmistir (486). Saptanan KIF7
varyantt (rs745809521), ACMG kriterlerine gore VUS olarak degerlendirilmekle
birlikte, varyant tahmin araclarma gore patojenik etkilidir ve populasyon fekansi
0,00000401 ile olduk¢a nadir goriilmektedir. Aralarinda 1.° derece kuzen evliligi olan
fenotipik agidan normal g¢ocuklari da bulunan Olgu 6 ve esinde heterozigot formda
saptanan varyantin OR kalitim kalibina uygun bulundu ve etiyolojiyi aciklayabilecegi
distintildii. ZAR1 gen varyant1 da saptanan olguda KIF7 ile farkli mekanizmalar ile
aktivite gosteren her iki varyantin aile bireylerinde incelenerek olgunun ¢éziimlenmesi

planladi.

Olgu 11°de TTC21B, CFTR ve NEK4 olmak tizere {i¢ farkl: siliyopati ile iliskili
gen tespit ettik. NEK4 geni, hiicre siklusu ve boliinmesinin kontroliinde etkindir ve
siliyopati fenotipi olan olgularda yapilan ¢aligmalarda saptanan aday genlerden biridir
(487, 488). TTC21B geni 29 ekzon igermekte olup, patojenik varyantlar1 nefronofitizis
tip-12 (Joubert sendromu tip-11; OD/OR kaliimli; MIM #613820) ve asfikse edici
torasik displazi tip-4 (OR; MIM #613819) ile iliskilendirilmistir (489). Fragellar
transport-A kompleksinde 1FT139 (THM1) proteinini kodlar ve susturuldugu fare
caligmalarinda, embriyolarin ekstremite, géz ve beyin gelisiminde anomalilerin oldugu
goriilmustiir (490, 491). Her iki genin varyanti da patojenik olarak nitelendirildi.
TTC21B geni ile iliskilendirilmis sendromik olgular oldugundan Olgu 11 ve esinde ilk
asamada bu varyant incelendi (rs779134983). Esin de ayn1 varyanti heterozigot olarak
tasidigr gorilldii ve olgunun siliyopati bulgulart tasiyan gebelik kaybi oykiisi
oldugundan etiyoloji ile iliskilendirildi. NEK4 gen varyanti incelenemediginden este de

incelenmesi ve olgunun tamamlanmasi planlandi.

Siliyopatilerin  genetik etiyopatogenezinde iyi bilinen genlerden olan
CEP290’da, iki olgumuzda (Olgu 16 ve 30) farkli noktalarda patojenik olarak
simiflandirilmis tek niikleotid delesyonlari bulundu. CEP290 (NPHP6) 54 ekzonlu bir
gen olup, Leber’in konjenital amarozu tip-10, Senior-Loken sendromu tip-6, Meckel
sendromu tip-4, Bardet-Biedl sendromu tip-14 ve Joubert sendromu tip-5 ile

iliskilendirilmektedir. Cergeve kaymasi ya da stop kodon ile sonlanan varyantlarin



178

olimciil fenotip ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (492). Olgu 16 ve esi arasinda
akrabalik olmasi nedeniyle ilk asama olarak esinde rs781310385 varyant1 incelendi,
fakat esin tasimadigi tespit edildi. Sonraki asamada genin biyikligii ve Sanger
dizilemenin zorlugu nedeniyle olgunun esinde de TED analizi, Olgu 30’un esinde ise
sadece CEP290 geninin dizilenmesi planlandi. Olgu 16°da saptanan bir diger siliya ile
iligskili gen olan CCDC141’in (2q31.2) fonksiyonlari tam olarak ¢oziimlenememis
olmakla birlikte fare calismalarinda, GnRH-olfaktor sistemin ve kortikal noéronlarin
gelisiminde aktif oldugu ve aksonlarin gogiinde yer aldiklart gosterilmistir. Gen
susturuldugunda hipogonadotropik hipogonadizm (Kallmann sendromu) fenotipi
olustugu, GnRH noronlariin gogiiniin embriyolojik déonemde CCDC141 geninin
oldugu bir yolak ile saglandigi, eksikliginde pulsatil GnRH saliniminin bozularak iireme
sistemini etkileyebilecegi soylenmistir (493). CCDC141 geninde saptadigimiz varyant
(rs764893847) ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelenmis, varyant tahmin
araglarinda patojenik olarak degerlendirilmesine ragmen 0,000232 ile literatiirde aym
gendeki zararsiz varyantlarin allel frekanslarina goére daha yiliksek olmasi nedeniyle
(0,000177) fenotipik etki beklenmedigi belirlenmistir.  Bu nedenle etiyolojiyi

aciklamakta yetersiz goriilmiis ve diglanmistir.

DYNC2H1 geni patojenik varyantlari, kisa-dar toraks ve/veya polidaktili
sendromu tip-3 (Asfikte edici torasik displazi; MIM #613091) ile iliskilendirilmis olup,
siliya ve IFT fonksiyonlarinda 6nemli yere sahiptir ve dinein organizasyonunu diizenler
(494). OR kalitimli Asfikte edici torasik displazide toraksin kisa ve dar olusuna bagl
solunum problemleri, bobrek anomalileri ve iskelet tutulumu sik goriilen bulgular
arasindadir, nadiren farkli organ anomalileri de goriilebilir ve NEK1 geni patojenik
varyantlari ile digenik kalittim gosterebilir (495). Agir tutulumlu olgularda intrauterin
veya yenidogan doneminde 6liim goriilebilecegi bildirilmistir (496). DYNC2H1 geninde
(Olgu 18) saptadigimiz varyant (rs372499560) VUS seklinde degerlendirilmesine
ragmen, varyant tahmin araglarinda patojenik etki beklendigi sdylenmekte ve allel
frekansi olarak 0,0000382 verilmektedir. Olgu 18’de FLT1 geni etiyolojiyi aciklamakta
on planda tutuldu. Aile segregasyonu ile iligkisi saglanamazsa DYNC2H1 geninin

olgunun esinde de incelenmesi planlandi.

GLI3, ¢inko parmak motifi igeren Shh yolaginin bir pargasi olan ve OD kalitimli
Greig sefalopolisindaktili (MIM #175700) ve Pallister-Hall sendromu (MIM #146510)
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gibi gelisimsel bozukluklarin oldugu hastaliklarla iliskilendirilmis bir gendir. Farelerle
yapilan c¢alismalarda embriyolojik donemde iskelet gelisiminde etkin oldugu
gosterilmistir (497). GLI3 geni anlamsiz mutasyonlarinin homozigot formda oldugunda
embriyolojik donemde letal etki gosterdikleri tespit edilmistir (498). Olgu 20’de
saptadigimiz varyant (rs121917710) VUS olarak nitelendirilmekte, fenotip iizerine
zararsiz oldugunu bildiren yayin nedeniyle etiyolojiyi aciklayamayacagi disiiniildii
(499).

PKHD1 geni, neonatal veya intrauterin donemde letal olabilen OR gegisli
Polikistik bobrek hastaligi ile iliskili olup (MIM #263200), fibrosistin proteinini
kodlayan 66 ekzonlu biiyiik bir gendir, embriyogenezde aktiftir. Ayni zamanda boéliinen
hiicrelerde mitotik igciklerin yapisina katildigi gosterilmistir (500). Olgu 21°de saptanan
patojenik olarak nitelendirilmis PKHD1 varyantinin (rs137852944) etiyolojide yeri
olabilecegi diistiniildii. Ayn1 olguda VUS kategorisinde varyant saptadigimiz CELSR1
geni, embriyolojik dénemde santral sinir sisteminin gelistigi ve noral tiip yapisinin
olustugu noriilasyon asamasinda aktif bir gendir. Aksonal gelisme, ventrikiiler ve dis
graniiler tabakalar basta olmak {izere néronal Onciil hiicrelerin ¢ogalmas: ve
farklilasmasinda rolii vardir (501). Bu asamada Wnt, Shh gibi temel yolaklarin aktif
olmasiin yani sira, hiicre adezyonu, sitoiskeletin diizenlenmesi ve apoptotik yolaklarda
etkindir (502). Fareler {izerinde yapilmis yolak incelemelerinde Celsrl gibi genlerin
susturulmasmin kraniorakisizi (omurga ve kafatasinin konjenital fissiirii) ve koklear
bozukluklara yol agtig1 gosterilmistir (503). Esiyle ayn1 kdyden olan ve akraba evliligi
olasiliginin yiiksek oldugu diistiniilen ¢iftimizde etiyolojide OR kalitimli bir patolojinin
tizerine durulmasi ve oykiilerinde total spina bifidali fetus olmasi nedeniyle ilk asamada
CELSR1 gen varyantinin ve ardindan tiim genin, sonraki asamada da PKHD1 geninin

incelenmesi planlandi.

CCNO geni, OR kalitimli primer siliyar diskinezi tip-29 ile iliskilendirilmis olup
(MIM #615872) urasil DNA glikozilaz II’yi kodlar ve hiicre siklusunda etkindir. Ayrica
Mayis 2020°de yaymlanan bir calismada TGK ve basarisiz YUT etiyolojisinde yer
alabilecegi ileri siiriilmektedir (263). PKD1L1 (7p12.3) geni polisistin proteinini kodlar
ve bu protein embriyonik dénemde nodal gelismeden sorumludur. Biallelik patojenik
varyantlar1 OR kalitimli otozomal viseral heterotaksi tip-8 ile iliskilendirilmistir (MIM
#617205) (504). Her iki gen varyanti da patojenik olarak siiflandiriimistir. Aralarinda



180

akraba evliligi olan ve etiyolojiyi agiklamada 6n planda IGF2 gen varyantim
tuttugumuz Olgu 23’in esinde CCNO ve PKDI1L1 varyantlarmin da incelenmesi

kararlastirildi.

KIF13A geni, endozomal tiibiillerin yapisim1 kontrol eder ve bunu GTP
baglayan RAB11 ile etkilesime girerek saglar ve siliya yapisinda elzemdir (505).
KIF13A geninde saptadigimiz (Olgu 32) daha 6nce bildirilmemis varyant, ACMG’ye
gore ‘patojenik’ olarak smiflandirilmis olsa da heterozigot olmasi ve fonksiyonel
calismalar ile etkilerinin gosterilmesi gerektiginden bu asamada etiyolojiyi ac¢iklamakta

yeterli bulunmadi.

CEP131 gen anlatimi santral sinir sistemi, testis ve overlerde yiiksek oranlarda
yapilmaktadir; siliyar organizasyon, sentriyol duplikasyonu ve satellit olusumlarinda
etkindir (506). Ayrica mitozda sentrozomdaki gorevi ile genomik stabilizasyonu
sagladigr disilinilmektedir (507). Saptadigimiz CEP131 (Olgu 35) gen varyanti
(rs773820319), ACMG’de VUS olarak smiflandirilmis, varyant tahmin araglarinda

‘zararsiz’ etkili olacagi belirtildiginden etiyolojiyi agiklamakta yetersiz bulunmustur.

Genel populasyondaki tasiyicilik oranmin yiiksekligine parallel olarak olgu
grubumuzda da en sik varyant saptanan genlerden biri CFTR idi (Olgu 11, 12 ve 33).
CFTR (transmembran iletkenlik diizenleyici gen) cAMP iliskili epiteliyal klor iyonu
transportunu diizenleyen bir protein kodlar ve biallelik patojenik varyantlari Kistik
fibroz (KF) hastaligina yol agar. KF dykiilii kadinlarin oligomenore, sekonder amenore
gibi menstriial dizensizlikler yasadiklar1 bilinmektedir ve bu durum multifaktoriyel
etiyoloji ile hipotalamik baskilanmaya baglanmis olup, 6ne ¢ikan patogenezlerden biri
de kusurlu CFTR proteinini igeren bolgelerde artmis cinsiyet hormon reseptorlerinin
bulunmasidir (508, 509). KF oykiilii kadinlarda subfertilite beklenmekte ve bunun
servikal mukusun yapisinin bozulmasiyla servikal kanalin kapanmasi ve spermlerin
inhibe edilmesi oldugu diistinilmektedir (510). Yasa gore yapilmis karsilastirmali
caligmalarda da KF’li kadinlarda azalmis over rezervi bulundugu saptanmistir (511,
512). Patojenik varyantlarin1 heterozigot olarak tespit ettigimiz {i¢ olgunun eslerinde
ayn1 varyantlar incelendi ve tasimadiklar1 goriildii. KF ile yapilan galigmalar infertilite
ile iligkili olabilecegi ancak TGK ile iligkisini ag¢iklamada yetersiz oldugu
diistiniilmekte, ancak OR bu genetik hastalik i¢in ¢ocuktaki %25 risk nedeniyle eslerde

de tastyiciliginin tespiti gerektiginden, eslerde CFTR geninin dizilenmesi planlandi.
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5.2.10. Polikistik Over Sendromu ile iliskili Genler

Polikistik over sendromunun fertilite {izerine olumsuz etkileri bilinmektedir.
Calismamizda 2 olgumuzda PKOS’a yatkinlik ile iliskilendirilmis SHBG ve FBN3
genlerinde ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmis 2 varyant saptandi.

SHBG geni cinsiyet hormonu baglayici globulin proteinini kodlar, androjenik
hormonlarin taginmasinda ve disi tireme sisteminde hormonlarin iiretiminde etkindir.
Gen mutasyonlarinin hirsutizm ve hiperandrojenizm ile iliskili olabilecegi ve PKOS
Oykiilii olgularda etiyolojiyi agiklayabilecegi bildirilmektedir (513). SHBG diizeylerinin
yiiksekligi - PKOS iligkisi ve TGK etiyolojisindeki yeri arastirilan konulardan biridir
(514). Olgu 11°de saptanan varyant (rs138612626) ACMG kriterlerine gore VUS olarak
nitelendirildiginden ve allel frekans1 yiiksek oldugundan (0,0001), zararsiz ve tek basina

etiyolojiyi agiklamakta yetersiz oldugu diistiniild.

FBN3 geni fibrilin olarak bilinen ekstraseliiler matriks proteinlerinden fibrilin
[II’4 kodlar ve gen varyantlarinin PKOS’a yatkinlik ile iligkili oldugu bildirilmektedir
(515, 516). Sigirlar ile yapilan bir ¢aligmada fetal donemde over ve folikiil gelisiminde
etkin genler arasinda oldugu gosterilmistir (517). Saptadigimiz varyant (rs767566930)
ACMG kriterlerine gére VUS olarak, ancak in siliko varyant degerlendirme tahmin
araglarinda patojenik olarak degerlendirilmistir. Olgu 30’da saptanan varyantin
etiyolojiyi agiklanmada yetersiz oldugu, ancak fonksiyonel ¢alismalar ve iliskili

genlerin olgu serilerinde incelenmesinin katki saglayabilecegi diistiniildi.

5.2.11. Oosit olgunlasma Defekti ile Tliskili Genler

Oosit olgunlasma defekti (OOMD), primer disi infertilitesine yol agan
mekanizmalardan oositlerin olgunlasma basamaklarinda meydana gelen aksakliklar
nedeniyle ortaya ¢ikan nadir bir durumdur (518). Bugiine kadar yedi alt tipi tanimlanmis
olup, otozomal dominant veya resesif olarak kalitilabilmektedirler (MIM #PS615774).
Bu genler; ZP1 (OR), ZP2 (OR), ZP3 (OD), PANX1 (OD), PATL2 (OR), TUBBS
(OD/OR) ve WEE2’dir (OR).

Calismamizda 3 farkli olguda OOMD ile iliskilendirilmis 3 gende (TUBBS,
PATL2, ZP1) VUS olarak nitelendirilmis varyantlar saptadik. Mayoz bdliinmede
igciklerin olusumu ve tubulinopatiler denen hastalik grubunun etiyolojisinde yer alan
TUBBS8 geni (tubulin beta sinif VIII; 10p15.3) son yillarda disi infertilitesi ile de
iliskilendirilmektedir  (519-521). Calismalar, patojenik varyantlarin  oositlerin
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olgunlagsmasint metafaz 1 asamasinda durdurdugunu gostermistir (522). Farklh
varyantlarin bozulmus mikrotiibiil davraniglarindan igciklerin diizenli birlesememesi
gibi etkilerinin dominant negatif etkiyle oldugu bildirilmistir (521). Olgu 1’de TUBBS8
geninde saptanan varyant ACMG kriterlerine gore VUS ve in siliko varyant
degerlendirme tahmin araglarinda ise ‘zararsiz’ olarak degerlendirildiginden bu asamada

etiyoloji ile iliskili olmayacag: diistiniildii.

PATL2 geni, traslasyonal baskilayict Ozellikteki bir RNA baglayici protein
kodlar. Xenopus’lar ile yapilan ¢alismalar, PATL2 proteininin ortologu olan P100’in
artmis anlatimmin oositlerdeki mRNA translasyonunu azalttigint ve oositlerin
gelisimini mayoz I asamasinda durdurdugunu gostermistir (523). Insanlarda PATL2’nin
fonksiyon kaybettirici mutasyonlarinin  da  oositlerin  germinal vezikiillerinde
duraklamaya yol agtigi gosterilmistir (524). YUT uygulamasi sonrasmda oositlerin
olgunlagmadigr 180 disi olgudan 5’inin (%2,78) biallelik PATL2 mutasyonu tasidigi
gosterilmis; az sayida olguda oosit gelisebilecegi ve dollenebilecekleri, ancak erken
embriyonik asamalarda gelismenin duracag belirtilerek farkli 6zellikteki mutasyonlarin
farkli fenotipik etkiler gosterebilecegi ileri siiriilmiistiir (525). Baska bir caligmada
PATL2 mutasyonlarini heterozigot tasiyan kadinlarin fertil olabilecegine dikkat
cekilmistir (526). Bu gende saptadigimiz varyant (rs569729547) ACMG Kkriterlerine
gore VUS olarak nitelendirilmekte, fakat in siliko varyant degerlendirme tahmin
araglarinda ‘patojenik’ olmasi ongoriilmektedir. Olgu 15’in akraba evliligi oykiisi
nedeniyle esinde, 4 adet gebelik kaybi Oykiisii olan ve olmayan kizkardeslerinde bu

varyantin incelenerek degerlendirilmesi kararlastirildi.

Calisma kapsaminda homozigot formda saptadigimiz tek gen varyanti,
oykiisiinde basarisiz YUT denemeleri olup hig gebelik olusmamis olan Olgu 19°da ZP1
genindeki anlamsiz mutasyon idi. 1991 yilinda Hughes ve Barratt tarafindan
tanimlanmis olan bu protein, diger ti¢ zona pellusida proteini ile birlikte oositin
olgunlagmasi, fertilizasyonda spermin baglanmasi, akrozom reaksiyonunun baslamasi,
fertilizasyonun ardindan polisperminin engellenmesi ve implantasyon oncesi
embriyonun korunmasinda etkin, kalin bir glikoprotein katman olan zona pellusiday1
olusturur (527). 11. kromozomun uzun kolunda (11912.2) lokalize olan ZP1 geni, 12
ekzon igerir. YUT denemelerinin basarisiz oldugu olgularda mikroskop altinda yapilan

incelemelerde oositlerde zona pellusida yoklugu goriilmiis, YND analiziyle ZP1
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geninde patojenik varyantlar saptanmistir (528, 529). Bizim olgumuzda saptanan
varyant (rs776515172) ACMG smiflamasina gore VUS kategorisinde olmakla birlikte,
segregasyon calismasinda anne ve babanin heterozigot formda ayni varyanti tasidiginin
tespit edilmesi ve YUT denemeleri esnasinda olgumuz bos folikiil sendromu/oosit
olgunlagma defekti 6n tanist almis olmasi nedeniyle bu varyantin genetik etiyolojiyi

aciklayabilecegi karar1 gii¢lendi.

5.2.12. Prematiir Over Yetmezligi ile iliskili Genler

Prematiir over yetmezligi (POY), anormal apoptoz, azalmis primordiyal folikiil
veya folikiillerin gelismesinde bozukluk gibi mekanizmalarla ortaya ¢ikar ve disi
infertilitesinin nedenlerinden biridir. Bir kadinin menopoza giris yasinin ortalama 40 ila
60 yas arasinda olmasi beklenir, bu durum folikiil sayis1 ve ovulasyon asamasinda
gorevli olan genlerin etkisi ile degismektedir. Tiim kadinlarin dogduklarinda hemen
hemen ayni sayida folikiil tasidiklar1 (530), bu sayinin erken atreziler ya da ovulasyon
asamasindaki bozukluklar nedeniyle bireylere gore degistigi disiiniilmektedir (531).
Yapilan calismalar ile folikiiler atrezi ve apoptozun; antral atrezi, bazal atrezi ve
terminal farklilasma apoptozu olmak iizere li¢ asama ile diizenlendigi ortaya konmustur
(411). 40 yasindan 6nce menopoza girilmesi, ‘erken menopoz’ olarak adlandiriimakta
olup, kadmlarm yaklasik %1’ini etkiledigi disiinilmektedir (532). Ooforektomi,
kemoterapi/radyoterapi Oykiisii, kromozom anomalileri, Turner sendromu, otoimmiin
hastaliklar, galaktozemi, gegcirilmis enfeksiyonlar, Frajil X sendromu ve baz1 tek gen
hastaliklar1 bilinen etiyolojik faktérler arasindadir. On tan1 biyokimyasal olarak dstrojen
gibi gonadal hormonlarin azalmasi ve LH-FSH’in artmasiyla konur. Over rezervi
testleri; FSH, E2, inhibin B ve AMH 6l¢timii, USG esliginde antral folikiil sayisi ile
over voliimii degerlendirmesini icerir. Klinik degerlendirmede ise FSH diizeyi 6l¢timii,
kronolojik yastan bagimsiz olarak overin biyolojik yasinin degerlendirilmesinde en sik
kullanilan testtir. Artmis degerler, azalmis over rezervi ve oosit kalitesi ile iligkili artmis
anoploidi riskinin yastan bagimsiz gostergesi olarak kabul edilmektedir (533). Ayrica
azalmis AMH seviyeleri de YUT denemelerinde overlerin uyarilmasinda azalmis cevap

beklentisi ve kotii oosit kalitesi ile iliskilendirilmektedir (534).

Oosit havuzundaki folikiil sayisin1 ve kalitesini etkileyen yolaklardan biri de
mayoz boliinmede aktif olan MCM8, MCM9, STAG3, SYCE1, MSH3, MSH4 ve MLH3

gibi genlerdir. YND tekniklerinin kullanilmaya baslanmasiyla ovulasyon, folikiiler
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gelisim, graniiloza hiicrelerin farklilasmast ve ¢ogalmasi, metabolizma veya
ekstraseliiler matriks diizenlenmesi gibi farkli yolak genlerinin de POY etkeni
olabilecegi diisiiniilmektedir. Fransa’da, 69 POY oykiilii olgu ile yapilan bir ¢alismada,
olgularin %42’sinde iki veya daha fazla gende varyantlar tespit edilmis olup, poligenik

bir kalitim kalibinin etkin olabilecegi ileri stirilmistiir (252).

Azalmis over rezervi ve TGK iligkisini ve biyokimyasal belirteclerin aragtirmak
amaciyla yapilan az sayida ¢alisma bulunmaktadir. TGK 6ykiisii olan ve olmayan disi
olgular ile yapilan ve FSH-AMH degerlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, maternal
yastan bagimsiz olarak TGK ile azalmis over rezervi arasinda bir iliski oldugu, biyolojik
over yasinin 00sit kalitesi ve over rezervi lizerine etkisinin kronolojik yastan daha etkin
oldugu ileri stirilmistiir (535). Almanya’da benzer kohorttaki retrospektif bir caligmada
AMH ve o6stradiol diizeyleri incelenmis, azalmis over rezervi ile TGK arasindaki
iliskinin sebebi agiklanamayan olgu grubunda, agiklanabilen olgu grubuna gore daha
giiclii oldugu belirtilmistir (536). 2015 yilinda Hollanda’da anket usulii ile yapilan bir
caligmada ise, POY tanisi ile takip edilen olgularin gebe kalma, gebelik kayiplari, tekrar
menstriiel kanama yasaylp yasamadiklari gibi sorular sorularak kontrol grubuyla

karsilastirilmis, gebelik kayiplari ile POY arasinda bir iliski saptanmamuistir (537).

YUT uygulamalarinin artmasiyla birlikte, ovum Kalitesinin basarili gebelik
olusumu ve implantasyon basarisi ile orantili oldugu daha net goriilebildi. Literatiirde
TGK etiyolojisi ile POY fenotipine yol agan genler arasinda bir iligki olabilecegine
isaret eden bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasi ile ilk defa ovaryan
yetmezlik ile iligkilendirilmis genlerin TGK etiyolojisinde de yer alabilecegi ortaya
kondu (Tablo 5-2).

Tablo 5-2: Calismada saptanmis POY iliskili genler

Gen Saptanan Islevi Fenotip Olast kah.tlm Referans
olgu modeli
mayoz boliinme ve .
HFM1 1 DNA tamiri POY tip 9 0D, OR (535, 536)
EIFAENIF1 9 Okaryotik POY oD (247, 537)
translasyon faktorii
gametogenez ve .
MCM8 1,11 DNA tamiri POY tip 10 OR (538)
ERCC6 15 DNA tamiri POY tip 11 oD (472)
IGSF10 17 | embriyolojk GNRH - oD, OR (396)
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gocl

mayoz boliinme ve

MSHS 25 DNA tamiri

POY tip 13 OR (466)

transkripsiyon
faktori .
NOBOX 31 (primordiyal folikiil POY tip 5 oD (382)

— sekonder folikiil)

EIFAENIF1 geni, overdeki germ hiicrelerinin gelisimi ve translasyon
faktorlerinin niikleusa tasmmasinda gorevli bir transport proteini kodlar (249, 542).
Okaryotik translasyon inisiyasyon faktorii eIF4E icin bir baglanma bélgesi icerir ve
anlatim1 bu sekilde baskilanir, gen {irlinlerinin azalmasi ile mRNA stabilizasyonu artar
(543). mRNA artisinin, Frajil-X iligkili POY olusumu ile benzer bir mekanizma ile
ovaryan toksisiteye yol agabilecegi ya da o0o0sit apoptozuna yol agabilecegi One
stirilmiistir (247, 544). Bu gende saptadigimiz varyant (rs11544091) ACMG
kriterlerine goére VUS olarak degerlendirilmekte, fakat in siliko varyant degerlendirme
tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak nitelendirilmektedir. Varyantin
degerlendirilmesinde aile igi segregasyon analizi ve klinik verilerle degerlendirilmesinin

katki saglayabilecegi diisiiniildii.

Olgu 1’de iki farkli POY iligkili gen (HFM1 ve MCMS8) ile disi lireme sistemi ve
overler iizerine embriyolojik donemde etkin WNT4 gen varyantlar: saptadik. Birbirleri
ile bilinen direkt bir etkilesimde olmasalar da ayni fenotipe yol agmalari ve yakin
yolaklarda aktif olmalar1 nedeniyle poligenik kalitim ile etiyolojinin agiklanabilecegi
diisiiniildii. Bu ii¢ gendeki varyantlarin anne ve kizkardeste de incelenmesinin taniya

katki saglayacagi ongoriildii.

Olgu 11°de akraba evliligi dykiisii de olmasi nedeniyle 6n planda siliyopatiler ile
iligkili patojenik gen varyantlarinin etiyolojiyi agiklayabilecegi disiinildii. Diger
varyantlar ile birlikte MCM8 varyantinin etkisinin (rs140044814) ancak model
organizma calismalari ile goriilebilecegi diistintilerek etiyolojideki yeri konusunda net

bir kaniya varilamadi.

Olgu 15’te PATL2 geni, etiyoloji ile iliskili en yakin gen olarak degerlendirildi

ve aile i¢i segregasyon calismasinin katki saglayabilecegi diistintildii.

Olgu 17°de IGSF10 geninde saptanan monoallelik anlamsiz mutasyon nedeniyle
etiyolojide etkili olabilecegi diistiniilerek kizkardeslerde ve annede ilgili varyantin

incelenmesi kararlagtirildi.
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Olgu 25’te saptanan MSH5 gen varyantinin ise etiyolojiyi agiklayamayacagi
diisiniilerek dislandi. Olgu 31°de tespit edilen NOBOX varyantinin ise etiyolojiyi
aciklamada katkis1 olabilecegi disiliniildii. Ancak, bu varyantin VUS olarak
nitelendirilmesi nedeniyle olgudaki patojenik MTOR varyantinin daha etkin olabilecegi

diistiniildii. Olgunun annesinde her iki gen varyantinin da incelenmesi planland:.

Ayrica oligogenik varyant etkilerinin in siliko degerlendirildigi ‘ORVAL’
tahmin aracinda 4 olguda digenik etki ongorildi (Olgu 16: HSF1-MMP10, Olgu 20:
ACE-MMP10 ve EGFR-MMP10, Olgu 31: MTOR-VEGFA, Olgu 34: EGFR-GNRHR ve
MMP11)(545).

Bu ¢alismada, 34 olguda (bir olgu harig) etiyolojide etkin olabilecek ¢esitli gen
ve yolaklarda 93 varyant saptandi. iki olguda saptanan varyantlar ile (Olgu 11 ve 19)
etiyoloji aydinlatildt (%5,7). 18 olguda saptanan varyantlarin klinik anlaminin
aydinlatilabilmesi amaciyla i¢in esler, kiz kardes ve annelerde ilgili gen ve varyantlarin
calisilmas kararlastirild1 (%51,4). ileri ¢aligma yapilmasini gerektigini diisiindiigiimiiz
genlerin %46,4’li monogenik (13/28); %53,5’1 ise birden fazla gen ve varyantlariydi
(15/28). 6 genin etiyoloji ile iliskilendirilebilmesi i¢in biiyiik ¢alisma gruplarindan elde
edilen veriler 1s18inda degerlendirilmesinin gerektigi gorildi (SLC27A3, PRLR,
DUOX2, F5, CXCL8, HLA-DRB5, FBN3). Yedi olguda poligenik etki dngdriilerek ayni
ya da benzer yolaklarda aktif olan genler tespit edildi (%20). Poligenik etki dngdriilen
olgular da dahil olmak iizere 10 olguda saptanan genler ile ilgili fonksiyonel ¢alismalar
planland1 (%28,5). Calismamizda saptanan varyantlarin etkin olduklari yolak ve
sistemlere gore dagilimi soyle idi; metabolizma (n=8), siliya aktivitesi (n=8) ve
embriyogenez (n=7) gibi yasamin erken evrelerinde yasamsal etkili, hiicre
boliinmesi/hiicre dongiisii (n=5), oosit olgunlagmasi ve gelisimi (n=6) ile gebeligin ilk
donemlerindeki fetomaternal iletisimi (n=8) saglayan genler/yolaklar ile ilgili aile
iiyelerini kapsayan segregasyon calismalari, birden fazla gen varyantinin saptandigi
olgularin eslerinde de TED analizlerinin gerekliligi ve fonksiyonel ¢aligmalara ihtiyag

oldugu goriildii.

Gergeklestirilen bu tez projesinde kullanilan Tiim ekzom dizileme yonteminin
iliskilendirilmis genler disinda yeni aday genler saptanmasinda oldukca basarili oldugu
goriildii. Kapsanmayan bolgeler, uzun dizilerin ve tekrarlarin incelenememesi ve

gen/gen i¢i submikroskobik delesyon ve duplikasyonlar1 tespit edememesi teknigin
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limitlerini olusturdu. Yapilan ¢alismada sebebi agiklanamayan TGK olgu grubu ile TIK
olgu grubundan elde edilen veriler karsilastirildiginda etkili olan yolaklarin ayni oldugu
tespit edildi. Olgu 19’daki gibi herhangi bir fenotipik bulgunun olmasmin, biallelik

varyantlarin saptanmasinda basar1 sagladig1 goriildii.

Son yillarda gebelik kayiplarinin ve yardimer iireme tekniklerindeki
basarisizliklarin altinda yatan etiyolojileri agiklamak igin bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir
ve karsimiza multifaktoriyel etkenlerin yol agabildigi oldukga karisik ve ¢ok etmenli
heterojen bir durum ¢ikmaktadir. TED yontemi, 6zellikle TGK gibi multifaktoriyel
hastalik tanimina uyan ya da tireme sistemi ve gebelik gibi olduk¢a Karisik ve ¢ok
sayida yolagin i¢ ice oldugu durumlarda hem tani hem de arastirmalar igin tercih
edilebilir bir yontemdir. Tirkiye gibi akraba evliligi oramnmn yiiksek oldugu
toplumlarda OR kalitimli nadir hastaliklara yol acabilecek varyantlarin bir araya gelme
ihtimalinin de artmasiyla panel testleri yerine TED kullanimi avantajli olacaktir. Ayrica
gebelik kaybi materyallerine ulagilamadigi ve maddi yetersizlik gibi nedenlerle sebebi
aciklanamayan TGK ve TIK olgu gruplarinda ilk asamada maternal genomun

incelenmesi katki saglayacaktir.

Bu tez calismasinda sebebi agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplari ve
implantasyon kusurlariin aydimnlatilabilmesi agisindan 6nemli bilgilere ulastigimizi
diistinmekteyiz. Saptadigimiz aday genlerin fonksiyonel ¢alismalarla daha detayli olarak

incelenmesinin 6nemli katkilar saglayacagina inanmaktay1z.
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(tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067-32347)

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCiN BiLGILENDIRILMi$ GONULLU ONAM FORMU

Proje Adi: Tekrarlayan Gebelik Kayiplari Olan Ciftlerde iligkili Tek Gen Mutasyonlarinin Arastirilmasi

Gebeligin 20. haftadan once veya embriyo agirhgi 500 gr'in altinda iken kaybedilmesi “abortus” olarak
tamimlanir. Tekrarlayan gebelik kaybi ise ayni anne babanin ii¢c veya daha fazla gebeliginin spontan abortus ile
sonlanmasidir. Spontan abortus materyallerinde yapilan sitogenetik incelemelerde kullanilan tekniklere bagh
olarak kromozomal bir anomali sikhg %50-70 saptanmaktadir. Oysa tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda bu
oran daha diisiiktiir (~%35). Spontan abortus etiyolojisinde, anatomik, immiinolojik, hormonal, trembofilik gen
mutasyonlan ve kromozomal nedenler dislandiginda olgulanin ~ %20 tekrarlayan gebelik kaybini aciklayacak bir
neden bulunamamaktadir. Olusan her 100 gebeligin 20’si spontan abortus ile sonlanmakta ve bunun da
%20'sinin etiyolojisi saptanamamaktadir. Bu proje kapsaminda, tekrarlayan gebelik kayiplarinda maternal
anatomik, immiinolojik, hormonal ve bilinen trombofilik gen mutasyonlan ile parental kromozom anomalileri
dislanmis olgularda, gebeligin implantasyon asamasinda sorunlara yol acabilecek ve gebeligin sonlanmasina
neden olabilecek parental genetik faktorlerin belirlenmesi hedeflenmistir.
Size ve ailenize yardima olmak amacyla bu durumun tamisinda kullanilan laboratuar testlerini kendi
laboratuanimizda yaparak oncelikle size ve sizin gibi diger hastalara kolaylikla uygulanmasini saglamak istiyoruz.
Bu ¢alismada sizin gibi sorunlar olan bireylerden kan ve doku drnekleri ahnarak bu dokularda testler yapmayi
planhyoruz.

Bu ¢alismaya katilmaya davet edildiniz fakat karar vermeden once ¢ahsmanin riskleri ve yararlan
konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Molekiiler Aragtirmalar i¢in Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formu’nu
okuduktan sonra katilmayi kabul ediyorsaniz formu imzalamaniz gerekmektedir.

1. Projeye Katilim icin Gerekli Kriterler;
Projeye katihm icin en dnemli kriter “Tekrarlayan Gebelik Kaybi” klinik tamsi konulmus olmasidir.

2. Yapilacak islemin tanimi:

Klinik degerlendirmede “Tekrarlayan Gebelik Kaybi” tamisi konuldugunda yaklasik 2 ml kan ornegi
alinmasi gerekecektir.

Bu calismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir ve goniillii katilim esastir.

3. Ornek Aliminin Olasi riskleri:
Kan Ornegi alimi;

Rutin testler amaciyla kan ornekleri alinirken K3EDTA’h mor kapakh tiipe alinan érnek bu calisma
amaciyla kullanilacaktir. Bu isleme bagl; (1) igne-batmasi sirasinda hafif bir aci duyulabilir, (2) igne batmasi
sonrasinda ¢ok nadiren de olsa enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler:

Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin gelecekte bu genetik hastalktan etkilenecegini
ortaya cikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir. Bu nedenle elde edilen sonuglar sizinle
paylasilacaktir. Fakat bu bilgiyi 6grenmeyi tamamen ret edebilirsiniz. Bu ¢alisma ile elde edilecek genetik hilgiler
kesinlikle gizli kalacaktir ve baskalan ile paylasiimayacaktir, bilginin paylasimi sadece sizin izninize bagh
olacaktir. Size ait kan ve doku ornekleri sadece bu calisma icin kullamlacaktir.

Olasi yararlar: Bu calismanin esas amaci sizde saptanan hastaliga neden olan genetik faktorleri 6grenmektir. Biz
bu asamada heniiz yapilacak testlerin, size ve ailenize dogrudan ya da dolayh bir yararimin olup olmayacagin
bilmiyoruz. Fakat kesin olan bu ¢alismalar tamamlandiginda bu hastaligin nedenleri konusunda daha cok sey
ogrenebilecegimiz ve boylece hem sizlere hem de gelecekte bu tiir hastalara daha ¢ok yardima
olabilecegimizdir.
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Diger secenekler: Bu ¢cahismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir
asamasinda onayinizi cekme hakkina da sahipsiniz.

Hastanin/Katihmcinin Beyani

Sayin Dr...... tarafindan.....................ccc...... (kurum adi, anabilim dal adi, Gnite adi vh.)'da tibbi hir
arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukandaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra
boyle bir arastirmaya “katihma” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuglaninin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda  kisisel bilgilerimin
Ozenlekorunacag konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep goéstermeden arastirmadan cekilebilirim (ancak
arastirmacilan zor durumda birakmamak icin arastirmadan gekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma disi da tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da
bir ddeme yapiimayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayh olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olusabilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirla tibbi girisimin saglanacagl konusunda gerekli
glivence verildi. (Bu tibbi girisimler ile ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saghk sorunu ile karsilastigimda; mesai saatleri icinde, Prof. Dr. Seher Basaran ve Dr.
Ezgi Gizem Berkay’t +90212 414 2000/32327-32347 nolu telefon ve 1.0. istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dah‘ndan arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilagmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim aciklamalan aynntilanyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir dislinme
siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katihmci” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda
yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve gonillilik icerisinde kabul ediyorum.

imzal bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLU ONAM FORMU

Yukarnda gontlliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve s6zli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi nzamla hicbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Goniillintn Adi-soyad, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Goniilliniin Esi Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Tekrarlayan Gebelik Kayiplarn Olan Ciftlerde Tek Gen Mutasyonlarinin Arastinimasi projesi kapsaminda alinan
biyolojik drneklerimin;

o Sadece yukanda bahsi gecen arastirmada kullaniimasina izin veriyorum

o lleride yapiimasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum

o Hichir kosulda kullaniimasina izin vermiyorum

Aciklamalar yapan arastirmacinin Adi-soyadi
Tarih : imzasi:

Katihmailarin: Adi Soyadi Dogum tarih imza
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile liyesi
*Arastirma amacl DNA icin kan alinan hastalara imzalatilmahidir.

243



T.C.

ISTANBUL UNIVERSITESI
istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dal
(tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067-32347)

MOLEKULER ARASTIRMALAR iGiN BiLGILENDIRILMi$ GONULLO ONAM FORMU

Proje Ad:: Sebebi A¢iklanamayan infertilite ile iligkili Genlerin Arastinlmasi

infertilite, bir giftin, diizenli, korunmasiz bir yil siireli iliskiye ragmen dogal yollarla gebelik olusmamasi olarak
tanimlanir. Yaklagik olarak her alti giftten birini etkileyen bu sorun saglikli geng ciftlerin dahi % 10-15’inde
goriilir. infertilite sorunu olan ciftlerde hormonal, anatomik, imminolojik ve kromozomal etyolojik faktorler
dislandiktan sonra herhangi bir faktér belirlenemezse durum “sebebi aciklanamayan infertilite” olarak
tanimlanir. Ciftin hig gebelik olusturamamasi “primer infertilite” olarak tanimlanir, ikiden fazla tekrarlayan
spontan abortus, 6li dogum gibi spontan gebelik 6ykiisii olanlar da infertilite grubunda degerlendirilir. Her
ovulasyonda gebelik olusma olasiligi %20’den azdir ve gebelik olusabilmesi i¢in ovulasyon, fertilizasyon ve
implantasyon asamalarinin sorunsuz agiimasi gerekir. Bu asamalarin timiinde maternal ya da fetal genetik
yapinin etkin oldugu, kromozomal ya da tek gen mutasyonlarinin da bu asamalari olumsuz etkileyecegi agiktir.
Bu proje kapsaminda, sebebi agiklanamayan infertilite olgularinda fertiliteyi etkileyen parental ve fetal tek gen
mutasyonlarinin yiizlerce geni es zamanlh arastirma olanagi saglayan yeni nesil dizileme (YND) teknigi ile
arastinlmasi amaglanmustir.
Size ve ailenize yardma olmak amaciyla bu durumun tanmisinda kullanilan laboratuar testlerini kendi
laboratuarimizda yaparak oncelikle size ve sizin gibi diger hastalara kolaylikla uygulanmasini saglamak
istiyoruz.Bu g¢alismada sizin gibi sorunlar olan bireylerden kan ve doku érnekleri alinarak bu dokularda testler
yapmayi planliyoruz.

Bu ¢alismaya katilmaya davet edildiniz fakat karar vermeden énce galismanin riskleri ve yararlari
konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Molekiiler Aragtirmalar igin Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formunu
okuduktan sonra katilmay: kabul ediyorsaniz formu imzalamaniz gerekmektedir.

1. Projeye Katilim igin Gerekli Kriterler;
Projeye katilim icin en 6nemli kriter “Sebebi Agiklanamayan infertilite” klinik tanisi konulmus olmasidir.

2. Yapilacak islemin tanim::
Klinik degerlendirmede “Sebebi Agiklanamayan Infertilite” tanisi konuldugunda yaklasik 2 ml kan

ornegi alinmasi gerekecektir.
Bu galigmaya katilmaniz iin sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir ve géniillii katim esastir.

3. Ornek Alimimin Olasi riskleri:

Kan Ornegi alimy;
Rutin testler amaciyla kan ornekleri alinirken K;EDTA'll mor kapakh tiipe alinan &rnek bu galisma

amaciyla kullanilacaktir. Bu isleme bagl; (1) igne-batmasi sirasinda hafif bir aci duyulabilir, (2) igne batmasi
sonrasinda ¢ok nadiren de olsa enfeksiyon geligebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler:
Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin gelecekte bu genetik hastaliktan etkilenecegini

ortaya cikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir. Bu nedenle elde edilen sonuglar sizinle
paylasilacaktir.Fakat bu bilgiyiégrenmeyi tamamen ret edebilirsiniz. Bu galisma ile elde edilecek genetik bilgiler
kesinlikle gizli kalacaktir ve baskalari ile paylagilmayacaktir, bilginin paylagimi sadece sizin izninize bagh
olacaktir. Size ait kan ve doku 6rnekleri sadece bu ¢alismaigin kullanilacaktir.

Olast yararlar: Bu ¢alismanin esas amaci sizdesaptanan hastaliga neden olan genetik faktorleri 6grenmektir. Biz
bu agamada heniiz yapilacak testlerin, size ve ailenize dogrudan ya da dolayl bir yararinin olup olmayacagini
bilmiyoruz. Fakat kesin olan bu calismalar tamamlandiginda bu hastaligin nedenleri konusunda daha ok sey
Ggrenebilecegimiz ve bdylece hem sizlere hem de gelecekte bu tiir hastalara daha ¢ok yardimci
olabilecegimizdir.
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Diger secenekler: Bu galismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katiimak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢aligmanin herhangi bir
asamasinda onayinizi gekme hakkina da sahipsiniz.

Hastanin/Katilimcinin Beyani

| B ] LArafiNAaN. ccocaccsisasassssisnsmssnsasasnasasssonassisssssnse (anabilim
dali ady, iinite ad) vb.)’'da tibbi bir aragtirma yapilacag belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra béyle bir arastirmaya “katiimc” (denek) olarak davet edildim. Eger bu
arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu aragtirma sirasinda da
biiyiik 6zen ve saygl ile yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin 6zenlekorunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan cekilebilirim (ancak
arastirmacilan zor durumda birakmamak igin arastirmadan cekilecegimi &nceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan
arastirma digi da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da
bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayl olsun aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olusabilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi girisiminsaglanacag! konusunda gerekli
giivence verildi. (Bu tibbi girisimler ileilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; mesai saatleri icinde, Prof. Dr. Seher Basaran ve Dr.
Ezgi Gizem Berkay’i +902124142000/32327-32347 nolu telefon ve i.0. istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dali‘ndan arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katiimak zorunda degilim ve katilmayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katiimayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diiginme
siiresi sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda
yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve géniillilik icerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLU ONAM FORMU
Yukarida goniilliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gésteren metni okudum. Bunlar

hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)
Goniilliiniin Esi Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Sebebi Agiklanamayan infertilite ile iliskili Genlerin Arastirimasi projesi kapsaminda alinan biyolojik

orneklerimin;
o Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullaniimasina izin veriyorum
o ileride yapilmasi planlanan tiim aragtirmalarda kullaniimasina izin veriyorum

o Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum
Aciklamalari yapan aragtirmacinin Adi-soyadi

Tarih : ) imzasi:

Katiimailarin: ~ Adi Soyadi Dogum tarih  Imza
Aile tyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile tyesi
*Arastirma amagl DNA iginkan alinan hastalara imzalatiimaldr.
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1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi

Tibbi Genetik Anabilim Dah

Tekrarlayan Gebelik Kayiplar: Olan Ciftlerde iliskili Tek Gen Mutasyonlarmmn

T.C.Kimlik No:

Olgu No:

Ad-Soyad:
D.T./ vast
Cinsiyet:
Adres bilgileri:
Tel:

Arastirllmasi Projesi
Hasta Takip Formu

Tarih:

Protokol No:

DNA No:

246

Ozgecmis:

Akrabalik:

Soygecmis:

Ovkii:

Aile agaci:

Fizik muayene:

Tetkikler:

Karyotip:

Molekiiler analizler:
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ETIK KURUL KARARI

T.C.
iISTANBUL UNIVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi:44 Tarih : 16.01.2018
Konu: Prof. Dr. Seher BASARAN hk.

Sayin Prof. Dr. Seher BASARAN
Tibbi Genetik Anabilim Dali

ilgi : Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 22/12/2017 giin ve 481686 sayil yazis

Sorumlu arastinicii@ini ustlendiginiz ve Ezgi Gizem BERKAY' In yurutecegi 2018/14 dosya numarali
"Tekrarlayan Gebelik Kayiplari Olan Giftlerde lligkili Tek Gen Mutasyonlarinin Arastinimas!" baslikli galisma
kurulumuzun 12/01/2018 tarih ve 01 sayili toplantisinda gérusilerek etik ydonden uygun bulunmus olup, tutanaklar

ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

Prof. Dr. A.Yagiz URESIN
iiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakultesi Klinik Aragtirmalari Etik Kurulu Karar Formu
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T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi : 249 Tarih : 19.02.2018
Konu : Prof. Dr. Seher BASARAN hk.

Sayin Prof. Dr. Seher BASARAN
Tibbi Genetik Anabilim Dal

ligi : Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 22/01/2018 giin ve 29421 sayili yazisi

Sorumlu aragtincihgini Ostlendiginiz 2018/204 dosya numarali "Sebebi Agiklanamayan Infertilite lle “i$kf"
Genlerin Arastinimasi” baghkli ¢alisma kurulumuzun 09/02/2018 gun ve 03 sayili toplantisinda gorusUlerek etik
yonden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

w

Prof. Dr. A.Yagiz DRESIN
Istanbul Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Bagkam

Eki: Istanbul Tip Fakiltesi Klinik Aragtirmalan Etik Kurulu Karar Formu
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

TEKRARLAYAN GEBELIK KAYIPLARI OLAN CIFTLERDE
ILISKILI TEK GEN MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI
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