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TEKRARLAYAN GEBELIK KAYBI OLAN OLGULARDA
ARRAY CGH ANALIZiNiN YERiI VE ONEMI

OZET
GIRIS VE AMAG: Gebelik kayiplarinin sebebini belirleyebilmek her zaman

mumkuin olmamaktadir ve ginumuzde bile tekrarlayan gebelik kaybi (TGK)
Oykusine sahip olgularin  %50’sinde  higbir neden saptanamadigi
bildirilmektedir. TGK o6ykUsune sahip hastalarin %3-8'inde Giemsa Tripsin
(GTG) bantlama yontemi ile analizi kromozom anomalileri saptanabilmektedir.
Sitogenetik analizde ortalama 400-550 band duzeyinde analiz yapilabilmekte
olup Array CGH (aCGH) yodntemi ile daha ylksek rezolisyonda analiz
yapabilmekte ve submikroskobik delesyon-duplikasyonlar saptanabilmektedir.
Bu hedefler dogrultusunda TGK o6ykusu olan olgularda aCGH analizi ile tim
genom taranarak ilgili genlerin ve Kopya Sayisi Degigikliklerin (CNV)
belirlenmesi amaclanmaktadir.

YONTEM: Calismamizda laboratuvarimizda aCGH yapilmis olgular arasindan
2 veya daha fazla tekrarlayan gebelik kaybi dykusu olan 21 ¢ift ve 22 tek olmak
uzere, 32 kadin 32 erkek toplam 64 olgunun Agilent® 8x60K platformu
kullanilarak yapilan aCGH analizleri retrospektif olarak degerlendirildi. Hasta
grubumuzun verileri DGV (Database of Genomic Variants) veri tabanindaki
saglikh kontrollerle karsilastirildi.

BULGULAR: TGK o6ykusu olan 40 olguda (%62,5), 56 farkh bdlgede toplam 83
CNV tespit edilmistir. Saptanan bu CNV’ler degerlendirildiginde; %36’sinda
(20/56) delesyon, %64’Unde (36/56) duplikasyon gozlenmistir. 2 CNV
bdlgesinde patojenik delesyon saptanmigtir. 10g11.22 kromozom bdlgesindeki
GPRIN2, NPY4R, ANXA8 genlerini iceren heterozigot delesyon ve 1p36.22-
p36.21 kromozom bolgesindeki TNFRSF8, TNFRSF1B, DHRS3 genlerini iceren
heterozigot delesyon CNV degerlendirme oOlgcegine goére patojenik olarak
degerlendirilmigtir.

TARTISMA VE SONUG: CNV saptanan genlerin DGV veritabanindaki toplum
oranlari ile karsilastirilmasi yapilirken 2 ve daha fazla olguda saptanan genler
degerlendiriimis ve hasta gurubumuzdaki LINC01237, LOC102723927,
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ZRANB2-AS, LINC01566, NEGR1, FRG2DP, CYP2E1, DUSP22, CATSPER2
genleri DGV ye gore istatistiksel olarak anlamli gekilde farkli bulunmustur.
istatistiksel olarak anlaml bulunmayan ancak genlerin fonksiyonu acisindan
TGK etiyolojisinde anlamli olabilecek UPK3B, POMZP3, PSGS8, PSG1, PSG6,
PSG7, PSG11, PSG2, PSG5, PSG4 genlerinin farklh bulunmamasi DGV
veritabanindaki olgularin segiminden kaynaklaniyor olabilir, bu genleri igeren
CNViler icin fertil saghkh kontrol guruplari ile calisma yapilmasi gereklidir.

TGK etiyolojisinde rol oynayabilecek genler calismamizda ortaya konmus
ve ileri analizlerin yapilmasi igin yeni aday genler de literatire kazandiriimistir.
Ayrica gebelik kayiplarinda sadece anneye ait degil, babaya ait genetik
faktorlerin de etiyoloji arastirmasinin da énemli oldugu goértlmustur.

Gen icermeyen CNV’lerinde interkromozomal etki ile gametogenezi
bozabildigi g6z onune alinirsa trombofili yaninda aCGH ile CNV analizi, TGK
ailelerinde olgularinin esleriyle birlikte analiz edilmesi durumunda %74’lne tani
konulabilmesini saglayarak sebebi bilinmeyen oranini %50’den %Z26’ya
indirmektedir. Olgularin ¢ift olarak degdil de bireysel olarak analiz edilmesi
durumunda %62’sine tani konabilmis ve idiopatik grup %38’e azalmistir.

Tez calismamiz literatirde TGK ciftlerinde aday genlerin de analiz
edildigi ik aCGH analizi olup bu konuda daha blylk hasta ve iyi segilmis
kontrol gruplariyla yapilacak galismalar TGK etiyolojisinin aydinlatilmasina ve

tedavi protokollerinin gelistiriimesine katkida bulunacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: aCGH, CNV, Tekrarlayan Gebelik Kaybi



THE IMPORTANCE AND DIAGNOSTIC VALUE OF ARRAY CGH ANALYSIS
IN RECURRENT PREGNANCY LOSS COUPLES

SUMMARY

INTRODUCTION AND AIM: It is not always possible to determine the cause of
pregnancy losses and even today it is reported that 50% of cases with recurrent
pregnancy loss (RPL) have no reason to be detected. Chromosome anomalies
can be determined by GTG banded analyse at a 3-8% percantage of the
patients with RPL. Cytogenetic analysis can be performed at 550 bands
resolution for detection the reason of RPL and higher resolution methods such
as arrays can also be done, determining submicroscopic deletions- duplications.
In our study; it is aimed to reveal the copy number variations (CNVs) of whole
genome structure of RPL cases and the related genes by Array CGH (aCGH)
analysis and carry out functional studies in the follow-up.

METHODS: We retrospectively again evaluated the data of 64 cases (32
women and 32 men) who applied to our clinic, 21 couples and 22 individuals,
for the history of 2 or more recurrent pregnancy loss. aCGH analyses of all
cases were performed with the Agilent® 8x60 K platform. Data from our patient
group were compared with healthy controls in the DGV database.

RESULTS: A total of 83 CNVs were detected in 56 different regions in 40 cases
(62.5%). When these CNVs are evaluated according to the regions; 36%
(20/56) deletion, 64% (36/56) duplication were observed. In two CNV regions,
pathogenic deletions were detected. Heterozygosity for a deletion in the
chromosome 10911.22 locus encompassed with GPRIN2, NPY4R, ANXA8
genes and in the chromosome 1p36.22-p36.21 locus flanking by TNFRSF8,
TNFRSF1B, DHRS3 genes were evaluated as pathogenic according to CNV
evaluation scale.

DISCUSSION AND CONCLUSION: While comparing the genes having CNV
with the rates of the society received from DGV database, genes detected in
two or more cases are analyzed and LINC01237, LOC102723927, ZRANB2-
AS, LINC01566, NEGR1, FRG2DP, CYP2E1, DUSP22, CATSPER2 genes

found in our patient group are statistically significantly different compared to
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DGV database. UPK3B, POMZP3, PSG8, PSG1, PSG6, PSG7, PSG11,
PSG2, PSG5, PSG4 genes that are found statistically insignificant even so
might be considerable in RPL etiology in terms of genes' functions and it might
be based on the selection of the cases from the DGV database. it is necessary
to study with Fertile Healthy Control Groups for CNVs which include these
genes.

Genes that can play a role in the etiology of recurrent pregnancy loss
were shown in our study and new genes were added to the literature for further
analysis. It was also found that not only maternal factors but also paternal
factors are important in the etiology of RPL.

Considering CNV's not including genes may effect the gametogenesis by
interchromosomal effect, CNV analysis with ArrayCGH along with trombophilia
decreases the rates from 50% down to 26% of unknown reason rate and
provides diagnosis of 74% in RPL families when analyzing cases with their
mates. Cases when analyzing individually not as couples 62% can be
diagnosed and the idiopathic group decreased down to 38%.

Our thesis study is the first aCGH analyze in literature in which the
candidate genes are analyzed in RPL couples and studies conducted with
greater and specially chosen control groups in this issue will contribute

elucidating the RPL etiology and developing treatment protocols.

KEYWORDS: aCGH, CNV, Recurrent Pregnancy Loss
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1. GIRIS VE AMAG

Gebelikte karsilagilan en sik komplikasyonlardan biri de gebelik
kayiplaridir. Diinya Saghk Orgitit (WHO), fetlisiin dogum agirhginin 500 g'dan
az oldugu gebeliklerin sonlanmasini gebelik kaybi olarak tanimlanmaktadir (1).
Gebeliklerin %15-25'i dugsuk ile sonuglanir (2,3). Gebelik kayiplarinin %3-5’i
tekrarlayan tarzdadir (3). Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) ise klasik olarak 20.
gebelik haftasindan 6nce 2 veya daha fazla gebeligin kaybi olarak tanimlanir.
TGK etiyolojisinde yer alan baslica nedenler arasinda; anatomik faktorler,
endokrin faktorler, kalitilan trombofililer, immunolojik faktorler, enfeksiyoz
faktorler, gevresel faktorler, erkek faktori ve genetik faktorler sikhkla yer
almaktadir (2).

Abortus olgularinin yaklasik %60’ inda genetik sebeplerin etkili oldugu
dusunulmektedir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan olgulara kromozom analizi
yapilmalidir. Bu olgularin birinde translokasyon saptanmis ise bir sonraki
gebelik %68-80 oraninda gebelik kaybi ile sonuglanir. Bdyle olgularin
tedavisinde PGD (Preimplantayon Genetik Tani) ile birlikte IVF (Invitro
Fertilizasyon) ile kromozomal bozukluk tasimayan embriyolarin transferi
tedavide kullanilabilir. Gebelik kayiplarin yaklasik %50-70’i 6limcul kromozom
anomalisine sahiptir (4).

Gebelik kayiplarinin sebebini belirleyebilmek her zaman mumkuin
olmamaktadir. TGK &ykusline sahip olgularin %50’sinde higbir neden
saptanamamistir (5). Bu gruba idiopatik tekrarlayan gebelik kaybi olarak
siniflandinlir. Yapilan prospektif ve retrospektif calismalar énceki gebeligi
kayipla sonuglanan kadinlarda bir sonraki gebelikteki kayip riskinin arttigini
ortaya koymaktadir.

Periferik kromozom analizinde 500-550 band duzeyinde analiz
yapabilmektedir (5 Megabazdan daha kuguk yapisal kromozom anomalileri
saptanamayabilmektedir.). Ancak aCGH yontemiyle daha yuksek ¢ozunarlikte
analiz yapabilmektedir (6). Tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularin
konvansiyonel sitogenetik analizde saptanamamig submikroskopik kopya sayisi
degisiklikleri saptamak amaciyla daha yuksek rezolisyonda analiz yapiimalidir.
Bu galismamizda 2016-2017 vyillarindaki COMU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik



Tani Merkezine 2 veya daha fazla tekrarlayan gebelik kaybi 6ykisu nedeniyle
bagvuran 64 adet olguya ait yapilan Array CGH verileri degerlendirilecektir.
Ayrica retrospektif olarak olgularin dykuleri, aile &ykuleri, pedigrileri
poliklinigimizdeki hasta formlariyla, sitogenetik sonuglari, ve yapilan diger
molekuler analizleri degerlendirilecektir. Bu bilgiler sayesinde olgularin daha
ayrintili sonuclari saptanabilecektir.

Bu calismamizda tekrarlayan gebelik kaybi olan ve Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik poliklinigine bagvuran olgulara ait
aCGH yontemiyle elde edilen verilerin retrospektif olarak degerlendirerek CNV
iceren gen bdlgeleri ile TGK arasindaki iligkiyi belirlemeye dayali bir ¢alisma
planlanmigtir. Bu olgularin genomunun yuksek c¢ozunurlukle incelenmesi ve
kopya sayisi degisikliklerinin (CNV) belirlenmesi, klinik olarak anlamli bélgelerin
tespit edilmesine yol agacaktir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularda
saptanan kopya sayisi degisiklikleri, olgularin sonraki gebelikleri agisindan
dogru bir sekilde yonlendirilmesine yardimci olacaktir.

On planda TGK ile iligkili (TIMP2, CTNNA3, SYCP3, ANXA5, FVL,
NOS3, F2 vb.) genler agisinda hastalar taranacak ve bu genlerdeki degisiklikler
(delesyon-duplikasyon) DGV veritabani kontrol olacak sekilde TGK ile iligkisi
belirlenecektir (7). Ayrica olgularda saptanan CNV degisiklikleri (bizim
taradiklarimiz haricinde) tekrarlayan gebelik kaybi ile iligkisi agisindan diger
olgularda da taranarak DGV veri tabanindaki kontrol grubuna gore
karsilastiriimasi yapilacaktir.

Bu yontem ile olgulardan 60 bin probun okunmasi ile ilgili verilerden
belirledigimiz lokuslar agisindan degerlendirmeler yapilarak tekrarlayan gebelik
kaybina sahip olgulardan retrospektif olarak kopya sayisi degisikligi
saptananlarda hangi gen ve gen yolaklarini etkilendiginin belirlenmesi
amaclanmaktadir. Bu sayede tekrarlayan dusuklere sebep olan yeni aday
genler bulunabilecektir. Saptanan genlerin hangi yolaklara ait olduklarinin
analizi (trombotik, immunolojik, plasental gelisim ile ilgili vb.) hastalarin
takibinde fayda saglayabilecektir (7). Ayrica aday genlerle ilgili yeni projeler
gelistiriimesi mumkuln olacaktir. Bu sekilde bu hasta grubundaki olgularin daha

ileri ve etkin tani almalarina olanak saglayacaktir.



2.  GENEL BILGILER

2.1Kromozom Anomalileri
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Sekil 2.1. Kromozom anomalilerinin siniflandirmasi (8)

Bir kromozom anomalisi, dogrudan bir hastalik teshisi ile iligkili olabilir
veya hastadaki fiziksel bir sorunu veya fenotipik anormalligi aciklayabilir (8).Bu
nedenle, etkilenen bir kiginin, bilinen morfolojideki 23 kromozom giftinin farkli bir
kromozom yapisina sahip olup olmadigini belirlemek dnemlidir.

Kromozom anomalileri sayisal ve yapisal olarak ikiye ayrilir ve bir veya
daha fazla otozom, cinsiyet kromozomu veya her ikisini birden igerebilir.
Kromozom anomalilerinin en yaygin tipi, ekstra veya eksik kromozoma bagh
olan andploididir (13) . Kromozom kurulusu anoploid olan bireyler fiziksel
ve/veya mental anomalilere sahip olabilirler.

Yapisal kromozom anomalileri (bir veya daha fazla kromozomu igeren
yeniden duzenlemeler) nispeten daha yaygindir. Yapisal duzenlenmeler

genomik bir dengesizlige yol acip agmadigina bagh olarak fenotipik bir etki



gosterebilir. Ayrica dengeli kromozom abnormallikleri sonraki nesillerde
dengesiz kromozomal anomalileri agisindan ylksek bir risk tasimanin yaninda
kusaklar boyunca hasta/anormal fenotipli birey ortaya ¢ikmadan da
aktarilabileceklerinden dolayi énemlidir. TGK olan bireylerin, bir ya da daha
fazla saglikh cocuklarinin olmasi, bu kisilerin dengeli kromozom anomalisi
tasimadiklarini gostermemektedir. Ciftlerde ve hatta hekimlerde bdyle bir
onyargl olmasina ragmen literatirde dengeli translokasyon tasiyicisi oldugu

halde 3 saglikli gocugu olan olgu bildirilmistir (9).

2.1.1 insidans

Yagsayan bireylerde gozlemlenen dengesiz kromozomal sayisal
bozukluklar U¢ tane otozomal trizomi (trizomi 21, trizomi 18 ve trizomi 13) ve
dort tane cinsiyet kromozomunun anoploidisidir (Turner sendromu (45,X),
Klinefelter sendromu (47,XXY), 47,XYY ve 47,XXX). Triploidi ve tetraploidi
kromozom kurulusunda olan fetlisler genelde tipik olarak spontan dislk veya

0lu dogum ile sonuglanir ve ¢ok az sayida gorulmektedir.

Tablo 2.1. 10.000 Gebeligin insidans Sonuglari (11)

Gebelik Spotan Abortus (%) Canli dogum
Toplam 10.000 1.500 (15) 8.500
Normal karyotip 9.200 750 (8) 8.450
Abnormal karyotip 800 750 (94) 50
Spesifik anomaliler
Triploid ve Tetraploid 170 170 (100) 0
45X 140 139 (99) 1
Trizomi 16 112 112 (100) 0
Trizomi 18 20 19 (95) 1
Trizomi 21 45 35 (78) 10
Diger trizomiler 209 208 (99.5) 1
47 XXY, 19 4 (21) 15
47, XXX,
47 XYY
Dengesiz dizenlemeler 27 23 (85) 4
Dengeli diizenlemeler 19 3 (16) 16
Digerleri 39 37 (95) 2




2.1.2 Sayisal Kromozom Anomalileri

Bir kromozom kompleksi 46'dan farkh herhangi bir kromozom sayisina
sahipse heteroploid olarak adlandirilir. Haploid kromozom sayisinin (n) tam
katlarina euploid (n,2n,3n gibi) ve diger kromozom sayilari andploid (n+1,n-1

gibi) olarak adlandirilir.

1) Poliploidi (Tetraploid, triploid)

Normal somatik hucreler diploid (2n) hucrelerdir. Poliplodi, haploid
sayinin tam kati olan ve diploid saylyr agsan kromozom sayisidir. Abort
materyallerde bazen triploid (3n = 69 kromozom) ve tetraploid (4n = 92
kromozom) hticreler gézlenmektedir.

Triploidi, gebeliklerin %1-3'Uunde gorulur (10). Triploid bebekler canli
dogabilirler, ancak uzun sure hayatta kalamazlar. Cogunlukla bir yumurtanin iki
sperm (dispermy) tarafindan doéllenmesiyle olusur. Diger durumlarda ise
mayotik bolinmelerden birinin basarisizligindan kaynaklanir ve bu da diploid bir
yumurta veya sperm olusturur.

Bir triploid karyotipin fenotipik bulgusu, ekstra kromozom setinin
kaynagina baghdir. Ekstra maternal kromozom seti olan ftriploidiler, gebelikte
genellikle kendiliginden erken donemde dusuk ile sonuglanir veya suren
gebeliklerde teratom saptanabilir; ekstra paternal kromozom setine sahip
olanlar tipik olarak parsiyel mol hidatiform olarak adlandirilan anormal
dejeneratif plasenta ve kugulk bir fetusa sahiptirler. Triploidiler ileri hafta gebelik
kayiplarinda da ve 6lU dogumlarda da saptanabilir.

Tetraploidler ise 92, XXXX veya 92, XXYY kromozom kurulusuna sahip

olup, zigotun erken bolunme basarisizligindan dolayi kaynaklanmaktadir.

2) Anoploidi

Haploid sayinin tam kati sayida olmazsa anoploidi olarak adlandirilir.
Anoploidi, sayisal kromozom anomalilerinin en yaygin ve klinik olarak dnemli bir
turadar. Klinik olarak tani konulmus tim gebeliklerin en az %b5'inde ortaya
cikmaktadir. Cogu andploidi vakasinda, sikhkla trizomi (bir kromozomun iki
yerine U¢ tane bulunmasi) veya daha az siklikta monosomi (bir kromozomun iki

yerine bir tane bulunmasi) bulunur.



Trizomi ya da monosomi ciddi fenotipik sonuglara neden olabilir. Trizomi,
genomun herhangi bir parcasi i¢cin mevcut olabilir, ancak bir bitin kromozom
icin trizomi, genellikle yagsamla bagdasmaz. Canli dogan bebeklerde en yaygin
tanisi konulan trizomi tlrl trizomi 21’dir. Canli doganlarda goézlenen diger
trizomiler, trizomi 18 ve trizomi 13'tir. Bu otozomlarin (13, 18, 21) Gzerinde en
az gen bulunan kromozomlar olmasi dikkat gekmektedir. Muhtemelen, daha ¢ok
gen iceren otozomlar igin trizomi genellikle éldurtcudar (11). Tam bir kromozom
iceren monozomiler hemen hemen her zaman o&ldurtcudar. Bununla birlikte,
Turner sendromunda goruldugu gibi X kromozomunun monozomisi bu durumun
onemli bir istisnadir.

Andploidi siklikla kardes kromatidelerin anafazda ayriimamasindan
dolay1 yani mayotik nondisjunctiondan dolayr meydana gelmektedir (10).
Bazende bu durum anafazda bir kromzomun geri kalmasindan dolayi olabilir.
Bu durum bir ¢ift kromozomun, mayoz bolinme safhalarinin birinde (genellikle
mayoz | sirasinda) dizgin sekilde ayriimamasindan dolayi kaynaklanmaktadir.
Mayoz | ve mayoz Il esnasinda olusan nondisjunctionin genomik sonuglari
birbirinden farklidir. Mayotik nondisjunction mayoz | sirasinda olursa fazladan
kromozomu olan gamet o kromozomun her iki homolog kromozomunu
tasiyacaktir. Mayoz Il sirasinda olursa normal ve fazladan olan kromozom ayni
olacaktir.

Ayrica zigot olustuktan sonra da mitotik bir bolinmede nondisjunction
olusabilir. Eger bu erken bir bolunme evresinde olursa, klinik agidan énemli bir
mozaiklik ortaya c¢ikabilir. Bazi malign hucre serileri ve bazi hucre kulturlerinde,

mitotik nondisjunction sonucu son derece anormal karyotiplere neden olabilir.

2.1.3 Yapisal Kromozom Anomalileri

Genel olarak, yapisal anormallikler 375 yenidoganin yaklasik 1'inde
mevcuttur. Yapisal yeniden dizenlenmeler, kromozom kirilmasi, parga degisimi
veya rekombinasyondan kaynaklanir. Bir kromozom kirildiginda genellikle iki
kararsiz telomersiz yapigkan ug¢ olusur. Bunu takiben anormal kombinasyon
yeniden yapilandirilir. Hem esey hucrelerinde hem de somatik hulcrelerde
kromozom anomalilerinin ¢ogu rekombinasyon hatalarindan dolayi olusgur.

Ozellikle tekrarlayan DNA bélgelerinde hatali eslesmeler gorilebilir. Buda



yapisal anomalilere neden olabilir. Halbuki yeniden duzenlemeler pek c¢ok
yoldan olabilir olsa da, onlar andplodiden daha az sikhktadir.

Sayisal kromozom anomalilerinde oldugu gibi, yapisal yeniden
dizenlenmeler bir kiginin tim hticrelerinde veya mozaik formda olabilir. Yapisal
yeniden duzenlenmeler dengeli (ekstra veya eksik kromozom pargasi yoksa) ve

dengesiz (ekstra veya eksik kromozom pargasi varsa) olarak siniflandirilir.

Yeniden dlzenlemelerin bir kismi stabildir (mitotik ve mayotik hlcre
bdlinmelerini degistirmeden gegcme yetenedine sahip) ve diger bir kismi ise
anstabildir.

Acikgasi bu durumlari saptayabilmek igin yani 06zel bir yeniden
duzenlemeyi analiz etmek icin kullanilan yontemin ¢ozunurligu onemlidir.
Ornegin  yiksek ¢ozinirlikli bantlama dizeyinde dengeli kromozom
kurulusunda saptananlar, kromozomal mikrodizileme veya DNA dizi analizi ile

calisildiginda dengesiz kromozom kurulusunda saptanabilinir.

Duplikasyon Dalesyon Halka Kromozom

! B 1
° B ! - I O
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Sekil 2.2. Yapisal kromozom anomali sekilleri (12)



1) Dengesiz Yeniden Diizenlemeler

Dengesiz yeniden duzenlenmeler yaklasik 1600 canli dogumda 1
gorulur. Birden fazla genin delesyonu ya da duplikasyonu ya da her ikisinin
birden ortaya c¢ikmasi nedeniyle fenotipin, anormal olmasi muhtemeldir. Bir
kromozomun bir kisminin duplikasyonu durumunda o segmentteki genler igin
parsiyel trizomi, delesyonu durumunda ise parsiyel monozomi olarak adlandirlir.

Genel bir kavram olarak, normal gen dozaj dengesini bozan herhangi bir
degisiklik, anormal gelisime neden olabilir. Belirli bir vakada spesifik genlerin
dozaji degistiriimesine bagh olarak, genis bir fenotip araligina neden olabilir.

En azindan birkag megabazlik dengesiz yeniden dizenlenmeler, yuksek
¢ozunurluklu karyotipleme de dahil olmak Uzere rutin kromozom bandi
seviyesinde tespit edilebilir. Daha kiglk degisikliklerin saptanmasi igin FISH
veya kromozomal mikroarray analizi gibi daha yudksek ¢ozundrlige sahip
yontemler ile analiz yapilmasi gerekir.

a. Delesyon ve Duplikasyon

Sitogenetik olarak goérinen otozomal delesyonlar, yaklasik 7000 canh
dogumda 1 insidansa sahiptir. Delesyon bir kromozom segmentinin
kaybedilmesi demektir ve bu durum kromozomun dengesiz olmasina neden
olur. Bu durum basitge kromozomun kirllmasi ve asentrik segmentin kaybi ile
ortaya cikabilir. Bir delesyon tasiyicisi (bir normal kromozom ve bir delesif
kromozom) normal kromozomun ilgili bdlgesi agisindan monozomiktir.

Klinik sonuglar genelde haploinsufficiency (bulunan tek kopyanin iki
kopya gibi islevini yerine getirememesi) yansitir. incelendiginde silinen
segmentin boyutu, silinen spesifik genlerin sayisi ve fonksiyonu klinik sonuglarin
siddetini hakkinda bilgi verir. Daha kuguk, submikroskopik delesyonlar
mikroarray analizi ile gok daha yaygin tespit edilir, ancak bu tir birgok varyantin
klinik Gnemi henlz tam olarak belirlenememistir.

Bir kromozomun sonunda (terminal) veya bir kromozom kolu boyunca
(interstisyel) bir delesyon meydana gelebilir (13). Prenatal tani, dismorfik veya
zihinsel engelli hastalarin incelenmesi sirasinda birgok delesyon tespit
edilmistir. Genel olarak, duplikasyon delesyondan daha az zararl

gorunmektedir. Ayni zamanda duplikasyon kromozomal dengesizliJe neden



olur. Bu kromozom kiriklarida genleri bozabilir ve ¢gogu zaman bazi fenotipik

anormalliklere neden olur (14).

b. Marker ve Halka Kromozomlar

Cok kuguk, tanimlanmamis kromozomlar marker kromozom olarak
adlandirihir. Markir kromozomlarinin prenatal sikhigi yaklasik olarak 2500'de 1
olarak tahmin edilmektedir. Bu kromozomlar genelde kromozom hazirlig
sirasinda gorulir ve siklikla mozaik durumdadir. Bunlar genellikle normal
kromozom kurulumuna ek olarak bulunur. Kiguk boyutlari nedeniyle, kesin
olarak tanimlayabilmek igcin genellikle yuksek rezolusyonlu genom analizi
gereklidir.

Daha buyuk markir kromozomlar, bir veya her iki kromozom kolundan
genomik bolge igerir ve mevcut olan her gen igin bir dengesizlik olusturur.
Markir kromozomun kékenine bagli olarak fetal bir anormallik riski ¢ok dugtkten
% 100'e kadar degisebilir. Tam olarak anlasilamayan bir nedenden dolayi, bu
markirlarin yuksek bir orani kromozom 15 ve cinsiyet kromozomlarindan
kaynaklanmaktadir (15).

Cogu markir kromozom telomer igcermez ve bu kromozomlarda iki kirik
olusup, kirik uclari birleserek halka kromozomu olustururlar. Bazi halka
kromozomlar mitozda guglik yasar. Halka kromozomun iki kardes kromatidi
anafazda ayrilma girisiminde karisikiga neden olur. Bu kromozom kirilabilir,
buna takiben fizyon gelisir ve bdylece daha buylk ve daha Halka kromozomlar
olusturulabilir. Bu mitotik instabilite nedeniyle, Halka kromozomlarin hicrelerin

yalnizca bir bolumunde bulunmasi nadir degildir.

c. izokromozom

izokromozom, bir kolun delesif oldugu ve diger kolun ayna goriintiisi
bigiminde ¢ogaltilan bir kromozomdur. Bu nedenle, bir izokromozom tagiyan 46
kromozomlu bir kisi, bir kolun genetik materyalinin tek bir kopyasina (parsiyel
monosomi) ve diger kolun genetik materyalinin U¢ kopyasina (parsiyel trizomi)
sahiptir.

Bir dizi otozom igin izokromozom tanimlansa da, en yaygin

izokromozom, Turner sendromlu bireylerin bir kisminda saptanan i(X)(q10)’dur



(13). Ayni zamanda izokromozomlar hem solid tumor hemde hematolojik

malignansi olan kisilerin karyotiplerinde gorulir.

d. Disentrik Kromozom

Disentrik kromozom, sentromer igeren iki kromozom pargasinin
sentromeri bulunmayan pargalarini kaybederek u¢ uca eklenmesiyle olusan
nadir gorulen bir kromozom anomalisidir. Disentrik kromozomlar iki sentromeri
olmasina ragmen iki sentromerden bir tanesi epigenetik olarak baskilanirsa
veya iki sentromer daima anafaz sirasinda hareketlerini bir ya da diger kutba
koordine ederse bu kromozomlara psddodisentrik kromozomlar denir. En
yaygin psododisentrik kromzomlar cinsiyet kromozomlari ve akrosentrik

kromozomlardir.
2) Dengeli Yeniden Dulizenlemeler

a. Translokasyonlar

Kromozom pargalarinin kromozomlar arasi yer degistirmesidir. Bu
degisim genelde etkisiz DNA kaybina yol acar ve genler agisinda fonksiyonel
kayba yola agmaz. Dengeli oldugu surece translokasyona sahip bireyler
genelde Kklinik olarak normaldir. Bu durumun riski bu bireylerin c¢ocuklari
dengesiz bir yeniden diizenleme acisindan risklidir. Ug tip translokasyon

mevcuttur.

i. Resiprokal Translokasyon

iki kromozomun kirilan uglarin distalinde kalan kromozom parcalarinin bir
biriyle parca degismine denir. Bu sekilde olup dengeli tagiyicilar saglkl olsada
olusacak gametler dengesiz olma ihtimali vardir. Dengesiz olan embriyo gebelik
kaybi olabilecegi gibi yasamasi durumunda mental motor retardasyon ve
dogumsal anomalilere sahip olabilir. Dengesiz olma ihtimali saptananlarda bu
durum daha fazladir, ¢inkiU bu sekilde olusan fetuslerin bir kismi gebelik kaybi
ile sonuclanmaktadir. Genel olarak translokasyon tasiyici bireylerin ¢ocuklari
kendi gibi tasiyici olmasi yani sira dengesiz bir translokasyon tasiyicisi

olabilecegi gibi normal olma ihtimalide vardir (16).
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ii. Robertsonian Translokasyon

Iki akrosentrik kromzomun sentromeri ya da sentromerine yakin bir
bolgeden kirilarak ¢apraz birlesmesiyle olusur. Kromozom 13 ve kromzom
14’Gn robertsonian translokasyonu en sik rastlananan robertsonian
tranlokasyonudur. Bunun kromozom 14 ve kromozom 21’in olusturdugu

translokasyon izler.

iii. insersiyonal Translokasyonlar

Bir ya da iki kromozomda u¢ kirik olusarak kromozomdan ¢ikan parga
baska bir bolgeye gider ve oraya eklenerek olusur. Buna insersiyonel tip
translokasyon denir ve bu tip translokasyonlar 3 kirik gerektirdigi igin ¢ok sik

gorulmemektedir (16).

b. inversiyon

iki noktadan kirlan kromozomun 180 derece ddnerek ayni yere
yapigsmasin sonucu olusan kromozomal anomalidir. Her iki kirilan bolge tek kol
uzerinde olusarak sentomer dahil olmamasi durumuna parasentrik inversiyon
denilmekle birlikte, eger kirilmalar iki kolda olugsarak sentromerinde dahil oldugu
durumda ise perisentrik inversiyon denir. Genel olarak bir anormallige yol

acmamak ile birlikte dengesiz gamet olusturma riski tagimaktadir.
2.1.4 Digerleri

1) Mozaisizm

Mozaiklik, genetik varyantin ekspresyonundaki hlcreye 0zgu
farkhliklardan kaynaklanan bir hastaligin hicresel veya doku dizeyinde,
heterojen ekspresyonunu ifade eder (17). Mozaiklik, tek bir dollenmis
yumurtadan meydana gelen bir kiside genetik olarak biribirnden farkli hicrelerin
iki popullasyona sahip oldugu durumunu ifade eder. Gelismekte olan bir
blastokistin veya embriyonun bir hicresinden meydana gelen mozaiklik, birkag
mekanizmadan biriyle ortaya cikabilir. Gelisim sirasindan daha sonra meydana
gelen etkiler hiicrelerin daha kuguk bir b8limund ve hicre hatlarinin daha sinirli
sayida etkilenmesini saglar. Mozaik bireyler genetik degisikligi gametlerde
mevcutsa bu degisikligi bir sonraki kusaga aktarabilir. Bir hastalik tagiyiciligi igin
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mozaiklige sahip bir birey, germline olarak iligkili varyanti barindiriyorsa, bu
tasiyicilik, bu varyanti kalitan ¢ocuklarda yeni bir bulgu olarak ortaya gikabilir
(18).

2) Genomik imprinting

imprinting cinsiyete 6zgii epigenetik degisiklikler nedeniyle varyantin
anne veya babadan kahtilip kalitiimamasina bagh olarak bir genetik varyantin
ekspresyonundaki farkhliklari ifade eder (17). Bazi tasiyicilarin ekspresyonu,
mutasyonlarin bir ebeveynden veya digerinden kalithp kahtiimadigina baghdir.
Parental impirintingin, gametogenez sirasinda (ddllenmeden 6nce) yumurta ve
spermde yer alan DNA'nin epigenetik modifikasyonu yoluyla ortaya c¢iktig
dugunulmektedir. Disi hattinda devre digi birakilan (susturulan) genlerin
maternal imprinted oldugu soylenir (yalnizca paternal olarak turetilen alel ifade
edilir ve aktif olur); erkek hattinda inaktif olan (susturulan) genlerin paternal

imprinted oldugu sdylenir (sadece maternal tlirev alel ifade edilir ve etkindir).

3) Kimerizim
Kimerizm, mozaikligin aksine, iki veya daha fazla dollenmis yumurtanin
fuzyonu sonucu nedeniyle genetik olarak farkli hicrelerin iki veya daha fazla

populasyona sahip oldugu nadir bir durumdur.
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2.2Gebelik Kaybi

Gebeligin ilk 6 haftallk donemi pre-embriyonik periyottur. Embriyonik
periyod 6. haftadan 10. haftaya kadar devam eder. Fetal periyod ise 10.
haftadan baglar, gebeligin sonuna kadar surer. Diinya Saglik Orguti (WHO),
gebelik kaybini 500 gramdan kuguk bir fetis veya embriyonun (yaklasik 20-22
haftalik) dogumu olarak tanimlanmaktadir (1). Gebelik kaybi erken ve ge¢

gebelik kaybi olarak ikiye ayrilmaktadir.

2.2.1 Erken Gebelik Kaybi
Gebeligin ilk 12 haftasinda olan distige erken gebelik kaybi olarak
adlandirilir ve gebelik kesesinin bos veya kardiyak aktivitesi olmayan bir fetls

bulunan gebeligi ifade eder (19).

2.2.2 Geg Gebelik Kaybi
Gebeligin 12. haftasindan 20-24. haftasina kadar olan disuge geg
gebelik kaybi olarak adlandirilir.

Peri-impilantasyon
donemi

Pre-embriyonik Embriyonal “« Olii Dogum R
| g DONEM >4 Dénem ¥ Fetal Kaylp e 4 Preterm Dogum —
v 6.Hafta 10.hafta  12.hafta 20.hafta 24 hafta 37.hafta
T T T
1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester
4———— Erken Gebelik Kaybi > Geg Gebelik Kaybi =

Sekil 2.3. Gebelik donemleri spektrumu (20)

2.2.3 insidans

Spontan gebelik kaybi sasirtici derecede yaygin bir durumdur. Butin
gebeliklerin sadece %30'u canli dogum ile sonuglanir (21). Ozellikle TGK ile
kargl karsiya kalindiginda spontan gebelik kaybi giftler igin fiziksel ve duygusal
olarak agir bir yuktir. Tanisi konulmug gebeliklerin %15-20’si gebelik kaybi ile

13



sonuglanmaktadir (22,23). Gebelik kaybi haftasinin Ust siniri genellikle 20-24
hafta olarak kabul edilmesine ragmen, bunlarin % 80'i gebeligin ilk 12

haftasinda goérular (19).

2.2.4 Etiyoloji

Geleneksel sitogenetik analiz, trizomi, monozomi veya poliploidi gibi
sayisal kromozom hatalari veya yapisal kromozom dizenlemelerinden dolayi
olusan gebelik kayiplari agisindan yillardir kullanilmaktadir. Gebelik kayiplarinin
yaklagik %50-70'inde lethal kromozom aberrasyonlari mevcuttur (24,25).
Gebelik kayiplarinin, letal submikroskopik degisikliklerden kaynaklanma ihtimali
yuksektir.

Spontan dusuklerin kromozom anomalilerin genel sikligi %40 ile %50
arasindadir ve kromozom anomalileri canli doganlarda gorilenlerden farkhidir
(13). Abortuslarda en sik gorilen kromozom anomalisi 45,X olup, kromozomal
anomalili spontan abortuslarin yaklasik %20'sini, ancak kromozomal anomalli
canl dogumlarin %1'inden daha azini olugsturmaktadir. Trizomi 16 ise canli
dogumlarda hi¢ goérilmemekle birlikte, trizomili abortuslarin yaklasik Ugte birini
olusturmaktadir.

Her gebelik kaybi bir sonraki gebeligin kayipla sonuglanmasini artirmakla
birlikte artan maternal yasta gebeligin kayip ile sonu¢lanma riskini artirmaktadir
(26). Gebelik kaybi, 18 yasindan genc ve 35 yagindan buyuk kadinlarda daha
yaygindir, onceki gebelik kaybi sayisi ile yukselir ve ozellikle maternal yasin
ilerlemesiyle birlikte de bu risk yikselmektedir (19). Gebelik kaybi riski maternal
yasin 35'i gegmesi ile hizla yukselmektedir (27). 20-24 yasindaki bireylerde
%9,5 iken, 45 yas ve Ustlinde %76'ya kadar yukselmektedir. Codunlukla artmis
trizomi siklig1 nedeniyle olmaktadir.

Bir gebelik kaybi geciren kadinlarin %90'li daha sonra saglikli bir bebege
sahip olabilirler, iki gebelik kaybindan sonra ise %50-60'Inda saglikli bir bebek
sahibi olabilirler. Hatta U¢ kez dusuk yapmis bir kadin bile, dérdincu kez
basarili bir hamilelik sansi ise yaklasik %40'tir. Gebelik kaybi etiyolojik
analizinin, ¢iftin sonraki gebeliklerindeki dogum 6ncesi bakimin da énemli bir

etkisi oldugu gdsterilmistir (28).
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Ureme hikayesi gebeligin devami hakkinda bizi yénlendirme konusunda
onemlidir. Canl dogum oykusu olan bireyler, gebelik kaybi olan bireylere gore
bir sonraki gebeliklerinin kaybi konusunda daha az risk tasirlar. Bununla birlikte
canli dogum gergeklestirmis bireyler bir sonraki gebeliklerinde sorunla
kargilagabilirler ancak sekonder tekrarlayan gebelik kaybi olan bireylere gore
prognozlari daha iyidir.

Geleneksel karyotiplendirme gebelik kaybinda etiyolojiye yonelik olarak
kullaniimaktadir, ancak hticre kultliri —metafaz analizi temelli bu teknigin birgcok
sinirlamasi vardir. Komperatif genomik hibridizasyon (aCGH) ya da tek
nukleotid polimorfizm (SNP) genotiplendirmede kullanilarak daha yuksek
¢Ozunlrlik sayesinde gelecekte geleneksel karyotipin yerini alabilir. aCGH,
genom icinde 100 Kb'a kadar ¢ozunurlige sahiptir. Bu yontem ayrica
submikroskobik duzeydeki kopya sayisi artis veya kayiplarini (Copy Number
Varyant, CNV) tespit eden DNA temelli bir tekniktir.

2.3Tekrarlayan Gebelik Kaybi (TGK)

iki veya daha fazla gebelik kaybi olmasina tekrarlayan gebelik kaybi
denir (29). Ancak bazi yayinlarda Ug¢ gebelik kaybini teshis igin dngérmektedir
ve sonrasinda degerlendirme oOnermektedir (20). Tekrarlayan gebelik kaybi,
oncesinde canli dogum gercgeklesip gerceklesmedigine bagh olarak primer veya
sekonder bir sure¢ olarak siniflandirilabilir.

Tekrarlayan gebelik kaybi, ireme tibbindaki en belirsiz ve zor alanlardan
biridir, cinku etiyoloji genellikle bilinmemektedir ve kanita dayali tani ve tedavi
stratejileri yeterince mevcut degildir. Ayrica, tekrarlayan gebelik kaybi yasayan
ciftler yogunlukla niks ve tekrarlama riskini 6grenmek istemektedirler.

TGK, ciftler icin sikintili bir srectir, cinkl her gebelik kaybindan sonraki
gebeligin dugsukle sonuglanma ihtimali yukselmektedir (30). TGK ile gebelik

surecindeki komplikasyon ihtimali de yukselmektedir (31).

2.3.1 insidans
TGK'1 gebelik planlayan giftlerin yaklasik %3-5'ini etkiler (20,32).
Kapsamli bir degerlendirme yapilmasina ragmen, ciftlerin %50'sinde herhangi

bir faktor belirlenememistir (4).
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2.3.2 Etiyoloji

TGK ile iligkili faktorler, genetik, trombofilik, gevresel, anatomik, endokrin
ve otoimmiin faktorlerdir (33). immiin sistem disfonksiyonu ve trombofilik
bozukluklar da dahil olmak Utzere TGK riskini artirdigi bilinen bir dizi faktor
olmasina ragmen, olgularin yaklasik vyarisinda altta yatan etiyoloji
bilinmemektedir (34). Geg¢ gebelik komplikasyonlari (fetal buyume geriligi,
preterm dogum ve preeklampsi gibi) da TGK ile iliskili olabilmektedir (35).

Gunumuze kadar, TGK’'nin genetik yatkinligina odaklanan calismalarin
¢ogunlugu, birgok aday genin tek nukleotid polimorfizmlerini (SNP) ele almigtir.
Son zamanlarda, CNV’ler TGK’ya etkisinin olabilecedi 6nerilmistir (36). TGK'li
olgulari degerlendirirken hekim mevcut siniflamanin farkinda olmali, énceki

gebelik kayiplarinin nedenini belirlemeli ve olasi tum riskleri degerlendirmelidir.

Tablo 2.2. Habituel Abortusun Etiyolojik Sebepleri

1. Genetik nedenler
I.  Kromozomal anomaliler
[I.  Maternal yasa bagl anoploidiller
[ll.  Parental dengeli translokasyonlar
IV.  Tek gen hastaliklan
V. SNP ve CNV'ler
2. Trombofilik nedenler
I.  FVL mutasyonu
[I.  Protrombin mutasyonu
. MTHFR mutasyonu
3. Idiopatik nedenler
4. Endokrinolojik nedenler
I.  Polikistik Over Sendromu
[I.  Hipotiroidi
lll.  Diabet
IV. Luteal Faz defekti
5. immunolojik nedenler

I.  Antifosfolipit Antikor sendromu
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II.  Colyak hastaligi

6. Yasam tarzi ve Cevresel nedenler

I. Sigara
lI. Kafein
.  Alkol
IV. Radyasyon
V. Obezite
VI.  Stres

7. Anatomik nedenler
I.  Konjenital Uterin anomaliler
II.  Servikal yetmezlik
lll.  Kazanilmis uterin defektleri
a) Miyomlar
b) Adezyonlar

8. Enfeksiydz nedenler

1) idiopatik nedenler
TGK 6ykusune sahip olgularin %50’sinde higbir neden saptanamamistir
(37-40). Idiyopatik TGK genetik yatkiniga isaret eden (¢ kanit (zerinde
durulmustur (41).
1. idiopatik TGK olgularinin kardesleri kontrol grubuna gdére daha yiiksek
oranda spontan gebelik kaybr yagamaktadir.
2. Spontan gebelik kaybinin sayisi arttik¢a riski de artar.
3. idiopatik tekrarlayan gebelik kaybi ciftlerinin gebelik kaybinin oldugu hafta
genelde ayni dénem igindedir (%90" gebeligin ilk 12 haftasindan éncedir.).
idiyopatik gebelik kaybi hastalarinin birinci derece yakinlari arasinda
TGK prevalansi, genel populasyona kiyasla 6 kat artmistir (42). DNA
metilasyonu, skewed X inaktivasyonu, kromozom heteromorfizmleri, sperm
DNA fragmantasyonu gibi genetik faktorler test edilmis ancak higbiri idiopatik
tekrarlayan gebelik kaybi agisindan major bir risk faktdérl olarak kabul

gOérmemistir.
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Idiopatik TGK olan kadinlarda saptanan genetik varyantlarin fonksiyonlari
g6z onune alindiginda, genlerden bazilari immun yanit (KIR2DS4, MBL, IFNG,
IL10, KIR2DS2, KIR2DS3, TNF), pihtlasma (F5, F2, PAI-1, PROZ),
metabolizma (GSTT1l, MTHFR) ve anjiyogenez (NOS3, VEGFA) ile iliskili
olabilecegi bildirilmigtir (41).

2) Genetik nedenler

Gebelik kayiplarinin kromozomal nedenleri bilinen dengeli parental
anomalilerin bir sonucu olarak embriyonik hatalari veya normal karyotipleri olan
ebeveynlerin de novo embriyonik hatalarindan dolay! olabilir.

Genetik faktorler, erken spontan gebelik kaybinin en yaygin nedenidir
(%50-60) (43). Olgularin yaklasik vyarisinda anéploidler gibi kromozom
anomalileri gozlenir (44). Kromozom anomalileri, birinci trimester gebelik
kayiplarinin %50’si, ileri hafta gebelik kayiplarinin % 5'i ve canli dogumlarin
%0,5'inde gorullr (45).

Blastosistte anoploidiye ve mozaiklige yol agan kromozom anomalilerinin
artisi genellikle annenin yasiyla iligkilidir. Normal karyotipi olmayan ve TGK olan
ciftlerde daha sonra canl dogum yapma olasiligi %66 iken, normal karyotipi
olan ciftlerde canli dogum yapma olasihgr %78dir (46). TGK'nin ailesel
segregasyonu genetik yatkinligin katkisini gostermistir (47).

TGK Oykusu olan giftlerin yaklasik %2-5'inde bir es (siklikla kadin)
genetik olarak dengeli bir yapisal kromozom anomalisine sahiptir (27,48), en sik
olarak dengeli translokasyonlar saptanir. Normal populasyondaysa bu oran
%0,2'dir (49). %60 resiprokal ve %40 Robertsonian translokasyon tasiyiciligi
saptanir (45,50). TGK ile kromozomal inversiyonlar, insersiyonlar ve mozaizm
gibi yapisal anomaliler ile iligkilidir (27,51). Yapisal bir yeniden duzenlenme
tasiyicilart  bu acgidan ebeveynlerdeki genetik anormallikleri agisindan
degerlendirmek onemlidir. Ancak, buyuk ¢alismalar, yapisal dizenlemesi olan
tasiyicilarin yaklasik %71’i canli olarak dogdugunu gostermistir (19).

TGK’'nin diger muhtemel genetik nedenleri, gross kromozom

anormallikleri icermeyen blastokistin veya embriyonun gelisimsel kusurlarindan
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dolayi olabilir, fakat muhtemelen defektif bir maternofetal immunolojik durum
veya bozuk uterin fonksiyondan dolayi kaynaklanabilmektedir.

TGK ile ilgisi bildirilen tek gen bozukluklarindan biride otozomal dominant
olarak kalitilan myotonik distrofidir (52). TGK ile iligkili genetik polimorfizmleri
ele alan ¢ok sayida makale vardir. Ancak simdiye kadar genetik polimorfizm

analizi sinirli sayida gen Uzerinde yogunlagmistir.

3) Endokrin nedenler

TGK’nin yaklasik %17-20'sini endokrin nedenler (Diabetes mellitus, luteal
faz defekti, polikistk over sendromu (PKOS), tiroid hastaligi ve
hiperprolaktinemi gibi) olusturmaktadir (53). Hafif endokrin hastaliklar
tekrarlayan disuk ile iligkili degildir.

TGK olan olgularda antifosfolipid antikorlar (aPLs) ve anti-tiroid antikorlari
arasinda belirgin bir iligski bildirilmigtir (54). Calsmalar TGK o6yklslu olan
kadinlarin en az % 40'nda PKOS bulgusu bulmustur (23). Yapilan bazi
calismalarda PKOS'ta plazminojen aktivator inhibitoru-1 (PAI-1)'de ve plazma
homosistein dizeyinde artis saptanmistir ve bunlar tekrarlayan gebelik kaybi ile
iliskili bulunmustur (55).

Kota kontrolll diabetes mellitus ve belirgin tiroid islev bozuklugu TGK ile
iligkilidir. Otoimmun tiroid hastaliklari ayni zamanda o6tiroid olanlarla TGK ile
iligkilidir. Ancak, yuksek anti-tiroid antikor duzeyleri olan kadinlar, dusuk antikor
konsantrasyonlarina sahip olanlardakinden daha fazla gebelik kaybindan
etkilenmemektedirler (56).

GUnumuzde arastirmacilarin ¢gogu, luteal yetmezligin tekrarlayan spontan
disuk nedeni olmasina ragmen nadir oldugunu disunmektedir.
Hiperprolaktinemi, gebelik kaybi ile iligkilendiriimigtir. Diger hormonal

anormalliklerin rolu hala tartigmahdir.

4) Anatomik nedenler

Genel populasyonda mullerian anomali orani %5 dolayindadir (49).
Dogumsal uterin malformasyonlar, TGK oykusu olan kadinlarin yaklasik %10-
15'inde tespit edilmektedir (27,57). Bunlar arasinda konjenital uterin anomalileri,

intrauterin adezyonlar ve uterin myomlar veya polipler bulunmaktadir.
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Uterin septum, TGK ile en sik baglantili konjenital uterin anomalidir (19)
ve etkilenen hastalarda spontan gebelik kaybi riski %76'dir (27). Septumda
vaskuler yetmezlikten dolayi kaynaklanmaktadir. Septum ne kadar uzun olursa,
prognoz o kadar koétu olmaktadir. Diger mdullerian anomaliler TGK riskinde
klguk artiglara neden olmaktadir (58).

Endometrial boglugu deforme eden submukoz leiomyomalar, normal
implantasyonu engelleyerek TGK’'na neden olabilmektedir. Bununla birlikte,
intramural, subser6z miyomlar ve gebelik kaybi arasindaki iliski halen tartisma
konusudur.

Adenomiyozis infertilite ile iligkili degildir. Bununla birlikte, son ¢aligmalar,
adenomiyozisin bir  immudnolojik  mekanizmayla basarili embriyo
implantasyonuna mudahale ederek TGK neden olabilecegine isaret etmektedir
(59).

Servikal yetmezlik, servikal kanalin asemptomatik olarak geniglemesi ile
karakterizedir ve genelde gebeligin ikinci trimesterinde meydana gelmektedir.
insidansi  1/57-1730 gibi genis bir aralia sahiptir. Ayrica Intarauterin

adezyonlarda gebelik kaybi nedenleri arasindadir.

5) Enfeksiyoz nedenler

TGK’Iinda enfeksiydz ajanlarin roli daha az belirgindir ve insidans %0.5-5
oranindadir (53). Toksoplazma, Rubella, Sitomegalovirus, Listeria, Klamidya,
Mikoplazma, Ureaplazma, Herpes virls ve Parvovirlsler spontan dusukle iliskili
olmasina ragmen, bakteriyel ve viral organizmalar ile tekrarlayan dusuk
arasinda anlamh bir iligki bulunamamistir. Bundan dolayr bu ajanlarin rutin

olarak taranmasi ve tedavisi endike degildir.

6) Yagam Big¢imi ve Cevresel nedenler

Ciftler, sorumluluk ve sugluluk hissinden dolayi, ¢ogunlukla cevresel
maruziyetlerin gebelik kayiplarina neden olabilecedi ihtimalinden endise
duymaktadir. Cevresel maruziyetlerin gebelikte, Ozellikle TGK'da etkisi
tartismall bir konudur ve bazi karigik faktorler guvenilir verileri elde etmeyi

zorlastirmaktadir.
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Cevresel olarak sigara, alkol, kahve ve kafein kullanimi, c¢evresel
toksinler, radyasyon ve manyetik alan maruziyeti ve yagsam bicimi acisindan
obezite, egzersiz, stres ve depresyon gibi faktorler mevcuttur.Sigara, alkol ve
kafein olmak Uzere maruz kalinan u¢ 6zel madde dikkat gekmistir ve yaygin
kullanimlari ve degigtirilebilir nitelikleri géoz 6nunde bulunduruldugunda o6zel
olarak dikkate alinmalidir. Baba tarafindan sigara icgilmesi de dusik yapma
riskini artirir. TGK ile mesleki faktorler, stres, kimyasallara disuk seviyeli maruz
kalma arasindaki iliskiyi desteklemeyen bilgiler de mevcuttur (60).

Hayvan ve insan verileri, radyasyon maruziyetleri 5 rad'in altinda
olanlarda dusukten yapma riski bulunmadidini goéstermistir. Dolayisiyla, 5
rad'dan birka¢c kat daha dusuk olan radyolojik yontemler, dusuk yapma
olasiligini  degistirmemektedir (19).Stres bazi vakalarda uteroplasental
fonksiyonu etkileyerek ileri gebelik haftasinda gebelik kaybina neden olabilir
ancak erken gebelik kaybiyla iligkili degildir. TGK ile iligkili depresyon igin
danigmanlik hizmeti alan kadinlar basarili gebelik oranlarinin daha yuksek
oldugu dusinilmektedir. Obezite (vlcut kitle indeksi> 29,9 kg / m2) gebelik
kaybi ile iligkili oldugu bildirilmistir (61).

7) immiinolojik Faktorler

Fetls genetik olarak annesiyle ayni olmadidi icin, annenin gebelik
boyunca gebeligi slUresince immun reaksiyon gelismeden tasimasi
gerekmektedir. immiinolojik mekanizmalardan dolayir hem sporadik hem de
tekrarlayan gebelik kaybina yol acabilecek anormalliklerin olabilecegi
unutulmamahdir. Bu konuya yonelik uygun tani ve tedavide fikir birligi
bulunmamaktadir.

Spesifik bir otoimmin bozukluk olan Antifosfolipid Antikor Sendromu
(APS), TGK dahil bircok kotu obstetrik sonuglarla agikga baglantili oldugu igin
Ozel olarak dikkat gerektirmektedir. APS genel populasyonda %3-5 prevalansi
olan bir risk faktoradar. APS'nin TGK’ya neden oldugu mekanizmalar tam olarak
anlasilamamigtir. TGK agisinda degerlendirmek igin antikardiyolipin antikorlari
ve lupus antikoagulani igin test yapilmalidir (62).
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Colyak hastaligi gluten alerjisinin neden oldugu sistemik bir otoimmun
hastaliktir ve gebelik kaybi ile iligkilidir. Gebelik kaybi1 olan ve Cdlyak hastaligi
olan hastalar diyetlerine dikkat ettiklerinde dlsik oraninin azaldi§i gésterilmistir.

Bircok calisma, tekrarlayan gebelik kaybi olan ciftlerin birkag HLA
lokusunu arastirdi (63,64). Ancak soruna neden olan higcbir sey tespit
edilememigtir. Sonu¢ olarak, anormal immun cevaplar bazi hastalarin
tekrarlayan gebelik kaybi yapmasina neden olmaktadir, ancak hangi hastalar ve
hangi terapiler su anda bilinmemektedir (64). Bu nedenle, Thl ve Th2 profilleri,
ebeveyn HLA profilleri, natural killer hiicreler ve antiparental sitotoksik antikorlar

icin testlerin bakilmasi dnerilmemektedir.

8) Trombofilik nedenler

Basarili bir gebeligin vazgecilmez ve hayati bileseni, plasental vaskuler
yapinin saglikli bir sekilde buyumesi ve gelismesidir. Uteroplasental ara yuz
maternal kalp debisinin yaklasik %20'sini almaktadir. Annenin tromboza egilimi
varsa, plasentadaki bu trombojenik mikro ortam uteroplasental ara yuzde birden
fazla kuguk enfarktls olusturarak yogunlasabilir. Bu sekilde plasentanin
mikrovaskuler yapisinda tromboz olmasi nedeniyle gebelik kaybi
olusabilmektedir.  Trombofilik  faktorler tekrarlayan  gebelik  kaybiyla
iliskilendirilmistir (65,66). Ikinci trimester ve geg gebelik kaybiyla daha kuvvetli
bir iligkisi mevcuttur (19,67).Trombofilik faktorler genetik nedenler icinde yer
alsa da edinsel olarak da olabildigi icin ayri bir baslik altinda inceledik.

Hem kalitsal hem de kombine edilmis kalitsal/edinilmis trombofiller
yaygin olup, beyaz populasyonun %15'inden fazlasi kalitsal trombofilik bir
mutasyon tasimaktadir (68). Bunlarin en yaygin olani Faktér V Leiden
mutasyonu, Protrombin geninin promotdr bdlgesindeki mutasyon ve Metilen
Tetra Hidro Folat Rediktazi (MTHFR) kodlayan genin mutasyonlaridir. Faktér V
Leiden ve protrombin gen mutasyonulari gebelik kaybi riskini artirdigi
gosterilmigtir. MTHFR mutasyonlarinin vaskuiler hastalikla ve TGK ilgisi olup
olmadigi net degildir (69,70).

Faktor V Leiden mutasyonu Avrupa populasyonunda prevalansi yaklagik
%35’tir. Bu mutasyon Faktér V proteini Uzerindeki 506. pozisyonundaki arginin

yerine glutamin ge¢mektedir. Faktor V Leiden'in heterozigot mutasyonu gebelik
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kaybi igin 2-5 kat artan relatif risk ile iligkili oldugunu gostermektedir (71,72).
Genel olarak, homozigot kadinlarda bile, basarili bir gebelik sonug¢ olasihgi
yuksektir.

Diger bir mutasyonda protrombin genin 3’ untranslated bdlgesindeki
fonksiyon kazandiran G20210A mutasyonudur. Avrupa populasyonunda
prevalansi yaklasik %3’tur (73). Bu mutasyonun heterozigotlugu gebelik kaybi
icin iki ¢ kat artan relatif risk ile iligkili oldugu ileri strGimektedir (74,75). Ayrica,
antitrombin ve protein S gibi daha ciddi trombofilik bozukluklar popllasyonda

cok daha az sikliktadir.
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2.4Array Comperative Genomik Hibridizasyon (aCGH)

aCGH, DNA dizisindeki kopya sayisi varyasyonlarini (CNV) tespit etmek
icin genom c¢apinda bir tarama testidir (8). Array teknolojisi, molekuler
karyotipleme olarakta adlandirilan, konvansiyonel karyotipleme igin alternatif bir
yontemdir. Daha yuksek rezolusyon ve daha hizli raporlamadan dolay! 6n plana
ctkmaktadir (76).

Genom seviyesinde kromozomal dengesizliklerin saptanmasini saglar.
Hasta ve referans DNA farkli sekilde etiketlenir ve genomik fragmanlari iceren
dizilere hibridize edilir. Cozunurluk bu nedenle dizideki genetik fragmanlarin
sayisina ve boyutuna baglidir. Su anda bdtin genomu kapsayan 1.000.000
genomik pargaya kadar rezolusyonlu olan kitler ticari olarak temin edilebilir. Bu
yontem artik iyi bilinen bir tekniktir ve agiklanamayan gelisimsel gerilik, mental
retardasyon, otizm spektrum bozukluklari ve ¢oklu konjenital anomalileri olan
hastalar icin birinci kademe klinik genetik test haline gelmektedir.

aCGH yontemi genomik anomalilerin tanimlanmasina, diger yontemler
tarafindan algilanamayacak kadar kiguk degisikliklerin saptanmasini saglar ve
bircok hastada daha 6nce nedeni bilinmeyen anomalilerinin teghisi agisindan
yardimci olmaktadir.

FISH, kromozomal anormallikleri saptama oranini buylk odlgtde
artirmigtir, ancak bazi hastalarda klinik bulgulara sahip olmasina ragmen
konvasiyonel kromozom analizi ve FISH analizlerinde herhangi bir degisiklik
saptanamamistir.  Birgok ¢alisma  mikroarrayin  (%15-20) geleneksel
karyotiplemeye (%3, Down sendromu ve diger taninabilir kromozomal
sendromlar harig) kiyasla daha yulksek tanisal veriminin oldugunu agikga
gostermigtir (76). Bununla birlikte, kromozom analizi bazi dezavantajlara
sahiptir; hdcreleri kultarleri olusturmak, kromozomlarin boyanmasi, taranmasi
ve analizini yapmak 10 gun ile U¢ hafta arasinda sirmektedir. Bir konvansiyonel
kromozom analizinin ¢ozunarlgu sinirhdir, 5-10 Mb boyutundan kuguk
kromozom anomalileri yorumlama gugluklerine neden olabilmektedir (77).
Bununla birlikte, tim yontemlerde oldugu gibi, aCGH’te tUm durumlar igin
mukemmel bir ¢6zim degildir. aCGH, translokasyonlar ve inversiyonlar da dahil

olmak Uzere dengeli kromozom yeniden duzenlemeleri tespit etmede yararli
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degildir. Bazi bulunan CNV'ler ise klinik 6nemi bilinmeyen polimorfik varyantlar
olacaktir. Bu nedenle, bulunan anomalinin hastanin klinik problemiyle iligkili
oldugundan kesin olarak emin olunamayabilinir. Bu yuzden kopya sayisi
varyasyonlarinin yorumlanmasinda ortaya ¢ikan zorluklar vardir.

Prenatal teshiste aCGH yonteminin uygulanmasi, karyotipleme igin cazip
bir alternatiftir ve yaklasik 400 kb'lik bir ¢ozunurluk kullanildiginda genomik
dengesizlikler bilinen tim tekrarlayici  mikrodelesyon/mikroduplikasyon
sendromlarinin  saptanmasina  olanak  saglamaktadir. Bu  ydntem
dengesizliklerin daha kesin bir sekilde tanimlanmasina izin vererek fenotipe
veya hastaligin ciddiyetine iligkin daha iyi bir tahminde bulunmamizi
saglamaktadir. Genomik bir dengesizligin daha kesin tanimlanmasiyla fenotipin
ayni bolgede dengesizlik gosteren diger hastalarla karsilasgtirimasina ve
fenotipin bdlgedeki genlerle iliskilendiriimesine olanak verimektdir (78).

Bu sinirlarin Ustesinden gelen yeni bir teknoloji olan aCGH ya da bagka
bir deyisle aCGH tabanli genomik kopya sayisi analizi, gelecek yillarda

konvansiyonel kromozom analizin yerini almasi muhtemel olarak gortulmektedir.

2.4.1 Array CGH’in Avantajlan ve Dezavantajlari (20,79)

1) Avantajlar

1. Butun genomu taramak amaciyla kullanilir (Tek bir cipte bagimsiz, multipl
FISH analizine esdeger olan hedef dizileri kullanmak mimkun).

2. Yiuksek rezollsyon (1 Kb'a kadar)

3. Dengesiz yapisal kromozomal anomalilerin basariyla tespiti (Delesyon,
duplikasyon, sub-mikroskopik delesyon ve duplikasyonlar)

4. Butun kromozom andploidilerinin tespiti

5. Telomerik duzenlemeleri tespit etmede daha basarili

6. Otomatik, objektif analiz, kalite kontrolu

7. Hizli donls suresi

8. Kultur kontaminasyonunun dnlenmesi

9. Bolunmeyen hucreler ile test edilebilir

10. Daha az numune kullanilabilir
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2) Dezavantajlari

1. DNA igeriginde bir kayibin olmadigi durumlarda dengeli inversiyonlari veya
translokasyonlari tespit etmekte basarisizdir.

2. Pahal

3. Benign olan kopya sayisi varyantlarinin saptanmasi durumunda klinik
oneminin belirsizligi ve bunun sonucunda hastalara yeterli genetik danisma
verilemezse kaygi olusturabilmesi

4. Mozaikligin % 20'nin altinda ise saptama ihtimali disik olmasi

5. Diagnostik olarak kullanilacak Optimum array se¢imindeki belirsizlik

2.5Kopya sayisi degiklikleri (CNV)

insan polimorfizmlerinden biri de kopya sayisi degisiklikleri (CNV)dir.
Kopya sayisi degisikliklerinin gogu herhangi bir fenotipik degisiklie yol agcmaz,
ancak allelik olmayan homolog karsilikli eslesmeleri araciligiyla kromozom
yeniden duzenlemelerini baglattiklari i¢cin 6nem tasirlar ve bu submikrosopik
delesyon ve duplikasyonlar ytksek ¢ozinurlikli aCGH ile belirlenebilmektedir.

Kopya sayisi degisikligi 10 Kb’dan 1 Mb c¢iftine kadar bir aralikta oldugu
belirtilir. 2 veya daha fazla alleli mevcuttur. Genellikle 2, 3, 4 veya daha fazla
kopyanin tandem duplikasyonu olmasina ragmen 200 bp ile 1,5 Mb DNA
boélimlerinin varligi veya yokluguyla da olabilmektedir. Genel popullasyonda
bireylerin% 5-10'unda 500 kb'den blytk varyantlar bulunurken, 1 Mb'den buyuk
varyantlar %1-2’lik kisimda bulunmaktadir (13). Herhangi iki insanin genom
icerigi CNV lokusundaki kopya sayisi farklliklari nedeniyle 50-100 Mb kadar

farklilik gosterebilir.

2.5.1 Kopya say! varyasyonlarinin yorumlanmasi

Genomik CNV’ler ¢ok yaygin polimorfizm kaynagi oldugu bildirilmistir
(80). Bazi CNV’ler populasyonda ¢ok yaygin olarak saptanmaktadir ve bazilari
benign varyantlar olarak kabul edilirken, bazilari ise analiz edilen hastanin
fenotipinde igerip igermedigi ve fenotipik sonuglarin neler olabilecegi bilinmeyen
¢cok sayida nadir CNV'ler de mevcuttur. Sonug olarak, klinik énemi bilinmeyen
nadir varyantlarin yorumlanmasi blyuk bir zorluga neden olmaktadir. Su anda,

'siniflandiriimamis varyantlar' olarak adlandirilan bu grubun fenotipik etkisini
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tahmin etmek gugtir. Bu agidan mimkuin oldugunca ¢ok veri toplamak ve bilgiyi
uzmanlar arasinda paylagsmak igin uluslararasi veri tabanlari kurulmustur. Bu
veri tabanlari, CNV'lerin daha iyi yorumlanmasi agisindan uzmanlara yardimci
olacaktir.

Buna ek olarak, normal bireylerin g¢algiimasiyla, iyi bilinen hastalik
kaynakli CNV’lerin zaman zaman tolere edilebilecegi ve normal insan fenotipik
spektrumunun bir parcasi oldugu acik¢a gérilmektedir. Ornegin, bazi raporlar,
daha once gelisimsel anormalliklere neden oldugu dusunulen birkag
subtelomerik  dengesizligin  her zaman fenotipik anomalilere  yol
agmayabilecegdini gostermektedir (76).

Sadece benzer fenotipler ve genotipe sahip bazi hastalarin toplanmasi,
heniz siniflandirlmamis varyantlarin  benign veya patojen olarak
siniflandinimasini saglayacaktir. Su anda, birden fazla konjenital anomalisi
bulunan hastalar icin bu verileri toplayan gesitli veritabanlari mevcuttur
(DECIPHER (81), ISCA).

Bununla birlikte, saptanan CNV ne basvurunun nedeni, ne de gozlenen
fenotip ile iligkili olmayabilir, daha farkl olarak ge¢ baslangigh bozukluklar,
infertilite, norolojik veya kanser yatkinlik lokuslari ile iligkili olabilirler.
GuUnumuzde, hastanin sonucu hakkindaki tUm bilgiler verilmesi ve ya sadece
medikal durumu hakkinda yarar saglayacak bilgiler veriimesi seklinde etik
acgidan iki farkh yaklasim vardir. Yiksek ¢ozunurlikli genom tabanli aCGH'teki
beklenmedik bulgular hakkinda bilgilendirilip bilgilendirimemesi agisindan karar
vermesine yonelik test dncesi danismanlik saglamak da subjektif bir koruma
yontemidir. Bilgilendirmenin daha iyi olmasi i¢in daha fazla sosyoetik arastirma
yapilmalidir. Ayrica bu durum toplumlar arasinda farklilik da gésterebilmektedir.

'Unwanted varyasyonlar' tespiti ile ortaya ¢ikan guglukleri dnlemek igin,
birkagc grup mental retardasyon, dogum anomalileri ile iligkili kromozomal
dengesizliklere ydnelik genom bdlgelerini kapsayan array platformlari
bildirilmigtir. Bu sekilde kayginin azaltilabilecegi iddia edilmektedir. Ayrica
Postnatal tanida mikroarray yontemine dayanarak, nedeni bilinmeyen
dengesizliklerin gogunun nadir oldugu ve niksetmedidi, bu nedenle target array

tarafindan kapsanmayan bolgelere dustigu bildirilmektedir (82).
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CNV’ler raporlanirken hastalarin klinigi de incelenmelidir. Patojenik,
VOUS (Variants of Uncertain Significance) ya da benign CNV’leri tanimlamada

kullanilabilecek degerlendirme tabloda belirtilmistir (83).

Tablo 2.3. Bir CNV'nin Patojenitesinin Degerlendirilmesi® (83)

CNV'nin muhtemel durumu
Birincil Kriterler Patojenik  Benign

1. a. Saptanan CNV saglikl bir ebeveynden kalitiimis® X
b. Bir ebeveynden kalitiimig CNV nin degismesi veya
geniglemesi
c. Saptanan CNV etkilenmis bir ebeveynden kalitiimis

2. a. Saglikli bir akrabada benzer bir CNV saptamak X
b. Etkilenmis bir akrabada benzer bir CNV saptamak X

3. Yiksek rezolusyonlu teknoloji tarafindan tanimlanmis
saglikli bireylerin oldugu CNV veri tabani hastanin
genomik dengesizligini tamamen iceren bir CNV
saptanmasi X

4. Saptanan CNV, ylksek ¢ozinurlik teknoloijisi ile
tanimlanan bir CNV veritabaninda MR / GG, OSB
veya MKA'll hastalar i¢in tanimlanan genetik bir
dengesizlik ile ortugurse X

5. Saptanan CNV, bilinen bir genomik-dengesizlik
sendromu igin ortiglrse (yani 6nceden tanimlanmis
delesyon veya duplikasyon sendromu) X

6. Saptanan CNV morbid OMIM genlerini igerirse® X

7. a.Saptanan CNV genden zengin bir bélgedeyse X
b.Saptanan CNV genden fakir bir bélgedeyse X

Genel Bulgular®

1. a. Saptanan CNV bir delesyonsa X
b. Saptanan CNV bir homozigot bir delesyonsa X

2. a. Saptanan CNV bir duplikasyonsa (bilinen dozaj-
duyarli genler yok) X
b.CNV bir amplifikasyonsa (1 kopyadan daha fazla
artig) X

3. Saptanan CNV, bilinen diizenleyici elementleri
icermiyorsa X

X X

®Tekli kopya say! degisikligi
PEtkilenmemis bir ebeveynden kalitilan resesif bir morbid OMIM genindeki delesyon,
diger ebeveynden kalitilan trans alel tUzerinde bir nokta mutasyonuyla birlikte patojenik olabilir.

°CNV, OMIM hastaligina neden oldugu bilinen mutasyon tipininin aynisini tGretmelidir (6rnegin bir
heterozigot delesyon, genellikle bir heterozigot inaktive edici mutasyonun neden oldugu

bir OMIM hastaligina neden olabilir) ve iiretilen bu fenotip bu OMIM hastalig igin beklenmelidir.
Gériilen her durumun istisnalari

Mental Retardasyon (MR) ; Gelisme geriligi (GG) ; Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB) ; Multipl konjenital
anomali (MKA)
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KULLANILAN VERITABANLARI

DGV: Bu veri tabaninin amaci, insan genomunda yapisal degiskliklerin
kapsamli bir oOzetini sunmaktir. Fenotipik verilerle genomik degisiklikleri
iligkilendirmeyi amaclayan bir proje olup uzmanlara galismalarinda kontrol
verisi saglamaktadir. Veri tabaninin igerigi saglikh kontrol orneklerinde
tanimlanan yapisal varyasyonlarindan olugsmaktadir. Bu veri tabani,
incelenen calismalardan elde edilen yeni verilerle surekli olarak
guncellenmektedir.

Clinvar: Genotipik degisikliklerin fenotipler arasindaki iligkileri sunan bir
arsividir. Boylece ClinVar, bu degisikliklerin ve gozlemlenen saglik durumu
arasindaki iligkilere erisimi ve ulasilmasini kolaylastirir. ClinVar, hasta
orneklerinde bulunan degigsiklik raporlarinin, klinik énemleri ile ilgili bilgileri,
gonderen hakkinda bilgi ve diger destekleyici verileri sunmaktadir. Amaci
hem genotiplerin hem de verilerin yeniden degerlendirmesini saglamak,
varyasyonlar ve iligkili fenotiplerle ilgili bilginin devam eden degisimini ve
gelisimini saglamaktir.

DECIPHER: Genomik varyantlarin yorumlanmasina yardimci olmak igin
tasarlanmis bir takim araglari igeren etkilesimli bir veritabanidir. Olgularda
bulunan varyantla ilgili ¢esitli biyoinformatik kaynaklardan bilgi alinarak klinik
taniyr gelistirir ve hem normal varyasyon hem de o lokusta rapor edilen
patojenik varyasyon baglaminda goruntulemeyi saglayarak yorumlamayi
kolaylastirir. Ayrica, genomik varyantin sonuglarinin analizi (6rnegin
fonksiyon kaybi veya fonksiyon kazanimi), hastaligin mekanizmasi ve
potansiyel terapoétik hedefler hakkinda bilgi saglar.

OMIM: Genlerin ve genetik fenotiplerin kapsamli bir ézetidir. OMIM'deki tam
metin referansl bilgiler, bilinen tim mendelian bozukluklar ve 15.000'in
uzerinde gen hakkinda bilgi icerir. OMIM, fenotip ve genotip arasindaki
iliskiye odaklanir. Gunluk olarak guncellenir ve girisler diger genetik
kaynaklara ¢ok sayida referans igerir.

GENE: Cok cesitli turlerden bilgileri birlestirir ve kayit, terminoloji, Referans
Dizileri (RefSeqs), haritalar, yollar, varyasyonlar, fenotipler ve diinya ¢apinda

genom, fenotip ve lokus spesifik kaynaklara baglantilar icermektedir.
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2.6 Tekrarlayan Gebelik kaybi ile iligkili Genler ve Caligmalar

TGK’nin genetik ve genomik ¢alismalarinin Gg ana amaci vardir.

1. Bir ¢iftin TGK riskini direkt olarak 6nceden tahmin edebilecek DNA/RNA
tabanli markirlar tanimlamak

2. Basaril veya basarisiz gebeligin olusmasini iceren gen ve protein
ekspresyon profilleri, pathwayleri ve aglari saptamak.

3. Erken gebelik komplikasyonlari igcin uygulanabilen yeni invaziv olmayan
biyolojik belirtecleri belirlemektir.

TGK baglaminda en sik incelenen genler, gelisen immuntolerans ve
inflamasyon ile ayrica maternal metabolizma ve kan pihtilasma degisiklikleri ile
iligkilidir. Neredeyse 90 farkli genin polimorfizmleri arastiriimistir. Klinik olarak
en popller incelenen polimorfizmler FVL mutasyonu, faktér Il (protrombin),
G20210A mutasyonu ve MTHFR C677T mutasyonlaridir (84,85). TGK da
incelenen genleri siniflayacak olursak:

Tromboz ile iligkili olarak incelenen genler ACE, ACHE, AGT, ANXADS5,
APOB, APOE, AT1R, EPCR, F2,F5, FGB, F12, F13A, GPla, GPllla, HMOX1,
JAK2, MTHFD1, MTHFR, PAI-1, PZ, SELP, TAFI, TGFB1, TM, TSER, VEGF,
ZPI'dir (38,86).

inflamasyon ile iligkili olarak incelenen genler IFNG, IL1B, IL1RN,
IL1R1, IL4, IL6, IL10, IL12B, IL18, IL21, TNFa, TNFb, TNFR1’dir (86).

Detoksifikasyon sistemi ile iliskili olarak incelenen genler AHR, ARNT,
CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2D6, GSTM1, GSTP1, GSTT1, NAT2'dir (87).

Kromozomal segregasyon ile iligkili olarak incelenen gen SYCP3'dir (88).

immun Cevap ile iliskili olarak incelenen genler CCR5, CTLA4, CXCR1,
HLA-A,B, HLA-C, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DR, HLA-E, HLA-
G, INDO, KIR, MBL’dir (89).

Plasental fonksiyon ile iligkili olarak incelenen genler ACP1, ADA,
ADRA2B, ANGPT2, CD14, EG-VEGF, PKR1, PKR2, H19, IGF-2, KDR, MCP,
MMP9, NOS3, P53, PAPPA, PGM1, STAT3, TPH1'dir (90). Genel olarak TGK
olan olgulari aydinlatmak icin maternal, paternal, plasenta ve/ve ya fetus

degerlendirilmigtir (86).
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Simdiye kadar, TGK’ya yonelik ortak risk varyantlarinin tanimlanmasi igin
hipotez icermeyen genom wide association ¢galismalari (GWAS) yapiimamisgtir.
Bir veya birka¢ lokusu iceren kopya sayisi varyasyonlarinin (CNV) SNP'lere
kiyasla fenotip Uzerinde daha gugliu bir etki géstermesi beklenir. CNV'ler gebelik
erken doneminde kritik olan genlerin dozajini etkileyebilir veya kromozomlarin
segregasyonunu  bozabilir, bunun sonucunda muhtemelen andploidi
olusturabilir. Halen, TGK ile iligkili potansiyel risk tagsiyan CNV'ler hakkindaki
literatlr bilgileri yeterli degildir.

aCGH tabanl bir galismada maternal kan ve plasenta calisiimis olup
TIMP2 (86 kb duplikasyon) ve CTNNA3 (72 kb delesyon) genlerinin maternal
imprinting oldugu gdsterilmis olup bu genler trofoblast invazyonunu
dizenlemektedir ve plasentada yalnizca maternal allelden eksprese
edilmektedir (4). Ciftlerin buylk perisentromerik ve subtelomerik CNV'leri
TGK'ya yatkinlik gosterebilir. TGK olgularinin genomlarinda, kontrollere kiyasla
neredeyse iki kat fazla CNV'ler (> 300 kb) saptanmistir. Ozellikle, TGK’li
olgularda bulunan bu buylik CNV'lerin (> 300 kb) %63'U perisentromerik ve
subtelomerik bodlgelerdedir, buna karsin kontrol ebeveyn genomlarindaki
saptanan buylk CNV’lerin sadece %33’U perisentromerik ve subtelomerik
bolgelerdedir (7). Bu pilot ¢calismalar, nadir ve yaygin CNV'lerin, TGK igin risk

faktorleri olarak ileri tetkiklerinde yardimci olacaktir.
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3. YONTEM VE GERECLER
3.1Hasta Grubu

Bu calismamizda tekrarlayan gebelik kaybi olan ve Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Genetik poliklinigine basvuran olgulara ait
aCGH yontemiyle elde edilen verilerin olan CNV’ler agisindan retrospektif
olarak degerlendirildi. CNV iceren gen bdlgeleri ile TGK arasindaki iliskiyi
belirlemeye dayali bir galisma planlanildi. Bu amagla 2016-2017 yillarinda
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik poliklinigine 2
veya daha fazla TGK nedeniyle basvuran 64 olgunun elde edilen verileri
degerlendirildi.

Hastalarin yasi, gebelik kaybi sayilari, gebelik kayiplarinin haftasi,
sistemik hastalik varhigi (diabetes mellitus, hipertansiyon, otoimmun hastaliklar
gibi), esi ile akraba evliligi olup olmadidi hasta dosyalarindan not edildi. Bu
olgularin tumune onceden yapilmig olan kromozom analizi sonuglari not edildi.
Kadin olgularin retrospektif olarak trombofili sonuglari degerlendirildi. Ayni
zamanda retrospektif olarak diger molekuler sonuglarinin verileri ve hastalara
ait anamnezleri, aile agaclari degerlendirildi.

Calismanin etik acidan uygunlugu Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Tip Fakultesi Etik Kurulu tarafindan 13.12.2017 tarihinde 20-06 sayili etik kurul

karari ile onaylanmigtir (Ek 1).

3.2Geregler
3.2.1 Kullanilan Aletler

e AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner

e Vakum konsantarator cihazi (Christ RVC 2-18 CD Plus Vacuum
Concentrator)

e Nanofotometre (implen P330)

e Slide Holder

e Kapak isitmali termal cycler

e Hibridizasyon Chamber

e Agilent hibridizasyon firini

e 2 adet Manyetik Karistirici
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3.2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

e AgilentCGH Wash Buffer 1

e AgilentCGH Wash Buffer 2

e 1.5 mL’lik Eppendorf tupleri

e 0.2 mL'lik PCR tupleri

e Oligo aCGH Hybridization Kit

e Hybridization gasket slides

o Referans DNA-Male ve Female (250 ng/uL)

e Asetonitril CAS 75-05-8 (LiChrosolv®)

e SurePrint G3 Human CGH Bundle, 8x60K

e Oligo aCGH Wash Buffer 1 and Oligo aCGH Wash Buffer 2
o TBE Buffer

e SureTag DNA Labeling Kit Purification Colums
e Agilent 8x60K Gasget Slide

e Human Cot-1 DNA

e SureTag Complete DNA Labeling Kit

3.3Yontem

3.3.1 DNA izolasyonu

Her hastanin kani Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Laboratuvar’'nda DNA izolasyon kiti ile izole edildikten sonra kayit
altina alinmistir. Periferik kan érneklerinden DNA elde edilmesinde QlAamp®
DNA Mini Kit kullanilmigtir. DNA izolasyonu igin dretici firmanin 6nerdigi

protokol aynen uygulanmistir.

izolasyon protokolii

¢ 1,5 mL’lik eppendorf tiplere 200 ul kan, 200 pl Buffer AL 20 pl Proteinaz K,
eklendi ve 15 saniye vortekslenerek karigmasi saglandi.

e Karigsim, 10 dakika 56°C’de inkibasyona birakildi.

e inkiibasyondan sonra tiipe 200 pl %96—-100 etanol eklendi ve 15 saniye

vorteks yapildi. (70°C isiticiya elution buffer konuldu.)
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e TUpUn igindeki karisim dikkatlice filtreli kolana aktarildi ve sonra 8000
devir/dakika’da 1 dakika santriflj yapildi.

e Kolonun dibindeki filtrath tip atildiktan sonra filtre yeni bir tipe aktarildi.

e Filtreye Buffer AW1’den 500 pl miktarinda eklendi ve ardindan 1 dakika 8000
rpm’de santrifujlendi.

¢ Kolonun dibindeki filtrat atildi. Filtre yeni bir 2 mL’lik tGpe alind1.

¢ Bu filtreye Buffer AW2’den 500 ul eklendi ve 14000 devir/dk’da 3 dakika
santrifdj edildi.

¢ Kolonun dibinde toplanan sivi atildi ve bos olarak 14000 devir/dk’da 1 dakika
santriflj edildi

¢ Kolon 1,5 mL’lik eppendorfun icine yerlestirildi.

o Buffer AE 30 ul miktarinda eklendi.

e Oda sicakliginda 1 dakika inktbe edildi

¢ 1 dakika 8000 rpm santrifij edildi.

¢ Kolon atildi ve ependorfun icindeki DNA -20°C’de saklandi.

3.3.2 Etiketleme 6ncesi gDNA hazirhgi

Tablo 3.1. Her ornek i¢in gerekli gDNA hacmi ve miktari

Mikroarray formati Gerekli gDNA miktari(ug) Kesimli gDNA hacmi (uL)

8x mikroarray 0.2-05 10.1

Genomik DNA’nin izolasyonundan sonra hasta DNA’lari ve referans DNA
ornekleri (Agilent) ve Nanofotometre (Nanodrop implen P330) cihazinda
Olcimler vyapilarak 50 ng olacak sekilde ayarlanmistir. Eger gDNA
konsantrasyonu> 350 ng / yL ise, suda veya Onerilen tamponlardan birinde 1: 2
oraninda seyreltilmigtir. Daha sonra miktarin dogru oldugundan emin olmak igin
yeniden olgim yapilmistir. aCGH lami 8 drneklik oldugu igin, 8 hasta gDNA'sI

ve 8 referans gDNA’sI toplam 16 tlpte hazirlanarak islemler gergeklestirilmistir.
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3.3.3 Array CGH Metodu ve Uygulanmasi

Biyolojik materyal eldesi(Periferik kan-EDTA, amnion, solid doku)

NS

DNA izolasyonu

NS

gDNA'nIn etiketlenmesi

NS

Hibridizasyon dncesi hazirlk

NS

24 saat 67°C hibridizasyon

NS

Mikroarray Yikama

NS

Mikroarray Tarama

NS

Feature Extraction

NS

Cytogenomics yazilimi ile analiz

Sekil 3.1. aCGH ydntemi basamaklari
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1) Enzimatik Etiketleme Kiti ile Restriksiyon Kesimi
Reaksiyon tupune her bir érnek i¢in 2,9 pl master mix eklenmigtir. Her bir

ornek DNA’sI, master mix ile birlikte toplam 13 ul olacak sekilde hazirlandi.

Tablo 3.2. Kesim karigimin hazirlanigi (8x mikroarray igin)

Komponentler 1 Reaksiyon igin (uL) 16 Reaksiyon icin (uL)
Distile Su 1 17
10x Enzim kesim buffer 1.3 22.1
BSA 0.1 1.7
Alu | 0.25 4.25
Rsa | 0.25 4.25
Toplam Son Hacim 2.9 49.3

Tablo 3.3. Kesim igin kullanilan i1s1 déngusu programi

Kademe Sicaklk Sure
1.Kademe 37°C 2 saat
2.Kademe 65°C 20 dakika
3.Kademe 4°C o0

ilk olarak 2 saat 37°C’de ve ardindan 20 dakika 65°C’de olacak sekilde
PCR programi uygulanmistir.

DNA denattirasyon ve fragmantasyonu igin toplam hacmi 13 yL olan her
bir PCR tupune 2.5 L rastgele primer (random primer) eklenerek toplam hacim
15.5 pl'ye ulagsmistir. 98°C’de 3 dakikalik bir PCR yapilmistir. Stire sonunda
tupler buz icerisinde bekletilmigtir.

PCR iglemlerinde istenilen boélge c¢ogaltilmasi igin  primerler
kullanilmaktadir ancak bu ¢alismada spesifik bolge ¢ogaltmasi yapiimadigi igin
random primerler kullanir. Random primerler her yere baglanabilir 6zellige

sahiptir.

36



2) Genomik DNA'nin Floresan isaretlemesi

Siyanin-3 (Mavi/Referans) ve Siyanin-5 (Pembe/Hasta) igin iki ayri
reaksiyon mixi hazirlandi. Her bir olgunun PCR Urdndne 9.5 pl Siyanin-5 (Cy5)
ile hazirlanan master mix dagitildi. Ayri ayri hazirlanmis olan referans PCR
orneklerine Siyanin-3 (Cy3) ile hazirlanan karigsim her birine 9.5 yl olacak
sekilde dagitildi. 2 saat 37°C’de ve ardindan 10 dakika 65°C’de olmak Uzere
PCR islemi yapildi. PCR igleminden sonra elde edilen urin -20 °C’de

saklanabilir.

Tablo 3.4. Etiketleme karisiminin hazirlanigi (8x mikroarray igin)

Komponentler 1 Reaksiyon igin (uL) 8 Reaksiyon igin (uL)
5x Reksiyon Buffer 5.0 42.5
10x dNTP 2.5 21.25
Siyanin-3 dUTP veya
Siyanin-5 dUTP 15 12.75
Exo (-) Klenow 0.5 4.25
Toplam Son Hacim 9.5 80.75

Tablo 3.5. DNA etiketlemesinin 1s1 déngu programi

Kademe Sicaklhk Sure
1.Kademe 37°C 2 saat
2.Kademe 65°C 10 dakika
3.Kademe 4°C o0

3) Etiketlenmis gDNA'nin Piirifikasyonu

Her bir reaksiyon tipuine 1x TE Buffer 430 ul eklendi (pH 8.0). Tuplerin
icerisine kolonlar vyerlestirildi ve sonrasinda kolonlarin igerisine ornekler
yuklendi.

On dakika 12000 rpm santrifij basamagindan sonrasinda alttaki sivi
atildi ve sonrasinda ayni islemler tekrar uygulandi ve sonrasinda kolonlar yeni 2

mL’lik tapler ters gevirilip konulduktan sonra 1 dakika 3200 rpm santrifuj yapildi.
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4) Uriin Miktar ve Spesifik Aktivite Hesaplanmasi
Bu adimdan sonra elde ettigimiz orneklerin isaretlenmesi yapildi ve
ardindan spesifik aktivitelerinin élgtlmesi yapildi. “DNA Konsantrasyonu (ng/uL)

x Ornek hacmi (uL) /1000 ng/pug=Urln (ug)” formild kullanildi.

Spesifik Aktivite = (UL boya basina pmol ) / (ML gDNA basina ug)

Tablo 3.6. Gerekli spesifik aktivite ve urin miktar degerleri

Cyanin-3 isaretlilerin spesfiki Cyanin-5 isaretlilerin spesfiki
Baslangic gDNA  Uriin Miktari aktivite degeri (pmol/ug) aktivite degeri (pmol/ug)

0.2-0.5 25-3 15-25 15-20

5) Orneklerin Kurutulmasi
Her bir isaretlenmis hasta ve referans DNA'lar birlestirilerek 1,5 mL
RNAase free tlplere yuklendi. TUpler toplam hacim 16 uL olacak sekilde vakum

konsantratér cihazinda 1 saat boyunca 55°C’de buharlastirildi.

6) gDNA'nin Hibridizasyona Hazirlanmasi

ilk olarak 10x Blocking Agent 1.350 pl saf su ve liyofilize halde olan 10x
aCGH Blocking Agent'a eklenerek hazirlandi. Sonrasinda 60 dakika oda
sicakhginda bekletildi. Vorteks karigtiricida donduraldikten sonra kullaniimak

uzere -20 °C'de saklanabilir.

7) Mikroarray Hibridizasyonu

Tablo 3.7. Hibridizasyon Karisimi (8x mikroarray igin)

Komponentler 1 Reaksiyon igin (uL) 8 Reaksiyon igin (uL)
Cot-1 DNA (1mg/mL) 2 17
10x aCGH bloklama ajani 4.5 38.25
2HI-RPM Hibridizasyon buffer 22.5 191.25
Toplam Son Hacim 29 246.5

38



Olusan her 6rnek igin Uzerine hibridizasyon mixinden 29 uL eklenerek
toplam hacmi 45 L olan yeni 8 tipe asagidaki PCR programina konulmustur.
2x HI-RPM Hibridizasyon Buffer'in vizkozitesi ylksek olmasi nedeniyle en son

olarak pipetaj yaparak paylastirildi.

Tablo 3.8. Hibridizasyon 6ncesi 1s1 dongu protokoll

Kademe Sicaklik Sire
1.Kademe 95°C 3 dakika
2.Kademe 37°C 30 dakika

3 dakika 98 °C’de, ardindan 30 dakika 37 ‘C’de denatlrasyon islemi

gerceklestirildikten sonra 1 dakika santrifij edildi.

8) Hibridizasyon Orneklerinin Array Slaytlarina Yiiklenmesi

8x60K mikrodizini, cam lam Uzerine yazilmistir. Lamin 6&rneklerin
yuklenecek tarafi dogru bir sekilde segilmelidir. Kullanilacak olan array
platformu SurePrintG3 ISCA V2 CGH 8x60K oldugu igin ornekler 40 uyl hacimde
gasket slide Uzerindeki 8 bolgeye yuklendi sonrasinda problarin oldugu lamin
"Agilent" etiketli yizine basili oldudu icin bu ylz asagida olacak sekilde gasket
slide Uzerine yerlestiriimigtir. Hibridizasyon Chamber’t kapatilip mandal

dondurulerek sikilmistir.

Sekil 3.2. Projede kullanilan SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K icin Gasket slide.

Y

o

Sekil 3.3. Hibridizasyon Chamber
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Chamber dondurulerek lamlar tamamen karigsim ile temas ettirilerek
baloncuklarin hareketi kontrol edilmigtir. Aksi durumda baloncuklar hareket
etmemesi durumunda problarin  hibridizasyonu  gergeklesmemektedir.
Kapatiimis hibridizasyon chamber’ Agilent hibridizasyon firinina yerlestirildi ve
67°C’de 24 saat sureyle dakikada 20 devir donecek sekilde birakildi.

9) Yikama
Hibridizasyon sonrasi yilkama islemlerinin gergeklestirilecegi malzemeler
asetonitril solisyonu ile yikanmistir. Asetonitril ile yikanmis olan malzemler

distile sudan gecirilerek malzemelerden asetonitril uzaklastiriimistir.

Tablo 3.9. Yikama Asamasinda gerekli olan bufferlar ve kosullar

Kap Wash Buffer

Numarasi Numarasi et e el
1. 1 Oda sicakligi
2. 1 Manyetik karistirici Uzerinde 5 dakika Oda sicakligi
3. 2 Manyetik karistirici Gzerinde 1 dakika 37°C

Yikama agsamasina yonelik olarak AgilentOligo aCGH/ChIP on ChIP
Wash Buffer 1 ve 2 kullanildi. 37 °C'ye ayarli manyetik karistirici Uzerine isi
kaybini engellemek amaciyla bir cam kap igerisine sicak su dolduruldu ve iginde
Wash Buffer 2 olan kap bu kabin icine yerlestirildi. Bir gece 6ncesinde 37 °C'ye
ayarlanmig etiive cam kap iginde Wash Buffer 2 birakilmigtir.

Hibridizasyon firinindan c¢ikarilan kapatiimis lam haznesi igindeki array
slayti ve gasket slide 1. kap igerisindeki siviya yerlestirildi. Bu sivi igerisinde
gasket slaytla array slayti pens yardimi ile birbirinden ayirildi. Gasket slayt 1.
kabin icinde birakilarak ve SurePrint G3 ISCA V2 CGH 8x60K slayt oda
sicakligindaki Wash Buffer 1 bulundugu 2. kap icerisine yerlestirildi ve 5 dk bu
sivi igerisinde bekletildi

Sonrasinda array slaytinin oldugu sale Wash Buffer 1 iginden
cikarildiktan sonra, Wash Buffer 2 icine konuldu ve 1 dk bekledikten sonra
Wash Buffer 2’dan da ¢ikarildi.

Yikama safhasindaki birinci yikama islemi yluzeysel bir yikama saglar
fakat 2. ve 3. yikama iglemleri uygun sicaklik ve dalgada olmasina dikkat edildi

40



ve hizli davranilarak ozondan miumkdn oldugunca daha az etkilenmesi
saglandi.

Array slayti, lam tutucusuna "Agilent" yazisi Ust tarafa bakacak sekilde
yerlestirildi, ozon bariyer lam kapag! slaytin uzerine uygun sekilde yerlestirilerek

slayt tutucusu kapatilmigtir.

Tarama asamasindan once slayt tutucu igerisine yerlegtirilen slayt

bilgisayardan komut verilerek agilan tarayici kasetleri icerisine yerlestirildi.

10) Mikroarray Taramasi
Bilgisayar Uzerinden “Agilent Microarray Scan Control” yazilimiyla tarama

yapilmasi saglandi.

11) TIFF Dosyalarinin Analizi

Tarama islemi bittikten sonra tiff dosyasindan ve log oranlarina
donustirme islemini yapmak amaciyla Feature Extraction 12.0.1.1 yazilimi
kullaniimistir. Feature Extraction 12.0.1.1 yazilimi deneyin kalitesi ile ilgili kalite

kontrol raporu vermektedir.

Tablo 3.10. Enzimatik etiketlemenin kalite kontrol egik degerleri

Miikemmel lyi Stipheli
Arka Plan Gurultusu <10 10 - 20 >20
Sinyal yogunlugu >150 50 - 150 <50
Sinyal/Girilti >100 30 - 100 <30
Tekrarlanabilirilik <0.05 0.05-0.2 >0.2
DerivativeLRSpread <0.2 0.2-0.3 >0.3
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12) Analizde kullanilan Yazilim

Analizde kullanilan Yazilim Agilent CytoGenomics 4.0’dir

Sekil 3.4. Lam Tutucusu (Slide Holder)
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Sekil 3.5. aCGH Kalite Kontrol Raporu Ornegi
13) Yazimda saptanan CNV 1 Anlamli kabul etme kriterlerimiz:

Ardisik olarak en az 3 probun ortalama log ratiosu duplikasyon agisindan

>0,5 ve delesyon agisindan <-0,5 olmalidir. Her hastada saptanan degisiklikler
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o galisma iginde bizim grubumuzda olmayan 2 6rnek ile degerlendirilerek bu

bdlgeler agisindan probdan kaynakl hatalar 6nlenmeye caligiimistir.

14) Raw datalardan genler agisindan tarama

Onceden OMIM'de gebelik kaybi ile iliskisi oldugu bildirilen ve yayinlarda
onceden gebelikle iligkisi oldugu bildirilen toplam 39 gen acisindan oncelikli
olarak array platformu agisindan oldugu bdlgeler prob sikligi agisindan
degerlendirildi.

Analiz Kriterlerimizden biri olan en az 3 prob igermesi yonunden ilk olarak
CORIN, CTNNA3, JAK2, PROS1, F9, FMN2 genleri igeresindeki en az 3
probun sonrasinda tek prob iceren F5, MTHFR, POM121, STOX1, TIMP2,
F13A1, CBS genlerindeki prob ile éncesi ve sonrasindaki problar géz énlne
alinarak degerlendirildi. ANXA5, HLA-DQB1, HLA-DRB1, HLA-G, KHDC3L,
NLRP7, NOS3, POMZP3, SYCP3, UPK3B, SERPINC1, PROC, HRG, PLAT,
HABP2, F2, THBD, TDO2, SPHK1, SPHK2, FGF20, FOXP3, TAC3, TDO2 ve
GNRHR genlerinin sinirlari iceresinde prob bulunmamasindan dolayi bu genler

agisindan deg@erlendirme yapilamadi.

3.3.4 istatiksel Analiz

Veriler SPSS Paket Program 20.0 surimu ile analiz edildi. Tanimlayici
verilerin sunumunda sayi, yuzde, ortanca, ortalama, standart sapma, minimum,
maksimum kullanildi. Analiz sonucu elde ettigimiz CNV bdlgelerinin kontrol
populasyonuyla karsilastiriimasinda Binomial Test kullanildi. Saptanan CNV’ler,
DGV veritabaninda fenotip olarak normal bireylerden olusan kontrol
populasyonlarinda saptanan CNV’ler ile karsilastirildi. TGK olan olgulara ait
CNV’lerin  kontrol populasyonlari ile istatistiksel olarak karsilastiriimasi

sonucunda p<0,05 olan bdlgeler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan bu ¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniginde degerlendirilen ve 64 tane TGK olan
olguda aCGH'in tanisal yeri ve Onemi acisindan degerlendiriimesi
amaclanmaktadir. Bu agidan oncelikli olarak TGK olan ve aCGH yontemi ile
analiz edilen hastalar taranarak hastalarin ham verilerinin tekrar analizi
yapilmistir. Hedef dogrultusunda etiyolojide rol oynayan diger durumlar da
hastalarin poliklinik dosyalarindan taranmigtir. Diger etiyolojik faktorlerinde
farklilik saptansa dahi (Orn. FVL mutasyonu gibi) TGK multifaktoriyal olmasi

acisindan hasta grubuna alinmigtir.

4.10lgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 64 TGK olan olgunun tamami TGK oykusune
sahip bireyler olup, ¢alisma grubunun yas ortalamasi 33,9+6,6, ortancasi 33,5
(min: 22,0; maks: 55,0)’'dir. TGK olan kadin olgu sayisI 32, yas ortalamasi 32,
erkek olgu sayisi 32 ve yas ortalamasi 36’dir (Tablo 4.1). Bu olgulardan ilk 42
tanesi c¢ift olarak (kari-koca) degerlendirilmistir. Diger 22 tanesi tek olarak
degerlendirilmistir.

Hastalarin kag¢ yillik evli oldugu, kag¢ tane gebelik kaybi dykusu oldugu,
saglikh ¢ocuk sahibi olup olmadigi, ailesinde baska TGK olan olgunun olup
olmadigi, ailesinde konjenital anomali, mental retardasyon olan birey olup
olmadidi, hasta grubumuzun esiyle akrabalik 6ykisunin olup olmadigi, TGK
olan kadin olgularin otoimmun hastalik, uterin anomali ve PCOS oykusunun
olup olmadigi hakkindaki veriler hasta dosyasindan taranmistir.

Yasayan ¢ocugu olan olgu sayisi 27°dir. Cocugu olan fakat gocugunda
otizm ve sagirlk olan 1 ¢ift (2 olgu) ve gocugunda multikisitk displastik bdbrek
Oykuslt olan 1 c¢ift (2 olgu) mevcuttur. Ailesinde TGK &ykusu olan 8 olgu,
ailesinde konjenital anomalisi olan 12 olgu, ailesinde mental retardasyonu olan
6 olgu mevcuttur. Tum olgularin 12 tanesinde akraba evliligi mevcuttur (Tablo
4.1) . Kadin olgulardan 3 tanesinde PKOS oykusu ve 6 tanesinde adet

diuzensizligi oykusu vardir.
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Tablo 4.1. TGK olgularinin demografik ve aillesel verileri

Degiskenler n (%)
Cinsiyet

Kadin 32 (50,0)
Erkek 32 (50,0)
Egitim Durumu

Okuryazar degil 1(1,7)
IIkokul 10 (16,9)
Ortaokul 8 (13,6)
Lise 19 (32,2)
Universite 21 (35,6)
Yasayan gocuk

Var 27 (42,9)
Yok 36 (57,1)
Ailede TGK oykiisu

Var 8 (12,5)
Yok 56 (87,5)
Ailede konjenital anomali

Var 12 (18,8)
Yok 52 (81,3)
Ailede MR oykiisu

Var 6 (9,4)
Yok 58 (90,6)
Akrabalik

Var 12 (18,8)
Yok 52 (81,3)

%: Sutun ylzdesi

4.2 Olgularin Kromozom Analizleri
Calismamizdaki olgularin hepsinin GTG bantlama sonrasi metafazdan
kromozom analizi yapilmistir. Olgulardan 25 tane kadinin ve 28 tane erkegdin
toplam 53 tane olgunun kromozom analizi normal olarak degrlendirilmistir.
Tablo 4.2’de goruldigu uzere 11 olgunun kromozom analizleri 7 kadin

olgunun 5 tanesi 46,XX,9gh+, 2 tanesi 46,XX,21ps+, 4 erkek olgunun 3 tanesi

46,XY,9gh+ ve 1 tanesi 46,XX,21ps+ olarak degerlendirilmigtir.
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Tablo 4.2. Arastirmada analiz edilen TGK olgularina ait bazi demografik bulgular

Olgu Cinsiyet Yas Kromozom Analizi Gebelik Kaybi Gebelik Kaybi Yasayan Canli
no Sonucu Haftasi Sayisi Cocuk
1 Kadin 27 46,XX 12-12-12-19 4 +
2 Erkek 32 46,XY 12-12-12-19 4 +
3 Erkek 46 46,XY 4-5-6-6 4 -
4 Kadin 34 46,XX,9gh+ 4-5-6-6 4 -
5 Erkek 34 46,XY 6-6-18-6-16 5 -
6 Kadin 33 46,XX 6-6-18-6-16 5 -
7 Kadin 27 46,XX,21ps+ 6-8 2 +
8 Erkek 27 46,XY 6-8 2 +
9 Kadin 26 46,XX,9gh+ 11-20 2 -
10 Erkek 27 46.XY 11-20 2 -
11 Erkek 42 46,XY 7-16-28 3 -
12 Kadin 36 46,XX 7-16-28 3 -
13 Erkek 33 46,XY 6-7 2 +
14 Kadin 25 46,XX 6-7 2 +
15 Erkek 55 46,XY 7-9 2 +
16 Kadin 36 46,XX 7-9 2 -
17 Kadin 31 46,XX 17-20-17 3 -
18 Erkek 33 46,XY 17-20-17 3 -
19 Erkek 38 46,XY 5-8 2 +
20 Kadin 38 46,XX 5-8 2 +
21 Kadin 22 46,XX 16-12 2 +
22 Erkek 29 46,XY 16-12 2 +
23 Kadin 33 46,XX,9gh+ 8-6-6 3 +
24 Erkek 35 46,XY 8-6-6 3 +
25 Kadin 38 46,XX 7-7-7-7-10 5 +
26 Erkek 39 46,XY 7-7-7-7-10 5 +
27 Kadin 36 46,XX,9gh+ 4-6 2 -
28 Erkek 40 46,XY 4-6 2 -
29 Kadin 37 46,XX 6-12-13-32 4 -
30 Erkek 32 46,XY 6-12-13-32 4 -
31 Kadin 36 46,XX 7-16-12*-4 4 +
32 Erkek 47 46,XY 7-16-12*-4 4 +
33 Kadin 33 46,XX 7-8 2 -
34 Erkek 39 46,XY 7-8 2 -
35 Kadin 39 46, XX 18-20-28-32 4 -
36 Erkek 35 46,XY,9gh+ 18-20-28-32 4 +
37 Erkek 43 46,XY 19-19-8-8 4 -
38 Kadin 33 46,XX 19-19-8-8 4 -
39 Erkek 27 46,XY 5-5-7 3 -

46




40 Kadin 26 46,XX 5-5-7 3 -
41 Erkek 39 46,XY 8-10-25 3 +
42 Kadin 35 46,XX 8-10-25 3 +
43 Erkek 27 46,XY 6-6-6 3 -
44 Kadin 35 46,XX,9gh+ 6-6 2 +
45 Erkek 33 46,XY 8-8-8-14 4 -
46 Erkek 40 46,XY 8-6 2 -
47 Kadin 38 46,XX 9-10-18 3 +
48 Kadin 23 46,XX 4-6-9 3 -
49 Kadin 29 46,XX 8-14 2 -
50 Kadin 25 46,XX 5-7 2 -
51 Kadin 40 46,XX 6-6 2 -
52 Kadin 27 46,XX 5-6 2 +
53 Kadin 33 46,XX 6-12 2 +
54 Erkek 48 46,XY,9gh+ 7-7 2 +
55 Erkek 32 46,XY 5-6 2 -
56 Erkek 28 46,XY,9gh+ 7-7 2 -
57 Kadin 31 46,XX 5-8 2 -
58 Erkek 41 46,XY 10-10 2 -
59 Kadin 23 46,XX 5-5-13 3 -
60 Erkek 35 46,XY,21ps+ 5-7-8 3 -
61 Kadin 34 46,XX,9gh+ 5-6-7-10 4 +
62 Erkek 31 46 XY 5-6 2 -
63 Erkek 38 46,XY 8-12-22 3 -
64 Erkek 24 46,XY 4-9 2 -

*Ikiz gebeliktir.

4.3Kadin Olgularin Trombofili Mutasyonlari agisindan analizleri

Kadin olgular FVL, Protrombin, faktor X Ill, PAI, MTHFR C677T, MTHFR
A1298C mutasyonlari agisindan degerlendirilmistir.

FV Leiden R506Q mutasyonu acisindan 30 olgu wild olarak
degerlendirilirken 2 olgu(12. ve 49. Olgu) heterozigot mutasyon saptanmigstir ve
hicbir olguda homozigot mutasyon saptanmamistir. FVL Mutasyonu saptanan
olgularda CNV saptanmamisgtir.

Protrombin (FIl) G20210A mutasyonu agisindan 32 olgu wild olarak
degerlendirilirken higbir olguda heterozigot mutasyon veya homozigot mutasyon

saptanmamistir.
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MTHFR C677T (Ala222Val) mutasyonu agisindan 16 olgu wild olarak
degerlendirilirken 12 olgu heterozigot mutasyon ve 4 olguda homozigot
mutasyon saptanmistir.

MTHFR A1298C (Glu429Ala) mutasyonu acgisindan 15 olgu wild olarak
degerlendirilirken 15 olgu heterozigot mutasyon ve 2 olguda homozigot
mutasyon saptanmistir.

FXII V34L (Val34Leu) mutasyonu acisindan 19 olgu wild olarak
degerlendirilirken 11 olgu heterozigot mutasyon ve 2 olguda homozigot
mutasyon saptanmistir.

PAI (Plasminogen activator inhibitor-1) geninin promoter bolgesindeki 4G
/ 5G olarak bilinen polimorfizmi (5G alleli 4G'den biraz daha az transkripsiyonel
etkiye sahiptir.) acisindan 8 olgu wild olarak degerlendirilirken 14 olgu

heterozigot mutasyon ve 10 olguda homozigot mutasyon saptanmistir.

4.40lgularda Saptanan CNV'ler

Kopya sayisi degisiklikleri toplam 64 olgunun 40'Inda (~%62)
saptanmigtir. Tablo da goruldugu Uzere 40 o6rnekte 56 farkl bolgede toplam 83
CNV tespit edilmigtir. Agilent CytoGenomics 4.0 analiz programindaki CNV
goruntulerine ait drnekler Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmigtir.

Saptanan CNV’ler tiplerine gore degerlendirildiginde; %36’sinin (20/56)
delesyon, %64’Unun (36/56) duplikasyon gdzlenmisgtir.

Tablo 4.3’te belirtildigi Uzere 40 olgunun 11’inde (6., 15., 33., 35., 36.,
44., 46., 47., 54., 57., 64. olgular) 5'i erkek, 6’si kadin olmak Uzere CNV
saptanan bdlgesi gen icermemektedir ve 3 olgusu (36., 47., 54. olgular) 2’si
erkek 1’i kadin olmak Uzere saptanan CNV bdlgeleri sadece gen igermeyen

bdlgelerdir.

Tablo 4.3. Olgularin cinsiyetlere gére CNV, gen iceren ve gen iceremeyen CNV dagilimi

CNV CNV Gen igeren Gen igermeyen  Hem Gen igeren hem
Saptanmayan saptanan CNV CNV Gen Icermeyen CNV
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Olgu Sayisi 24 (37,5) 40 (62,5) 37 (57,8) 3(4,6) 11 (17,1)
Erkek Olgu Sayisi 10 (15,6) 22 (34,3) 20 (31,2) 2(3,1) 5(7,8)
Kadin Olgu Sayisi 14 (21,8) 18 (28,1) 17 (26,5) 1(1,5) 6 (9,3)
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Tablo 4.4. TGK olgularinin aCGH Analiz Sonuglari

Omim Genleri

Olgu

Nu | Kromozom | Baslangi¢ Bitis Del/Dup | Morhid Diger

1 8p23.1 12241093 | 12467543 Dup - FAMB6B2
1p36.22- TNFRSF8, TNFRSF1B,

2 p36.21 12120119 | 12912625 Del - DHRS3,

2 2q37.3 | 242856588 | 243007359 | Del - -

2 6927 168364343 | 168557983 Dup - MLLT4, KIF25

2 8p23.1 11541950 | 11702150 Dup GATA4, FDFT1, CTSB,
12qg22- NTN4, SNRPF,

3 q23.1 96111082 | 96428347 Dup HAL, LTA4H
15915.3 | 43916972 | 43951301 Del - CATSPER2

4 6p25.3 259318 339802 Del - DUSP22

PDXDC1, NTAN1,

16p13.11 | 15048751 | 15416681 Dup - RRN3
2q37.3 | 242856588 | 243007359 | Del - -

6 11925 |134647002 | 134700853 | Dup - -
16p11.2-

6 pll.1 34482042 | 34682448 Dup - -

7 2p12 80810986 | 80922693 Dup - CTNNA2

7 2q37.3 | 242856588 | 243007359 | Del - -

7 6025.3 157728230 | 157968773 Dup - -

9 8p23.1 7165283 7752586 Del - DEFB103A, DEFB4A

11 1p31.1 71564987 | 71864539 Dup - -

11 10923.1 84679418 | 84705055 Dup - NRG3

11 15912 26870749 | 26906560 Dup GABRB3 -

11 | 22g11.23 | 25078164 | 25342402 Dup - PIWIL3
17p11.2-

13 pll.1 21529568 | 22205821 Dup - -

14 2q37.3 242856588 | 242980297 Del - -

14 4925 112939140 | 113303929 Dup - ALPK1

15 1p31.1 71644631 | 71876032 Dup - NEGR1

15 3026.32 | 176221801 | 176409474 Dup - -

15 8q12.3 63059191 | 63219403 Dup - NKAIN3

15 8024.13 | 124982301 | 125093611 Dup - -

15 10g22.3 | 80246881 | 80381611 Dup - -

15 22011.23 | 25162700 | 25280657 Dup - PIWIL3,

17 6p25.3 294420 389334 Del - DUSP22

18 7935 146259229 | 146271983 Del CNTNAP2 -

19 10926.3 | 135243049 | 135358905 Dup - CYP2E1

20 | 22g11.21 | 18718296 | 19000760 Del PRODH DGCRS6,

21 4p16.3 69699 165369 Del - -
7p21.2- SOSTDC1, TSPAN13,

22 p21.1 16111821 | 17470499 Dup ISPD AGR2, AGR3, AHR,
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22 10926.3 | 135288547 | 135353728 | Dup - CYP2E1
24 10926.3 | 135274570 | 135379166 | Dup - CYP2E1, SYCE1
31 2031.1 | 177041329 | 177051997 Del - -
31 8g21.13 | 80863913 | 81267401 Del - MRPS28, TPD52
19q13.2- PSG3, PSG8, PSG1, PSG6, PSG7,
31 g13.31 43242795 | 43741310 Dup - PSG11, PSG2, PSG5, PSG4,
32 | 10911.22 | 46997942 | 47639999 Del - GPRIN2, NPY4R, ANXAS8
16p11.2-
32 pll.1 | 34482042 | 34727349 | Dup - -
19q13.2- PSG8, PSG1, PSG6, PSGY7,
32 q13.31 43253223 | 43736892 Dup - PSG11, PSG2, PSG5, PSG4,
33 | 4p16.3 45882 71992 Dup - -
33 14q11.2 | 22500231 | 23011311 Del - -
35 1g31.1 |188849004 | 189275487 | Dup - -
35 2037.3 | 242856588 | 243007359 Del - -
36 1g31.1 |188769500 | 189212256 | Dup - -
37 7031.1 | 110792866 | 111190869 Del - IMMP2L
39 2037.3 | 242856588 | 243007359 Del - -
40 12p12.3 | 15993788 | 16117364 Del - STRAP
44 2p11.2 87771588 | 87954920 Dup - -
44 6016.3 |103703918 | 104289410 Del - -
46 7011.23 | 76139282 | 76351578 Del - UPK3B, POMZP3
46 9p23 12031727 | 12196201 Del - -
46 10p13 12373413 | 13077734 Dup - CAMK1D
46 14911.2 | 22598026 | 23011311 Del - -
47 16921 63736586 | 64006142 Dup - -
50 15915.3 | 43927359 | 43949572 Del - CATSPER2
52 7011.23 | 76139282 | 76558024 Del - UPK3B, POMZP3
54 5p14.3 20895983 | 21402998 Del - -
56 10923.1 | 84062345 | 84094466 Del - NRG3
57 1p31.1 71644631 | 71876032 Dup - NEGR1
3p24.2-
57 p24.1 26340714 | 26484885 Dup - -
57 8023.1 | 106814267 | 106978629 | Dup ZFPM2 -
57 10g22.3 | 80246881 | 80381611 Dup - -
57 16921 61464017 | 61641525 Dup - -
58 2037.3 | 242856588 | 243007359 Del - -
58 10p14 8588248 | 8717319 Dup - -
58 | 12924.32 |127960536 | 128217368 | Dup - -
58 17922 56848361 | 57048222 Del - -
16p11.2-
60 pll.1 34467363 | 34757461 Dup - -
61 6927 170687555 | 170774867 | Dup - FAM120B
62 2037.3 | 242856588 | 243007359 Del - -
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63 | 10911.22 | 47026021 | 47655146 Del - NPY4R, ANXAS,

16p11.2-
63 | pll. | 34482042 | 34727349 | Dup - -
64 | 1p31.1 | 71644631 | 71876032 | Dup - NEGR1

64 | 8g24.13 |124982301 | 125093611 | Dup - -
64 | 10pl4 | 8588248 | 8808613 | Dup - -
64 | 10g23.31 | 91294861 | 91393360 | Dup |SLC16A12 PANK1, MIR107
64 | 12921.31 | 82546274 | 82730083 | Dup - -
64 | 13q31.1 | 85127264 | 85279653 | Dup - -
64 | 22911.23 | 25207339 | 25280657 | Dup - -

*Tabloda koyu olarak yazili CNV bolgeleri gen icermemektedir.
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Grafik 4.1. CNV buyukliklerine gore gruplarin delesyon ve duplikasyon

durumuna gore dagilimi
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Sekil 4.1. iki nolu olguda 1. kromozomun p36.22-p36.21 lokusundaki
TNFRSF8, TNFRSF1B, DHRS3, MIR7846, MIR4632, VPS13D, SNORAS9A,
SNORA59B, MIR6730, AADACL4, AADACL3, Clorfl58, PRAMEF12,
PRAMEF1, PRAMEF11, HNRNPCL1, HNRNPCL3, HNRNPCL4 genlerini
iceren heterozigot delesyonun (792 Kb) aCGH goéruntusu
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Sekil 4.2. Otuz yedi nolu olguda 7. Kromozomun g31.1 lokusundaki IMMP2L

genini igeren heterozigot delesyonun (398Kb) aCGH goérintis
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4.5Saptanan CNV’lerin Kromozomlara gore Dagilimlari
Kromozomlardaki CNV’lerin kromozom bolgelerine gore bakildiginda 18
tanesinin delesyon, 34 tanesinin duplikasyon ve 2 tanesinin de hem delesyon

hem duplikasyon tipinde oldugu gozlenmisgtir.

Tablo 4.5. Kopya sayisi degisikliklerinin kromozomlara gore dagilimi

Kromozom Delesyon / Sikhigi Saptanan Olgu
Kromozom Bolgesi Duplikasyon (%) sayisl (n)

1 p31.1 dup 4,82 4
p36.22-p36.21 del 1,20 1
g31.1 dup 241 2
pll.2 dup 1,20 1
5 pl2 dup 1,20 1
q31.1 del 1,20 1
g37.3 del 9,64 8
3 p24.2-p24.1 dup 1,20 1
g26.32 dup 1,20 1
4 p16.3 del-dup 2,41 2
p25 dup 1,20 1
5 pl4.3 del 1,20 1
p25.3 del 2,41 2
gl6.3 del 1,20 1
® g25.3 dup 1,20 1
g27 dup 2,41 2
p21.2-p21.1 dup 1,20 1
. q11.23 del 2,41 2
g3l.1 del 1,20 1
g35 del 1,20 1
p23.1 del-dup 3,61 3
q12.3 dup 1,20 1
8 q21.13 del 1,20 1
g23.1 dup 1,20 1
g24.13 dup 2,41 2
9 p23 del 1,20 1
pl3 dup 1,20 1
pl4 dup 2,41 2
ql1.22 del 2,41 2
10 q22.3 dup 2,41 2
g23.1 del-dup 2,41 2
g23.31 dup 1,20 1
026.3 dup 3,61 3
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11 925 dup 1,20 1
pl12.3 del 1,20 1

12 g21.31 dup 1,20 1
g22-g23.1 dup 1,20 1

g24.32 dup 1,20 1

13 g31.1 dup 1,20 1
14 gll.2 del 2,41 2
15 gl2 dup 1,20 1
gl15.3 del 2,41 2

pll.2-pll.1 dup 4,82 4

16 p13.11 dup 1,20 1
g21 dup 241 2

17 pl11.2-p11.1 dup 1,20 1
g22 del 1,20 1

19 g13.2-913.31 dup 2,41 2
22 gl1.21 del 1,20 1
gl11.23 dup 3,61 3

Grafik 4.2'te goruldugu uzere 18, 20, 21, X ve Y kromozomlarinda CNV saptanmadi.

Tablo 4.5'te ifade edildigi gibi 2q37.3 kromozom bdlgesindeki
LINC01237, LOC102723927 genlerini igeren heterozigot delesyon 8 olguda
(%9,64) gozlenmistir (Sekil 4.3).

1p31.1 kromozom bodlgesinde NEGR1 (Neuronal Growth Regulator 1),
ZRNAB2-AS2 genlerini igeren duplikasyon 4 olguda (%4,82) gézlenmisgtir.

16p11.2-p11.1  kromozom  bolgesinde  LINC01566, FRG2DP,
TP53TG3HP genlerini iceren duplikasyon 4 olguda (%4,82) gozlenmistir (Sekil
4.4).10926.3 kromozom bolgesinde CYP2E1, SYCE1, SCART1 genlerini igeren
duplikasyon 3 olguda (%3,61) go6zlenmistir.22q11.23 kromozom bdlgesinde
PIWIL3, TOP1P2, SGSM1, TMEM211 genlerini iceren duplikasyon 3 olguda
(%3,61) gozlenmisgtir.

Olgularda saptanan CNV’lerin konfirmasyon caligsmalari
gerceklestirimemistir. 2 nolu olguda saptanan delesyonun konfirmasyonu
MLPA ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.3).

Tablo 4.6’da gosterildigi Uzere en sik CNV saptanan genler LINC01237,
LOC102723927°dir. Sonra 4 olguda duplikasyonu saptanan ZRANB2-AS2,
LINC01566 genleri gelmektedir.
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CNV Saptanan Olgu Sayisi
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Grafik 4.2. Kopya sayisi degisikliklerinin kromozomlara gére dagilimi
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Sekil 4.3. ikinci kromozomun 37.3 lokusundaki LINC01237, LOC102723927

genlerini iceren heterozigot delesyonun (150Kb) aCGH goéruntisi
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Sekil 4.4. Onaltinci kromozomun p11.2-p11.1 lokusundaki LINC01566,

FRG2DP, TP53TG3HP genlerini igeren heterozigot duplikasyonun (245Kb)

aCGH goruntusu
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Tablo 4.6. En az iki olguda saptanan CNV’lerin genlere gore dagilimi

Saptanan Olgu Sayisi Genler Del-Dup
8 LINC01237, LOC102723927 Del
4 ZRANB2-AS2 Dup
4 LINC01566 Dup
3 NEGR1 Dup
3 FRG2DP Dup
3 CYP2E1 Dup
3 PIWIL3 Dup
2 ZNF595, ZNF718 del-dup
2 DUSP22 Del
2 UPK3B, POMZP3 Del
2 FER1L6, FER1L6-AS1, FER1L6-AS2 Dup
2 LOC105376398 Dup
2 NPY4R, ANXAS, Del
2 NRG3 del-dup
2 CATSPERZ2 Del
2 PSG8, PSG1, PSG6, PSG7, PSG11 Dup

PSG2, PSG5, PSG4

En blylk gebelik kaybi 4-12 hafta arasinda olan olgularda saptanan
CNV saptanan olgu sayisi 24 (%64) ve bu olgularin 23 (%62) tanesinde
saptanan CNV bodlgeleri gen icermekte olup 7 (%18) olguda ise gen icermeyen

CNV bdlgleri mevcuttur. Bu olgularin 6 tanesinde saptanan CNV bdlgeleri hem

gen igeren bolgede hemde gen igermeyen bolgede saptanmistir(Grafik 4.3).

En blyuk gebelik kaybi 13-24 hafta arasinda olan olgularda saptanan
CNV saptanan olgu sayisi 13 (%68) ve bu olgularin 12 (%63) tanesinde
saptanan CNV bodlgeleri gen icermekte olup 2 (%10) olguda ise gen icermeyen

CNV bolgleri mevcuttur. Bu olgularin 1 tanesinde saptanan CNV bdlgeleri hem

gen iceren bolgede hemde gen icermeyen bolgede saptanmistir (Grafik 4.3).
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Tablo 4.7. CNV saptanan genlerin DGV veritabanindaki toplum oranlari ile

kargilastiriimasi

GENLER Sa%Tgsggﬁg:am TgF;Lrle p Referans
LINC01237, LOC102723927 del 8/64 41/771 0,020* dgv165e55
ZRANB2-AS2 dup 4164 1/112 0,003* nsv818211
LINC01566 dup 4164 13/29084 | 0,0001* | dgv2963n100
NEGR1 dup 3/64 2/1557 | 0,0001* |  dgvi9n27
FRG2DP dup 3/64 189/2908 0,009* | dgv2965n100
CYP2E1 dup 3/64 110/3908 0,002* | dgv1001n100
DUSP22 del 2/64 84/29084 | 0,015* | dgv5878n100
UPK3B, POMZP3 del 2/64 3/112 0,514 dgv63n64
CATSPER2 del 2/64 17/29084 | 0,002* | dgv2585n100
PSG8, PSG1, PSG6, PSG7, dup 2/64 16/771 | 0,384 dgv140e55
PSG11, PSG2, PSG5, PSG4

P 020,05 - Database of Genomic Variants (DGV)

En buyuk gebelik kaybi 25 hafta ve Uzeri olan olgularda saptanan CNV
saptanan olgu sayisi 3 (%37) ve bu olgularin 2 (%25) tanesinde saptanan CNV
bdlgeleri gen icermekte olup 2 (%25) olguda ise gen icermeyen CNV bolgleri
mevcuttur. Bu olgularin 1 tanesinde saptanan CNV bdlgeleri hem gen igeren
bdlgede hemde gen icermeyen bolgede saptanmigstir (Grafik 4.3).

Gebelik kaybi 2-3 olan olgularda saptanan CNV saptanan olgu sayisi 29
(%63) ve bu olgularin 26 (%56) tanesinde saptanan CNV bdlgeleri gen
icermekte olup 8 (%17) olguda ise gen icermeyen CNV bdolgleri mevcuttur. Bu
olgularin 5 tanesinde saptanan CNV bdlgeleri hem gen iceren bdlgede hemde
gen icermeyen bodlgede saptanmistir.

Gebelik kaybi 4 ve Uzeri olan olgularda saptanan CNV saptanan olgu
sayisi 11 (%61) ve bu olgularin 11 (%61) tanesinde saptanan CNV bdlgeleri
gen icermekte olup 3 (%16) olguda ise gen icermeyen CNV bdélgleri mevcuttur.
Bu olgularin 3 tanesinde de saptanan CNV bdlgeleri hem gen iceren bdlgede

hemde gen icermeyen bdlgede saptanmistir.
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Grafik 4.3. TGK olan olgularin en blylk gebelik kaybi haftasina gére CNV gen igerip icermeme dagilimi
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4.6 Olgularin Segilen genler agisindan CNV degisiklikleri

TGK olan olgularimizda CORIN, CTNNAS3, JAK2, PROS1, F9, FMN2, F5,
MTHFR, POM121, STOX1, TIMP2, F13A1, CBS genlerinin en az 3 prob olacak
sekilde sekilde ortalama log ratiolari hesaplanmistir. CORIN (Corin, Serine
Peptidase) fenotipik olarak Preeklampsi/eklampsi 5 ile iligkilidir. Cui ve
arkadaslari CORIN geni ile preeklampsi arasinda iligki saptamistir (91). En fazla
kalpte eksprese edilmektedir. CTNNAS3 (Catenin (Cadherin-Associated Protein),
Alpha 3) Rajcan-Separovic ve arkadaslarinin gebelik kaybi etiyolojine yonelik
olarak yaptigi calismada TIMP2 (Tissue Inhibitor Of Metalloproteinase 2) ile
birlikte CNV olarak saptanmistir(4). CTNNAS3 en fazla kalpte ve TIMP2 ise en
fazla over ve endomteriumda eksprese edilmektedir. STOX1 (Storkhead Box 1,
C10o0rf24 (Chromosome 10 Open Reading Frame 24)) van Dijk ve arkadaslari
preeklampsi ile arasinda iliski saptamistir (92). En fazla beyinden eksprese
edilmektedir. JAK2 (Janus kinase 2) Mercier ve arkadaslar agiklanamayan
gebelik kaybi JAK2 geni arasinda iligki saptamistir (93). PROS1 (Protein S
(Alpha)) geni ile trombofili arasinda iliski saptanmistir (94). En fazla
karacigerden eksprese edilmektedir. F9 (Koagulasyon Faktor IX), Bezemer ve
arkadaslari bu genle trombofili arasinda iliski saptamigtir (95). En fazla
karacigerden eksprese edilmektedir. FMN2 (Formin 2), Leader ve arkadaslari
yaptiklari calismada TGK ile arasinda iliski saptamistir (96). En fazla beyinden
eksprese edilmektedir. F5 (Koagulasyon Faktor V), Martinelli ve arkadaslari bu
genle TGK arasindaki iligkiyi saptamistir (97). En fazla karaciger ve
plasentadan eksprese edilmektedir. MTHFR (Methylene Tetra Hydro Folate
Reductase) Hobbs ve arkadaslari bu genle gebelik kaybi arasinda iligki
saptmistir (98). Yaygin olarak eksprese edilmesi yani sira en fazla akcigerden
eksprese edilmektedir. POM121 (POM121 Transmembrane Nucleoporin)
yaygin olarak eksprese edilmesi yani sira en fazla kemik iliginden eksprese
edilmektedir. F13A1 (Coagulation Factor XlII A Chain), Reiner ve arkadaslari bu
genle kanama arasinda iligki saptamigtir (99). En fazla plasentadan eksprese
edilmektedir. CBS (Cystathionine-Beta-Synthase) mutasyonlari homosisteini

yukselterek tromboza yatkinliga neden olabilmektedir (100). En fazla karaciger
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eksprese edilmektedir. incelenen bu gen bolgelerinde genin tamamini kapsayan

delesyon veya duplikasyon saptanmamistir.
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5. TARTISMA

Cocuk istemi olan ciftlerin %1-3’U tekrarlayan gebelik kaybi sorunu ile
karg! karsiyadir. TGK poligenik mdltifaktoriyel bir sadlik sorunu olup endokrin,
immunolojik, anatomik, trombofilik, kromozomal, genetik, enfeksiyoz, ¢evresel
faktorler etiyolojide saptanabilmektedir (101). Tium bu faktorler tetkik edilse bile
TGK etiyolojisinin yaklasik %50’si halen idiopatik olarak kalmaktadir. Bu
nedenle tekrarlayan gebelik kayiplarinda etiyolojinin saptanmasina yonelik
¢alismalara ihtiyag vardir.

TGK etiyolojisini aydinlatmak igin gunimuzde yapilan genetik
tetkiklerden baslicalari kadin ve erkek periferik kandan kromozom analizi,
kadindan ise ayrica trombofili acisindan FVL ve F2 genlerine yonelik SNP
agisindan tetkikidir (102). Dengeli translokasyon yada yapisal kromozomal
anomali tagiyicihgr saptandiginda preimplantasyon veya prenatal tani
yapilabilmekte; trombofili saptanmasi durumunda ise distik molekal agirlikl
heparin kullanilarak gebelik kayiplari anlamli bir sekilde artmakta ve eve canli
bebek goéturme olasihgr artmaktadir (43,103,104).

aCGH ya da diger adiyla kromozomal karyotipleme, DNA dizisindeki
CNV’leri tespit etmek icin genom ¢apinda kapsamli ve yuksek rezoltsyonlu bir
analiz yontemidir. CNV’lerin buyuk kismi polimorfiktir. Herhangi iki insanin
genom igerigi CNV polimorfizmi nedeniyle 50-100 Mb kadar farkhlik gosterebilir.
Gen icerip icermemeleri fenotipi etkileyebildigi gibi kromozom yeniden
dizenlemelerinde etkili olduklari icin de dnem tasirlar.

Ayrica CNV’ler raporlanirken hastalarin  klinik  bulgulari  da
degerlendiriimelidir. CNV’ler patojenik, VOUS vya da benign olarak
siniflandinimaktadir. CNV’ler agisindan ¢ok veri toplamak ve bu verileri
paylasmak cok dnemlidir. Bu sekilde CNV'lerin daha iyi yorumlanmasi mimkin
olabilecektir.

Buglne kadar TGK olan olgularinda CNV’leri degerlendirmek agisindan
yapilan, sonuglandiriimig sadece U¢ ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalar: Rajcan-
Separovic ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi ¢alisma, Nagirnaja ve
arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 c¢alisma, Kasak ve arkadaglarinin 2017
yihinda yaptigi calismalardir.
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Rajcan-Separovic ve arkadaslarinin yaptigi g¢alismada Agilent 105 K
oligonukleotit aCGH yontemi ile toplam 22 birey cahsiimigtir. 8 ¢ift 13 fetal
materyal Uzerinde kalitilmis 11 tane daha o6nce saptanmamis CNV
saptanmistir. Bizim calismamizda bu c¢alismada saptanan CNVler ile ayni
bdlgelerde CNV saptanmamigtir (4). Bu durum vaka sayisinin az olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi populasyonlarimiz arasindaki etnik farklihktan da
kaynaklaniyor olabilir.

Nagirnaja ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada toplam 558 TGK olgusu ve
205 tane saglikli kadin kontrol galismaya dahil edilmigstir. Erkek saglikli kontrol
calismaya alinmamistir. Yaptiklari c¢alismada 5p13.3 bolgesinde yeni bir
duplikasyon saptanmis. PDZD2 ve GOLPH3 genlerinin ekspresyonundaki
degisikliklerin gebelik komplikasyonlarini artirici bir risk faktért olabilecegi 6ne
surdlmastir  (105). Bizim c¢alismamizda bu bolgelerde de degisiklik
saptanmamistir. Nagimaja ve arkadaslarinin ¢alismasi literaturdeki en buyuk
hasta ve kontrol grubu olup bizim 6érneklem grubumuz goéreceli olarak daha
kUguktar.

Kasak ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma TGK olan 25 olgu dahil
edilmistir. idiopatik TGK olgularina yénelik olarak anne-baba-plasenta ve anne-
plasenta seklinde galisiimis. NUP98 ve MTRR genleri TGK olan olgularda etkili
oldugu gosterilmis ve ayrica buylk perisentromerik ve subtelomerik CNV’lerin
TGK acisindan risk faktort olabilecegi bildirilmistir (7). Bizim ¢calismamizda bu
genler de normal bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda 2 olgumuzda muhtemel patojenik CNV saptanmistir.
Tablo2.3'te de goOsterilen CNV degerlendirme oOlgegine goére 10911.22
kromozom bolgesindeki heterozigot delesyon ve 1p36.22-p36.21 kromozom
bdlgesindeki heterozigot delesyon patojenik olarak degerlendirilmistir (Tablo
4.4, Sekil 4.1 ve Sekil 4.5). Ayrica CLINVAR’da bu bodlgelerdeki CNV’ler
agisindan likely patojenik olarak degerlendirilmistir. Bu patojenik CNV ler ilk kez
bizim g¢alismamizda TGK olgularinda saptanmistir. Bu hastada mental
retardasyon ve dismorfik bulgu yoktu, 4 gebelik kaybi ve bir yasayan ¢ocugu

mevcuttu.
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CNV’ler farkli mekanizmalarla TGK etiyolojisinde yer alabilirler; CNV
bdlgesinin icerdigi genlerin fonksiyon kaybi veya kazanci sebebiyle embriyolojik
ve/veya plasental gelisim bozulabilir; 6zellikle heterozigot CNV’ler mayoz
bolinme esnasinda sinaps ve krosing over olusumunu bozarak olusan
gametlerin daha blUyuk ve patojenik delesyon veya duplikasyonlara sahip
olmalarina yol acabilirler; ayrica gen igermeyen bdlgelerin non homolog
CNV’leri bile interkromozomal etki nedeniyle fetal andploidilere neden olarak
gebelik kaybina neden olabilir.

CNV saptamaya yonelik yapilan calismalar siklikla fetal materyale
yoneliktir. TGK olan olgulara yonelik c¢alismalar genelde SNP saptamak
amaciyla yapilmistir. Bizim calismamizda diger ¢calismalardan farkh olarak fetal
materyal yerine TGK olan giftlerin CNV’lerine yoneliktir. Bu sekilde
saptayacagimiz etiyolojiyi aydinlatacak CNV bolgeleri etiyolojiye katkida
bulunarak bu agidan muzdarip olan bireylere yardimci olabilecektir.

Analiz edilen 43 aileden sadece 4 cift ve 7 tekli olgu (esi test edilmemis)
olmak Uzere 15 bireyde hic CNV saptanmamis olup kalan ailelerde trombofili ve
aCGH analizi ile 32 ailede anlamli sonug elde edilmigtir.

Gen igcermeyen CNV’lerinde interkromozomal etki ile gametogenezi
bozabildigi g6z 6nlne alinirsa trombofili yaninda aCGH ile CNV analizi, TGK
ailelerinde olgularinin esleriyle birlikte analiz edilmesi durumunda %74’Gne tani
konulabilmesini saglayarak sebebi bilnmeyen oranini %50'den %Z26’ya
indirmektedir. Olgularin ¢ift olarak degdil de bireysel olarak analiz edilmesi
durumunda %62’sine tani konabilmis ve idiopatik grup %38’e azalmistir.

Tablo 2.1°de goruldugu Uzere sitogenetik olarak dengesiz goérulen yapisal
anomalilerin %85’i abortusla sonuglanirken, dengeli gériinen anomalilerde bile
%16’ya varan oranda abortus gorulmesi bu anomalilerin de submikroskobik
dizeyde dengesiz olduguna isaret etmektedir.

Calismamizda ilk olarak kromozom analizleri ve trombofili agisindan ilgili
SNP’ler degerlendirildi. Trombofili agisindan FVL ve protrombin mutasyonu
tasiyicisi olan 2 olguda hi¢ CNV saptanmadi. Tum genoma yonelik genomik
kopya sayisi degisimleri, ¢oézunurliglu daha yudksek olan aCGH analizi ile

degerlendirilmigtir.
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TGK olgularindda gebelik kaybi haftasi ve CNV’ler arasi baglantiya
bakildiginda (Grafik 4.3) 4-12 hafta kayiplari ile 13-24 hafta kayiplari arasinda
anlamli bir farklihk olmadigi, her iki grupta da % 62-63 gen igceren CNV oldugu
ve CNV’si olan olgularin oraninin %64-68 oldugu gézlenmistir. Gen icermeyen
CNV orani 25 hafta Uzeri kayiplarda en fazla (%25), ikinci sirada 4-12 hafta ve
en az 13-24 hafta kayiplari olan ebeveynlerde saptanmig olup muhtemelen olgu
sayisinin az olmasi nedeniyle sapmalara olabilir, bu konuda daha buyuk hasta
ve kontrol gruplari ile ¢alisiimasi onerilir.

Hasta grubumuzda CNV saptanan genlerin oranini DGV veri tabanindaki
toplum oranlari ile karsilastirdigimizda 6zellikle UPK3B, POMZP3 delesyonu
kontrol grubunda da yuksek oranda saptandigindan (3/112) aradaki fark
istatiksel olarak anlamh ¢gikmamasinin nedeni olabilir. Bununla birlikte bu durum
kontrol  grubunun infertilite/abortus agisindan  oOzellikle  belilenmemis
olmasindan kaynakli olabilir, bu kontrol grubu infertilite/ abortus ciftleri olup
olmadigi hakkinda bigiye ulagilamamigtir. Bu konuda daha dogru bir
deg@erlendirme yapilabilmesi igin fertil ve hi¢ abortus dykisl olmayan saglikli
kontrol grubu ile karsilastiriimasi gerekmektedir.

Saptanan CNV’lerin buyuklukleri degerlendirildiginde (Grafik 4.1) bizim
¢calismamizda saptanan CNV’lerin genellikle 100-500kb arasinda oldugu, 10 kb
alinda ve 2mb Ustinde hic CNV saptanmadigi goértlmustir. Kasak ve
arkadaslarinin 2015 yilinda yapitgi calismada saptanan CNV araldi bizim
calismamizla uyumludur (106). 10 kb nin altindaki CNVler ardigik 3 prob denk
gelmedigi icin saptanamadigindan 2 mb nin Usutindeki delesyon ve
duplikasyonlar ise muhtemelen MKA/MR fenotipine yol agtigindan bizim
calismamizda ve benzeri ¢calismalarda saptanamamistir.

Gebelik kaybi sayisi ile CNV iceren olgu sayisi ve bu CNV’lerin gen
icerip icermemesi arasinda anlamh bir fark bulunamamistir. (%63-61, %56-61,
%17-16) CNV acgisindan analiz yapilacaksa 2-3 gebelik kaybi olmasi yeterlidir,
4 ve Uzeri gebelik kayiplarini beklemek anlamli bir katki saglamayacaktir.
5.1CNV bolgeleri ve igerdikleri genler

Toplam 8 olguda (2, 6, 7, 14, 35, 39, 58, 62. olgular) kromozom 2g37.3
bdlgesinde yaklasik 150 kb buytkliginde heterozigot delesyon saptanmistir.
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Bu bolgede OMIM geni mevcut olmayip, LINC01237, LOC102723927 genleri
mevcuttur. LINC01237 geni appendiks, lenf nodu, dalak, tiroid ve endometrium
dokularinda yogun olarak eksprese edilmektedir. LOC102723927 gen
bdlgesindeki delesyonun klinik 6énemi tam saptanamamis olup kontrolsiz
gestasyonel diabet ile iligkili olabilecegi 6ne surulmustir (3). Bu genler, Long
non coding RNA genleri olup; LINC01237 geninin appendix, lenf nodu ve
dalakta eksprese olmasi immun sistemde rolu olabilecegini dusundurmektedir
(Grafik 5.1). Endometriumda da yogun olarak eksprese olmasi gebelik
kayiplarinin  etiyolojisinde 06zellikle onemli bir aday gen olabilecegini
desteklemektedir. Bu delesyonun saptandigi olgularin 6 sinin kadin olmasi
endometrial ve immunolojik  etiyolojilerle baglantih olabilecegini
desteklemektedir. Bu delesyonu tasiyan 6 kadinin toplam 19 distginden 2
tanesi 24 hafta Uzeri (immunolojik?) 6 tanesi 12 ve Uzeri, 13 tanesi ise 4-10
hafta araliginda olup endometrial faktor olarak ta rol oynayabilecegini

dusundurmektedir.

Toplam 4 olguda (11, 15, 57, 64. olgular) 1p31.1 kromozom bdlgesinde
duplikasyon saptanmis olup bu bdlge NEGR1 (Neuronal Growth Regulator 1),
ZRNAB2-AS2 genlerini icermektedir. Grafik 5.2’de goruldugu Uzere ZRNAB2-
AS2 geni ekspresyonu en yogun olarak testisten ve NEGR1 geni ekspresyonu
ise yogun olarak beyinden gerceklesmektedir. Bu bdlge CLINVAR’da likely
benign olarak degerlendirilmistir. Saptanan bu genler agisindan literatliirde TGK
ile iligkili dogrudan bir bilgi yoktur. Bu delesyonlarin ikisi erkeklerde olup 7-28
hafta arasi kayiplara sebep olmasi anodploidi olabilecegini distundurmektedir.
ZRNAB2-AS2 delesyonu spermatogenezi etkileyerek abortus etiyolojisinde
paternal faktor olarak rol alabilir.

Toplam 4 olguda (6, 32, 60, 63. olgular) 16p11.2-p11.1 kromozom
bdlgesinde duplikasyon saptanmis olup bu bodlge LINC01566, FRG2DP,
TP53TG3HP genlerini icermektedir. Bu bdlge CLINVAR’da benign olarak
degerlendirilmigtir. LINC01566 (Grafik 5.3), TP53TG3HP (Grafik 5.4) genleri
ekspresyonu neredeyse sadece testisten ve FRG2DP (Grafik 5.5) yogunlukla

testisten ve ciltten gerceklesmektedir. Saptanan bu genler agisindan literatirde
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TGK ile iligkili dogrudan bir bilgi yoktur. Bu vakalarin 3’G erkek olup gebelik
kayiplari 4-25 hafta arasindaydi. LINC01566, FRG2DP genlerinin nerdeyse
sadece testiste eksprese olmalari spermatogenezde rol aldiklarini
dusundirmektedir. LINC01566, FRG2DP, TP53TG3HP genlerinin duplikasyonu
da spermatogenezi etkileyerek, muhtemelen kromozom anomalilerine neden

olarak, abortus etiyolojisinde paternal faktor olarak etkili olabilir.

20

RPKM

e
C.')

Grafik 5.1. LINC01237 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Grafik 5.2. ZRNAB2-AS2 geni dokulara gore ekspresyon dizeyi grafigi (107)
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Grafik 5.4. TPS3TG3HP geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Grafik 5.5. FRG2DP geni dokulara gore ekspresyon dizeyi grafigi (107)
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Toplam 3 olguda (19, 22, 24.olgular) 10926.3 kromozom bdlgesinde
CYP2E1l, SYCE1l (Synaptonemal Complex Central Element Protein 1),
SCART1 genleri mevcut olup bu boélgede duplikasyon saptanmistir. Grafik
5.6'da goruldugu Uzere SYCEL geni ekspresyonu en yogun olarak testisten ve
sinirl olarak sirasiyla plasenta, beyin ve prostattan gergceklesmektedir (108). Bu
bdlge CLINVAR’da klinik olarak 6nemi belirlenememis olarak siniflandiriimis
olup preeklampsi 6yklsu ve normal dogum yapan olgularda saptanmistir (106).
Vries ve arkadaslari 2014 yilinda prematur ovaryan yetmezlikli 2 kiz kardeste
SYCEL1 geninde nonsense homozigot mutasyon (Q205X) saptamistir (109).
Maor-Sagie ve arkadaglari 2015 yilinda 2 iranh erkek kardeste SYCE1 geninde
homozigot mutasyon saptamistir ve spermatogenez hatasi ile iligkilendirmistir
(110). Huang ve arkadaslari non obstruktif azospermili 970 Cinli erkekte yapilan
calismada 3 bireyde 134kb’lik delesyon saptamis ve non obstruktif azospermi
ile iligkili oldugunu bildirmistir (111). Bu duplikasyonun saptandigi olgularin
hepsinin erkek olmasi ve 5-12 hafta kayiplarina sebep olmasi da
spermatogenez kaynakli anomalilere sebep olabilecegini dugundurmektedir. Bu
bdlgedeki genler ve 6zellikle SYCE1 geni hem paternal faktor olabilir hem de
maternal (oogenez) ve plasental kaynakh gebelik kayiplarindan sorumlu

olabhilirler.

Toplam 3 olguda (11, 15, 64. olgular) 22q11.23 kromozom bdlgesinde
duplikasyon saptanmis olup en genis CNV PIWIL3, TOP1P2, SGSM1,
TMEM211 genlerini igermektedir. CLINVAR'da bu bdlge agisindan veri
bulunmamaktadir Grafik 5.7’de goruldugu Uzere PIWIL3 geni ekspresyonu en
yogun olarak testisten ve az olarakta ciltten gergeklesmektedir. Saptanan bu
genler acisindan literaturde yeterli bilgi saptanmamistir. Bu duplikasyonun
saptandidi olgularin da ikisi erkek ve kayiplarin 7-28 hafta arasi olmasi da
spermatogenez kusurlarini ve anoploidiyi dustundurmektedir. Bu bolgedeki

genler de paternal faktor olabilir.
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Grafik 5.6. SYCE1 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Grafik 5.7. PIWIL3 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)

iki olguda(4,17. olgular) 6p25.3 kromozom bolgesinde DUSP22 (Dual-
Specificity Phosphatase 22) geni mevcut olup bu bélgede heterozigot delesyon
saptanmistir. Bu bdlge CLINVAR’da benign olarak degerlendirimigtir. Grafik 5.8
'de goruldugu uzere DUSP22 geni ekspresyonu en yogun olarak testisten
gerceklesmekle birlikte diger dokularda da eksprese edilmektedir. Bu

duplikasyon sadece kadin hastalarimizda saptanmis olup bu genin plasenta,
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endometrium, tiroid ve lenf nodu gibi ¢esitli dokularda eksprese olmasi maternal

faktor olarak anlamli olabilecegini dusundurmektedir.

2 olguda (46, 52. olgular) 7q11.23 kromozom bdlgesinde UPKS3B,
POMZP3, LOC100133091 geni mevcut olup bu bdélgede heterozigot delesyon
saptanmigtir. POMZP3, LOC100133091 genleri yodun olarak testiste eksprese
edilmekle birlikte POMZP3 overlerde de eksprese olmakta ve Zona pellucidanin
yapisindaki temel proteinlerden birini olusturmaktadir. UPK3B geni de
urogenital epitelde ve endometriumda eksprese olmaktadir. Bu delesyon bir
kadin ve bir erkek olguda saptanmis olup abortus etiyolojisinde her iki cinsiyet
icin 6nemli bir aday bolge olabilir. Bu delesyonu tasiyan olgularin gebelik
kayiplari 4-9 hafta arasinda olup endometrial faktor kadar kromozom
anomalileri de s6z konusu olabilir. Kadinlarda POMZP3 {n kahtilimig
mutasyonlari dispermi ve triploidi olasiligini arttirmaktadir. Bu bdlge
CLINVAR’da likely benign/benign olarak degerlendiriimis olmakla birlikte yarik
damak ve gelisme geriligi olan hastalarda da bildirilmigtir.

iki olguda (32, 63. olgular) 10q11.22 kromozom bdlgesinde GPRIN2,
NPY4R, ANXA8 genleri mevcut olup bu bodlgede heterozigot delesyon
saptanmigstir. Bu bolge CLINVAR'da 6nemi belirlenememis/likely patojenik

olarak degerlendirilmigtir.

iki olguda (3, 50. olgular) 15q15.3 kromozom bdlgesinde CATSPER2
(Cation Channel Sperm Associated 2) geni mevcut olup heterozigot delesyon
saptanmisti.  Bu bodlge CLINVAR'da likely benign/benign  olarak
degerlendirilmistir. Bu bolge icin artmis nuchal translusens, prematiur dogum,
yarik damak dudak ve gelisme geriligi olan hastalarda da saptanmistir. Bu gen
yogun olarak testiste eksprese edilmektedir (Grafik 5.9) ve spermatogenezde
etkilidir. Delesyon saptanan iki olgudan birisi erkek olup bu delesyon 6zellikle
paternal kaynakli andploidiler yoluyla tekrarlayan gebelik kayiplarina sebep
olabilir.
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Grafik 5.8. DUSP22 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Grafik 5.9. CATSPER2 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)

Avidan ve arkadaslari 2003 yilinda 3 erkek kardeste CATSPER2 geninde
70kb lik delesyon saptamis ve bu durumu nonsendromik erkek infertilitesi ile
ilskili oldugunu bildirmigtir (112). Hoppman ve arkadaslari 2013 yilinda bildirilen

calismada bu genin heterozigot delesyonunu %1 siklikta bulmus olup bir
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hastalarinda bu bdlgenin homozigot delesyonunu saptayip bu bdlge
delesyonunu isitme kaybi ve erkek infertilitesi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir
(113). Jaiswal ve arkadaslari 2014 yilinda infertil 2 erkek kardeste bu genin
delesyonunu vaka seklinde bildirmislerdir (114).

2 olguda (31, 32. olgular) 19913.2-q13.31 kromozom bdlgesinde PSG8,
PSG1, PSG6, PSG7, PSG11, PSG2, PSG5, PSG4 geni mevcut olup bu
bdlgede duplikasyon saptanmistir. Bu bdlge CLINVAR’da likely benign/benign
olarak degerlendirilimigtir. Bu bdlgedeki genler plasentada eksprese
edilmektedir (Grafik 5.10). Arnold ve arkadagslari tarafindan 1999 vyilinda
yaptiklari calismada PSG11 ile tekrarlayan gebelik kaybi riski arasinda iligkiyi
bildirilmigtir (115). Bizim ¢alismamizda bu bodlgede delesyon saptanan iki olgu

kari kocadir.

iki olguda (15, 64. olgular) 8g24.13 kromozom bdlgesinde duplikasyon
saptanmis olup bu bodlge FER1L6, FER1L6-AS1, FER1L6-AS2 genlerini
icermektedir. Bu genlerden FER1L6, FER1L6-AS1 yogun olarak testiste
eksprese edilmekle birlikte 2. sirada midede eksprese edilmektedir. FER1L6-
AS2 ise yodun olarak midede eksprese edilirken 2. sirada testisten eksprese
edilmektedir. Ledig ve arkadaslari 2010 yilinda yayinladiklari calismada,
FER1L6 geninin folikilogenezis ve erkek infertilitesi ile iligkili oldugu bildirilmistir
(116). Olgularimizdan birinin kadin digerinin erkek olmasi bu bdlgenin hem
maternal hem paternal olarak dnemli bir faktor olabilecegini desteklemektedir.

4p16.3 kromozom bolgesinde ZNF595, ZNF718 genleri mevcut olup bu
bdlgede bir olguda (21.olgu) heterozigot delesyon, 1 olguda (33.olgu) ise
duplikasyon saptanmigtir. Bu bodlge CLINVARda klinik olarak 6nemi
belirlenememis / likely benign olup normal dogum yapan olgularda, gelisim
geriligi olan olgularda saptanmistir. Her iki gen dokularda yaygin olarak
eksprese edilmekle birlikte ZNF595 yogun olarak plasentada (Grafik 5.11)
eksprese edilirken ZNF718 ise yogun olarak tiroid dokusundan eksprese
edilmektedir. ZNF595 plasental kaynakli abortuslarla iligkili olabilirken ZNF718
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ise hormonal sebepli abortuslara sebep olabilir. Bizim olgumuzun da kadin
olmasi plasental kaynakli maternal etiyolojide rol oynayabilecegini

desteklemektedir.
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Grafik 5.10. PSG11 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Grafik 5.11. ZNF595 geni dokulara gére ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Bir olguda (37.olgu) 7931.1 kromozom bélgesinde IMMP2L (inner
Mitochondrial Membrane Peptidase Subunit 2) geni mevcut olup bu bdlgede
heterozigot delesyon saptanmistir. Bu bdlge CLINVAR’da klinik olarak 6nemi
belirlenememis / likely benign olarak degerlendirilmis olup prematir ovaryan
yetmezligi veya gelisim geriligi olan olgularda saptanmistir. Stigliani ve
arkadaglart 2013 yilinda vyayinladiklari makalede IMMP2L geninin
folikilogenezis iliskili oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda erkek bir olguda
delesyonu saptanan bu genin testiste de eksprese oluyor olmasi paternal faktor
olarak rol oynayabilecegini desteklemektedir.

Bir olguda 2g31.1 (31.olgu) kromozom bdlgesinde HAGLR, HAGLROS
genleri mevcut olup bu bdlgede heterozigot delesyon saptanmistir. Grafik
5.12'de goruldugu tzere HAGLR geni yogun olarak testiste eksprese edilmekle
birlikte over ve endometriumda da eksprese olmaktadir. HAGLROS geni
sirasiyla kolon, testis ve boObrekte, az miktarda da olsa over ve uterusta
eksprese edilmektedir. Bu genler agsindan literatirde gebelik kaybi ile iligkili
veri mevcut degildir. Bizim olgumuz kadin olmakla birlikte bu genler hem

maternal hem de paternal faktor olarak abortus etiyolojisinde rol oynayabilir.

Bir olguda (57.olgu) 8g23.1 kromozom bodlgesinde duplikasyon
saptanmis olup bu boélge ZFPM2, ZFPM2-AS1 genlerini icermektedir. Bu bdlge
CLINVAR’da klinik 6nemi belirlenemeyen olarak degerlendirilmistir. ZFPM2 geni
yogun olarak overden eksprese edilirken ZFPM2-AS1 geni ise yogun olarak
endometrium ve mesaneden eksprese edilmektedir (Grafik 5.13-14). Bu genler
ile gebelik kaybi arasinda iligki su ana kadar bildiriimemistir. Bu bolgedeki
genlerin over ve endometriumdan eksprese olmasi, duplikasyon saptadigimiz

olgunun da kadin olmasi, maternal faktor olabilecegini desteklemektedir.
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Grafik 5.12. HAGLR geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Grafik 5.13. ZFPM2 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Bir olguda (2. olgu) saptanan 1p36.22-p36.21 kromozom bdlgesindeki
heterozigot delesyon TNFRSF8, TNFRSF1B, DHRS3, MIR7846, MIR4632,
VPS13D, SNORAS9A, SNORA59B, MIR6730, AADACL4, AADACLS3, Clorf158,
PRAMEF12, PRAMEF1, PRAMEF11, HNRNPCL1, HNRNPCL3, HNRNPCL4
genlerini igermektedir. CLINVAR'da bu bdlge acisinda inceledigimiz zaman
gelisme geriligi agisindan bu bdlge Uzerinde yapilan ¢alismalar sonucu bu bolge
likely patojenik olarak degerlendirlimigtir.

Bir olguda (7.olgu) 2p12 kromozom bdlgesinde duplikasyon saptanmis
olup bu bdlge CTNNAZ2 genini icermektedir. Bu bolge CLINVAR da likely benign
olarak degerlendirilmistir. Bu gen acisindan gebelik kaybi ile iligkili literatirde
veri mevcut degildir.

Bir olguda (7.olgu) 6925.3 kromozom bdlgesinde duplikasyon saptanmis
olup bu bdlge TMEM242, ZDHHC14, MIR3692 genini icermektedir. Bu bdlge
CLINVAR’da benign olarak degerlendirilimis olup Ust dudak yarigr olan
hastalarda paternal olarak saptanmistir. Grafik 5.15te goéraldigu Uzere
ZDHHC14 geni yogun olarak beyin ve endometriumda eksprese edilmektedir.
Bu genin endometriumda eksprese olmasi, olgumuzun da kadin olmasi abortus
etiyolojisinde maternal faktor olarak rol oynayabilecegini dusindturmektedir.

Bir olguda (13.0lgu) 17p11.2-p11.1 kromozom bdlgesinde duplikasyon
saptanmig olup bu bodlge FAM27ES5, FLJ36000, MTRNR2L1 genlerini
icermektedir. Bu bdlge CLINVAR'da likely benign/benign  olarak
degerlendirilimigtir. Garfik 5.16’da goruldugu uzere FLJ36000 geni yogun olarak
testiste eksprese edilmektedir. Bu genler agisindan literatlirde yetererince veri
bulunmamaktadir. FAM27E5, geni yogun olarak testis ve servikste eksprese
edilmektedir. Olgumuzun erkek olmasi paternal faktor olarak abortus
etiyolojisinde rol oynayabilecegini desteklemektedir. Servikste de eksprese

olmasi servikal kaynakli abortuslarda da rol oynayabileceg@ini dustndurmektedir.
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Grafik 5.17. LINC01208 geni dokulara gore ekspresyon duzeyi grafigi (107)
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Bir olgu (15. Olgu) 3926.32 kromozom bolgesinde duplikasyon
saptanmis olup bu bélge MIR7977, LINC01208 genlerini icermektedir. Bu bdlge
agisindan yeterince bilgi olmamakla birlikte LINC01208 geni yogun olarak
testiste ekprese edilmektedir (Grafik 5.17). Olgumuzun da erkek olmasi paternal

faktor olarak abortus etiyolojisinde rol oynayabilecegini desteklemektedir.

Bir olguda (20.0lgu ) 22g11.21 kromozom bdlgesinde DGCR6, GGT3P,
DGCRS genleri mevcut olup bu boélgede heterozigot delesyon saptanmistir Bu
bdlge CLINVAR’da klinik olarak 6nemi belirlenememis olup normal dogum
yapan olgularda saptanmigtir (106).GGT3P geni tiroidle ilgili olup hormonal
sebepli TGK sebep olabilir.

8p23.1 kromozom bdlgesindeki duplikasyon (FAM86B2 FAMG66A,
DEFB109P1, FAM90A25P, LOC100506990, LOC729732  genlerini
icermektedir.), 8p23.1 kromozom bodlgesindeki duplikasyon (GATA4, FDFT1,
CTSB, SNORA99, C8orf49, NEIL2 genlerini icermektedir.), 7935 kromozom
bdlgesindeki delesyon (CNTNAP2 genini icermektedir.), 8g21.13 1 kromozom
bdlgesindeki delesyon (MRPS28, TPD52, MIR5708 genleri icermektedir.),
12q24.32 kromozom bdlgesindeki duplikasyon (LOC101927637,
LOC105370068 genleri icermektedir.) ile ilgili literaturde bilgi bulunamadi.

CNV saptanan genlerin DGV veritabanindaki toplum oranlar ile
kargilastiriimasi yapilirken 2 ve daha fazla olguda saptanan genler
degerlendiriimis ve LINC01237, LOC102723927, ZRANB2-AS, LINC01566,
NEGR1, FRG2DP, CYP2E1l, DUSP22, CATSPER2 genleri DGV ye gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl bulunmustur. istatistiksel olarak anlamli
bulunmayan UPK3B, POMZP3, PSG8, PSG1, PSG6, PSG7, PSG11, PSG2,
PSG5, PSG4 genlerinin farkh bulunmamasi DGV veritabanindaki olgularin
seciminden kaynaklaniyor olabilir, bu genleri iceren CNV ler igin fertil saglikli
kontrol guruplari ile galisma yapilmasi gereklidir.

Fonksiyonlari bilinmeyen genler hakkinda dokulardaki ekspresyon

dizeyleri 6nemli bir ipucu olmakla birlikte tim RNA larin sekanslandigi
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calismalarda numune sayisinin  kisith  olmasi (107) ayrica over ve
endometriumda gen ekspresyonlarinin fertil donemde siklik 6zellik gostermesi,
puberte dncesi ve menapoz sonrasi donemde de ekspresyonlarin degisebiliyor
olmasi degerlendirmeyi gugclestirmektedir. Literatirde over ve endometriumda
hi¢ eksprese olmuyor veya az eksprese oluyor seklinde bildirilen genlerin de
aslinda gerek yasamsal gerekse menstruel siklus iginde numune alinandan
farklh dénemlerde eksprese olabilecekleri géz 6nlinde bulundurulmal ve iyi
secilmis (fertil, abortuslari olmayan, reprodiktif déonemde) saglikli kadinlarin
over ve uterus dokularinda siklusun farkli donemlerinde ekspresyonlarinin nasil
degistigi arastinimahdir.

Erkek olgularda saptadigimiz CNV’lerin icerdikleri genlerin buylk
cogunlukla sadece testisten eksprese olan genler olmasi; kadin olgularda
saptadigimiz CNV’lerin icerdigi genlerin ise siklikla plasenta, endometrium,
tiroid ve lenf nodu gibi dokulardan eksprese oluyor olmasi, aCGH yontemiyle
saptanan CNV’lerin abortus etiyolojisini saptamada diagnostik ve yonlendirici bir
yontem olabilecegine isaret etmekle birlikte bu konuda, daha buyuk hasta
gruplan ve iyi segilmis fertil kontrol gruplar ile yapilacak ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Gen igcermeyen CNV’lerinde interkromozomal etki ile gametogenezi
bozabildigi géz 6nlne alinirsa trombofili yaninda aCGH ile CNV analizi, TGK
ailelerinde olgularinin esleriyle birlikte analiz edilmesi durumunda %74’Gne tani
konulabilmesini saglayarak sebebi bilnmeyen oranini %50'den %26’ya
indirmektedir. Olgularin ¢ift olarak degdil de bireysel olarak analiz edilmesi
durumunda %62’sine tani konabilmis ve idiopatik grup %38’e azalmistir.

Calismamizda saptanan gen igceren CNV lerin maternal ya da paternal
faktor olma potansiyelleri tabloda sunulmustur. CATSPER2, LINCO1208,
FAM27ES, FLJ36000, IMMP2L, PIWIL3, SYCEL1, FRG2DP,
TP53TG3HP,ZRNAB2-AS2 ve LINCO1566 muhtemel paternal faktér olarak éne
cikarken, UPK3B, POMZP3, PSG8, PSG1, PSG6, PSG7, PSG11, PSG2,
PSG5, PSG4, ZNF595, ZNF718, ZFPM2, ZFPM2-AS1, ZDHHC14, HAGLR,
HAGLROS, LINC01237, LOC102723927, DUSP22 ve GGT3P genleri

muhtemel maternal faktorler olarak gortulmektedir. Bu genlerin ekspresyonlarini
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degistirecek tedaviler gelecekte tekrarlayan dusuklerin tedavisinde Umit verici
olabilir. Ornegin heterozigot delesyon saptanan bir olguda ilgili genin
ekspresyonunu arttiracak ilaglar, ya da duplikasyon saptandiginda ilgi genin
ekspresyonunu azaltacak ilaglar TGK tedavisinde ¢igir acabilir. TGK ile iligkili
CNV lerin daha buyuk hasta ve saglikli kontrol serileri ile arastirimasi ve
etiyolojide rol oynayabilecek genlerin ekspresyonlarini etkileyecek faktorlerin
bulunmasinin ardindan TGK olgularinda rutin kullanim igin sadece belli hedef
genlere yonelik daha disuk maliyetli CNV test panelleri gelistirilebilir. Bizim
hasta grubumuzda saptanan CNV’lerin prognostik 6nemini saptamak amaciyla
canli gocuk sahibi olup olmadiklari tabloda belirtiimistir. Sonraki ¢alismalarda
canli gocugu olan olgularin kullandiklari ilaglarin, besin desteklerinin ve yagsam
tarzlarinda canli ¢cocugu olmayan olgulara gore bir farkhlik olup olmadiginin
belirlenmesi bu genlerin ekspresyonlarini etkileyen faktorlere ve gelecekteki

tedavi segeneklerine 11k tutabilir.
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Tablo 5.1. CNV lerin prognostik faktor olarak degerlendirilmesi

CNV Bolgesi Genler Maternal Paternal Canli gocuk
LINC01237, 4 erkek, 4 kadin olmak tzere 1 erkegin,
2037.3 LOC102723927 + - 2 kadinin canl cocugu mevcuttur.
3 erkek, 1 kadin olmak UGzere 1 erkegin
1p31.1 ZRNAB2-AS2 - + canli cocugu mevcuttur
LINC01566, FRG2DP, 2 erkek 2 kadin olmak tzere 1 erkegin
16pll.2-pl11.1 TP53TG3HP - + canli cocugu mevcuttur
3 erkek olmak Ulzere hepsinin canli
10g26.3 SYCE1 + + ¢ocugu mevceuttur
22911.23 PIWIL3 - + 3 erkek 1 erkegin canli cocugu mevcut
2 kadin olmak UGzere higbirinin canh
6p25.3 DUSP22 + - cocuk yoktur
UPK3B, POMZP3, 1 erkek 1kadin olmak uzere 1 kadinin
70q11.23 LOC100133091 + - canli cocugu mevcuttur
1 erkek 1kadin olmak Uzere higbirinin
15915.3 CATSPER2 - + canli cocugu yoktur
PSG8, PSG1, PSGS6,
PSG7, PSG11, PSG2, 1 kadin 1 erkek ¢ift olamk tzere canli
19913.2-gq13.31 PSG5, PSG4 + - cocuklari vardir
2 erkek olmak Uzere 1 erkegin canli
8024.13 FER1L6 + + cocugu vardir
2 kadin olmak uzere 1 kadinin canli
4p16.3 ZNF595, ZNF718 + - cocugu vardir
7931.1 IMMP2L + + 1 erkek canli cocuk yoktur
2031.1 HAGLR, HAGLROS + + 1 kadin canli ¢cocuk vardir
8023.1 ZFPM2, ZFPM2-AS1 + - 1 kadin canli cocuk yoktur
6025.3 ZDHHC14 + - 1 kadin canli cocuk vardir
17pll.2-pl11.1 FLJ36000 - + 1 erkek canli cocuk vardir
17p11.2-p11.1 FAM27ES + + 1 erkek canli cocuk vardir
3026.32 LINC01208 - + 1 erkek canl cocuk vardir
22911.21 GGT3P + - 1 kadin canli gocuk vardir
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6. SONUG VE ONERILER

TGK olan toplam 64 olgunun aCGH analizlerinde, 40 olguda kopya sayisi
degisimleri saptanmistir. Saptanan CNV’lerin degerlendiriimesinde DGV veri
tabani kontrol populasyonu olarak kullaniimigtir.

Calismamizda tespit edilen CNV’leri multipleks ligasyon-bagimli prob
amplifikasyonu (MLPA), metafaz FISH ve kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(gPCR) kullanilarak dogrulama galigmalari yapiimasina ihtiya¢ vardir.

Ulkemizde TGK konusunda aragtirmalarin yayginlastiriimasi ve
artirlmasi, genetik etiyolojinin aydinlatiimasina katki saglayacaktir. Bunun
yanisira ayni zamanda kromozom anomalilerinin, CNV’lerin ve tek gen
hastaliklarinin tespit edilmesini; boylelikle daha dogru genetik danigmanlik
verilebilmesini mumkun kilacaktir.

Gen icermeyen CNV’lerinde interkromozomal etki ile gametogenezi
bozabildigi géz 6nline alinirsa trombofili yaninda aCGH ile CNV analizi, TGK
ailelerinde olgularinin esleriyle birlikte analiz edilmesi durumunda %74’lGne tani
konulabilmesini saglayarak sebebi bilnmeyen oranini %50'den %Z26’ya
indirmektedir. Olgularin ¢ift olarak dedil de bireysel olarak analiz edilmesi
durumunda %62’sine tani konabilmis ve idiopatik grup %38’e azalmistir.

TGK’nin genetik zeminin belirlenmesine yonelik galismalar taninin erken
konulmasina, dolayisiyla ¢ocuk sahibi olma ve bu donemde gegirilecek uzun
zaman donemine yonelik olarak bir sonraki gebeligin erken donemde
planlanmasina katkida bulunacaktir. Bu nedenle herhangi bir degisiklik
saptanmayan olgularda mevcut fenotipin genetik zeminin arastirilmasi igin
¢alismanin devami olarak CNV’ye neden olmayan ancak pozisyon etkisine
bagli olarak etkili olabilen varsa inversiyon kaynakli anomalilerin
belirlenebilmesi amaciyla TGK olan bireylerde ve daha genis olgu gruplarinda
daha yuksek rezolisyonlu genomik tarama, yeni nesil dizileme ve ekspresyon
analizlerinden yararlaniimasi gerektigi dustncesindeyiz. Bu calismalar, TGK
etiyolojisinde genetik katkinin oranini ve goérulme siklhiginin belirlenmesi

acisindan katki saglayacaktir.
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Ozetle, TGK olgulara ait mevcut retrospektif aCGH genotip sonuglarinin

tekrarlayan gebelik kaybiplarinin molekuler etiyolojik sebepleri agisindan

degerlendirildiginde;

1.

TGK olan olgulara yoénelik literatirde c¢ok fazla aCGH c¢alismasi
bulunmamaktadir.

TGK ailelerinde olgularinin esleriyle birlikte analiz edilmesi durumunda
%74’Gne tani konulabilmesini saglayarak sebebi bilnmeyen oranini
%50’den %26’ya indirmektedir.

Olgularin ¢ift olarak degil de bireysel olarak analiz edilmesi durumunda
%62’sine tani konabilmis ve idiopatik grup %38’e azalmistir.
Calismamizda saptanan CNV’lerin genellikle 100-500kb arasinda
oldugu, 10 kb altinda ve 2mb Ustinde hic CNV saptanmadidi
gOrulmustar.

TGK olan olgularin CNV degerlendiriimesinde 2-3 gebelik kaybi olmasi
yeterlidir, 4 ve uUzeri gebelik kayiplarini beklemek anlamli bir katki
saglamamistir.

Bu arastirmada CATSPER2, LINCO1208, FAM27E5, FLJ36000,
IMMP2L, PIWIL3, SYCE1l, FRG2DP, TP53TG3HP,ZRNAB2-AS2 ve
LINCO1566 muhtemel paternal faktor olarak dne ¢ikmistir.

Ayrica UPK3B, POMZP3, PSG8, PSG1, PSG6, PSG7, PSG11, PSG2,
PSG5, PSG4, ZNF595, ZNF718, ZFPM2, ZFPM2-AS1, ZDHHC14,
HAGLR, HAGLROS, LINC01237, LOC102723927, DUSP22 ve GGT3P
genleri TGK etiyolojisinde etkili muhtemel maternal faktorler olarak bir

adim daha 6ne ciktiklari ortaya konmustur.
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analizleri

Kras ,EGFR sekans ve Bcr-ABL RT-PCR ile

Kromozom 13,18,21,X ve Y STR fragment analizi

Direkt sekanslama,

B5,B27

Mikrodelesyon subtelomerik kanser vs. panelleri

Talasemi,TRAPS.CAPS.MVK,Frajil X ,HPV
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