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OZET

Giris ve Amag: Intrauterin fetal kayiplarda basta genetik olmak Ulzere birden
fazla etiyolojik sebep bildiriimekle birlikte olgularin ¢ok buylk bir oraninda
(~%60) kesin etiyolojik neden tam olarak aydinlatilamamistir. Bu galismada;
fetal donem gebelik kayiplari olan ciftlerde fetiis materyallerinin array komperatif
genomik hibridizasyon (aCGH) yontemi ile analiz edilerek, molekuler genetik
etiyolojik sebeplerin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu temel amag
dogrultusunda, Ozellikle embriyonal dénem hicre bdlinmesi, doku
farkhlasmasinda gorev alan gen/genler ve gen ailelerinde olasi kopya sayisi
varyasyonlari (CNV), yapisal degisimlerin (delesyon ve/veya duplikasyonlar)
ileri diizeyde tespit edilerek konu ile ilgili glincel literatur verileri ile tartigiimasi

amaclanmistir.

Yontem: Mevcut retrospektif arastirma projesinde, 2016-2018 yillari arasinda
Tibbi Genetik laboratuvarina gebelik kaybi sebebiyle bagvuran ciftlere ait
toplam 39 adet fetal tahliye materyali analiz edilmistir. Arastirmaya dahil edilen
her bir materyale ait solid dokudan Qiagen kiti kullanilarak hedef genler
acisindan genotiplendirmede kullanilmak Uzere total genomik Deoksiribo
Nukleik Asit (DNA) izole edilmis ve olgulara ait DNA bankasi olusturulmustur.
Fetal kayiplara ait genomik DNA’lar daha sonra kromozomal mikroarray-CGH
yontemi ile (aCGH, 60 K ISCA dizayn, Agilent, Germany) molekiler etiyolojik
sebepler acisindan genotiplendirilmistir. Elde edilen sonuglar, yine kit ile birlikte
saglanan referans DNA sonuglari ile karsilastirimigtir. Olgu ve referans DNA
lara ait hibridize prob korelasyonlari intrauterin kayiplarla iligkili toplam 54
fonksiyonel gen CNV’ler agisindan genomik varyasyon analizinde kullanilan veri

tabanlarn (Database of Genomic Variants Analysis) ile degerlendirilmigtir.

Bulgular: Arastirma kapsaminda analiz edilen toplam 39 fetal materyalin 32
tanesinde (%82.05) CNV tespit edilmistir. Saptanan CNV’lerin bazi olgularda
duplikasyon sekline (%55), bazilarinda delesyon (% 45) seklinde olduklari
saptanmistir. Degerlendirilen toplam 54 genin 19'unda (%35) delesyon, 26

tanesinde (%48) duplikasyon saptanirken toplam 3 tanesinde ise (%6) hem



delesyon ve hemde duplikasyon saptanmistir. Arastirma sonuglarimiz, diger
otozom kromozomlar vyanisira (1,2,3,4,5,7,8,10,12,13,14,15,20) intrauterin
kayiplarda en fazla tutulumun X kromozomunda oldugunu ortaya koymustur.
Saptanan CNV’lerin yaygin olarak heterozigot allel tipinde ve duplikasyonlar
seklinde oldugu saptandi. Calismamizda, fetal kayip etiyolojisi agisindan
sirasiyla COX7B, ZIC1, MECP2, FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN ve SIX3

gen CNV’lerinin daha sik oldugu saptanmistir.

Tartisma ve Sonug: Sinirli sayida fetal materyalin analiz edildigi arastirma
sonuglari, basta X kromozomu olmak Uzere farkli otozom kromozomlar Uzerine
lokalize fonksiyon genlerde meydana gelen delesyon, duplikasyon gibi yapisal
kopya sayisi varyasyonlarinin intrauterin kayiplarda onemli molekuler etiyolojik
sebepler oldugunu ortaya koymustur. Toplam 54 farkh gene ait analizlerinin
yapildigi mevcut sonuglarda 6zellikle embriyonal donem hticre bélinmesi, doku
farkllagsmasinda gorev alan gen ve/veya genlerde tutulumlarinin daha yaygin
oldugu saptanmistir. Bu fonksiyonel genlerden 6zellikle COX7B, ZIC1, MECP2,
FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN ve SIX3 genlerde yapisal mutasyonlarin
daha sik oldugu ortaya konmustur. Arastirma sonuglarinin ¢ok sayida olgunun
dahil edildigi ve daha kapsamli gen profillemesinin yapildigi ileri arastirmalar
tarafindan desteklenmesi ve bu dogrultuda o6zellikle tekrarl intrauterin kaybi
olan ciftlerin saglikli ¢ocuk sahibi olmalari icin yonlendirildikleri in vitro
fertilizasyon vb gibi ihtiya¢ duyulan yardimci Greme tekniklerinden daha etkin
yararlanmalarina  akademik ve  profesyonel katki  saglanabilecegi

dusundimustar.

Anahtar kelimeler: intrauterin fetal kayiplar; molekiler etiyolojik sebepler;
aCGH; CNV



THE ANALYSIS OF FETAL MATERIALS FOR MOLECULAR ETHIOLOGICAL
PARAMETERS IN COUPLES WITH INTRAUTERINE PREGNANCY LOSS BY
COMPERATIVE GENOMIC HYBRIDISATION (MicroArray-CGH) TECHNIQUE

SUMMARY

Objective and aim:

Although intrauterine fetal losses have been reported with more than one
etiological cause, mainly genetic, a definite etiologic cause has not been
elucidated at a great rate (60%) of the cases. In this study; it is aimed to
analyze fetal materials with array comperative genomic hybridization (aCGH)
method in couples with fetal death and to reveal molecular genetic etiological
causes. In accordance with this purpose, it is aimed to determine the possible
copy number variation (CNV), structural changes (deletions and / or
duplications) in the genes / genes and gene families involved in embryonic cell

division, tissue differentiation, intended.

Method:

In the current retrospective study, a total of 39 fetal materials from couples who
applied due to pregnancy loss to the Medical Genetics Laboratory between
2016 and 2018 were analyzed. Total genomic deoxyribonucleic acid (DNA) was
isolated from the solid tissue of each material included in the study to be used
for genotyping in terms of target genes using Qiagen kit and a DNA bank of
cases was formed. The genomic DNA of the fetal loss was then genotyped for
chromosomal microarray-CGH (aCGH, 60 K ISCA design, Agilent, Germany) in
terms of molecular etiology. The results were compared with the reference DNA
results provided with the kit. The correlations of the hybridization probes of the
case and reference DNAs were evaluated by using the database of genomic
variation analysis for the total 54 functional gene CNVs associated with fetal
death.

Results:

Copy number variation was detected in 32 (82.05%) of 39 fetal material
analyzed in the study. The detected CNVs were duplication (55%) and deletion
(45%) in some cases. Deletions in 19 (35%) and Duplications in 26 (48%) of the

Vv



total 54 genes evaluated were detected, while deletion and duplication were
detected in 3 (6%). Our results showed that, besides other autosomal
chromosomes (1,2,3,4,5,7,8,10,12,13,14,15,20), the most involvement in fetal
death is in the X chromosome. The CNVs detected are commonly heterozygous
allele types and duplications. In this study, COX7B, ZIC1l, MECP2, FMR1,
HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN and SIX3 gene CNV were found to be more
frequent in terms of fetal loss etiology.

Conclusion:

The results of analysis of a limited number of fetal material have revealed that
structural copy number variations such as deletion and duplication occurring in
localized function genes on different chromosomes, mainly X chromosomes,
are important molecular etiologic factors in intrauterine losses. In the results of
analysis of a total of 54 different genes, it has been determined that especially
the embryonic phase cell division, involvement in genes and / or genes involved
in tissue differentiation is prevalent. Structural mutations are more frequent in
these functional genes, especially in COX7B, ZIC1, MECP2, FMR1, HOXD13,
JAG1, MSX2, NEXN and SIX3 genes. It is thought that the results of the
research are supported by the advanced researches in which a large number of
cases are included and more extensive gene profiling has been done and in this
direction it is thought that couples with a recurrent pregnancy loss can provide
academic and professional contribution to make more effective use of assisted
reproductive technologies such as In vitro fertilization (IVF) etc. which are

directed to have healthy children.

Key words: Intrauterine fetal death; molecular etiological reasons; aCGH; CNV
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1. GiRIS VE AMAC

Gebelik kaybi dogurganhk c¢agindaki kadinlarin sik gorilen saglik
sorunlarindan birisidir. Gebelik kayiplarinin ¢ogu sporadik olmakla birlikte,
tekrarlayan gebelik kayiplari seklinde de olabilmektedir. Gebe kalan her doért
kadindan birisi abortus yasarken, tum gebeliklerin yarisi term gebelige
ulagmadan once kaybedilir.

Gebelige ait sureclerin daha iyi anlagilabilmesi igin bu dénem hem
gebelik hemde gelisen cenin donemlere ayrilarak incelenmistir. Son adet
tarihinden 5. Haftaya kadar olan slrece preembriyonik dénem, 6-9 haftalar
arasindaki surece embriyonik donem, 10. haftadan term doguma kadar olan
sureg ise fetal donem olarak tanimlanmaktadir. Onuncu haftadan sonra (crown-
rump length >30 mm ve fetal kardiak aktivite yoklugunda) fetal kayip olarak
tanimlanmaktadir (1). Stillbirth, fetal demise, fetal death, fetal 6lum terimleri fetal
kayip ile es anlamli olarak kullaniimaktadir.

Erken donem gebelik kaybi (abortus) kadinlarda %31 oraninda, geg¢
dénem gebelik kayiplari (stillbirth) ise 5-32/1000 kadinda goérulmesiyle tim
giftleri ilgilendiren bir saglik sorunudur (2,3). Dinya Saglik Orgiti (WHO)
verilerine gore 2000 yilindan bu yana gebelik kayiplarindaki azalma orani;
maternal mortalite ve 5 vyas alti cocuk olumlerindeki azalma oraniyla
karsilastirildiginda istatistiki iyilesme agisindan geride kalmistir. Sunulan saglik
hizmetleri sayesinde ve elde edilecek daha iyi galisma verileri sayesinde 2030
yihina kadar fetal kayip oraninda azalma olacagi dustnulmektedir (4).

Fetal kayiplarin etiyolojisini inceledigimizde baslica sebepler arasinda
aciklanamayan faktorler, fetal baytume geriligi, ablasyo plasenta, enfeksiyonlar,
konjenital anomaliler, genetik anormallikler, maternal hastaliklar, sigara ve ilag
kullanimi, uterin anomalilerinin oldugu goérulmektedir. Yaklasik olarak %30
oraninda sebebi agiklanamayan fetal kayip ve %30 oraninda genetik sebeplere
bagh fetal kayip oldugu anlasiimaktadir (5). Genetik sebepler arasinda
kromozomal bozukluklar énemli etiylojik faktér olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Gebelik kayiplarinda fetise kromozom analizi yapilmasi dnerilmekte fakat kalttr

basarisi dusik (%45-65) oldugu igin array-CGH bu vakalarda uygun molekuler



sitogenetik yontem olarak 6ne g¢ikmaktadir. Ayrica konvansiyonel sitogenetik
inceleme (karyotip analizi) sinirli sayida sayisal kromozomal anormallik ve
gross yapisal duzenlemeler hakkinda bilgi verdidi igin cogu kez normal sonug
raporu elde edilmektedir (6). DNA MikroArray-CGH yoOnteminin yiksek
dansitede tum genomu 50-100 kilobaz hassasiyetinde taramasi sayesinde tani
alan hasta sayisini artirdigini gérmekteyiz.

Konvansiyonel sitogenetik analizde 550-1000 band duzeyinde analiz
yapilabilmektedir (5-6 Mb’dan daha buyudk yapisal kromozom anomalilerini
ortaya koyabilmektedir). Ancak MikroArray-CGH yontemi ile daha yuksek
rezolusyonda analiz yapma olanagini sunmaktadir.

aCGH yontemi submikroskopik kromozomal abnormallikleri tespit etmede
cok gugcli bir yontem olup genomdaki CNV’lerin tespit edilmesini saglayarak
klinik acidan 6nemli olan degisiklikleri ortaya koyacaktir. Biz bu ¢alismamizda,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi
Genetik poliklinigine gelen intrauterin gebelik kayiplari olan ciftlerde fetal
materyallerine yapilan Array-CGH yontemiyle elde edilen verilerinin retrospektif
olarak degerlendirerek, kopya sayisi degisikligi iceren gen bolgeleri ile
intrauterin gebelik kaybi (abortus ve fetal kayip) arasindaki iligkiyi belirlemeye
dayall bir calisma planlamaktayiz. Bu faydanin diger hasta populasyonlarin da

klinik fayda saglayarak hastalarin tani ve tedavisine yardimci olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fetal Kayip

Fetal kayip; fetisin hayat belirtileri olmaksizin dogumunu ifade
etmektedir. Onuncu gebelik haftasina kadar olan intrauterin gelisim dénemine
embriyolojik donem, onuncu gebelik haftasindan term doguma kadar olan
intrauterin gelisim donemine ise fetal donem olarak tanimlanmaktadir (1).

Terminolojide fetal kayip terimi; bazi sebeplerden dolayr komplike
haldedir ve taniminin kafa karigtirici oldugu goértlmektedir. Bunun sebebi ise
embriyolojide onuncu haftadan itibaren fetal donemin basladigi belirtiimekte
beraber, dunya genelinde tanimlamalarin farkli olmasi, fetal kayip raporlama
kritelerinin farkli olmasi, dogum agirhdi ile gebelik haftasi uyumsuz oldugunda
dogum agirhginin hafta belirlemek igin kriter oldugu c¢alismalar, abortus
sinirindaki  olgularin  kullanildigr  durumlar, biometrik verilerin  saglikli
Olcllemedigi gelismekte olan Ulkelerden gelen raporlar sebebiyle fetal kayip
terimi standartize olmadigi anlasiimaktadir. Ornegin diinya genelinde stillbirth
(fetal kayip) terimi baslangic haftasi olarak 216 hafta ile 228. hafta arasinda,
dogum agirhgi ise 2400 gramdan 21000 gram arasinda farkh hafta ve dogum
agirhklarinin temel alindigi gorulmektedir (7,8).

Sebebi agiklanamayan ve genetik sebeplere bagli fetal kayip orani
%60’a yakin bir oranda olmasindan dolay;; dogru taniya gitmek igin
klinisyenlerin anneye ve gebelige ait medikal 6zge¢mis dederlendirmesi
yapmasi, fetistn ve plasentanin muayenesi, enfeksiydz nedenleri ekarte etmek
icin mikrobiyolojik kultlr calismasi yapmasi, dismorfik fetlislerde X-ray ile iskelet
abnormalliklerinin incelenmesi ve genetik incelemenin yapilmasi, aileye genetik

ve reproduktif ydnde danisma verilmesi dnerilmektedir (9).

2.1.1 insidans

Fetal kayip insidansini etkileyen faktdrler Tablo 2.1’de sunulmustur.
Dunya saglik drgutinan bultenlerine bakildigi zaman, gelismis Ulkelerin ¢ocuk
Olimlerinde azalma saglayabildikleri halde fetal mortalite de hedefledikleri
basariyl saglayamadiklari gortlmektedir. Hala fetal 6lim oranlari infant 6lim
oranlarindan daha yuksektir. Tarihsel verilere bakildiginda 1750’li yillardan



itibaren fetal kayip orani 60/1000 dogum oranina kadar yukselen trend egilimi
gosterdigi, bu trendin 1940’ yillar itibari ile keskin bir azalma gosterdigi ve
21.yuzyilla beraber 3/1000 doguma kadar dustugu anlasiimaktadir (10).

1950°li yillardan 1980’li yillara kadar preeklamsi, diabet ve Rh
immunizasyonu tedavisindeki gelismeler sayesinde fetal kayip oranlari azalma
gOstermistir. Fakat son 20 yildir fetal kayip oraninda azalma gorece olarak plato
cizmis ve 2002 yilindaki 6.2/1000 dogum oraninda seyretmis olup ayni
donemde infant 6lum orani %30 oraninda azalmigtir (8).

Bir bagka derlemede, aralarinda Turkiye’den verilerinde bulundugu 27
populasyon calismasini analiz ederek fetal kayiplarin epidemiyolojik verilerini
ortaya koymaya calismis ve fetal 6lum oraninin tespit etmenin guglugunu
sebepleriyle beraber acgiklamistir. Derlemede degerlendirilen g¢alismalarin fetal
kayip tanimlamalarinin farkh olmasi hatta 11 ¢alismanin fetal kayip tanimlamasi
yapmamasi, g¢alismaya katilan hastalarin sosyo-ekonomik durumlarinin farkli
olmasi, evde dogumlarin yaygin oldugu Ulkerlerde bebegin postnatal mi
prenatal mi oldugunun net olarak raporlanamamasi, gelismis Ulkelerde
diagnostik goruntlileme yontemlerinin erken taniya imkan vermesi gelismekte
olan ulkelerde ise fetal dlum tespitinin fetal hareketlerin yoklugu sonucu yada
dogumun baglamasi sonrasi anlasiimasi istatistiki verileri etkilemistir. Fetal
kayip oraninin 1.5/1000 ile 100/1000 araliginda oldugu, ¢ogu calismanin etal
kayip oranini 20/1000 olarak rapor ettigi anlasiimaktadir (11).

2.1.2. Etiyoloji
Tablo 2.1. Fetal kayiplarda genel etiyolojik faktérler-Robert M. ve ark.(12)’dan alinmistir.

Aciklanamayan faktorler

Fetal faktorler

Agir-yasamla bagdagmayan konjenital
anomaliler Non-immuin hidrops
Fetometarnal kanama

ikizden ikize transfiizyon

intrapartum asfiksi




Fetal buyume geriligi

Genetik sebepler
Umblikal kord
Prolapsus
Velamant6z insersiyo
Plasenta

Ablasyo

Previa

Vasa previa
Plasental infarksiyon
Plasental yetmezlik
Uterus

Ruptar

Uterin anomaliler
Maternal faktorler
Diabet

Tiroid hastaliklari
Esansiyel hipertansiyon
Antifosfolipit sendromu
Kolestasis

ilag suistimali
Travma

Harici ve Iatrojenik sebepler

Aciklanamayan faktorler; fetal kayip etiyolojisi arastirildigr zaman klinik
degerlendirme sonrasi maternal hastaliklar acgisindan, fetal antepartum

taramalar agisindan, plasenta ve obstetrik etyoloji ve genetik faktorler agisindan




herhangi bir sebep bulunamayabilir. Etiyolojisi aciklanamayan gebelik
kayiplarinin orani yaklasik %30 oranindadir (5).

Bir calismada; fetal kayip etiyolojisindeki aciklanamayan faktorlerin
oranini dusurmeye yonelik adi ReCoDe olan siniflandirma sisteminde, klasik
siniflandirma sistemlerinde %60’a kadar varan yuksek orandaki agiklanamayan
faktorleri %15’e dusurulebilecegi anlasiimaktadir. ReCoDe siniflamasi ile klasik
siniflandirma ile agiklanamayan fetal kayiplarin %43’G fetal buyime geriligine

bagli oldugunu ortaya koymustur (13).

Fetal Faktorler
Lethal(6limcul) konjenital anomaliler

Literatirde 1955 fetlisi kapsayan calisma gostermektedir ki fetlste
konjenital anomali (CA) varhgi fetal kayip riskini %12 oraninda
artirmaktadir(14). Yapisal kromozomal abnormalligi ile iligkisi bulunmayan ve
fetal kayip riskini artiran santral sinir sistemi (CNS), konjenital kalp hastaliklari,
solunum ve sindirim sistemi tutulumu, abdominal duvar defektleri, renal
anomaliler, ekstremite defektleri gibi malformasyonlarin oldugu bilinmektedir.
Fetal olum ile iligkili izole malformasyonlardan en sik anensefali (%59),
ensefolosel (%15), holoprosensefali (%12), hidrosefali (%9), kalp defektleri
(%18) gorulmektedir (15).

Trizomi 21 acgik ara dnde olmak Uzere kromozomal abnormallikler CA’lili
fetal kayiplarin yaklasik %8.6’sinda saptanmistir. Ancak diger sendromlar
olarak adlandirilan subgrup sendromlar CA'lili fetal kayiplarin %30’unda ve
klasifiye edilemeyen sendromlar ise CA’lili fetal kayiplarin %23.2’ sinde tespit
edilmistir(15).

Gebelik komplikasyonlari arasinda yer alan hidrops fetalis genellikle fatal
sonuglari olan bir risk faktérdir. Yaklasik 1/4000 dogumda bir gorilen
patogenezisi net olarak aydinlatilamamis bir durumdur (16). Vicuttaki hidrops
yani sivi birikimi; intersellUler alan ile intravendz alan arasindaki osmotik basing
ve hidrostatik basing arasindaki dengenin bozulmasi sonucu gelisir. Fetal
kardiak aktivite, damar ici sivi hacminin korunmasi, kapiller gecirgenlik, lenfatik

drenajin devamlilgi, santral vendz basing degisiklikleri, damar i¢i osmatik



basin¢g degisimleri, otonom sinir sistemi, plazma proteinleri ve hormonlar
hidrops gelisimi acgisindan kritik dneme sahiptir (17).

FetUste batinda asit, perikardiyal eflzyon, deride 6dem, plevral eflizyon
bulgularindan ikisi ultrasonda saptanirsa hidrops fetalis tanisi klinik olarak
konulabilir. Hidrops fetalisin klinik tanisi konulmasina ragmen etiyolojik faktérin
tespiti (ortalama %82’si tespit edilebilmigtir) her zaman mimkin olmamaktadir
(16). Burada o6nemli olan ise; prenatal tedavi edilebilen faktorlerin tespiti ile
gebelik haftasini uzatarak preterm dogumdan ve fetal kaybi 6nleyebilmektir.

Non immin hidrops fetalisin etiyolojisinde kromozomal faktorler %7-16’lik
bir oranda gorulmektedir. Genis kapsamli bir literatlr serisinde en sik Turner
sendromu (45,X0) ve Down sendromu (Trizomi 21) non immin hidrops fetalis
ile iligkili bulunmustur. Daha az siklikla Trizomi 18, Trizomi 13 ve triploidilerle
iliskili bulunmustur (18).

Genetik hastaliklar agisindan bir diger onemli hastalik; alfa talesemi
onemli bir hidrops fetalis nedeni olup 6zellikle guneydogu asya bolgesinde sik
gorulmektedir. Otozomal resesif gegisli kalitim gosteren alfa talasemi bu
bdlgedeki hidrops fetalis olgularinin %80’ini olusturmaktadir. Bu vakalarda
hematologlar primer konsultan hekim olsada rekilrrens riski agisindan Tibbi
genetik uzmaninin konsultasyonu gereklidir (19).

Fetomaternal kanama; genis bir klinik spektrumun yansimasi olarak
gebeligin sik goérilen, hem anne hemde fetis acgisindan morbidite ve
mortalitesini artiran komplikasyonudur. Ablasyo plasenta, abdominal travma,
sezaryan dogum, operatif vajinal dogum, plasenta retansiyonu, multipl gebelik
gibi fetomaternal kanama icin risk iceren durumlar arasindadir. Fetal kayip
agisindan kanama miktarinin esik degeri belli degildir (20).

Literatlrde fetomaternal kanamanin 50mL’den fazla oldugu gebeliklerde
%13 oraninda fetal kayip ile sonuglandigi rapor edilmistir (21).

ikizden ikize transfiizyon; multipl gebeliklerde bir fetiisten digerine kan
akimi sonucu gelisen; preterm eylem, fetal buyume geriligi, fetal kayip ile
sonuclanabilen gebelik komplikasyonudur. Tedavi edilmedigi takdirde ¢cok erken
preterm eylem sonuglanan, tedavi edilse bile ylksek fetal kayip oranlari (%40-
60) ile birliktedir (22).



Ikizden ikize transflizyonun tanisi prenatal ultrason incelemesi ile
konulabilmektedir. Monokoryonik ikiz gebeliklerde fetlislerden birine ait amniyon
kesesinde polihidramnios diger kesede ise oligohidramnios olmasi, donér
fetlste mesane gozlenemezken, alici fetliste buyuk bir mesane izlenmektedir.
ikinci trimesterdaki bahsedilen tani kriterlerine ilaveten birinci trimesterda

gOrilen bulgular transfiuzyonun 6n isaretlerini géstermektedir. Bunlar;

. Monokoryonisite

. Nuchal Translusite (ense kalinhigi) >3mm (10-14 hafta arasinda)
o ikizlerden birinde CRL’nin zayif olmasi

. Membran kalinlasmasi (10-13 hafta araliginda)

Bu bilgiler 1siginda ikizden ikize transflizyon erken haftalarda tespit
edilirse preterm dogum tokoliz ile durdurulabilir ve in utero fetal kayip 6nlenebilir
(23).

intrapartum asfiksi ile fetal kayip arasindaki iliskiyi arastiran bir
calismada aksam saat 21:00 ile sabah saat 08:59 arasinda, temmuz ve agustos
aylarinda daha sik oldugu saptanmistir. Gece saatlerinde ve yaz tatilinde
intrapartum asfiksiye bagl fetal kaybin daha fazla olmasi bu dénemde deneyimi
daha az olan personelin galismasina, gece yarisi mental ve fiziksel yorgunluga
bagli degerlendirme yetisinin azalmasina baglanmigstir. Calisma shiftlerinin
dizenlenmesi, shiftlerin  sirkadyen ritme uygun secilmesinin iyilesme
saglayabilecegi savunulmustur (24).

Birgok calisma gostermektedir ki fetal gelisme geriligi sonucu fetal kayip
riski artmaktadir. Fetal buyume geriligi kadar fetisin dogum haftasida fetal
kayip insidansini etkilemektedir. Gebelik haftasi kiguldikce fetal kayip riski
artmaktadir (25). Antepartum fetal gbézlem perinatal morbidite ve mortaliteyi
azaltmaktadir. Takipler sonucu buyime geriligi saptanirsa kalici néral hasara ve
fetal kayiba neden olan fetal asidoz ve hipoksemi saptanmaya calisilir (26).

Genetik sebepler; yaklasik olarak %30 oraninda sebebi agiklanamayan
kayip ve %30 oraninda genetik sebeplere baglh fetal kayip oldugu
anlasiilmaktadir. Genetik sebepler arasinda kromozomal bozukluklar dnemli
etiyolojik faktér olarak karsimiza ¢gikmaktadir (5). Bir baska ¢alismada Amerika
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bininin fetal kayip olarak sonlandigini bildirmektedir. Makaleye gore genetik
etiyolojinin  oraninin tam olarak ortaya konulamadigini belirtmektedir.
Sitogenetik abnormallikler tam andploidi, marker kromozom, buylik delesyon
olanlar rapor edilmistir. Abnormal karyotip dagilimi postnatal donemdeki
verilerle korelasyon gostermektedir. Sirasiyla 45,X0 (%23), trizomi 21 (%23),
trizomi 18 (%21), trizomi 13 (%8), mozaisizmler, otozomal monozomiler,
delesyonlar, dengesiz translokasyonlar, marker kromozomlar gortlmektedir. Bu
arada Trizomi 21 gibi yagsamla bagdasan genetik sebeplerde fetal kayiba sebep
olan faktor ise bu genetik sendromlara eslik eden yapisal anomalilerdir (27).

Fetal(derin deri biopsisi, fetal kartilaj) dokulardan ve plasental dokulardan
karyotipleme veya tek gen analizi genetik etiyolojiyi ortaya koymak igin
kullanilabilir. Fetal dokularin kultirde Greme basarisizligina kargi birden fazla
biopsi 6rnegi Uzerinde calisiimahdir. Kuiltar tlpleri buzdolabinda ve formal
icermeyen kaplarda muhafaza edilmelidir (28).

Dogum sonrasi postmortem muayenede genetik etiyolojiyi arastirmaya
yonelik olarak; morfolojik inceleme, otopsi, mikroskopi, X-ray (réntgen), plasenta
ve umblikal kord incelenmelidir. Gelisme geriligi agisindan agirlik, boy ve vicut
Olcumleri yapiimahdir (28).

Umblikal kord prolapsusu nadir gorilen ve acil midahale gerektiren
kadin dogum komplikasyonudur. Literatirde 1-6/1000 dogum olarak belirtilen
kord prolapsusu; fetal malpresentasyon, prematirite, multipl gestasyon,
membranlarin erken agilmasi, polihidramnios gibi predispozan faktorler sonrasi
daha sik gorulmektedir. Gunumuzde iyilesen saglik hizmetleri sayesinde kord
prolapsusuna bagl fetal kayip orani dismustur (29).

Umblikal kordun plasentaya insersiyonunun marjinal olarak gerceklestigi
kord anormalliklerinin sadece %3-7’lik kisminda komplikasyon
gerceklesmektedir. Tekiz gebeliklerde %1 olarak gorulen velamentdz insersiyon
gelisen teknoloji sayesinde ultrasonla vasa previa, kisa kord, uzun kord, iki
damarh kord, gercek dugum tespit edilerek mudahale sansi artmaktadir. Bu
sayede erken mudahale olasiligi artmis ve fetal kayip oranlari azaltilabilmigtir
(30).



Gebeliklerin  yaklasik olarak  %0.5-1.8'inde  ablasyo plasenta
gorilmektedir. Ozellikle 28. Gebelik haftasindan sonraki gebeliklerin %4l
vajinal kanama ile komplike olmaktadir ve bu donemdeki kanamalari %80’inini
ablasyo plasenta sebibiyle gerceklesmektedir. Ablasyo plasenta patolojisinde;
plasenta implante oldugu yerde uterus duvarina invaze olmaktadir. invazyonun
derecesine gore klinigin agirligi degismektedir. Ablasyo plasenta fetal 6lime
neden olabilecegi gibi maternal morbidite ve mortalitenin de dnemli sebepleri
arasindadir. Etiyolojisi net olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte ¢ok sayida
dogum oOykusu, anne yasl, tansiyon, preeklamsi, polihidramnios ve kanama
bozukluklari ile beraber sik gorulmektedir. Perinatal komplikasyonlari agisindan
premature, prematureye bagli sorunlara, fetal hipoksi ve fetal 6lime bagh olarak
gelismektedir (31,32).

Plasenta previa yaklasik olarak 5/1000 dogumda bir gorulen ileri anne
yasl, gebelikte sigara icilmesi, sezaryanla dogum oOykusu, IVF (tip bebek)
tedavisi, multiparite gibi risk faktorlerine sahip olan gebelik komplikasyonudur.
Ablasyo plasenta gibi komplikasyonlar anne ve bebek acgisindan morbidite ve
mortaliteyi artiran obstetrinin ana konu basliklari arasindadir. Otuz yedi hafta
altinda dogum, preterm dogum, erken neonatal 6lum ve fetal kayip gibi mortal
komplikasyonlari mevcuttur. Ayrica kan perfuzyon yetmezligine bagl olarak
SGA (haftasina gore dusuk dogum agirligi) ile iligkilidir (33).

Vasa previa fetal kan damarlarinin koryonik plak disinda seyrederek
internal servikal osa yakin seyretmesi olarak tanimlanmakta olup insidansi
1/1200 ile 1/5000 dogumda bir gorulmektedir. Bununla birlikte son donemde
cikan yayinlara gore insidansi bilinen aksine daha fazla olabilir. Normalde fetal
damarlar umblikal kord igerisinde korunakli bir sekilde seyretmektedir ve bu
sayede uterus icerisindeki basing degigikliklerinden minimalize olarak
etkilenmektedir. Bu fetlsun kan desteginin sudrekliligini saglayan temel
faktorlerden birisidir. Vaza previada bu destek ortadan kalkmakta fetal kalp
atiglar ve kan akimi basing degisikliklerinden kolay etkilenir hale gelmektedir.
Gebeligin sik gorulen komplikasyonlarindan birisi olan membranlarin riptiru
gibi komplikasyonlarda direkt fetal kanama, kan kaybi, fetal kayip, neonatal

morbidite riskinde artig ile sonuglanmaktadir (34).
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Normal gebeliklerin %25’'inde minor plasental infarkt alanlari gorular.
Major plasental infarktlar hipertansif-preklamtik hastalarda aterosise bagli
trombosize bagl olarak gorulmektedir. Plasental infarksiyonun buyuklugu ile
hipertansiyon-preeklamsinin siddetini gostermekte ve fetal etkilenip olasiligi
artmaktadir. Yenidodan bebeklerde disik APGAR skoru (yenidoganin iyilik
halini 6lcen puanlama sistemi), asfiksi riskinde artis, fetal bliyume geriligi, fetal
distres ve fetal olumle iligkilidir (35).

Plasental yetmezlik; fetliise oksijen ve besin maddelerinin yeterince
ulasmamasi durumudur ve yetmezlik sonucu 6zellikle ge¢ dénem fetal bliylime
geriligi meydana gelir. Fetal bluylime geriligi fetisin vicut agirliginin mevcut
gebelik haftasina gore kuglk olmasidir. Bununla birlikte fetlsteki buyume ve
gelisme geriligi simetrik oldugu durumlarda genetik faktorler goézden
geciriimelidir. Fetal kromozomal sebepler, yapisal anomaliler ve fetal
enfeksiyonlar agisindan fetis degerlendiriimelidir.

Fetal blyume geriligi cogu zaman SGA olarak ifade edilir. SGA plasental
yetmezlik sonucu meydana gelir. Plasental yetmezlik sonucu eger bebek canli
dogarsa bebek haftasina gére disiik dogum agirlikli oldugu gorulir. Ozellikle
karin cevresi daha dusuk olmaktadir. Plasental yetmezligin suresi ve
derecesine gore sadece dogum agirligr dusuk bebekten, hipoksinin uzamasi ve
agir seyretmesine bagl olarak beyin zedelenmesininde oldugu daha agir bir
tabloya ve hatta intrauterin fetal kayiba kadar degisen yelpazede sonuclar
ortaya c¢ikabilir (36—38).

Preeklamsi yoklugunda SGA taramasi maternal karekteristikler, gebelik
Oykusu, biyofizik ve biyokimyasal belirteclerin kullaniimasi sayesinde 37 hafta
oncesinde SGA olasiligi %75 oraninda tahmin edilebilmektedir. Fetal kayiplarda
plasental yetmezlik etiyolojiden sorumlu tutulsada ¢ogu zaman tam olarak
sebep ortaya konulamayabilmektedir (36).

Uterin ruptur; gebelik sirasinda uterus kas tabakasinin yirtilmasi sonucu
uterus duvarinin butinldgunun bozulmasidir. Nadir gorilen bununla birlikte
ciddi maternal ve fetal sonugclari olan obstetrik komplikasyondur. Hafif riptirde

onceki sezaryen skarinin izerinde meydana gelir ve seroza intakttir (uterin
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dehissens), bu durumda maternal ve fetal komplikasyon risk orani duguktir.
Hatta uterin dehissensi ruptur olarak tanimlamayan yazarlar bulunmaktadir.

Onceki ameliyat skarinin bulunmadigi uterus riptirleri ise 6zellikle
uzamis dogum eylemlerinin yasandigi, tibbi olanaklara ulasimin gug¢ oldugu
gelismekte olan Ulkelerde yasanmaktadir. insidansi %0.0047 olarak bildirilmis
olup tam kat yirtilmayla birlikte komplikasyon riski artmaktadir(39—-41).

Konjenital uterus anomalileri toplumda %1-10 arahdinda gorulurken,
infertil grupta bu oran artmakta hatta gebelik kayibi olan hastalarda %5-30
oraninda gorulebilmektedir. Unicornuat uterus (uterusun yarim gelismesi) gibi
uterus abnormaliteleri servikal yetmezlige yol agip erken dogum ve stillbirth ile
iligkilidir. Uterusun yapisal anormallikleri tespit edilmis ise erken dogum eylemi
agisindan gebelik takip edilmelidir. Yaklasik olarak %30 oraninda dusuklere,
%20 oraninda preterm eyleme, %4 oraninda fetal kayiplara, %50 oraninda canli
dogumla sonuglanir. Servikal yetmezlik ikinci gebelik trimesterinde gebelik
sancilarinin ve dogum surecinin baglamadigi donemde gebelik kayiplarina
sebep olabilir (42,43).

Birgok arastirma sonucunda maternal faktorlerin; multipl gestasyon,
hipertansiyon, diabet, plasenta ablasyo, plasenta previa, 6nceki abortus, 6énceki
fetal kayip dykusu ve 35 yas Ustl gebeliklerin fetal kayip agisindan artmis risk
faktoru olarak nitelendirmiglerdir. Adolesan gebelikleri ve 35 yas ustl gebelikler
maternal yas acisindan 6ne gikmaktadir (44,45).

Sistemik lupus eritamotosis(SLE); toplumda %1'den az goériime
insidansina sahip bir hastaliktir. Bununla birlikte stillbirth ile birlikte gortulme
ihtimali %4-15 oranindadir. Fetal prognoz tamamen maternal hastalik diuzeyine
ve renal tutulumun varligina bagli olarak degismektedir. Canli dogum sonrasi
annedeki SSA/Ro ve SSB/La antikorlarinin yenidogana ge¢mesiyle neonatal
lupus tutulumu gelismektedir. Yenidoganda kalpte ileti sistemindeki A-V kanalda
kalici destruktif etkiye yol agarak kardiak aritmi sonucu 6limle(%1-5)
sonugclanabilmektedir (46,47).

Diabetes mellitus (DM) tim gebeliklerin yaklasik olarak %2-5’ini
etkilemekte ve fetal kayiplarin %4’Gnden sorumlu bir etiyolojik faktérdir.

Ozellikle glisemik agidan kontrolsiiz annelerin gebeliklerinde konjenital
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anomaliler, plasental yetmezlik sonucu fetal buyume geriligi, makrozomi,
polihidramnios, makrozomiye badli dojgumda sefalopelvik uyumsuzluk fetal
kayiplarin sebebini olugturmaktadir (48).

Diabetin insuline bagimh ve insulinden bagimsiz olmak uzere iki tipi
vardir. Diabetin tipinden bagimsiz, bu hastalikta maternal hiperglisemi sonucu
fetal hiperglisemi ile sonuglanmaktadir. Fetal hiperglisemide fetal
hiperinsilinemiye sebep olmaktadir. insilinin metabolizma (zerine anabolik
etkisi sonucu fetal adiposit hicrelerde lipid depolanmasi artmakta ve fetal
makrosomiye yol agmaktadir. Fetal kilo artisi orantisiz bir sekilde oldugu igin
fetal oksijen acgigi(metabolik asidosis) ve hipoglisemi meydana getirmektedir. Bir
diger etki maternal hiperglisemi sonucu maternal vaskulopatiye yol agarak
uteroplasental hipoperfuzyona yol agarak fetal buyume geriligine sebep
olmaktadir (49,50).

Son U¢ dekadda diabet gebeliklerinde glisemik kontrol Gzerine bir¢ok
calisma yapiimis durumda olup siki glisemik kontrolin konjenital anomali ve
perinatal mortaliteyi dustirdigu gdsterilmistir. Ozellikle pregestasyonel diabette
gebelik Oncesi danigmanlik alinmasi gebelik sonuglarini iyilestirdigi
gorulmektedir (50).

Hipertansif hastaliklar  gebeliklerin ~ yaklasik olarak  %10-16’sini
etkilemekte olup ciddi bir fetal kayip riski yaratmaktadirlar. Genel olarak
bakildiginda fetal kayiplarin %9’unda etiyolojik faktorin hipertansif hastaliklar
oldugu gorilmektedir. Gebelikte gorilen hipertansiyon kronik hipertansiyona
bagli gelismigsse mortalite oranlari genel toplum oranlari ile ayni olmaktadir.
Kronik hipertansiyon zemininde yada gebelikte ortaya ¢ikan preeklamsi sonucu
fetal mortalite riski gebelik hipertansiyonuna gore ¢ok daha fazladir (51).

Plasental yetmezlik ve ablasyo plasenta gelisimi preeklamsinin
patogenezisinde rol oynayan mekanizmalardir. Preeklamsi igin baglica risk
faktorleri nulliparite, multipl gestasyon, yeni paternite, mol hidatiform, ileri anne
yasl, vicut kitle oraninin fazla olmasi, Afrika-amerikali olanlar, bdbrek hastaligi,
kronik hipertansiyon, SLE, ailevi preeklamsi 6ykusu, sigara olarak bilinmektedir.
Risk faktorlerinin tespit edilmesi ve hipertansiyonun kontroli ve preeklamsinin

uygun tedavisi gebelik sonuglarini olumlu etkilemektedir (52).
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Fetal kayiplarin etiyolojisinde enfeksiyonlar orta ve dusuk gelirli Ulkelerde
%50 oraninda, yuksek gelir dizeyine sahip Ulkelerde ise %10-25 oraninda
sorumlu tutulmaktadir. Enfeksiyonlar pnémoni gibi maternal sistem hastaliga,
malarya gibi plasental yetmezlige veya fetisun kendisinde tutuluma yol acarak
fetal kayiba sebep olmaktadir (53).

Enfeksiyon vajinal yolla assending (yukari yonll) bulasabilecegi gibi
maternal hematojenik yolla da gelismektedir. Enfeksiyonun vajinal vyolla
ilerlemesi sonucu amnion sivisi tutulumu gergeklesirse koryoamniit tablosu
olusmaktadir. Hematojen tutulum ise plasental gecis yolu ile fetusl
etkilemektedir. Fetal karaciger ilk etkilenen organ olmakla beraber diger
organlarinda tutulumu gelismektedir. Escherichia coli, B grubu streptokoklar,
mikoplazma, gardnella, mobilincus, enterokoklar vajinal yolla enfeksiyona
neden olurlar. Viral enfeksiyonlardan parvavirus, sitomegalovirls ve son yillarda
Ljungan virls enfeksiyonlari fetal kayiplarla iliskilendirilmistir (54,55).

Maternal hipertiroidizm gebelikte %0.2 oraninda gorulen bir
komplikasyondur. Graves hastaligina sahip gebelerin %1’'inde maternal TSH
stimlle edici edici antikorlarin plasental yolla fetise ge¢mesi sonucu fetal
hipertiroidizm gelismekte ve bu vakalarin yaklasik %7’si fetal o6lumle
sonuglanmaktadir. Bununla birlikte hipotirodizm gebelikte ¢ok daha sik (%2-5)
gorulmektedir.  Agir hipotiroidizm SGA bebek, gebeligin indukledigi
hipertansiyon, ve fetal 6limle iligskilendirilmistir (20,56).

Sigara; gebelikte yan etkileri dnlenebilen ve modifiye edilebilen bir risk
faktorudur. Sigaranin gebelik Uzerine zararli etkileri bilinmesine ragmen
kadinlarin %10’'unun gebe kalmadan onceki Ug ay igerisinde sigara kullandiklari
ortaya c¢ikmistir. Sigara kullanimi preterm dogumlara, infantlarda blyume
geriligine, preterm dogumla iligkili 6lime, ani bebek 6lim sendromuna (SIDS)
yol agmaktadir (57).

142 calismayi kapsayan bir meta analiz sonucuna goére gebelikte aktif
sigara kullaniminin %20 neonatal donemde o6lime ve %50 oraninda fetal
kayiba neden oldugu anlagimigtir (58).

Gebeliklerin  %7’si  postterm periyoda ulasmaktadir. istatistiklere

bakildiginda gerek agiklanamayan gerekse de bilinen sebeplere bagli fetal
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kayip hizinin 39. gebelik haftasindan itibaren ivmelendigi gorilmektedir (59).
Postterm doénem gebelik kayiplari artmig fetal ve neonatal kayiplarla iligkili
oldugu gibi maternal kayiplarlada iligkilidir. 37-43 haftalar arasindaki gebelik
kayiplari prematirite ve ani bebek 6limii sendromuna (SIDS) gére halk saglig
sorunlari agisindan daha fazla 6neme sahip tutulmaktadir. Postterm gebeliklere
bagdl fetal risk dogum indiksiyonu ile dnlenebilir. Tabii ki hasta ve doktor dogum
indUksiyonun yaratmis oldugu fetal stress ve artmis mudehaleli dogum risklerini
g6z 6nunde tutmahdir (59).

Fetomaternal morbidite ve mortalite Uzerine etkileri bulunan gebelik
kolestazi; artmis Ostrojen seviyelerine bagh olarak safra asitlerinin vicuttan
atilamamasi sonucu geligsmektedir. Yaklasik 600-1000 gebelikte bir gorulen bir
komplikasyon olup genellikle ikinci gebelik trimesterinde bulgu vermeye baslar.
Kasinti ve sarilik baglica hastadaki semptomlaridir. Medikal tedavi uygulanarak
tedavi edilmeye calisilan gebelik kolestazinin preterm eylem, 6lu dogum,
neonatal donemde Olum, intrapartum asfiksi gibi komplikasyonlari goérulmektedir
(60,61).

Kolestazin en dnemli yan etkisi olarak fetal mortalite olarak bildiriimekte
ve hatta Rioseco ve arkadaslarinin yaptigi retrospektif bir calismada perinatal
mortalite oraninin %11 gibi yUksek bir rakam oldugu belirtiimigtir. Bu ylzden
fetal mortaliteden kaginmak igin gebelerin kasinti sikayetleri titizlikle ele alinarak
temel arastirmalar yapilmalidir. Kolestazin bulgularinin alerjik, dermatolojik ve
gastroenterolojik hastaliklarla karigmasindan dolayl bu 6énemli hastaligi akilda
tutmak 6nemlidir (60).

Rapor edilmeme olasihgl bulunan obstetrik komplikasyonlar arasinda
bulunan travmanin gergek insidansi tam olarak bilinememektedir. Rapor edilen
travma orani ise %5-10 arsinda degismekte olup obstetrik olmayan nedenlere
bagli maternal 6lumlere sebep olabilir.

Anne agisindan morbidite ve mortalite riski yuksek olan travmalarin fetal
yan etkileride fazladir. Travmanin spontan abortus (SAB), preterm dogum,
membranlarin erken ve matire olmayan agilmasi (PPROM), uterin raptdr,
plasenta ablasyo, fetal kayip ve sezaryan ile dogum oranlarinda artisa yol acgtigi

rapor edilmistir (62).
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Yolculuklarda emniyet kemerinin dogru uygulanmasi, saldirilardan
korunma, depresyonun zamaninda tedavisi sayesinde suisid girigiminin
onlenmesi, gebelikte kalsiyum destedi ve emniyet kemerinin dogru kullaniimasi
yaralanmalari onledigi gibi olasi yaralanmalardan sonra yaralanmanin giddetini
azaltmaktadir (63).

2.1.3 Fetal kayip agisindan risk altindaki gebeliklerin tespiti

Fetal kayip belirlenen risk faktoérleri (Tablo 2.2) acisindan

degerlendirilmelidir.

Tablo 2.2. Fetal kayip agisindan risk faktorleri- Group SCRNW (64)'den alinmistir.

Onceki fetal kayip

Onceki diistk
Non-hispanik bdlge/etnisite
Nulliparite

Pluraliti (ikinci evlilik-iligki)
Diabetes mellitus

Maternal obesite

Maternal yas

Medeni durum (evli- bekar olmak)
Sigara

llag kétiiye kullanimi

Onceki gebelik Sykileri sonraki gebelik kayiplari agisindan glgli bir
tahmin edici faktérdur. Daha 6nceden fetal kayip ya da dusuk dykisu olmayan
multipar hastalara goére; nulliparite, 20 hafta 6ncesi gebelik kaybi olan
nulliparite, fetal kaybi olan multiparite artmis risk ile beraberdir. Ozellikle daha
onceden fetal kayip dyklusu 5-10 kat artmis tekrarlayan fetal kayip riski tasidigi
icin bu hastalarin yogunlastiriimig antenatal gebelik takiplerinin yapilmasi
Onerilmektedir. Diabet ile fetal kayip arasindaki siki iliskiden dolayi bu hastalarin
diabet tanisinin erken konulmasi ve kontrol altinda tutulmasi diabete bagh fetal
kaylp oraninda %10’luk bir azalmaya yol acgtigi gorulmastir. Anne yasinin
yirminin altinda olmasi, disik egitim dizeyi, 6nceki fetal kayiplar ve dusuklerin
olmasi, 6nceki sezaryan dogum, obezite, kronik hipertansiyon, diabet, SLE,
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sigara kullanimi, ¢cogul gebelik gibi gebelik dncesi risk faktorlerinin bazi etnisite
gruplarinda daha fazla oranda bulundugu tespit edilmistir (64—66).

iki labaratuvar testi fetal kayip acisindan prediktif deger olarak
kullaniimakta olup bununla beraber gebeligin erken doneminde risk hesaplayici
yararl bir biyokimyasal belirte¢ bulunmamaktadir. Down sendromu igin toplum
bazli taramalarda kullanilan testlerde ¢ikan abnormal biyokimyasal degerler
fetal kayip gibi gebelik komplikasyonlari ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bir diger
prediktif faktor hemokonsantrasyon degeridir. Plazma volumunun artmasi ve
hemodilisyonun olmasi fetal iyilik hali ile iligskilendirilmistir. Hemodilisyonun
yeterince gergceklesmemesi fetal blyimenin azalmasi ve fetal kayip riski ile
iligkilidir (67,68).

2.1.4 Fetal kayiplan onlemek i¢in yapilmasi gerekenler

Kost efektif olarak fetal kayiplarin nasil onlenebilecegine yonelik yeterli
miktarda veri bulunmamaktadir. Bununla birlikte 2011 yilinda bir derlemeye
gore (Bhutta ZA et all) Tablo 2.3'te belirtilen 10 uygulamanin dinya genelinde
fetal kayip hizinda keskin bir azalma saglayabilecegini belirtmistir.

Tablo 2.3. Fetal kayiplari 6nlemek icin  6nerilen strateji uygulamalari- Fretts RC (69)'den
alinmistir.

e Gebelik 6ncesinden baglanan folik asit destegi

o Sifiliz tespiti ve tedavisi

e Sitma ile mucadele

e Gebeligin hipertansif hastaliginin tedavisi ve dnlenmesi

e Fetal buylime geriliginin tespiti ve takibi

e Postterm gebeliklerin tespiti ve uygun protokolle dogurtulmasi
o Gebelikte diabet tanisi ve tedavisi

e Dogum tecrubesi yuksek personelin istihdami

e Acil midehaleye uygun dogum kliniklerinin bulunmasi

Klinik faktorler agisindan yukarida Tablo 2.2’de bahsedildigi gibi risk

faktorleri bilinmekle beraber bu faktorlerin nasil risk artisinda bulunduguna dair
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bilgi net olarak ortaya konulamamistir. Bu ylizden bir dnceki gebelikte meydana
gelen fetal kaybin patofizyolojisini anlamak bir sonraki gebelikte risk agisindan
konslltasyon vermek igin dnemlidir. Ornegin bir dnceki fetal kaybi anoploidiye
bagliysa tekrarlama orani %1, familyal DiGeorge sendromuna bagliysa
tekrarlama orani %50 olacaktir. Bu agidan dederlendirilen hasta verilen
konsultasyon dogrultusunda koryon villis érneklemesi (CVS) veya amniosentez
yaptirma kararini alabilecektir. Keza maternal kan glukoz seviyelerinin kontrolu

konjenital anomali riskini dugurecektir (70).

2.1.5 Fetal kayiplarin degerlendirilmesi

Fetal kayip meydana geldigi zaman fetisln, plasentanin ve annenin
biyokimyasal, makroskopik ve mikroskobik alanlarda agiklanabilir bir etiyolojik
faktor acisindan incelenmesi gereklidir. Sonraki gebeliklerde hastaya risk
acisindan danigma verilebilmesi igin gerekli bir uygulamadir.

Yaklasik 500 fetlisi kapsayan bir galismada; fetal 6lume neden olan
faktorlerin belirgin olmayip, bir grup heterojen multifaktérin etkin oldugunu
sikliklada az rastlanan faktorlerin etkin rol alabilecegini belirtmektedir. American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) tarafindan etiyolojik
arastirmanin yapilmasi tavsiye edilmekle birlikte; bu arastirma zaman alici,
maliyet olusturan ve yalanci (false positif) sebeplerin tespit edilmesi sonucu
sonraki gebeliklerde agresif ve gereksiz mudahalelere sebep olabilecegi
dusundlmektedir (71).

Ozet olarak; otopsi, karyotipleme, plasental inceleme, Kleihauer-Betke
testi, antikor titreleri, sifiliz icin serolojik incelemenin yapilmasi dnerilmekte olup

Tablo 2.4’de arastirma metodlari 6zetlemektedir.
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Tablo 2.4. Fetal kayiplarin degerlendirimesinde kullanilan testler-Page ve ark.’dan
alinmistir(71)

e Fetal otopsi

e Karyotipleme

e Plasental inceleme

o Sifiliz serolojik testleri

e Fetomaternal kanama testi- Kleihauer-Betke
e Toksikoloji testleri

e Tibbi ve obstetrik 6zge¢gmigin sorgulanmasi
e Parvovirus serolojisi

e Lupus antikoagulani testi

e Trombofili testleri

¢ Antikardiolipin testleri

e Hemoglobin Alc

e TORCH serum titreleri
e TSH

e Plasenta kulttri

e Comparative genomic hybridization(aCGH)

Fetal 6lumun nedenini belirlemenin medikal yararinin ve sonraki gebeligi
planlamaya yardimci olmasinin yanisira, ailenin 0Ozelliklede annenin

depresyonunu azaltici ve sucluluk duygusunu azaltici yararlara sahiptir.

Boylece katastrofik sonuclari olan olaya psikolojik acidan adaptasyona
olanak saglanmis olur (72).

Fetal otopsi arastirmada en yararl testlerden birisi olup, gerekliligi aileye
anlatiimahdir. Otopsi; konusunda uzman bir patalog ve Tibbi genetik uzmanin
plasenta ile birlikte fetlisi makroskopik ve mikroskobik boyutta incelemesi ile
tamamlanir. Spesifik incelemeye ragmen sebep bulunamayabilir. Eger aile

otopsiyi reddederse inspeksiyonel muayene yapilmalidir (73).
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Tablo 2.4’deki testlerin hepsi tim fetal olimlerde yapilmamaktadir.
Hastaneler arasindaki diagnostik protokol farkhliklari, ailenin onami ve lojistik
faktorler arastirmanin gergevesini belirlemektedir. Ek testler; belirli sartlarin
olusmasi durumunda gergeklestirimektedir. Bazi yazarlar Tablo 2.4’deki
testlere ilaveten amnion sivisindan karyotipleme, fetal kalp kanindan enfeksiyon
arastirmasi ve fetal radyografi ile iskelet displazilerinin arastiriimasinin

yapilmasini tavsiye etmektedir(74).

2.2 Genetik inceleme i¢cin drnek toplama proseddurleri

En az 3 ml kan umblikal arteden heparinize tipe toplanabilir. Deri biopsisi
steril izotonikle veya alkolle iyice yikandiktan sonra gazli bezle kurutulur ve bir
santimetre kare dermis igeren biopsi ayrilmalidir. Biopsinin derinligi ve miktari
kultur basarisini etkilemektedir. Elde edilen biopsi materyali steril medyumlara,
steril izotonik siviya konularak oda sicakliginda tasinmalidir. Transport tiplne
fiksatif ajanlar katilmamalidir. Eger fetal 6lum uzun sure dnce gergeklesmisse
otoliz baslamis olabilir. Bu durumda hem fetal cilt hemde fetal kan 6rnegi alinir
(75).

2.3 Fetal kayiplarn incelemede kullanilan genetik yontemler

Karyotipleme igin canli hucreye ihtiya¢ olmasi ve fetal hicrelerin yaklagik
bir gun igerisinde canhligini yitirmesi, kultir basarisizhdr oranlarinin %40 gibi
yuksek sevilerde olmasi sebebiyle; fetal kilttir gerektirmeyen Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) veya Quantitative Fluorescent
Polymerase Chain Reaction (QF-PCR) yontemleri ile kolayca kromozomal
sayisal abnormallikleri tespit edilebilmektedir.

Gebelik; stillbirth/fetal kayip ile sonlandi§i zaman hekim karyotipleme
yontemi ile bebegin kromozom analizi yapmak isteyebilir. Kromozom analizi
yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin teghisine yardimci olan genetik
analiz yontemidir. Yukarida da bahsedildigi gibi kromozom analizi i¢in canli
hicrelere ve bu canli hicrelerin kultir ortami igerisinde Uremesine ihtiyag
vardir. Ureme sayesinde hiicreler mitoza girerek metefaz evresindeki

kromozomlari mikroskop Uzerinde goérilmeye c¢aligilir. S6z konusucanlihdini
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yitirmig olan fetis oldugu zaman kultir iglemi siklikla basarisizlikla
sonuglanabilir. Bu noktada diger bir sitogenetik inceleme yontemi olan
fluorescence in situ hybridization (FISH) sik rastlanan genel kromozom
abnormalliklerinin  ve 5 megabazdan (Mb) daha buydk delesyon ve
duplikasyonlarin teshisinde kullanilmaya baslanmistir (66).

Prenatal genetik tanida kullanilan bir diger molekuler yontem ise
qguantitative fluorescent polymerase chain reaction (QF-PCR); major
kromozomal abnormalliklerini yuksek sensitivite ve spesifitede
saptayabilmektedir. QF-PCR ydntemi otomasyon olarak sonuglari olusturmasi
ve ¢ok dusuk maliyeti sayesinde bazi avantajlara sahiptir. Yirmi dort saat gibi
kisa bir sure igerisinde 21,18,13,X ve Y kromozomu gibi sik rastlanan
kromozom anormalliklerini tespit edebilmekte ve Avrupa’nin bir¢ok bolgesinde
yaygin olarak kullaniimaktadir (76).

Saglikli yasayan insanlarinda tasimis olduklari Copy Number Variation
adi verilen kuguk yapisal farkliliklarin insan fenotipinde farkliliklar yaratabilecegi
ile ilgili bilgi gin gectikge artmaktadir. Buyuk yapisal ve sayisal kromozomal
anormallikler fetal kayiplarin yaklasik olarak %6-12’sinde goérulmektedir.
Geleneksel sitogenetik ve molekiler teknikler ile ¢dzunurliklerindeki sinir
nedeni ile CNV degisiklikleri gosterilememigtir. Array CGH ydntemi ile bu
sorunun ustesinden gelinebilecektir (77).

insan genomunda delesyon, duplikasyon, translokasyon, inversiyon ve
bircok degisik tip aberrasyonlar bulunmaktadir. Delesyon ve duplikasyonlar
diger degisikliklerden farkli olarak genomdaki gen dozajini etkilemekte ve bu
etkilenime kopya sayisi degisikligi (Copy Number Variation-CNV) olarak refere
edilmektedir. Genomdaki DNA sekansindaki nukleotid diziliminde meydana
gelen tek nukleotidlik degdisimler (Single Nukleotid Polimorfism-SNP) ise gen
dozaji Uzerine etkisi bulumamaktadir. Bu sebeple CNV degerlendirmelerinde

SNP degderlendirmesi yapiimamigsa aCGH yontemi ile tespit edilemez (77).
2.3.1 Kromozom analizi

Klinik sitogenetik kromozomlari, yapisini, sayisini, kalitim sekillerini
calisma konusu haline getirerek tip pratiginde kullaniimaktadir. Kromozomal
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hastaliklar olarak adlandirilan hastaliklar yaklasik elli yildir mikroskop altinda
kromozomlarin incelenmesi ile tani almaktadirlar. Gunimuzde kromozom
analizi konvansiyonel duzeyden molekiler dizeye ¢ozunurligun arttigr yeni
yontemlerle birlikte klinige 1s1k tutmaktadir. Sitogenetik bilimi sayesinde bugun
klinikte ©nemli yer tutan konjenital anomaliler, zeka gerilikleri, kanser
mutagenezisi, infertilite ve gebelik kayiplarina tani konulabilme firsati
dogmustur. Yasayan canli dogumlara %1, prenatal tani almig 35 yas Ustu
gebeliklerin %2’sinde ve ilk trimester abortuslarinin yaklasik yuzde ellisinde
kromozomal nedenler bulunur (78).

insanda bulunan 24 adet adet kromozom tipi ¢esitli boyama tekniklerine
gore incelenir. En sik kullanilan boyama yontemi Giemsa ile yapilan G-
bantlama teknigidir. Sekil 2.1°'de G bantlama yontemi analize hazir hale
getiriimis metefaz 6rnegdi ile Sekil 2.2’de analiz sonrasi analizin karyogram
haline donustlrilmesi gortlmektedir. Diger teknikler arasinda C bantlama, R
bantlama ve NOR bantlama bulunmaktadir. Batin boyama teknikleri ile yapilan
tum kromozomal abnormallikleri uluslararasi ortamda okunurlugu agisindan
klasifikasyon sistemi gelistirilmistir. internationally accepted system of
chromosome classification (ISCN) sisteminde kromozom rapor teknigi
anlatiimaktadir. Klasik sitogenetik yontemlerle ortalama 5Mb’dan buylk

abnormallikleri saptamak mumkundur (78,79).
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Sekil 2.1. Analizi hazirlanmis metefaz gorintisui
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Sekil 2.2. Karyotiplemesi yapilmis bir érnek; 46,XY

2.3.2 FISH

Fetal dermis gibi canli olmayan dokulardan fetal karyotip elde etmek
konvansiyonel yontemlere gore 10-17 gun stirmektedir. Bununla birlikte kalttr
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basarisizligi %40 gibi yuksek oranlarda olmasi sebebiyle kromozom analizi
sonuglanmayabilir (6). Bu sebeple gelismis Ulkelerde prenatal tanida andploidi
taramasi igin kualtir gereksinimi olmamasi sebebiyle FISH yontemi tercih
edilmektedir. FISH yontemi ayrica amniosentez sonrasi andploidi tanisi iginde
kullaniimaktadir. FISH ydnteminde metefazdaki kromozom yapisinin elde
edilmesi gerekli degildir. Bunun yerine daha az organize durumdaki kromatin
yapis! kullaniimaktadir. FISH ile yapilan rutin taramalarda 6zellikle 13, 18, 21, X
ve Y kromozomuna yonelik andploidi taramasi yapiimaktadir. Sekil 2.3 ve Sekil
2.4’de FISH uygulamasi drnekleri gorilmektedir. Diger kromozomlara ait sayisal
kromozomal abnormallikler gebeligin ilk trimesteri igerisinde abortus olarak
sonlandigr icin yukarida bahsedilen kromozomlara ait FISH problari
amniosentez sonrasi ¢gogu kez andploidinin tanisinda guvenle kullaniimaktadir.
FISH tetkikini uygularken g6z 6nlnde bulundurulmasi gereken &nemli bir
noktada maternal kontaminasyon riskinin varligidir (80). Bu yizden taninin diger
yontemlerle desteklenmesi gerekir.

FISH teknigi ile anoploidi gibi sayisal abnormalliklerin yanisira
mikrodelesyon sendromlarida tetkik edilebilmektedir. FISH tekniginde bdlge
spesifik problar genomdaki hedef boélgeye baglanip hibridize olup sinyal
vermektedirler. Bolge spesifik oldugu icin tim genomu icine alan bir tarama

islemi saglamamaktadir (79) .
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Sekil 2.3. Kromozom X anoploidisini saptamak amaci ile floresan isaretli sentromerik prob
uygulanmis bir olguya ait metafaz ve interfaz hicre profilleri. Olgunun her iki hiicresinde hedef
kromozoma ait 2 adet sinyal saptanmis ve normal yapida oldugu degerlendirilmistir. Yesil
floresan sinyal spesifik olarak X kromozomunu tanimlamaktadir. ince oklar metafaz plaginda ve
kalin oklar ise interfaz hicresinde normal diploid yapidaki hedef X kromozomlarini
gbstermektedirler

Sekil 2.4. X ve Y kromozomlarina ait spesifik problarin kullanilarak seks kromozom
aberasyonlarinin analiz edildigi bir olgumuza ait FISH profilleri. Olgunun XYY kromozom
kurulumuna sahip oldugu gériimektedir. Olguya ait metafaz ve interfaz hicrelerinde X ve Y
kromozom sinyalleri izlenmektedir. Kirmizi sinyaller Y kromozomlarini (oklar) ve yesil sinyal ise
X (kahn oklar) kromozomunu spesifik olarak tanimlamaktadir.
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Bir galismada; parental array CGH tetkiki sonrasi submikroskopik (<1-
10Mb) abnormalliklerin FISH yontemi ile ileri analizi yapilarak teyit edilmesini

Oonermektedir (81).

2.3.3 Array CGH

Tibbi genetikte; spesifik bulgulari olan durumlarda rutin diagnostik
prosedur olarak kromozom analizi uygulanmaktadir. Erken dénem buyume ve
gelisme geriligi, fetal 6lum ve yenidogan olumleri, fertilite, suphenilen ailevi olma
riski yuksek kalitsal klinik bulgular, neoplazi, gebelik ve prenatal danigmanligin
gerekli oldugu durumlar kromozom analizi igin bilinen endikasyonlardandir (78).

Standart G bandlama karyotiplemede 400-550 band seviyesinde
¢6zUnlrlik saglanarak 5-10 Mb’dan blyluk olan delesyon, duplikasyon,
translokasyon ve inversiyonlar saptanabilmektedir. Bu seviyedeki mikroskobik
¢ozunurlik genomdaki degisiklikleri saptamada vyeterli olmadigr durumlar
olusabilmektedir. Yuksek ¢ozunurlikli hedefe yonelik FISH uygulamalariyla
kromozom veya kromozom alt boélgelerinin varligi veya yoklugunu ortaya
koymak icin uygulanmaktadir. FISH ydntemi ile kromozom analizi ile
saptanamayan <3Mb degisiklikleri saptayabilmektedir (82).

Komperatif genomik hibridizasyon (CGH) molekdler sitogenetik analiz
yontemi olup konvansiyonel sitogenetik yontemleri ile  saptanamayacak
(karyotip analizi ve Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) analizleri) kadar kiigiik
submikroskopik genomik degisikliklerin analizine olanak saglamaktadir.

CGH ybntemi konvansiyonel ve array tabanli olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Konvansiyonel CGH yéntemi ilk kez 1992 yilinda solid timor
calismalari igin kullaniimaya baslanmustir. iki farkli renkte floresan kullanilarak
etiketleme yapilir ve veriler bilgisayarli analiz programlari sayesinde bilgiye
donustaralir. Konvansiyonel CGH ydnteminin dusuk ¢o6zundrligl, kolay
kontamine olabilmesi, interferans ve florasens boyalarla ¢alisma gugclikleri
nedeni ile gunlik kullanimdan kullanimi giderek azalmistir (83). Tablo 2.5te

analiz teknikleri ve ¢dzunurlik dereceleri sematize edilmistir.
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Tablo 2.5. Kromozom ve genom analizinde kullanilan yéntemlerin ¢ézunirlikleri- Robert L. Ve
ark. (78)'dan alinmigtir.

Konvansiyonel CGH ydnteminin yetersiz kalmasi sonucu 1997 yilinda
Solinas-Toldo ve ekibi Array CGH yodntemini gelistirmiglerdir. Konvansiyonel
CGH’teki mikroskoba bagimhlik ve metafaz kromozomu elde edilmesi gerekliligi
ortadan kaldirilmis ve cam Uzerindeki problari okuma otomatik tarayici sistem
tarafindan yapildigi igin ¢ézunurlik duzeyi daha yuksek olmaktadir. Kopya
sayisi degisiklikleri (CNV) olarak tabir edilen ve yaklagsik olarak 1Kb’lik
genomdaki kayip yada artiglarin belirlenmesi referans ve hasta DNA’sinin
problar ile olan hibridizasyon oranina gére yapilir (79,83).

Array CGH yonteminde hasta ve referans DNA farkli boyalarla fikse edilir
ve hibridizasyon iglemi cam lam Uzerindeki metefaz Uzerinde
gerceklesmektedir. DNA drneklerinden gelen sinyaller floresan mikroskobunda
3-10 Mb c¢o6zunurlukte tespit edilebilmekte ve dengesiz aberrasyonlari
gorebilmektedir. Cam Uzerinden gelen iki farkh renkten gelen sinyallerin
kargilastirmasi yapildiginda sinyal fazlahgi oldugunda duplikasyon, sinyal
zayifligi oldugunda ise delesyon olarak okunur. Array CGH ydnteminin en

baydk kisithligi ¢ézinrlGga, perisentromerik ve telemorik bélgelerde okuma
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hassasiyetinin dusuk olmasi, analiz ve uygulamadaki guglukler ve teknik

guclukler yer almaktadir (82,84).
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Sekil 2.5: Array CGH temel bilgileri. Array CGH kromozomal ve genom dozajini tespit etmektedir. Sol iistte array
calismasinin temel mekanizmasi anlatiimaktadir. Yesil floresanli hasta DNA’si ile kirmizi floresanli referans DNA’sinin
birlikte hibridize ediimesini sematize etmektedir. Hibridize edilen iki DNA'nin platform Uzerindeki problarla olan
baglanma derecesi istatistiki veri olarak bilgiye donistirilir. iki drnek arasindaki rolatif (goreceli) fark probtan gelen
sinyalin duplikasyon (mavi) yada delesyon (kirmizi) yansimasini saglar. Sag Ustte; genom boyunca her bir probun
logaritmik sayisal degerinin genom boyunca dagilimi resmedilmistir. Alttaki figirde ise 16. kromozom ve kisa kolu
Uzerindeki p1.1 bolgesindeki duplikasyon alani gértlmektedir. Altta; kromozom diizeyinde bakis yapilabilmesi sayesinde
abnormalliklerin lokalizasyonu agisindan oryantasyon saglamaktadir. Thompson ve ark.(78)'den alinmistir.

2.4 Kopya sayisi degisikliklerinin analizi ve yorumlanmasi
TUum genomun taranmasi sonucu ortalama olarak 10 ile 20 arasi kopya
sayisi degisikligi saptanmaktadir. U¢ asamada degisikler degerlendirilerek

raporlama agamasina gelinmektedir.

Birinci agsamda yalanci pozitifliklerin ayiklanmasi: Birim alana digen prob
sayisi ve prob dagilimi degerlendirilir, farkli hastalarin analizi yapilirken benzer
genom noktalarindaki pozitifliklerin ayni noktalarda hastalarin ¢gogunda pozitif
olmasi ile gergeklestirilir. Yanhs pozitiflikleri ekarte etmenin bir diger yontemi de

bulunan degigsikliklerin farkli bir molekiler yontemle teyit edilmesi yoludur (85).
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Populasyonda sik gorulen pozitifliklerin ayiklanmasi: Ayni galisma
populasyonunda saglikli veya farkli tanilarla gelen hastalarin sonuglari
degerlendirilirken bulunan CNV’ler ile ciddi bulgulari olan hastalarin CNV’leri
kargilastirildiginda ya da Genetik degiskenlerin veritabani (DGV) adli
veritabaninda saglikh bireylerde bulunan CNV’lerin hastada bulunmasi bu
degisikliklerin bening olma ihtimalini artirmaktadir.

Ik iki uygulama ile yalanci pozitifliklerin ve patojen olmayan ve bening
oldugu yonunde bulgular igeren CNV’lerin analiz sirasinda ekarte edilmesinden
sonra patojen oldugu dasutnidlen CNV’lerin hastanin klinigi ile olan iligkisi
degerlendiriimelidir. Bu degerlendirme ¢ok basamakl olup veri tabanlarinin gen-
protein-fonksiyon iligkisi degerlendiriimelidir. Bu asamada kullanilan veri
tabanlar tabloda belirtilmistir (85).

Tablo 2.6. CNV’leri degerlendirmede kullanilan veritabanlari-Kirbiyik ve ark, Ceylan ve ark.
(83,85)’dan alinmigtir.

OMIM

Genecards

Pubmed

DECIPHER

DGV

STRING

UCSC

UniProt

ClinGen

Coremine medical
Endeavor GeCCO
Geneimprint

Genetests

Chromosomal Mosaicism
Small Supernumerary Marker Chromosomes Database

Unique

Ny ey ey Iy I Iy I

2.5 aCGH analizinde kullanilan internet veri tabanlari
OMIM: (Online Mendelian Inheritance in Medicine) guncel bilgi iceren bu site

genlerin genel bilgilerini ve gen fenotip iligkisini ortaya koymaktadir. John
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Hopkins Universitesi tarafindan dizenlenmektedir. Tibbi genetik konularinda sik
kullanilan bu veri tabani klinik, kalitim ve patogenezis ile ilgili bilgi sunmaktadir.

Genecards: Genler hakkinda genetik ve fonksiyonel bilgileri, genomik,
proteomik, transkriptomik bilgiyi sunar. Yuzden fazla veri tabanin derlenmesi ile

olusturulmustur.

Pubmed: (The U.S. National Library of Medicine) bilimsel yayinlari barindiran
arama motorudur. Yayinlar PMID (Pubmed ID) numarasi ile takip edilir. Ve
Ozellikle saglk alaninda galismalari kapsar.

DECIPHER: Submikroskopik kromozomal abnormalliklerin yorumlanmasi igin
geligtirilmis bir veri tabanidir. Hedefleri: delesyon ve duplikasyonlar hakkinda
bilimsel bilginin artirilmasi ve bu ydonde hastalarin genetik danisma kalitesinin
artinimasi, saglik yonunden etkisi olan genler hakkinda bilimsel c¢aligmalara
olanak saglamayi amaclamigtir.

DGV: Farkh olarak kontrol verilerindeki degisikliklere fokuslanmig bir veri
tabanidir. Fenotipik degisiklik ile genetik abnormallik arasindaki iligkiyi kurmayi
amaclamistir. Kisaca DGV insan genomunda bulunan yapisal degisiklikleri
ortaya koymaya ¢alismaktadir.

STRING: (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins): Ozellikle
protein fonksiyonlari ile ilgili veri sunmaktadir. Protein-protein iligkisini ortaya
koyarak hicre ici sireclerin anlasiimasini saglamak amaclh dizenlenmis bir veri
tabanidir.

UCSC: University of California Santa Cruz tarafindan duzenlenmistir. Genom
versiyonlari arasinda birbirilerinin  karsihigini bulma ve ‘in silico PCR”
uygulamasi 6zelligi mevcuttur.

UniProt: Protein dizileri ve fonksiyonlari hakkinda bilgi saglar.

ClinGen: Varyantlar ile fenotip arasinda iligskilendirme saglamak amaciyla
kurulmus bir veri tabanidir.

Coremine medical: Pubgen sirketi tarafindan tasarlinmis ve serbest kullanima
aclk saglik alaninda verilerin bulundugu bir portaldir.

Endeavor: Fonksiyonel oldugu dusunudlen aday genlerin arastiriima

sureclerinde dnceliginin belirlenmesi amaciyla kurulmus bir veri tabanidir.
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GeCCO: CNVlerin klinik dnemini ortaya koymak icin patojenite ile ilgili veri
sunan aragtir.

Geneimprint: Genomik imprinting ile ilgili verileri, sonuglar, sunumlari
banyesinde barindiran portaldir.

Genetests: Konusunun uzmani saglik personeli igin duzenlenmis bir saglik veri
tabanidir.

Chromosomal Mosaicism: Kromozomal mozaizim ile tim topluma bilgi

saglayan bir internet sitesidir.

Small Supernumerary Marker Chromosomes Database: Marker
kromozomlar hakkinda veri barindirarak saglikalaninda hizmet veren personele

bilgi saglar.

Unique: Nadir rastlanan kromozomal hastaliklara sahip ailelere ve onlarla

ilgilenen konsultanlara bilgi destegi saglayan bir websitesidir.

2.6 CNV’lerin degerlendirilmesi (83)
Array CGH teknik analizi yaparken yontemin hangi array platformunda

yapildiginin, testin sinirhlilarinin  ve saptanan bulgularin  dogrulanmasi
gerekliyse hangi testlerin (FISH, MLPA, karyotipleme) ek c¢alisma olarak
yapilmasi gerektigi, kisaca array CGH algoritmasinin uygulanmasi énemlidir.
Nadir de olsa aile tyelerinden bir tanesinde saptanan degisikligin %50 oraninda
kalitsal hale gelebilecegi ve bu yuzden de prenatal tani yapilmasi gerekliliginin
olusabilecegi, aCGH'’in dengeli duzensizlikler ve inversiyon gibi genom
miktarinda degisiklik yapmayan abnormallikleri tespit edemeyecegini ayrica
klasik serbest trizomi ile dengesiz robertsonyan translokasyonu ayirt
edemeyecegini unutmamak gerekir. Arraye ait bu kisithliklari akilda tuttuktan
sonra sitogenetikte algoritm uygularken hastaya hangi testi istemenin taniya
daha fazla yaklastiracagini bilmek gerekir. Ozellikle mental retardasyon, gelisim
geriligi, otistik bozukluklarda array CGH iyi bir segenek iken, sik gorilen Down
sendromu, Turner sendromu gibi klasik anodploidi vakalarinda konvansiyonel
kromozom analizini tercih etmek gerekir. Ote yandan kromozom bolge spesifik

mikrodelesyon-mikroduplikasyon sendromlarinin, drnegin DiGeorge sendromu
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gibi bu hastalara FISH analizi ile taniya gitmek hem maliyet agisindan hemde
pratik olmasi agisindan daha uygundur.

ACMG (American College of Medical Genetics), array paltformlarinin
kapsayiciligl ve prob segimi hakkinda dnerilerde bulunmustur. Bu 6neriler:

a) Problar genom boyunca homojen dagitilmali, bdylece yeni
CNV’ler fark edilebilecek ve varsa hastada daha &énceden klinik olarak
tanimlanmis sendromlar yakalanabilecektir.

b) Prob homojenitesinin yanisira; tanimlanmis sendromlar ve
Ozellikle mental retardasyona yol agan genlerde dahasi bu genlerin igerisinde
mutasyon spesifikligi gosteren bolgeleri Uzerinde prob yodunlugunu artirmak
gereklidir.

Testin duyarhliginin yuksek olabilmesi igin istenen deger 400 Kb’nin
altindaki CNV’lerin %99’unu yakalayabilmelidir. Ancak bu durumda testin
duyarlihgindan bahsedebilir ve test glvenilir diyebiliriz. Ayrica CNV olmadidi
halde pozitif sonug veren prob sayisinin %1’den az olmalidir. Bu deger spesifite
icin yeterli gorilmektedir.

Mikroarray'in ACMG’nin 2013 yilinda yayinlamis oldugu avantaj ve

kisitlhihklar hakkinda 6zet asagida listelenmistir:

2.7 Array CGH’in avantajlan

e Kiltlre canli hicreye ihtiyag yoktur. DNA bankasindan veya herhangi bir
doku blogundan calisilabilir.

e Konvansiyonel kromozom analizi ile saptanamayan submikroskopik
kromozomal abnormallikler tespit edilebilmektedir.

e Saptanan yapisal abnormalliklerin sinirlari konvansiyonel incelemeye
gore daha spesifik olarak cizilebilir.

¢ Konvansiyonel degerlendirme goz ile olmakta ve bu degerlendirme kismi
olarak subjektiftir. Array ile elde edilen verinin standardize olmasi daha
objektif bir veri saglamaktadir.
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2.8 Array CGH’in sinirlhiliklari

e Array CGH dengeli kromozomal abnormallikleri tespit edemez.

e Kismi mozaikligin oldugu durumlarda dengesiz yapisal abnormalliklerin
tespiti mumkun olmayabilir.

e Abnormalligin dinamigi, mekanizmasini agiklamak mumkun olmayabilir.

e CNV bolgesi ile ilgili prob yeterli miktarda degilse tespiti mimkuin
olmayabilir.

o Veriler kargilagtiriimali olarak bilgiye donusttugu igin tetraploidi gibi
ploidilerin tespiti zor olabilir.

e Hastanin klinigine katkida bulunan nokta mutasyonlar, gen
ekpresiviteleri, epigenetik degisiklikleri tespit edilememektedir.

e Herhangi bir lokusta dedisiklk olmamasi o bolgede mutasyonu
dislamamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakdltesi Tip
Fakultesi Hastanesi Tibbi Genetik poliklinigine bagvuran ve Tibbi Genetik
Labaratuvarinda tani amacl tetkikleri yapilan ve genetik raporlari ¢alisma
oncesinde tamamlanan hasta verileri retrospektif olarak degerlendirme altina
alindi. Calismada maternal kontaminasyon riskinden kag¢inmak icin fetisin
gross olarak secilebildigi biopsiye sahip fetal kayip olgulari tercih edildi.

Calisma oncesince arastirmanin etik agidan uygunlugu;

Karar Tarihi:10.01.2018

Karar No:2018-01

Karar-01)2011-KAEK-27/2017-E.66893 no'lu arastirma ile ilgili olarak,
proje ydriticisu Prof.Dr. Oztirk OZDEMIR'in ¢alismasi Etik Kurul tarafindan
degerlendirilmis olup; yapilan oylamada"ETIK KURUL ONAYINI ALIR" karari
verilmistir.

Nanodrop implen P330 cihazi ile hastalara ait DNA’larin miktari élgulda.
Karsilastirmali genomik hibridizasyon platformu olarak Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik labaratuvarinda rutin
calismalarinda kullanilan Agilent 60 K ISCA dizayn aCGH kiti kullaniimaktadir.
Agilent ISCA dizayn kiti icerinde bulunan referans DNA’ya ait DNA’'nin miktari
ile hastalara ait DNA'nin miktari kit uygulama rehberine uygun olacak sekilde
esitlendi.

Agilente ait oligonukleotid temelli Genomik DNA analizi i¢in Urettigi array
7.4 nolu protokoliine gore hasta ve referansa ait DNA'lar Cy3 ve Cy5 ile
isaretlendi. Daha sonra DNA’lar ayni tupte birlegtirildi. Birlestiriien DNA’lar
Agilente ait SurePrint G3 ISCA V2 60Kb’lik 8 6rnek barindiran array cam
slaytlarinin Uzerine islendikten sonra oligo problar ile DNA oligo nukleotidlerinin
birlestirildigi hibridizasyon firinina (aCGH firnni) chamberlar (kasa) iginde
konuldu. Minimum 18 saat maksimum 24 saat araligini gegmeyecek sekilde 67

santigrad derecede hibridizasyon olmasi igin beklendi.
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Sekil 3.1. aCGH tarayici-firiln malzemeleri Sekil 3.1. A'da sagda array problarinin hibridizasyon
isleminin gerceklestigi hibridizasyon firini solunda ise firndan ¢ikan problarin taramasinin
yapildigi, ham datanin olusturuldugu tarayici ((AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner)
bulunmaktadir. Sekil 3.1. B’de hasta ve referansa ait DNA’nin hibridizasyonunun
gerceklestigi(firina yerlestirilen) ve Gzerinde array problarinin bulundugu 60Kx8'lik array Kiti,
Sekil 3.1. C’de tarayicinin cam slayt yerlestirilen goézleri gérulmektedir.

24 saatlik hibridizasyon basamagl sonunda array cam slaytl usullne
uygun olarak yikandi. Scanner icerisine plastik kaset icerisinde yerlestirilen cam
slayt; AGT- G4900DA SureScan Microarray Scanner isimli 06zel laser
tarayici ile tarandi. Olugsan ham datalar Agilent Feature Extraction programi ile
tif ve txt dosyalar olusturuldu. Bu dosyalar daha sonra klinik degerlendirmenin
yapilacagi AgilentCytoGenomic3.0.2.11software programinda analize olanak
saglayan data iglenme sureci tamamlanip genom Uzerindeki aberrasyonlari

gorebildigimiz istatistiki veri haline donustarulda.
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3.1 Genomik DNA izolasyonu

Arastirmaya toplam 39 adet fetal tahliye materyali analizleri dahil
edilmistir. Tahliye materyallerine ait solid doku DNA izolasyonlarinda PureLink
Genomik DNA izolasyon kiti(Qiagen DNA mini kit, lot 157037013, Cat no:
51304,Germany) kullaniimistir. aCGH genotiplemesinde kullaniimak Gzere
izole edilen DNA safliklari ve miktarlari Nanodrop (IMPLEN, P330
Nanophotometer, Germany) dl¢iimustir. Olgulara ait DNA izolasyonu protokol
basamaklari asagida listelenmistir;

1. 1,5 mLl’lik eppendorf tiplere 200 pl fetal solid dokudan ve 200 pl
PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer, 40 pl Proteinase K, eklendi ve
vortekslenerek esit sekilde karismasi saglandi.

2. inkiibasyon islemi icin hazirlanan mix, 56°C isitici blokta 10 dakika
bekletildi.

3. Karisim inkibe edildikten sonra %96-100’luk izopropil alkolden 200 ul
eklendi. Daha sonra vortekslenerek alkoliin iyice nifuz etmesi
saglandi.(Bu sirada Elution Buffer 70 derecelik 1siya getirilmis firina
konuldu.)

4. Daha sonra karisim spin kolan igerisine transfer edildi. Spin kolonda
8000 rpm de 1 dakika santriflj islemi gergeklestirildi.

5. Santrifij sonrasi spin kolonun dibine ¢oken sivi ayristirildi. Filtre edilmis
olan sivi yeni bir 2 mL’lik collection tlip icine konuldu.

6. Sonrasinda filtre edilmis siviya 500 yl Wash Buffer 1 eklendi ve 8000
rpm’de 1 dakikalik santrifuj edildi.

7. Santrifij sonrasi kolon dibindeki toplanan sivi ayni sekilde atildi ve
filtrasyon sivisi yeni bir 2 mL’lik collection tlipe konuldu.

8. Filtre siviya bu sefer 500 pl Wash Buffer 2'den eklendi ve 10000 rpm’de
1 dakika santriftje edildi.

9. Kolonun dibinde toplanan sivi pipetle atildi ve yeni bir collection tup
alind..

10.Kolon dibinde toplanan sivi atilarak filtrede kalan sivi 1,5 mL’lik
eppendorf tipu icine yerlestirildi.

11. Ependorf tipunin Gzerine 40 pl Elution Buffer eklendi.

36



12. Bir dakika boyunca oda sicakligina inkibasyon iglemi gerceklestirildi ve

8000 rpm’de bir dakika boyunca santrifije edildi.

13. Filtrasyon tupu atilarak, ependorf tp igerisindeki elde edilen DNA -

20°C’de aCGH calismasinda kullaniimak Uzere muhafaza edildi.

3.2 Array CGH Metodu ve Uygulanmasi

Agilent Genomics Urint olan array CGH kitinin icerisinde bulunan
bilesenler:

SureTag Complete DNA Labeling Kiti

SurePrint G3 Human CGH Bundle, 8x60K

Hibridizasyon gasket slides

Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti

SureTag DNA Labeling Kit Purification kolonlari

insan Cot-1 DNA'’s|

Oligo aCGH Wash Buffer 1 and Oligo aCGH Wash Buffer 2

Calisma icin gerekli olan diger malzemeler:

1,5 mL’lik Eppendorf tipleri

0,2 mL’lik PCR tipu

Agilent CGH Wash Buffer 1

Agilent CGH Wash Buffer 2

8x60K Gasget Slidelart

Referans DNA-erkek ve kadin (250 ng/uL) Agilent
TBE Buffer

Kapak isitmali termal cycler

Nano fotometre (implen P330)

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

Agilent hibridizayon firini

AGT-G4900DA SureScan Microarray Scanner Analizin Yapilacagi
Bilgisayar Programlari

Ham datanin iglenecegdi Agilent Cyto Genomic 3.0.2.11 yazilim programi
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Array CGH g¢alismasinin sirali islembasamaklari

DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin kesim enzimleri ile bolinmesi

Genomik DNA'nIn igaretlenmesi

24 saat slrede 67 derecede sicaklikta hibridizasyon

Hibridizasyon sonrasi array camlarinin yikanmasi

Scanner ile array camlarinin taranmasi

Tarama sonrasi ham datanin analize hazirlanmasi ve datanin analizi

3.2.1 Genomik DNA’nin Nicel ve Kantitatif Analizi

Genomik DNA’nin izolasyonu yapildiktan sonra referans DNA o&rnekleri ve
hastalara ait olan DNA o6rneklerinin hepsi birden 50 nanogram DNA igerecek
sekilde esitlendi. Eger miktar olarak 350 ng/ul’den fazla DNA igeren ornekler

varsa yari yariya TE tampon ile sulandiriidi.

3.2.2. DNA’nIn Restriksiyon enzimleri ile Kesim iglemi
Restriksiyon iglemi icin gerekli olan malzemeler Tabloda gosterilmistir.

Tablo 3.1. DNA kesim islemi bilesenleri

Restriksiyon iglem bilegenleri Reaksiyon igslemi basina gerekli olan
miktarlar (ul)

10x Restriksiyon Enzim Buffer 1.3 pl

BSA 0.1 pl
Nukleaz Icermeyen Su 1l
Alul kesim enzimi 0.25 ul
Rsal kesim enzimi 0.25 ul

Ornekler icin islem tiipline konulmasi gereken master karigsimi miktari 2.9
prdir. Toplam hacim DNA eklendikten sonra 13 pl olacak sekilde tupler
hazirlanmaldir. Ilk édnce 37 derecede iki saat sonrasinda 65 derecede yirmi
dakika surecek olan PCR islemi yapildi.

DNA'nin pargalara ayrilmasi surecinden sonra fragmantlarin tarayicida
okunurken igaret verebilmesi icin boya ile isaretlenmesi gerekmektedir.

Asamalar arasinda fragman DNA pargalarinin bozulmamasi igin islem yapilan
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sporlarin altinda soguk takviyesi yapmasi igin buz konteynirlari kullanildi.

DNA denatirasyonu fragmantasyonu igin U¢ dakikalik doksan sekiz
derecede PCR iglemi asamasina gelindi.

Konvansiyonel PCR igleminde istenilen DNA bdlgesinin spesifik sekansi
cogaltiimak istendigi icin bolge uyumlu primer kullanildi. Array CGH isleminde
tim genomun c¢ogaltilmasi istendidi icin spesifik olmayan primerlerle tim
genomun amplifiye edilmesi saglandi. 2.5 ul random primer reaksiyon tlplerine
aktarilir. Ve son hacimleri 13 pl olan tiiplerin son hacimleri 15.5 pl'ye ulagir. Ug

dakikalik PCR iglemi gercgeklestirildi.

3.2.3 Cyanin boyasi ile isaretlenmesi iglemi

Isaretleme islemi igin gerekli olan reaksiyon bilesenleri tabloda belirtilmistir.

Tablo 3.2. Floresan iglemi bilesenleri

Reaksiyon bilegenleri :]??tkasri{;;] bagina icin gerekli
Cyanin-3 (Cy-3) 1.5u
Cyanin-5 (Cy-5) 1.5ul
Exo(-) Klenow (Enzim) 0.5 ul
10x dNTP’ler 2.5 ul
5x Reaksiyon Buffer 5.0l

Cyanin-3 ve Cyanin-5 igin iki ayri karisim tipu hazirlandi. Cyanin-5
master mix karisimindan 9.5 yl miktarinda her bir hasta tUpune pipetlendi
(siyanin-5 mavi renkte floresan vermektedir). Cyanin-3 floresan master mix
karisimindan yine 9.5 ul referans &rneklerine pipetleme yapildi (Cyanin-3
kirmizi floresan renk vermektedir). Otuz yedi derecede iki saat PCR iglemi
gerceklestirildikten sonra altmis bes derecede on dakika PCR islemi
gerceklestirildi. Bu islem sonrasi PCR urunleri -20 derecede istenildigi zaman

islemi ilerletiimek Uzere saklandi.
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Sekil 3.2. Ornek ve referans DNA’larinin floresan isaretleme basamag

3.2.4. Saflagtirma agsamasi

Saflagtirma iglemi icin kullanilan purifikasyon kolonlari ve ikiser mL’lik
toplama tlipleri SureTag isaretleme kiti ile yapildi. Ikiser mL’lik toplama tupleri
icine kolonlar yerlestirildi ve reaksiyon tiplerine 430 pl 1x TE Buffer (pH 8.0)
ilave edildi. Kolonlarin igerisine isaretleme yapilmis DNA'lar ilave edildi. On iki
bin rpm’de on dakikada santrifij edilerek altta biriken sivi ayrigtirildi. Benzer
islem tekrar TE buffer ekleyerek ve santriflj islemine tabi tutularak tekrar edildi.
Sonra kolonlar ikiser ml'lik yeni tlplere konularak U¢ bin iki yiz rpm’de bir
dakika santriftij edildi.

Saflastirma isleminin amaci otuz kilo Dalton buyukliginden daha kiguk
parcaciklar kirlilik ~ olusturmasini  engellemek amaciyla  ortamdan
uzaklastiriimasi igin yapilmaktadir. Ikiser mL’lik tiplerde kalan urinler PCR
tiplerine yuklendi. Sonra isaretlenme ve urtnlerin spesifik aktiviteleri dl¢tldi.

Urin (ug) = DNA konsantrasyonu (ng/uL) x érnek hacmi (uL) /1000
ng/ug hesaplamasina goére nanofotometre cihazinda degerler elde edilerek
formile uygun olarak hesaplama yapildi.

3.2.5 Vakum Konsantrator
1.5 mL’lik RNAase free tlplerinde hastalarin her birisi ayri ayn tiplerde
olmak Uzere referans DNA’lar ile birlestirildi. Sonra vakum konsantratérde

isaretli DNA pelleti kalacak sekilde konsantratoriin kapasitesine gore ortalama
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bir-bir buguk saat suresince 55 derece sicaklikta vaporize edildi. Son hacim 16

ML olmasina 6zen gosterildi.

3.2.6. Hibridizasyon basamagi

Oncelikle 10x bloke edici ajan hazir hale getirildi. Sonrasinda
hibridizasyon yani melezleme islemi uygulandi. Bloke edici ajan preparasyonu:
1.350 mikro litre saf su 10x array CGH bloke edici Agent’a ilave edildi. Bu

karisim bir saat oda sicakliginda bekletildi.

Tablo 3.3 Hibridizasyon asamasinda kullanilan ajanlar

Reksiyon bilesenleri Reaksiyon basina gerekli miktar (ul)
10x aCGH Bloke edici Agent 4.5 ul

Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 2 ul

2x HI-RPM Hibridisazyon Bufferi 22.5 ul

Vakum konsantre edici ile PCR tuplerindeki vaporizasyon iglemi bittikten
sonra kalan iglem drunlerinin Ustiine Cot-1 DNA birleseni master mix yapilarak
tuplere dagitildi. Iki x HI-RPM hibridisazyon tampon vizkozitesi fazla olan bir sivi
oldugu icin pipetaj islemi ile en son eklenerek tamamlandi. Bu pipetaj islemi
aCGH isleminin en kritik basamaklarindan birisidir. Clnkl vizkoz olan bilesen
ortama homojen olarak difuze olmazsa slaytlar tarayici tarafindan tam kapasiteli

olarak okunamayacaktir.

3.2.7. Orneklerin array cam slaytlar tizerine yiiklenmesi

Array camlarina yukleme yaparken problarin oldugu yuzin secilmesi
onemlidir. Problar camin sadece tek bir ylziunde bulunmaktadir. 60K aCGH’te
sekiz bolme yani sekiz hasta kapasitesine sahiptir. Kirk mikro litre her bir alana
nazik bir pipetleme ile cam ylzeye dokunmadan vyiklendi. Slayt barkod
numarasi yukariya bakacak sekilde gasket slide cam Uzerine yerlestirme iglemi
gergeklestirildi. Bu iglemler sirasinda asiri derecede titiz hareket edilmelidir.
Slayt yuzlerine ya da prob igeren cama parmak veya tirnak izi ile dokunus
yapildiginda dokunulan bolgede yuzlerce prob kor hale gelecektir. Ayrica hasta

orneklerinin pipetaji sirasinda ayni vizkoz sivinin karigtiriimasi1 agamasinda
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oldugu gibi hassas davraniimalidir. Bu asamada kaset Uzerinde hava balonu
birakilmamasi 6nemlidir. Hava baloncuklari hibridizasyon esnasinda firinda
devir daim olurken slide Uzerinde bir noktaya fikse olmasi durumunda o

bdlgedeki problar 6rnek DNA’sI ile eslesemez ve array kalitesini dusurur.

3.2.8. Kasetlerin firina yerlestirilmesi

Cam slaytlar celik kasaya (chamber) yerlestirilir. Firina konulan son urin
hibridizasyon kalitesi igin en az 18 saat ortalama 24 saat maksimum olarakta 40
saat olacak sekilde 67°C sicaklikta bekletilir.

3.2.9 Hibridizasyon sonrasi slayt yikama basamagi
Agilent Oligo aCGH/ChIP on ChIP Wash Buffer 1 ve Wash buffer 2

tamponlari kullaniimigtir.

Tablo 3.4. Yikama islemi basmaklari ve bilesenleri

Kap Numarasi Yikama Is1 derecesi Zaman
tamponu
1. Kap Wash Buffer 1 Oda sicakliginda
2. Kap Wash Buffer 1 Oda sicakliginda 5 dakika
3. Kap Wash Buffer 2 37°C 1 dakika

Yikama mutlaka cam kaplarda yapilmaldir. Kaplarin bol saf su ile
yikanmasi bir onceki islemden kalma atiklarin kalmamasi i¢in hem iglem
tamamlaninca hemde vyeni yapilacak islem oncesinde temizligine 0zen
gosterilmelidir. Su ile yikama yaptiktan sonra asetonitril ile yikama yapildi. 24
saatlik hibridizasyon islemi sonrasinda firindan ¢ikarilan chamber igerisindeki
cam slaytlar birinci cam kaba alindi. Penset yardimi ile slayt camlari tampon
igerisinde itina ile acildi. Ustteki barkodlu cam ézenle parmak izi olusturmadan
alindi. Kuyu igeren alttaki slayt sivi igerisinde birakilir ve igsleme SurePrint G3
ISCA V2 CGH 8x60K array slayti ile devam edildi.

Barkodlu slayt caminin cam kaplarindaki islemleri ardisik olarak devam
edildi. Birinci cam kaptan alinan barkodlu slayt; Wash Buffer 1 igeren ikinci kap
icine slayt yuvasi barindiran sale i¢ine yavasca yerlestirilirek bes dakika
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beklendi. Etiivde sicakligi 37 dereceye ayarlanmis olan Wash buffer 2 isitici
Uzerinde sicaklhigi 60-70 derece olan kap icine konuldu. Ikinci kap icerisinde
karigtirici olarak balik kullanildi. Balik suyun kap igerisinde devir daim olmasini
saglayarak slayt Uzerindeki artiklarin atilma sdrecini optimize etmek igin
kullanildi.

Slayt tutucu sale birinci kaptan yavas yavas cikarilip ayni hizda ikinci
kaba yerlestirildi. Slayt batun kaplarda tam olarak tampona gomula sekilde hava
ile temas etmeyecek sekilde tutuldu. Wash buffer 2 iginde bir dakika tutulan
slayt ¢ikarildi.

3.2.10 Slaytlarin scanner ile tarama agamasi

Plastik cerceve igerisine konulan slayt ozon ile temasini minimum
indirmek i¢in hizli bir sekilde tarayicinin gozlerinden birisine yerlestirilir. Bu
sirada bilgisayarda tarama islemini yapan feature extraction programinin agilip
hazir halde tutulmasi gerekmektedir.

Array CGH Kkiti igin yukarida anlatilmis olan program o6rintisi tibbi
genetik laboratuvarinda rutin caligmalar esnasinda kullanilan yukleme
programidir. Bu program Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for
Genomic DNA Analysis ve Enzymatic Labeling for Blood, Cells, or Tissues (with
a High Throughput option) Protocol Version 7.5 olup en son 2016 yili haziran
ayinda revise edilmigtir. Internet Uzerinden yeni versiyonlar ¢ikmasi halinde
guncel gelismeler takip edilerek islem optimize edilmelidir. Ayrica agiklanan her
yeni versiyon kitapg¢iginin baslangicinda bir dnceki versiyona gore yapilmis olan
revizyon kisaca Ozetlenmis olarak bulunabilir.

Programwww.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/G441090010 CGH En

zymatic_7.5.pdf web adresinden erisime agik bir sekilde bulunmaktadir (79,86).

3.2.11 Tarama sonrasi ham datanin analize hazirlanmasi

Hasta verilerinin niteliksel verilere yani son haline donustirdlmesi igin
Agilent feature extraction programi ile islemden gegcirildi. Extracrion iglemi
sonrasi kalite kontrol raporu sekil 3.3'de gorulmektedir. Feature Extraction kalite

kontrol raporunda; array cami uzerindeki spotlarin dagihmini gosteren sematik
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goruntl, problarin uzaysal dagihimi, pozitif ve negatif LogRatios uzaysal
dagihmi, metrics degerlendirme degerleri, kirmizi ve yesil spotlarin histogrami
bulunur. Tablo 3.5de enzimatik etiketlendirme degerlendirme kriterleri
verilmigtir. Bu degerlere bakarak analiz edilen verinin kalitesi l¢uldd.
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Tablo 3.5. aCGH enzimatik etiketlendirme metrics esik degerleri

Metrics degerleri Mukemmel sonug¢ lyi sonug Degerlendirme altina al
DerivativeLR_Spread <0.20 0.20-0.30 >0.30
Back ground noise <5 5-15 >15
Reproducibility 0-0,05 0,05-0,20 <0 veya >0,20
Signal intensity >150 50-150 <50
Signal/Noise >100 30-100 <30
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4. BULGULAR

Tez calismamiza Canakkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Genetik  Poliklinigine bsvurmus ve basvuru sonrasi Tibbi Genetik
Laboratuvarinda array CGH tetkiki ¢calisiimis ve analiz dosyalari, sonug raporlari
olusturulmus olan hastalarin verilerinin retrospektif olarak degerlendiriimesi ile
uretilmistir. Hastalara ait tum bilgiler arsivdeki hasta dosyalarindan temin

edilmistir.

4.1 Olgularin demografik ozellikleri

Tez galismamiza dahil edilmis olan 39 fetal kayip olgusunun hepsi 10
hafta sonrasinda gergeklesmis olan embriyonik donemini tamamlayip, fetal
periyoda girmis olan geninlerin intra uterin donemdeki kayiplarini
kapsamaktadir. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi
Kadin Hastaliklari ve Dodum Kliniginden ve Canakkale Mehmet Akif Ersoy
Devlet Hastanesinden fetal kayip olarak sonuglanmis gebeliklere ait fetal biopsi
materyali Tibbi Genetik Poliklinigi ve Tibbi Genetik Labaratuvarina
ulastinimigtir.  Hastalarin anemnezleri ve klinikleri retrospektif olarak
sorgulanmis ve etiyolojik faktdrler incelenmistir.

Calismamiza dahil olan fetal kayip olgularina ait klinik veriler Tablo
4.1’de 6zetlenmistir. Buna gore 10 haftalik fetal donemin baglangicindan term
doguma kadar olan surecteki 39 fetal kayip olgusunun %41’inin kiz fetis,
%59’unun erkek fetis oldugu, ortalama gebelik haftasi 25, ortalama maternal
yasl 29, en kuguk anne yasi 19, en buyuk anne yasi 42, ortalama paternal yasi
34, daha dnceden abortus dykusu olan hasta sayisinin 6 oldugu ve bunlardan 3
tanesinin tekrarlayan gebelik kayiplarinin oldugu, bir hastada tlip bebek tedavi

basarisizliginin bulundugu gorulmektedir.
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Tablo 4.1. Arastirmaya dahil edilen fetal kayip olgularina ait bazi klinik 6zellikler

Olgu Klinik 6zellik
Olgu o6zelligi Fetal kayip
incelenen genom Fetal genom
incelenen materyal Fetal biopsisi
Olgu sayisi 39

Olgularin cinsiyeti

16 kiz (%41)

23 erkek (%59)

Ortalama gebelik haftasi 25
Ortalama maternal yas 29
Maternal yas en kiiglk-en blyuk yas 19-42
Ortalama paternal yas 34
Paternal yas en kuguk-en buyuk yas 26-43

Onceki abortus oykiisii (10 hafta 6ncesi
gebelik kaybr)

7 (%22) , bunlarin 3 tanesi tekrar eden dusik

Onceki fetal kayip 3 (%8)
IVF basarisizligi éykusu 1(%3)
FISH sonucu andploidi varligi 5 adet

4.2 Maternal trombofili mutasyon analizi sonuglari

Olgularin etiyolojilerinin ortaya konulmasi igin maternal pihtilasmaya olan
yatkinliklarinin arasgtiriimigtir. Bunun igin FVL, Protrombin, MTHFR CG677T,
MTHFR A1298C, faktor X 1ll, PAl mutasyonlari agisindan degerlendirildi.

Buna goére maternal FV Leiden R506Q mutasyonu agisindan 4 olgu
(%10) heterozigot mutant oldugu tespit edilmigtir. Olgularin higbirisinde
homozigot mutasyona rastlanmamigstir. Protrombin (FIl) G20210A mutasyonu
agisindan  higcbir olguda heterozigot yada homozigot mutasyona
saptanmamistir.

MTHFR C677T (Ala222Val) mutasyonu agisindan maternal 16 olguda
(%41) mutasyon saptanmistir. 3 olguda homozigot, 13 olguda heterozigot

mutasyon saptanmistir.
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MTHFR A1298C (Glu429Ala) mutasyonu agisindan maternal 22 olguda
(%56) mutasyon saptanmistir. 14 olguda homozigot, 8 olguda heterozigot
mutasyon gorulmustar.

Plasminogen activator inhibitor-1 geni polimorfizmi agisindan maternal 22
olguda (%56) mutasyon saptanmistir. 6 hastada homozigot, 16 hastada

heterozigot mutasyon saptanmistir.

4.3 Olgularda gorilen CNV degisiklikleri ve 6zellikleri

Tez calismamizin 2. Bolum 3. Alt baghgi olan Fetal kayiplari incelemede
kullanilan genetik yontemler icerisinde anlatildigi gibi genom igerisinde
kromozom segmentlerindeki delesyonlar ve duplikasyonlar CNV olarak
tanimlanmistir (77). Delesyon ve duplikasyon analizinde Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) yontemi kullaniimaktadir. Bu yontemin
bdlge spesifik galismasi, tim genom taramalarinda tercih edilmemesi sebebiyle
buglinkul sartlar altinda genom boyu incelemerde array CGH yéntemi CNV
taramasinda tercih edilmektedir. 3.2.11°’de Tarama sonrasi ham datanin analize
hazirlanmasi boliumunde bahsedildigi gibi Ekstraksiyon islemi sonrasi metrics
degerlerinin verileri standardize edilmis degerler ile karsilastirildiktan sonra
olgularinin hepsinin analize uygun oldugu tespit edilmis ve analizler 39 olgu
uzerinde gerceklestiriimistir. Olgularin analizleri yapilirken LOH (Loss of
Heterozigosite) mevcut array platformunda degerlendiriiememektedir. Bu
yuzden hasta klinigine sebep olma olasiligi bulunan LOH degisiklikleri ile ilgili
veri uretilememisgtir.

CNV degerlendirmesi yapilan olgulara ait analiz verilerinin genel
Ozelliklerine ait kisa ozet Tablo 4.2’de verilmistir. Calismaya olgu secimi
yapilirken 10 haftanin Ustunde QF-PCR analizinde andploidi, poliploidi gibi
kromozomal anormallikleri olanlar dahil edilmedi. 2016-2017 yillarinda 10 hafta
uzeri 50 fetal kayip olgusundan 11 tanesi kromozomal anormallik tasidigi igin
sonucu normal ¢ikan 39 olgu uzerinde g¢alisildi. Olgularin analizleri yapilirken
Mean LogRatio degerinin delesyonlar igin -0,5 altinda, duplikasyonlar igin +0,5
degerinin tUzerinde olan CNV’ler ¢alismaya dahil edildi. Sonuclar elde edildikten
sonra aday genlerin secimi yapilirken 3 olgu ve daha fazla olguda pozitif
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bulunan genler dne ¢ikarildi. 3 olgu (%8 orani) secilmesinin nedeni; teze dahil
olan olgu sayisinin az olmasindan dolayl Tablo 4.6’da goéruldigu gibi birgok
gende 1 ve 2 olguda pozitifik oraninin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica olgularda gen CNV’si analiz edilirken 3 aCGH probunun Logratio
degerinin delesyonlar icin -0,5den daha kuglk, duplikasyonlar i¢in +0,5’den

daha buyuk olmasina dikkat edildi.

Tablo 4.2. Olgularin aCGH analizi genel dzellikleri

Olgu Ozellik

En ¢ok etkilenen kromozomlar X

(sirasiyla)

En ¢ok etkilenen kromozom bdlgesi Xg21.1
Mutasyonlarin gen dozaji Heterozigot (%95)
En fazla gorulen yapisal abnormallik Duplikasyon
(CNV)

Tablo 4.3'te ve Sekil 4.1°de Arastirma kapsaminda analiz edilen fetal
kayiplara ait FISH ve QF-PCR profilleri ve ebeveynlerine ait obstetrik dykuleri
gorulmektedir. Buna gore QF-PCR analizi sonuglarinin fetal cinsiyetle uyumliu
oldugu, FISH analizi sonucunda 5 olguda (%13) andploidi ve 1 olguda (%3)
duplikasyon (14q duplikasyonu) saptanmistir.

Tablo 4.4’de Fetal gelisim sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler,
kromozomal lokalizasyonlari, buyuklukleri ve neden olduklari patolojik durumlar
Langman’s Medical Embryology 12. Baski ve raredisease.org adli genetik
hastalik/sendromlarinin bulundugu internet veri tabanindan taranmistir.

Tablo 4.5'te olgularda saptanan ve -0.5/+0.5 MeanLog Ratio de@erlerinin
ustindeki CNV’ler listelenmistir. Bu tabloda Kromozomal Array-CGH analizleri
yapillan fetal materyallerinde saptanan mutasyon tipi, kromozomal
lokalizasyonu, buyuklugu, baslama ve bitis kodonlar ve gen —klinik iligkileri

Ozetlenmigtir.
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Tablo 4.3. Arastirma kapsaminda analiz edilen fetal kayiplara ait FISH ve QF-PCR profilleri ve

ebeveynlerine ait obstetrik dykuleri

5 5 g
@ > 3 5 s
& =] © = =
2 g = ' > [
els | 2 g : 5 &
S| & 5 @ < 3 -
9] T w
o = - = .
= |- 8| 8ol x| S| o | w T ey
HEHE NI 5 sa5
e} _g 8 X~ >q_; O E < m L lé-’ g
f'e) ~
1 20 Disi 0 0 1 + 34 34 0 Normal Normal
2 38 Disi 0 0 0 + 25 32 0 Normal Normal
3 19 Erkek 0 0 0 + 27 29 0 Normal Normal
4 38 Erkek 0 0 0 + 28 - 0 Normal Normal
5 16 Erkek 0 0 0 + 27 27 0 Normal Normal
6 20 Erkek 0 0 6 + 42 27 0 Normal Normal
7 24 Disi 0 0 0 + 29 28 0 Normal Normal
. Mosaik15
8 37 Disi 0 0 1 + 35 33 0 . . Normal
Monozomi/dizomi
9 34 Erkek 0 1 0 + 19 35 0 Normal Normal
10 34 Erkek 0 0 0 + 26 26 0 14 g duplikasyonu Normal
11 10 Erkek 0 0 0 + 34 - 0 Normal Normal
12 10 Disi 0 0 0 + 22 27 0 Monozomi/trizomi 16 Normal
13 17 Erkek 1 0 2 + 37 43 0 Normal Normal
14 11 Disi 0 0 0 + 29 30 0 Normal Normal
15 34 Erkek 0 0 0 + 23 37 0 Normal Normal
16 25 Erkek 0 0 0 + 29 28 0 Normal Normal
17 38 Erkek 1 0 0 + 31 30 0 Mozaik trizomi Normal
18 11 Disi 0 0 0 + 40 - 0 Normal Normal
19 30 Erkek 0 0 2 + 26 - 0 Normal Normal
20 34 Disi 0 0 0 + 20 26 0 Normal Normal
21 35 Disi 0 0 0 + 32 35 0 Monozomi 15 Normal
22 33 Disi 0 0 0 + 37 37 0 Normal Normal
23 28 Disi 0 0 1 + 29 31 0 Normal Normal
24 38 Disi 0 0 0 + 33 37 0 Normal Normal
25 26 Erkek 0 1 2 + 30 37 1 Normal Normal
26 19 Erkek 0 0 1 + 22 31 0 Normal Normal
27 16 Erkek 1 0 0 + 23 27 0 Normal Normal
28 21 Erkek 0 0 1 + 27 34 0 Normal Normal
29 32 Erkek 0 0 0 + 21 25 0 Normal Normal
30 14 Disi 3 0 0 + 36 32 0 Normal Normal
31 18 Disi 2 0 2 + 35 37 0 Normal Normal
32 16 Erkek 2 1 0 + 32 33 0 Mozaik trizomi 16 Normal
33 34 Erkek 0 0 1 + 20 - 0 Normal Normal
34 17 Erkek 0 0 0 + 30 37 0 Normal Normal
35 25 Erkek 0 0 0 + 27 28 0 Normal Normal
36 27 Erkek 0 0 0 + 25 27 0 Normal Normal
37 26 Disi 0 0 0 + 25 28 0 Normal Normal
38 20 Erkek 1 0 1 + 37 36 0 Normal Normal
39 12 Disi 20 Normal Normal
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Tablo 4.4. Fetal

gelisim  sireclerinde

tanimlanmis

fonksiyonel genler, kromozomal

lokalizasyonlari, buyuklUkleri ve neden olduklari patolojik durumlar

Gen Lokasyon | Baslangi¢ Bitis Protein/Hastalik/Sendrom
BMP7 20913.32 55,663,582 55,804,530 Kemik morfogenetik proteini
CHRNA1 20311 175,548,502 | 175,548,561 Multipl pterigium sendromu 6lumcl tip
CHRND 20311 131,357,208 | 131,357,267 Multipl pterigium sendromu 6limcul tip
CHRNG 20311 131,357,208 | 131,357,267 Multipl pterigium sendromu 6lumcul tip
COL1A | 17q21.33 | 101,764,038 | 101,764,097 Ehlers-danlos sendromu, artrokalazi tip, 1
osteogenezis imperfekta, tip 1.1.1.1v
COX7B Xq21.1 76,830,525 77.160.315 Linear cilt defekt_l multipl konjenital anomaliler
ile beraber 2
FAM20C 7p22.3 191,588 229,852 Raine sendromu
Ehler danlos hastaligi FLNA-iligkili
FLRZ XIS 153,541,232 53,60 LESE periventrikuler nodiler heterotopi
Larsen sendromu. Boomerang dizplazisi.
FLNB 3p14.3 153,601,790 | 153,626,762 Spondilokarpotarsal sinostosis sendromu.
Atelosteogenezis 1.1
FGFR1- Trigonocephali 1. Pfeiffer sendromu.
23 8p11.23 38,216,845 38,325,092 Osteoglofonik dizplazi. Jackson-weiss
sendromu. Ensefalokraniokutandz lipomatozis
FGF8 10024.32 | 103,454,492 | 103,454,536 | HiPogonadotropik hipogonadizm 6 ve/veya
anozmi ile birlikte
FOXD3 1p31.3 63,713,875 | 63,713,934 Atoimmun hastalik, stphesi, 1
FOXG1 14q12 29,204,820 29,238,897 Rett sendromu, konjenital varyant
FMR1 Xq27.3 146,977,059 | 147,032,524 Frajile X sendromu. Frajile X tremor/at§k5|
sendromu. Prematur ovaryan yetmezlik 1
EPHB4 7q22.1 100,374,133 | 100,374,191 Hidrops fetalis, nonlrgr;lérll% ve/veya atrial septal
GPC3 Xq26.2 132,570,375 | 133,117,765 |  S'mPson-golabi-behmel sendromu, type 1.
Wilms timort, somatik
HAND1 5033.2 153,827,442 | 153,827,501 Kalp-Ndral krest del;lj\llsrtllfllerl-eksprese edilmis
HAND?2 4q34.1 174,434,163 | 174,434,222 Kalp-Ndral krest del;lj\llsrtllflzerl-eksprese edilmis
HCCS Xp22.2 11,113,893 11,141,138 Linear cilt defel_<t| - mu_Itl_pI konjenital
anomalilerle birlikte 1
HOXA 7p15.2 27,158,260 27,158,319 HOXA distal transkript antisenseRNA
HOXB 17921.32 46,498,496 | 46,498,555 HOXB kluster antisense RNA 5
HOXC 12g13.13 54,347,286 54,347,345 Buyume/Farklilasma faktoru 11
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https://www.omim.org/geneMap/17/671?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=671
https://www.omim.org/geneMap/X/429?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=429
https://www.omim.org/geneMap/7/5?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=5
https://www.omim.org/geneMap/X/811?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=811
https://www.omim.org/geneMap/3/361?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=361
https://www.omim.org/geneMap/8/194?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=194
https://www.omim.org/geneMap/10/455?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=455
https://www.omim.org/geneMap/1/577?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=577
https://www.omim.org/geneMap/X/725?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=725
https://www.omim.org/geneMap/X/653?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=653
https://www.omim.org/geneMap/4/598?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=598
https://www.omim.org/entry/309801
https://www.omim.org/entry/309801
https://www.omim.org/geneMap/17/644?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=644

Kugik kulak ve/veya isitme kaybiyla beraber.

HOXAZ 7p15.2 21,062,058 21,062,117 Kuguk kulak , isitme kaybi, ve yarik damak (ar)
HOXB3 17921.32 46,498,496 46,498,555 Embriyogeneziste arka beyin gelisiminde etkili
HOXA13 7pi5.2 27.216,492 27.216,551 Guttmacher sendromu. El —ayak- uterus
sendromu
HOXD3 20311 177,025,781 | 177,037,460 Hematopoetik hiicre farklilasmasinda gérevli
HOXD13 2931.1 176,957,860 | 176,960,675 Brakidaktili-sindaktili sendromu
IKBKG Xq28 153,770,576 | 153,783,639 Ektodermal displazi, hipohidrotik, immin
yetmezlikle beraber. Inkontinentia pigmenti
LBR 1942.12 | 225,626,182 | 225,626,241 Reynolds sendromu. Greenberg iskelet
displazisi. Pelger-huet anomalisi
Ensephalopati, yenidogan siddetli. Mental
MECP2 Xqg28 153,194,797 | 153,361,493 retardasyon, X-linked, sendromik. Rett
sendromu. Otizm suphesi, X-linked
MITE 3pi3 69,782,417 70,023,268 Tietz alblnlzm-sa_lglrllk sendromu. waardenburg
sendromu, tip 2A. Commad sendromu
MSX2 5035.2 174,151,663 | 174,157,924 KranyglilisStozis 2. paryetal foramina 1.
paryetal foramina kleidokranyal displazi
MYOD 6p21.1 17,737,036 17,737,095 Embriyogeneziste |slgczlltiartlekraslarl prekursorlerini
mikroftalmi, sendromik. Pituitari hormonu
OTX2 14922.3 57,220,886 57,276,927 yetmezligi. Retinal distrofi, erken baslangigli,
ve/veya hipofiz yetmezIigi ile beraber
PAX1 20p11.22 21,667,045 21,667,104 Otofasyoservikal sendromu 2
PAX2 10q24.31 | 102,407,919 | 102,407,978 Glomerulosklerozis, fokal segmental,
papillorenal sendromu
Kranyofasyal-sagirlik-el sendromu.
PAX3 2036.1 222,983,662 | 223,162,138 Rabdomyosarkoma 2, alveolar. Waardenburg
sendromu, type 1.3
PDX1 13q12.2 28,483,261 28,483,320 Pancreatik agenezi
PHEX Xp22.11 22,033,900 22,271,711 Hipofosfatemik rikets, X-linked dominant
PORCN Xpl1.23 48,361,164 48,379,190 Fokal dermal hipoplazi
PRPS1 Xq22.3 106,791,412 | 106,894,224 Arts sendromu. _Charcot-mangz-tooth disease,
X-linked recessive
RET 10q11.21 43,562,468 43,626,679 Hirschsprung hast_allgl. Meduller tiroid
karsinomu
SHH 7436.3 155559462 | 155,604,638 Holoprosensefali 3. §|_zencefall. Microofthalmi
coloboma ile beraber 5
SIX3 2p21 45,143,253 45,172,394 Holoprosensephali 2. sizensephali
SOX2 3426.33 181,429,370 | 181,430,885 Mikroftalmi, sendromik 3. optik sinir hipoplazisi

ve santral sinir sistemi anormallikleri ile beraber
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https://www.omim.org/geneMap/17/635?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=635
https://www.omim.org/geneMap/7/132?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=132
https://www.omim.org/geneMap/X/806?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=806
https://www.omim.org/geneMap/3/393?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=393
https://www.omim.org/geneMap/5/692?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=692
https://www.omim.org/geneMap/6/457?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=457
https://www.omim.org/geneMap/20/123?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=123
https://www.omim.org/geneMap/10/440?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=440
https://www.omim.org/geneMap/2/914?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=914
https://www.omim.org/geneMap/13/56?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=56
https://www.omim.org/geneMap/X/114?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=114
https://www.omim.org/geneMap/X/239?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=239
https://www.omim.org/geneMap/X/521?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=521
https://www.omim.org/geneMap/10/141?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=141
https://www.omim.org/geneMap/7/761?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=761
https://www.omim.org/geneMap/2/197?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=197
https://www.omim.org/geneMap/3/788?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=788

Akampomelik kampomelik dizplazi.
SOX9 17924.3 70,052,260 | 70,122,586 Kampomelik dizplazi
Distoni-parkinsonizm, x-linked. Mental
TAFL Xql3.1 70,543,060 70,743,623 retardation, x-linked, sendromik 33
TBX4 17923.2 59,498,815 59,498,874 Ischiocoxopodopatellar sendromu
TBX5 12924.21 114,762,899 | 114,845,866 Holt-oram sendromu
Kranyosinostozis 1. Robinow-Sorauf sendromu.
TWISTL |  7p21.1 19,154,855 | 19,157,193 Sweeney-cox sendromu. Saethre-chotzen
sendromu ve/veya g6z kapagi anormallikleri ile
beraber
Entopedunkular progenitor hiicreleri ve kaudal
WNT3A | 1g42.13 | 228,183,068 | 228,275,627 ganglionik eminens progenitor hicreleri,
kardiak progenitdr hucreleri,ndral retina
hicreleri igin uyarici
WNT4 | 1p36.12 | 22,424,449 | 22,424,508 Serkal sendromu Mulleryan aplazi ve
hiperandrojenizm
WNT6 2435 219,675,349 | 219,675,408 | Deyinde meninjiyal hcre geligimi ve somatik
mezensimal hucrelerin gelisiminde etkili
WNT9B 17921.32 44,876,738 44,876,797 Renal cap ve henle kulbu hiicrerinin gelisimi
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https://www.omim.org/geneMap/17/809?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=809
https://www.omim.org/geneMap/X/395?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=395
https://www.omim.org/geneMap/17/747?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=747
https://www.omim.org/geneMap/12/749?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=749
https://www.omim.org/geneMap/7/85?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=85
https://www.omim.org/geneMap/1/1556?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=1556
https://www.omim.org/geneMap/1/225?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=225
https://www.omim.org/geneMap/2/883?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=883
https://www.omim.org/geneMap/17/613?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=613

Tablo 4.5. Kromozomal Array-CGH analizleri yapilan fetal materyallerinde saptanan mutasyon
tipi, kromozomal lokalizasyonu, blyukligd, baslama ve bitis kodonlar ve gen —klinik iligkileri.
Tabloda, etkilenen farkli gen/genler olmasina karsin guincel literatirde fetal kayiplar agisindan
anlamli olanlar koyu renkli (bold) olarak belirtiimistir.

o s £ = Baslangig- | Etkilenen | Klinik iligkisi saptanan
c > N o X Bitis genler genler (87—-89)
© ] —_ = > =) —
x | - | @ | E| X > | Kodonlari
© = = o° [e) B} ™
> = < ¥ | 4 0} <
1 Del | -- - - - - - -
Dup | -- - - - - - -
2 Del --
Dup | het 15 | g26.2 11.8 96,869,390- NR2F2 NR2F2:Konjenitalkalpdefektleri,
multipl tip
96,881,219
3 Del het X g21.1 502.2 76,776,651 ATRX, MAGT | COX7B: Linear cilt defekti- multipl
1,COX7B,AT | konjenital anomali 2
77,368,137 P7A,PGAM4,
PGK1 ATRX: alfa talasemimyelodisplastik
sendromu, somatik
Mental retardasyon- hipotonik yiiz
sendromu, X-linked
ATP7A: Spinal muskular atrofi,
Occipital horn sendromu, Menkes
hastalig
Dup | -- - - - - - -
4 Dup | het 2 q31.1 1.5 176,958,034- HOXD13 HOXD13: Brakidaktili-sindaktili
176,959,625 sendromu
Dup | het 3 24 404 146,729,902- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,133,996
Dup | het 7 p21.1 11 19,154,855- TWIST1 TWISTL: Kraniyosinostozis sendromu
19,157,193
5 Del het X g21.1 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear ciltdefekti- multipl
konjenital anomali2
77,159,406
Dup | het 14 | 2 9.8 54,417,617- BMP4 BMP4: Mikrooftalmik sendromik,
Orofasyal kleft 11
54,427,486
Dup | het 2 p21 35 45,168,836- SIX3 SIX3: Holoprozensefali 2,sizensefali
45,172,394
Dup | het 14 | g22.2 10 57,267,408- OTX2 OTX2: Mikroftalmi sendromik 5,
57,276,927 hipofizhormon eksikligi, kombinetip 6
Dup | het X 28 153,770,700- IKBKG IKBKG: Inkontinenti pigmenti
153,783,639
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http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=COX7B
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=ATRX
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=ATP7A
http://omim.org/geneMap/2/693?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=693
http://omim.org/geneMap/7/85?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=85
http://omim.org/geneMap/X/429?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=429
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=COX7B
http://omim.org/geneMap/14/231?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=231
http://omim.org/geneMap/2/195?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=195

o < £ = B?§.Ianglg- Etkilenen | Klinik iligkisi saptanan
g > N o X Bitis genler genler (87-89)
—_— > : —_
x |2 |o | E|lx > | Kodonlari
© S = < [} S W
> = < X | 4 m <
Dup | het X pl11.23 | 17 48,361,164- PORCN PORCN: Fokal dermal hipoplazi
48,379,190
6 Dup | het 2 P21 2.8 45,169,517~ SIX3 SIX3: Holoprozensefali 2,sizensefali
45,172,394
Dup | het 2 Q35.2 | 6 174,151,663- MSX2 MSX2: Kraniyosinostoz,Parietal
174,157,924 foramina kleidokranyal displazi
Dup | het 7 p21.1 2.3 19,154,855 TWIST1 TWISTL: Kraniyosinostozis 1,Robinow-
19,157,193 Sorauf sendromu
Saethre-Chotzen sendromu géz kapagi
anomalisi ile beraber
Sweeney-Cox sendromu
Dup | het 14 | 14912 | 1041 28,304,052- FOXG1 FOXG1: Rett sendromu, konjenital
29,345,932 varyant
Dup | het 12 | 12924. | 329 114,791,887- TBX5, TBX3 | TBX5: Holt-Oram sendromu
21 115,121,468
TBX3: Ulnar-mammari sendromu
7 Del het X g24 81 153,287,517- MECP2 MECP2: Rett sendromu, Ensefalopati,
153,359,700 yenidoganda siddetli
Dup | het 4 021.3- 1098 87,869,469- AFF1, KLHLS, DMP1: Hipofosfotemik rikets, AR
g22.1 88,968084 HSD17B13, H
SD17B11, DS | PKD2: Polikisitk bobrek hastaligi 2
PP,
DMP1, IBSP, DSPP: sagirlik,otozomal dominant 39,
MEPE, SPP1, | dentinogenesis
PKD2
8 Del - |- - - - -
Dup - - - - - -
9 Dup | het X q27.3 36.2 146,994,804- FMR1 FMRZ1: Frajil X tremor/ ataksi
147,032,524 sendromu
Dup | het 5 a35.2 4.1 174,153,810- MSX2 MSX2: Kraniyosinostoz,Parietal
174,157,924 foramina kleidokranyal displazi
Dup | het X q22.3 13.4 106,877,900- PRPS1 PRPS1: Arts sendromu,Charcot-Marie-
106,891,393 Tooth hastalidi, X-linked resesif, 5
10 Del het X 24 81 153,287,517~ MECP2 MECP2: Rett sendromu, Ensefalopati,
153,359,700 yenidoganda siddetli
Dup | -- - - - - - -
11 Del het 1 P31 387 78,107,120- USP33, FAM7 | NEXN: Kardiyomiyopati
78,494,303 3A, NEXN, FU
p22 1723 BP1------ RPL5: Diamond-Blackfan anemisi 6
92,333,192- TGFBR3, BRD
p13 526 94,056,303 T, RPAP2, GFI | GPSM2: Chudley-McCullough
1, EVI5, sendromu
109,465,048- RPL5, FAM69
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http://omim.org/geneMap/14/124?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=124
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=FOXG1
https://www.omim.org/geneMap/12/747?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=747
https://www.omim.org/geneMap/12/747?start=-3&amp;amp%3Blimit=10&amp;amp%3Bhighlight=747
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=TBX5
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=TBX3
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?match=DMP1
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109,991,413 A,MTF2,DR1
, FNBP1L,
BCARS ----
GPSM2,WDR
47,KIAA1324,
SARS, CELSR2
PSRC1, SORT1
, PSMA5
Del het X 24 81 153,287,517~ MECP2 MECP2: Rett sendromu, Ensefalopati,
153,359,700 yenidoganda siddetli
Del het X g21.1 1169 76,124,793- FGF16, ATRX, | COX7B: Linearderidefekti-multipl
77,294,633 MAGT1, COX | konjenital anomali2
7B, ATP7A,
PGAM4 ATRX: alfa talasemi myelodisplastik
sendromu, somatik
Mental retardasyon- hipotonik yiiz
sendromu, X-linked
ATP7A: Menkes hastalidi, oksipital
horn sendromu, Spinal muskuler
atrofi,distal X-linked 3
Del het 8 pl4.3 1863 56,598,066- FAM208A, AR | HESX1: Biiyime hormonu yetmezligi-
58,461,365 HGEF3, SPAT | hipofiz anomalisi ile beraber
A12, IL17RD,
HESX1, APPL1 | ELNB: Atelosteogenezis, tip |
, DNAH12, PD
E12, ARF4, FL | Larsen sendromu, Boomerang
NB, displazisi
DNASE1L3, R
PP14, PXK, PD
HB,
Del het X q22.3 20 106,874,245- PRPS1 PRPS1: Arts sendromu
106,894,224
12 Del het 1 gq32.1 425 203,625,291 ATP2B4, ZC3 | SNRPE: Hipotrikozis 11
204,050,423 H11A, ZBEDS,
SNRPE, SOX1
3
Del het X gq24 81 153,287,517~ MECP2 MECP2: Rett sendromu, Ensefalopati,
153,359,700 yenidoganda siddetli
Del het X g21.1 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear deri defekti- multipl
77,159,406 konjenital anomali 2
Del het X q22.3 20 106,874,245- PRPS1 PRPS1: Arts sendromu
106,894,224
Dup - - - - - -
13 Del het 14 | g23.2- 837 64,054,041- SGPP1, SYNE SYNE2: Emery-Dreifuss muskuler
g23.3 64,891,348 2, ESR2 distrofi 5, otozomal dominant
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Del het X g21.1 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear deri defekti- multipl
77,159,406 konjenital anomali 2
Dup | het 12 | g24.22 | 33 114,791,887- TBX5 TBX5: Holt-Oram sendromu
114,824,183
Dup | het X p22.2 289 11,056,336- HCCS, ARHGA | HCCS: Linear deri defekti- multipl
11,345,765 P6, AMELX konjenital anomali 1
Dup | het X q27.3 36.2 146,994,804- FMR1 FMRZ1: Frajil Xtremor/ ataksi
147,032,524 sendromu
Dup | het 8 g24.22 | 195 133,879,951- TG, SLA, SLA: Pontoserebellar hipoplazi tip2D
134,075,815
14 Del het X pl1.22 | 0.1 53,460,311- HSD17B10 HSD17B10 HSD10: Mitokondriyal
53,460,442 hastalik. Mental retardasyon. X linked
sendromik
Del het X g24 81 153,287,517- MECP2 MECP2: Rett sendromu, Ensefalopati,
153,359,700 yenidoganda siddetli
Dup | het X p22.2 511 10,834,439- MID1, HCCS, MID1: Opitz GBBB sendromu, tip |
11,345,765 ARHGAPS, A
MELX HCCS: Linear deri defekti- multipl
konjenital anomali 1
15 Del het X q24 81 153,287,517- MECP2 MECP2: Rett sendromu, Ensefalopati,
153,359,700 yenidoganda siddetli
Dup | - I - - - -
16 Del -- -- -- -- -- -- --
Dup | - S - - - -
17 Del | -- - | - - - - -
Dup | het |3 | q28 1058 188,389,234- | LPP, MIR28, T| TP63
189,447,715 P63
Ectrodaktili, ektodermal dizplazi ve
yarik dudak/damak sendromu 3
Hay-Wells sendromu
ADULT sendromu
Dup | het 20 | pl2.2 131 10,534,477- SLX4IP, JAGL, | JAG1
10,665,574
Alagillesendromu
Fallottetralojisi
Konjenital kalp defekti ve arka
embriyotokson
18 Del het X g21.1 605 76,762,631- ATRX, MAGT1| COXT7B: Linear deri defekti- multipl
77,367,966 ,COX7B,ATP | konjenital anomali 2
7A, PGAM4,
PGK1
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Dup | -- - - - - - -
19 Del het 1 311 429 78,107,120- USP33, FAM7 | NEXN: Kardiyomiyopati,
78,536,731 3A,NEXN, FU
BP1
Del het X q21.1 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear deri defekti- multipl
77,159,406 konjenital anomali 2
Dup | het X q27.3 36.2 146,994,804 FMR1 FMRZ1: Frajil X tremor/ ataksi
147,032,524 sendromu
20 Del het 2 g31.1 81 176,944,823- EVX2, HOXD1 | HOXD13: Brakidaktili-sindaktili
177,025,840 3,HOXD12,H | sendromu
0OXD11, HOXD
10,
HOXD9, HOX
D8, MIR10B,
HOXDA4,
Dup | het 3 24 404 146,729,902- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,133,996
21 Del het X g21.1 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear deri defekti- multipl
77,159,406 konjenital anomali 2
Dup | het X q27.3 36.2 146,994,804- FMR1 FMRZ1: Frajil X tremor/ ataksi
147,032,524 sendromu
22 Del X g21.1 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear deridefekti-multipl
77,159,406 konjenital anomali2
Del het 12 | g13.2- 804 56,159,652- SARNP, ORM | ERBB3: éliimcil konjenital konotrunkal
q13.3 56,974,447 DL2, MMP19, | sendrom 2
DGKA, CDK2,
RAB5B, SUOX,
IKZF4, RPS26,
ERBBS3,
PA2G4, RPL4AL
, ESYT1, MYL6
B, MYL6,
SMARCC2, SL
C39A5, CS, PA
N2, IL23A,
STAT2, APOF,
TIMELESS, MI
P, GLS2,
Dup | het 2 g31.1 305 176,719,953 EVX2, HOXD1 | HOXD13: Brakidaktili-sindaktili
177,025,840 3, HOXD12, H | sendromu
0OXD11, HOX
D10, HOXD10: Charcot-Marie-Tooth
HOXD9, HOX | hastaligi,ayak deformitesi-vrikal
D8, MIR10B, talus,konjenital
HOXD4
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Dup | het 10 | g26.11 | 36 119,302,225- EMX20S,EM | EMX2: sizensefali
119,339,004 X2
Dup | het 3 24 404 146,729,902- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,133,996
Dup 14 | gi12 2.3 29,236,277- FOXG1 FOXG1: Rett sendromu, konjenital
29,238,620 varyant
23 Del -- -- -- -- -- --
Dup -- - - - -- --
24 Del het 5 Q31.2 1803 137,221,748- MYOT, PKD2L | MYOT: Kas distrofisi
139,025,407 2,WNT8A,N
MES, KIF20A, | REEP2: Spastik parapleji
CDC23, GFRA
3,CDC25C,K | SIL1: Marinesco-Sjogren sendromu
DM3B, REEP2
EGR1,ETF1,H
SPA9, CTNNA
1, LRRTMZ2,
SIL1, MATRS,
PAIP2, SLC23
Al, MZB1,
ECSCR, TMEM
173, UBE2D2,
25 Del I - - - -
Dup S - - - -
26 Del het X Xg21.1 | 1,6 77,157,760- COX7B COX7B: Linear deridefekti- multipl
77,159,406 konjenital anomali2
Dup | hom | 13 | Q12.13 | 238 26,207,304 ATP8A2 ATPB8A2 serebellar ataksi, mental
26445,861 retardasyon, ve disekulibrum
sendromu 4
Del het 1 P13.3 879 109,512,869- WDRA47, KIAA | GNAI3:
110,392,345 1324, SARS, C | Aurikulocondiler sendromu 1
27 ELSR2, PSRC1, | AMPD2:
Pontoserebellar hipoplazi
SORT1, PSMA
5,AMIGO1, G
PR61, GNAI3,
MIR197, GNA
T2, AMPD2, G
STM4, GSTM2
GSTML, GST
M5, GSTM3,
EPS8L3,
Dup | -- N - - - -
Del | -- - - - - -- -
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28 Dup | het 3 g24 404 146,729,902- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,133,996
Del | -- - - - - - -
29 Dup | - - - - - - -
Del het 15 | g26.2 1.7 96,873,441- NR2F2 NR2F2:Konjenitalkalpdefektleri,
96,875,178 multipl tip, 4
30
Dup | -- - - - - - -
Del - - - - - -
31 Dup -- -- -- -- -- --
Del het 1 p32.3 1003 52,474,062- TXNDC12, ZFY | ORC1: Meier-Gorlin sendromu 1
53,477,097 VE9,ORC1,Z
32 CCHC11, GPX | SCP2: Loloensefalopati- distoni ve
7, motor néropati
COA7, SCP2
Del het 1 P31.1 470 78,107,120- USP33, FAM7 | NEXN: Kardiyomiyopati,
78,577,692 3A,NEXN, FU
BP1
Del X q13.1 251 70,543,060- TAF1, INGX, O | TAF1:Mental retardasyon, X-linked,
70,794,385 GT sendromik 33
Dup | het 20 | pl2.2 24.1 10,629,661- JAG1, JAG1L:
10,653,828 Alagille sendromu
33 Fallot tetralojisi
Konjenital kalp defekti ve arka
embriyotokson
Dup | het 3 024 1109 146,362,487- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,472,385
Del het X Xg21.1 | 0.7 COX7B COX7B: Linear deri defekti- coklu
konjenital anomali 2
34
Del hom | 15 | g26.2 1.7 96,873,441- NR2F2 NR2F2:Konjenitalkalpdefektleri,
96,875,178 multipl tip 4
Dup | hom | 2 g31.1 176,958,852- HOXD13 HOXD13: Brakidaktili-sindaktili
176,959,346 sendromu
Del - - - - - -
35 Dup | het 15 | g26.2 10.1 96,869,902- NR2F2 NR2F2:Konjenitalkalpdefektleri,
96,880,063 multipl tip 4
Dup | het 20 | pl2.2 577 10,620,343- JAG1 JAG1L:
11,197,525

Alagille sendromu
Fallot tetralojisi

Konjenital kalp defekti ve arka
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embriyotokson
Dup | het 3 24 771 146,362,487- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,134,223
36 Del -- -- -- -- -- -- --
Dup | het X pll.4 4.5 39,950,434- BCOR BCOR: Mikrooftalmi,sendromik 2
39,954,957
Del -- - - -- --
37 Dup - - - - -
Del | -- -- - - - -- -
38 Dup | het 2 p21 3.5 45,168,836~ SIX3 SIX3: Holoprozensefali 2
45,172,394
Dup | het 3 g24 124 147,008,963- ZIC4, ZIC1 ZIC1: Kraniyosinostozis 6
147,133,632
Dup | hom | 5 g35.2 50.4 174,151,663- MSX2 MSX2: Kraniyosinostozis 2
174,202,136
Dup | het X g27.1 200.8 139,384,622- SOX3 SOX3: Panhipopittiarizm,X-
139,585,454 Linked,Mental retardasyon,X-
linked,izole biyliime hormone
yetmezligdi ile beraber
Del -- - - - -- -
39 Dup - - - - - -
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Tablo 4.6.0lgularda saptanan CNV’lerin kromozomlara gore dagilimlari

Kromozom| Lokus CNV tipi sa(;||sg|(un) %’Z‘)”
pl3 Del 2 5
p22 Del 1 3
1 p31 Del 3 8
p32 Del 1 3
g32 Del 1 3
g31 Del 1 3
2 p21 Dup 3 8
g3l Dup 3 8
pla Del 1 3

3 g24 Dup 7 18*
28 Dup 1 3
4 gq21 Dup 1 3
5 g31 Del 1 3
g35 Dup 3 8
7 p21 Dup 2 5
8 g24 Dup 1 3
10 g26 Dup 1 3
12 gql3 Del 1 3
gq24 Dup 2 5
13 ql2 Dup 1 3
g23 Del 1 3
14 gl2 Dup 2 5
q22 Dup 1 3
15 g26 Del 2 5
g26 Dup 2 5
20 pl12 Dup 3 8
gl3 Del 1 3

g21 Del 11 28*

g24 Del 6 15*
pll Del 1 3
g22 Del 1 3
X pll Dup 2 5
g22 Dup 1 3
p22 Dup 2 5

g27 Dup 4 10
g28 Dup 1 3

*: CNV orani

Arastirma sonuglari 3 kromozom uzun kolda (3q24)duplikasyonlara,
Xkromozomunda uzun kolda (Xg21 ve Xq24) delesyon seklinde meydana gelen
CNV’lerin daha sik oldugunu ortaya koymustur.
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Olgularda saptanan CNV'lerin kromozomlara gére daglllml

CNV- kromozom dagihmi

CNVsayisi

oN B~ O

1/2/3/4,5/6|7|89/(10/11/12|13|14 15 16/17|18/19/20 21|22 X | Y
Del/5/1/1/0/1|0|/0/ 0f0|0O|O/2/0|1|2|0/ 0/0/0|/0/0/0O|5|0
Dupj0j2|2/1/,1/0/2/1|0|2|0|2/21|2]/1/0|0|0|0O/2/0|0|5]|0

Homozi -
got Alleltlpl

5%

Sekil 3.4. CNV’lerinkromozomal dagihmivetipi. CNV’lerin kromozomlara gore gorilme orani
(Ustte), saptanan herbir CNV’nin kromozom dagilim sayisi (orta grafik) ve CNV’lerin yapisal
mutasyon oranlari ve allel tipleri (alt sol ve alt sagdaki grafik)
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Arastirma kapsaminda analiz edilen toplam 39 fetal materyalin 32
tanesinde (%82.05) CNV tespit edilmistir. Saptanan CNV’lerin bazi olgularda
duplikasyon sekline (%55), bazilarinda delesyon (%45) seklinde olduklari
saptanmigtir. Degerlendirilen toplam 54 genin 19’'unda (%35) delesyon, 26
tanesinde (%48) duplikasyon saptanirken toplam 3 tanesinde ise (%6) hem
delesyon ve hemde duplikasyon saptanmigtir. Arastirma sonuglarimiz, diger
otozomal kromozomlar yanisira (1,2,3,4,5,7,8,10,12,13,14,15,20) intrauterin
kayiplarda en fazla tutulumun X kromozomunda oldugunu ortaya koymustur.
Saptanan CNV’lerin yaygin olarak heterozigot allel tipinde ve duplikasyonlar
seklinde oldugu saptandi. Calismamizda, fetal kayip etiyolojisi acisindan
sirasiyla COX7B, ZIC1, MECP2, FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN ve SIX3

genlerini iceren CNV’lerinin daha sik oldugu saptanmistir.

4.4 Olgularin klinik 6zellikleri ve Olgularda saptanan CNV degisiklikleri
Olgu 1

34 yasindaki anne ile 34 yasindaki babanin; 8 yasindaki kizlarinda 6
aylikken baslayan epilepsi ndbetleri mevcut. Antikonvulzan ilag kullanimi olan
cocugun hafif mental geriligi oldugu gézlenmistir. ikinci gebelikleri olan 20
haftalik kiz fetis agiklanamayan nedenlerle fetal kayip olarak sonlanmistir.
Fetusin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 16 adet kazang ve 5 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmigtir. En fazla kromozomal aberasyon 14
kromozomda oldugu gérulmustur. 14. Kromozomda 3 adet kazang ve 1 adet
kayip mevcuttur. Buyuklik agisindan en buyuk abnormallik 8. Kromozomda
g6zlenen 3,712 Kb’lik kayiptir. Sekil 4.2°de 22. kromozom g11.21 lokusunda
18,894,835-18,984,519 baslangi¢ ve bitis kodonlu 151,4 Kb’lik PRODH genine
ait aCGH delesyon goruntusu gorilmektedir. Prolin dehidrogenaz mitekondride
enerji Uretimi ve prolinden glutamat sentezinde énemlidir. PRODH geninde
nokta mutasyonlari sizofreni ile iligkili bulunmustur. Gen aktivitesini azaltan

patojenik mutasyonlar prolin birikimine yol agmaktadir. Hiperprolinemi
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olgularinda konvulziyonlar, zeka geriligi, norolojik ve psikiyatrik problemler
gorulebilmektedir. H Jacquet ve arkadaslari (J of Med Genetics 2003) sundugu
bir olguda homozigot delesyon bildirmigtir. Akraba olan ebeveynler heterozigot
tasiyict ve saglikl fenotipte oldugundan bu heterozigot delesyon fetal kaybin
etiyolojisinde anlamli bulunmamistir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde fetal kayip klinigi ile iligkili gen iceren veya gen igcermeyen CNV

saptanmamistir.
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Sekil 4.2. Olgu 1'e ait 22. kromozomda gorilen aCGH delesyon goéruntiisi. 22. kromozom g11.21
lokusunda 18,894,835-18,984,519 baslangi¢ ve bitis kodonlu 151,4 Kb’'lik PRODH genine ait aCGH
delesyon (ok) goérintusu gorilmektedir. PRODH geninin fetal dénemde farklilasmada etkin gen grubunda
olmadigi igin galismaya dahil edilmemistir. Seklin sol tarafinda PRODH geninin 22. Kromozom Uzerindeki
lokusu ve delesyon MeanLogRatio (mavi ¢izgi) goriilmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen CNV’leri
(kesik ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 2

25 yasindaki anne ile 32 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 2 miad ileri
hafta fetal kayip olarak 38. gebelik haftasinda sonlanmigtir. Fetisin QF-PCR
analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH ¢alismalarinda
abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan ©6n
degerlendirmede 6 adet kazang ve 1 adet kayip olan kromozomal bdlgesinin
oldugu tespit edilmistir. Bu bdlgelere bakildiginda en fazla 14 ve 22
kromozomda CNV tespit edilmistir. En fazla 14 ve 22 kromozomda CNV tespit
edilmistir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde de 1 adet gen
iceren kazang saptanmistir. Tezin giris kisminda “2.4 Kopya sayisi
degisikliklerinin analizi ve yorumlanmasi” ile ilgili populasyonda sik gorilen
pozitifliklerin ayiklanmasi yontemine gore incelendiginde yalanci pozitiflik olarak

degerlendirilmis ve fetal kayip klinigi ile iliskili bulunmamistir. Olgu 2’'ye ait
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aCGH verileri Sekil 4.4'deki Fetal gelisim sureglerinde tanimlanmig fonksiyonel
genler agisindan incelendiginde 15. kromozomda g26.2 lokusunda heterozigot
11.8 Kb’lik baslangi¢-bitis kodonlari 96,869,390-96,881,219 olan NR2F2 geni
agisindan 8 probluk gen boyunca duplikasyon oldugu saptanmigtir. NR2F2 geni
multipl konjenital kalp defektleri ile iligskilendiriimis OMIM numarasi 107773 olan
bir gendir. Sekil 4.3'de olgu 2’ye ait NR2F2 genine ait aCGH goriuntisu
izlenmektedir.
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Sekil 4.3. Olgu 2’ye ait NR2F2 geni aCGH duplikasyon goéruntisu (ok). 15. kromozomda
g26.2 lokusunda heterozigot 11.8 Kb’lik baglangig-bitis kodonlari 96,869,390-96,881,219
olan NR2F2 geni ac¢isindan 8 probluk gen boyunca duplikasyon oldugu saptanmistir. Seklin
sol tarafinda NR2F2 geninin 22. Kromozom Uzerindeki Ilokusu ve delesyon
MeanLogRatio(mavi ¢izgi) gériimektedir.

Olgu 3
Altt yillik evli olan infertii 27 yasindaki anne ile 29 yasindaki babanin;
inseminasyonla (asilama) gelisen ilk gebeligi olan Olgu 3, ikinci trimester
donemi fetal kaybi olarak 19. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisin QF-PCR
analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH galismalarinda
Array CGH

degerlendirmede 7 adet kazan¢ ve 17 adet kayip olan kromozomal bdlgesinin

abnormallik  saptanmamisgtir. software ile yapillan ©6n

oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 2. Kromozomda tespit edilmis olup

bunlardan 4 tanesi kayip 1 tanesi kazang seklindedir. Degerlendirme
kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 1 adet gen igeren kayip saptanmistir. Fetal
gelisim surecglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde

Sekil 4.4’de goéruldugu gibi X kromozomunda g21.1 lokusunda 502.2 Kb’lik
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baslangi¢-bitis kodonlar1 76,776,651-77,368,137 olan heterozigot ATRX,
COX7B, ATP7A genlerini igeren kayip goérilmektedir. Embriyonik gelisim
agisindan 6nemi bulunan bu genlerin klinikte ATRX geni OMIM numarasi
300032 olan myelodisplastik sendrom-alfa talasemi, COX7B geni OMIM
numarasi 300885 olan multipl konjenital anomali 2-lineer deri defekti ile birlikte,
ATP7A geni OMIM numarasi 300011 olan Menkes hastalidi ile iliskili oldugu

gorulmektedir.
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Sekil 4.4. Olgu 3’e ait X kromozomunda q21.1 lokusunda 502.2 Kb’lik baslangig-bitig
kodonlari 76,776,651-77,368,137 olan heterozigot ATRX, COX7B, ATP7A genlerini iceren
kayip goérilmektedir (ok). Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok)
incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 4

Yirmi sekiz yasindaki anne ilk gebeligi olan Olgu 4, uglncu trimester donemi
fetal kaybi olarak 38. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisin QF-PCR analizi
sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH c¢alismalarinda
abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 21 adet kazan¢ ve 8 adet kayip olan kromozomal
bélgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 14. Kromozomda tespit edilmis
olup bunlardan 2 tanesi kayip 3 tanesi kazan¢ seklindedir. Degerlendirme
kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 3 adet gen iceren kazang saptanmigstir. Fetal
gelisim sureglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde;
Sekil 4.5°de goruldugu gibi 2. kromozom g31.1 lokusunda heterozigot 1.5 Kb’lik
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176,958,034-176,959,625 bagslangig¢-bitis kodonlarina sahip HOXD13 geni
kazanci, 3. Kromozom g24 lokusunda heterozigot 404 Kb’lik baslangi¢ ve bitis
kodonlar1  146,729,902-147,133,996 olan ZIC1 genine ait kazang, 7.
Kromozomda p21.1 lokusunda 1.1 Kb’lik heterozigot baslangig-bitis kodonlari
19,154,855-19,157,193 olan TWIST1 genine ait kazang tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Olgu 4’e ait 3. Kromozom g24 lokusunda heterozigot 404 Kb’lik baslangic ve bitis
kodonlari 146,729,902-147,133,996 olan ZIC1 genine ait duplikasyon (ok). Seklin sol
tarafinda ZIC1 geninin 3. kromozom Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio (ok)
goOrulmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve
embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 5

HEEE

Yirmi yedi yasindaki anne ve 27 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 5,
ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 16. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlsin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 32 adet kazang ve 20 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X Kromozomda tespit edilmis
olup bunlardan 3 tanesi kayip 5 tanesi kazan¢ seklindedir. Degerlendirme
kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 1 adet gen iceren kayip 5 adet gen igeren
kazang saptanmistir. Fetal gelisim slreglerinde tanimlanmig fonksiyonel genler
agisindan incelendiginde; X kromozomu g21.1 lokusunda heterozigot 1,6 Kb’lik
77,157,760-77,159,406 baslangi¢ ve bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait
kayip, 14. Kromozom 22.2 lokusunda heterozigot 54,417,617-54,427,486
baslangi¢ ve bitis kodonlarina sahip BMP4 genine ait kazang, 2. Kromozom p21
lokusunda heterozigot 3,5 Kb'lik 45,168,836-45,172,394 baslangic-bitis
kodonlarina sahip SIX3 genine ait kazang, 14. Kromozom g22.2 lokusunda
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heterozigot 10 Kb'lik 57,267,408-57,276,927 baslangig-bitis kodonlarina sahip
OTX2 genine ait kazang, X kromozomu 28 lokusunda heterozigot 822 Kb’lik
153,770,700-153,783,639 baslangig-bitis kodonlarina sahip IKBKG genine ait
kazang, X kromozomu pl11.23 lokusunda heterozigot 17 Kb’lik 48,361,164-
48,379,90 baslangig-bitis kodonlarina sahip olan PORCN genine ait kazang
tespit edilmigtir.

Olgu 6

Kirk iki yasindaki anne ve 27 yasindaki babanin doérdincu gebeligi olan Olgu 6,
ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 20. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlistun QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 58 adet kazan¢ ve 8 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 14 Kromozomda tespit edilmis
olup 5 tane kazang¢ seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde 5 adet gen iceren kazan¢ saptanmigtir. Fetal gelisim sureglerinde
tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendidinde; sekil 4.6’da
gosterildigi  gibi, 2. kromozomda p21 Ilokusunda heterozigot 2,8 Kb’lik
45,169,517-45,172,394 baslangig-bitis kodonlarina sahip SIX3 genine ait
kazang, 2. Kromozom @35.2 lokusunda heterozigot 6 Kb’lik 174,151,663-
174,157,924 baslangig-bitis kodonlarina sahip MSX2 genine ait kazang, 7.
Kromozom p21.1 lokusunda heterozigot 2.3 Kb'lik 19,154,855-19,157,193
baslangig-bitis kodonlarina sahip TWIST1 genine ait kazang, 14. Kromozom
g12 lokusunda 1041 Kb’lik 28,304,052-29,345,932 baslangig¢-bitis kodonlarina
sahip FOXG1 genine ait kazang, 12. Kromozom g24.21lokusunda heterozigot
329 Kb'lik 114,791,887-115,121,468 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip TBX3,
TBX5 genine ait kazang saptanmistir. Sekil 4.6’da TBX3 ve TBX5’e ait kazang
(duplikasyon) gorunttleri izlenmektedir.
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Sekil 4.6. Olgu 6'ya ait 12. Kromozom q24.21 lokusunda heterozigot 329 Kb’lik 114,791,887-
115,121,468 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip TBX3, TBX5 genine ait duplikasyon saptanmistir.
Seklin sol tarafinda TBX3 ve TBX5 genlerine ait 12. kromozom uzerindeki lokusu ve delesyon
MeanLogRatio (ok) goérilmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlar (kesikli ok)
incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 7

Yirmi doku yasindaki anne ve 28 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu
7, ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 24. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlsin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamigstir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 20 adet kazang¢ olan kromozomal bdlgesinin oldugu
tespit edilmistir. En fazla CNV 14. kromozomda tespit edilmis olup 4 tane
kazan¢ seklindedir.. Dederlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 1 adet
gen iceren kayip, 1adet gen igeren kazan¢ saptanmigtir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; X
kromozomda @24 lokusunda heterozigot 81 Kb’lik 153,287,517-153,359,700
baslangig-bitis kodonlarina sahip MECP2 genine ait kayip, 4. kromozomda
g21.3-g22.1 lokusunda heterozigot 1098 Kb’lik 87,869,469-88,968084
baslangic-bitis kodonlarina sahip DSPP, DMP1, PKD2 genine ait kazang
saptanmistir. Sekil 4.77de DSPP, DMP1, PKD2 genlerine ait kazang goruntusu

izlenmektedir.
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Sekil 4.7. Olgu 7’ye ait DSPP, DMP1, PKD2 genlerine ait aCGH duplikasyonu (ok) gorintisu.

4. kromozomda @21.3-922.1 Ilokusunda heterozigot 1098 Kb’lik 87,869,469-88,968084
baslangic-bitis kodonlarina sahip DSPP, DMP1, PKD2 genine ait duplikasyon saptanmistir.
Seklin sol tarafinda DSPP, DMP1, PKD2 genlerine ait 4. kromozom Uzerindeki lokusu ve
delesyon MeanLogRatio (ok) gorilmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlari
(kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 8

Otuz bes yasindaki anne ve 33 yasindaki babanin yasayan bir kiz ¢ocuklari
olup ikinci gebeligi olan Olgu 8, Gglincl trimester donemi fetal kaybi olarak 37.
gebelik haftasinda sonlanmigtir. Fetisun QF-PCR analizi sonucuna gore
kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH galismalarinda mozaik 15 (monozomi,
dizomi) saptanmistir. FISH calismasi ile saptanan mozaik 15 aCGH ile
saptanamamistir. Array CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede 48 adet
CNV’si saptanmis olup, bunlardan 24 tanesi kazang 24 tanesi kayip seklindedir.
En fazla CNV X ve 2. kromozomda tespit edilmis olup 7 kayip ve 8 kazang
bdlgesi seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde de CNV

tespit edilmemisgtir.

Olgu 9

On dokuz yasindaki anne ve 35 yasindaki babanin yasayan gocuklari yok, ilk
gebeligi 14 haftalik fetal kayip olan ve ikinci gebelikleri olan Olgu 9, Gglncu
trimester donemi fetal kaybi olarak 34. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisin
QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
¢alismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede 3 adet kazang tespit edilmistir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
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yaptigimiz analizde de 3 adet gen igeren kazang¢ saptanmistir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; 5.
kromozomda g35.2 lokusunda heterozigot 4.1 Kb’lik 174,153,810-174,157,924
baslangig-bitis kodonlarina sahip MSX2 genine ait kazang, X. kromozomda
g22.3 lokusunda heterozigot 13.4 Kb’lik 106,877,900-106,891,393 baslangic-
bitis kodonlarina sahip MECP2 genine ait kazang, X. kromozomda g27.3
lokusunda heterozigot 36,2 Kb'lik 146,994,804-147,032,524 baslangi¢-bitis
kodonlarina sahip FMR1 genine ait kazang oldugu saptanmistir. SEKIL 4.8'te

FMR1 genine ait kazanc izlenmektedir.
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Sekil 4.8. Olgu 9ye ait FMR1 genlerine ait aCGH duplikasyonu géruntisa (ok). X.
kromozomda g27.3 lokusunda heterozigot 36,2 Kb’lik 146,994,804-147,032,524 baslangi¢-bitig
kodonlarina sahip FMR1 genine ait duplikasyon oldugu saptanmigtir. Seklin sol tarafinda FMR1
genine ait X. kromozom Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio (ok) gortlmektedir. Orta
hattan uzak olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile
etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 10

Yirmi alti yasindaki anne ve 26 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 10,
dclncu trimester donemi fetal kaybi olarak 34. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetisin QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda 14q duplikasyonu saptanmistir. Array CGH software ile yapilan
on degerlendirmede olgunun 9 adet kazang ve 33 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmigtir. En fazla CNV 1. kromozomda tespit edilmis
olup 5 tane kayip seklindedir. Dederlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde 1 adet gen iceren kayip saptanmigtir. Fetal gelisim sureglerinde
tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; X. kromozomda 24
lokusunda heterozigot 81 Kb’lik 153,287,517-153,359,700 baslangig-bitis
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kodonlarina sahip MECP2 genine ait kazang saptanmigstir. Sekil 4.9'da MECP2
geni kaybi gozlenmektedir.
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Sekil 4.9. Olgu 10’a ait MECP2 genine ait aCGH delesyonu gorintisi (ok) X. kromozomda q24
lokusunda heterozigot 81 Kb'lik 153,287,517-153,359,700 baslangig-bitis kodonlarina sahip
MECP2 genine ait duplikasyon saptanmistir. Seklin sol tarafinda MECP2 genine ait X.
kromozom Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio (ok) gorilmektedir. Orta hattan uzak
olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde
olmadigi saptanmistir.

Olgu 11

Otuz dort yasindaki annenin ilk gebeligi olan Olgu 11, ilk trimester donemi fetal
kaybi olarak 10. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetlisin QF-PCR analizi
sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH c¢alismalarinda
abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile vyapilan ©n
degerlendirmede olgunun hastanin 50 adet kazan¢ ve 213 adet kayip olan
kromozomal bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 2. kromozomda
tespit edilmis olup 5 tane kazang¢ 17 tane kayip seklindedir. Degerlendirme
kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 5 adet gen igeren kayip saptanmistir. Fetal
gelisim sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler acisindan incelendiginde;
1. kromozomda P31/p22/p13 lokusunda heterozigot 387-1723-526 Kb'lik
78,107,120-78,494,303/92,333,192-94,056,303/109,465,048-109,991,413
baglangig-bitis kodonlarina sahip genlerine ait kayip, 3. kromozomda p14.3
lokusunda heterozigot 1863 Kb’lik 56,598,066-58,461,365baslangig-bitis
kodonlarina sahip HESX1-FLNB genine ait kayip, X. kromozomda g22.3
lokusunda heterozigot 20 Kb'lik 106,874,245-106,894,224 baslangig-bitig
kodonlarina sahip PRPS1 genine ait kayip, X. kromozomda g24 lokusunda
heterozigot 81 Kb'lik 153,287,517-153,359,700 baslangi¢-bitis kodonlarina
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sahip MECP2 genine ait kayip, X. kromozomda g21.1 lokusunda heterozigot
1169 Kb'lik 76,124,793-77,294,633 baslangig-bitis kodonlarina sahip COX7B,
ATRX, ATP7A genine ait kayip saptanmistir. Sekil 4.10°’da PRPS1 gen kayibi
gorulmektedir.
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Sekil 4.10. Olgu 11’e ait PRPS1 genine ait aCGH delesyonu gorintisid (ok). X.
kromozomda g21.1 lokusunda heterozigot 1169 Kb’lik 76,124,793-77,294,633 baglangig-
bitis kodonlarina sahip COX7B, ATRX, ATP7A genine ait kayip saptanmistir. Sekil 17°de
PRPS1 Gen kayibi gorilmektedir. . Seklin sol tarafinda COX7B, ATRX, ATP7A genine ait
X. kromozom (zerindeki lokusu ve delesyon goérilmektedir. Orta hattan uzak olan diger
gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde
olmadigdi saptanmistir.

Olgu 12

Yirmi iki yasindaki anne ve 27 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 12,
birinci trimester donemi fetal kaybi olarak 10. gebelik haftasinda sonlanmigtir.
Fetlsin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda monozomi-trizomi 16 saptanmistir. FISH calismasi ile saptanan
mozaik 16 aCGH ile saptanamamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 72 adet kazang,126 adet kayip olan kromozomal
bélgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X. kromozomda tespit edilmis
olup 12 tane kazang ve 9 adet kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 4 adet gen igeren kayip saptanmigtir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler acisindan incelendiginde; 1.
kromozomda g32.1 lokusunda heterozigot 425 Kb’lik 203,625,291-204,050,423
baslangi¢-bitis kodonlarina sahip SNRPE genine ait kayip, X. kromozomda 24
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lokusunda heterozigot 81 Kb'lik 153,287,517-153,359,700 baslangi¢-bitis
kodonlarina sahip MECP2 genine ait kayip, X. kromozomda g21.1 lokusunda
heterozigot 1,6 Kb'lik 77,157,760-77,159,406 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip
COXT7B genine ait kayip,X. kromozomda q22.3 lokusunda heterozigot 20 Kb’lik
106,874,245-106,894,224 baslangic-bitis kodonlarina sahip PRPS1 genine ait
kayip tespit edilmistir.

Olgu 13

Otuz yedi yasindaki anne ve 43 yasindaki babanin ilk gebeligi 7 haftalik
abortus, ikinci gebeliginden yasayan saglikli bir kiz ¢ocugu, uguncu gebeligi
olan Olgu 13, ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 17. gebelik haftasinda
sonlanmistir. Fetisun QF-PCR analizi sonucuna goére kromozom kurulumu
46,XY olup, FISH cgaligmalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array CGH
software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 66 adet kazang, 35 adet kayip
olan kromozomal bélgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X
kromozomda tespit edilmis olup 8 tane kazan¢ ve 6 adet kayip seklindedir.
Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 2 adet gen iceren kayip, 4
adet gen iceren kazang, 1 adet gen icermeyen kazang¢ saptanmistir. Fetal
gelisim sureglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde;
14 kromozomda 23.2-g23.3 lokusunda heterozigot 837 Kb'lik 64,054,041
64,891,348 baslangig-bitis kodonlarina sahip SYNE2 genine ait kayip, X
kromozomda g21.1 lokusunda heterozigot 1,6 Kb'lik 77,157,760-77,159,406
baslangic-bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait kayip, 12. kromozomda
g24.22 lokusunda heterozigot 33 Kb'lik 114,791,887-114,824,183 baslangic-
bitis kodonlarina sahip TBX5 genine ait kazang, X kromozomda p22.2
lokusunda heterozigot 289 Kb’'lik 11,056,336-11,345,765 baslangig-bitis
kodonlarina sahip HCCS genine ait kazang, X kromozomda 27.3 lokusunda
heterozigot 36,2 Kb'lik 146,994,804-147,032,524 baslangi¢-bitis kodonlarina
sahip EMR1 genine ait kazang, 8. kromozomda g24.22 lokusunda heterozigot
195 Kb’lik 133,879,951-134,075,815 baslangig¢-bitis kodonlarina SLA genine ait

kazang oldugu saptanmigtir.
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Olgu 14

Yirmi dokuz yasindaki anne ve 30 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 14,
birinci trimester dénemi fetal kaybi olarak 11. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetistun QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 61 adet kazan¢ ve 48 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X Kromozomda tespit edilmis
olup bunlardan 8 tanesi kayip 12 tanesi kazan¢ seklindedir. Degerlendirme
kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 2 adet gen igeren kayip, 1 adet gen igeren
kazang saptanmistir. Fetal gelisim slreclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler
acisindan incelendiginde; X kromozomu p11.22 lokusunda heterozigot 0,1
Kb’lik 53,460,311-53,460,442 baslangig-bitis kodonlarina sahip HSD17B10
genine ait kayip, X kromozomu q24 Iokusunda heterozigot 81 Kb'lik
153,287,517-153,359,700 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip MECP2 genine ait
kayip, X kromozomu p22.2 lokusunda heterozigot 511 Kb’lik 10,834,439-
11,345,765 baslangig-bitis kodonlarina sahip MID1, HCCS genine ait kazang
oldugu saptanmistir. Sekil 4.11°de X kromozomunda HSD17B10 genine ait

aCGH delesyonu gosterilmistir.

33333

Chromosome 4| Start | Cytoband | Stop 4. Geone Name | Size(kb) | Type | #Probes Mean Log R..| State |Supp... Clas
RO S SH AV IZA 672 P23 A, 760,798 WoF T ¥ T MR EL A g Y [LAE 1+ 1) Algorithm
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Sekil 4.11. Olgu 14’e ait HSD17B10 genine ait aCGH delesyonu gérintistu (ok). X
kromozomu p11.22 lokusunda heterozigot 0,1 Kb'lik 53,460,311-53,460,442 baslangic-bitig
kodonlarina sahip HSD17B10 genine ait delesyon gorilmektedir. Seklin sol tarafinda
HSD17B10 genine ait X. kromozom Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanlLogRatio (ok)
gorulmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve
embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmigtir.
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Olgu 15

Yirmi U¢ yasindaki anne ve 37 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 15,
Ucuncu trimester donemi fetal kaybi olarak 34. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetusin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan on
degerlendirmede olgunun 17 adet kazang¢ ve 5 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 14 kromozomda tespit edilmis
olup 4 tane kazang seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde 1 adet gen iceren saptanmigstir. Fetal gelisim sureglerinde tanimlanmis
fonksiyonel genler acisindan incelendiginde; X kromozomu 24 lokusunda
heterozigot 81 Kb’lik 153,287,517-153,359,700 baslangi¢-bitis kodonlarina
sahip MECP2 genine ait kayip oldugu saptanmigtir.

Olgu 16

Yirmi dokuz yasindaki anne ve 28 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 16,
ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 25. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlsin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
¢calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 37 adet kazang ve 27 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 2 kromozomda tespit edilmis
olup 5 tane kazan¢ 2 adet kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 1 adet gen icermeyen kazan¢ saptanmigtir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmig fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; . Olguya
ait tum aCGH verileri fetal kayip ile olan iligkisi agisindan incelendiginde ve bu
aberasyonlardan MeanlLogRatio degeri -0,5'in altinda ve +0,5’in Ustinde
degerlendirmeye alindiginda fetal kayip klinigi ile iligkili kayip veya kazang tespit

edilememigtir.

Olgu 17
Otuz bir yasindaki anne ve 30 yasindaki babanin ilk gebeligi 6 hafta abortus
olan ve ikinci gebeligi olan Olgu 17, tg¢uncu trimester donemi fetal kaybi olarak

38. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisiin QF-PCR analizi sonucuna goére
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kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH ¢alismalarinda mozaik trizomi 16 oldugu
saptanmistir. FISH c¢alismasi ile saptanan mozaik trizomi 16 aCGH ile
saptanamamigtir. Array CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun
62 adet kazang ve 6 adet kayip olan kromozomal bodlgesinin oldugu tespit
edilmistir. En fazla CNV X kromozomda tespit edilmis olup 11 tane kazang 1
adet kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 2 adet
gen iceren kazang¢ saptanmistir. Fetal gelisim sudrecglerinde tanimlanmig
fonksiyonel genler acgisindan incelendiginde; 3 kromozomu Q28 lokusunda
heterozigot 1058 Kb’lik 188,389,234-189,447,715 baslangi¢-bitis kodonlarina
sahip TP63 genine ait kazang, 20 kromozomu p12.2 lokusunda heterozigot 131
Kb’lik 10,534,477-10,665,574 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip JAG1 genine ait
kazang oldugu saptanmigtir. Sekil 4.12'de JAG1 kazanci gortulmektedir.
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Sekil 4.12. Olgu 17’ye ait JAG1 genine ait aCGH kazang gorintisu (ok). 20 kromozomu p12.2
lokusunda heterozigot 131 Kb’lik 10,534,477-10,665,574 baslangig-bitis kodonlarina sahip JAG1
genine ait duplikasyon oldugu saptanmistir. Seklin sol tarafinda JAG1 genine ait 20. kromozom
Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio (ok) gériimektedir. Orta hattan uzak olan diger gen
aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi
saptanmigtir.

Olgu 18

Kirk yasindaki annenin ilk gebeligi olan Olgu 18, birinci trimester dénemi fetal
kaybi olarak 11. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetliisin QF-PCR analizi
sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH c¢alismalarinda
abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile vyapilan ©6n
degerlendirmede olgunun 28 adet kazang¢ ve 216 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X kromozomda tespit edilmis

olup 1 tane kazang 22 adet kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
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yaptigimiz analizde 1 adet gen igceren kayip saptanmistir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; X
kromozomu q21.1 lokusunda heterozigot 822 Kb'lik 76,762,631-77,367,966
baglangig-bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait kayip oldugu saptanmistir.

Olgu 19

Yirmi alti yasindaki annenin yasayan iki kiz ¢ocugu mevcut olup uguncu
gebeligi olan Olgu 19, Uguncu trimester donemi fetal kaybi olarak 30. gebelik
haftasinda sonlanmigtir. Fetisun QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom
kurulumu 46,XY olup, FISH calismalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array
CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 87 adet kazang ve 36
adet kayip olan kromozomal bolgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 2
kromozomda tespit edilmis olup 9 tane kazan¢ 5 adet kayip seklindedir.
Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 2 adet gen iceren kayip, 1
adet gen iceren kazang, 1 adet gen icermeyen kazang saptanmistir. Fetal
gelisim sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; 1
kromozomu p31.1 lokusunda heterozigot 429 Kb'lik 78,107,120-78,536,731
baslangic¢-bitis kodonlarina sahip NEXN genine ait kayip, X kromozomu g21.1
lokusunda heterozigot 1,6 Kb'lik 77,157,760-77,159,406 baslangi¢-bitis
kodonlarina sahip COX7B genine ait kayip, X kromozomu @27.3 lokusunda
heterozigot 36,2 Kb'lik 146,994,804-147,032,524 baslangic-bitis kodonlarina

sahip FMR1 genine ait kazang¢ oldugu saptanmistir.

Olgu 20

Yirmi yasindaki anne ve 26 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 20, Gguncu
trimester donemi fetal kaybi olarak 34. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetlsun
QF-PCR analizi sonucuna g6re kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
¢alismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 22 adet kazan¢ ve 1 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 3 kromozomda tespit edilmis
olup 3 tane kazang seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
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analizde 1 adet gen iceren kayip, 1 adet gen icermeyen kayip, 1 adet gen
iceren kazang saptanmistir. Fetal gelisim slreclerinde tanimlanmis fonksiyonel
genler agisindan incelendiginde; 2 kromozomu q31.1 lokusunda heterozigot 81
Kb'lik 176,944,823-177,025,840 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip HOXD13
genine ait kayip, 3 kromozomu q24 Ilokusunda heterozigot 404 Kb’lik
146,729,902-147,133,996 baslangic-bitis kodonlarina sahip ZIC1 genine ait
kazan¢ oldugu saptanmigtir. Sekil 4.13’de ZIC1 genine ait duplikasyon aCGH
goruantisu gorulmektedir.
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Sekil 4.13. Olgu 20’ye ait ZIC1 genine ait aCGH duplikasyon goruntusi(ok). 3
kromozomu qg24 lokusunda heterozigot 404 Kb’lik 146,729,902-147,133,996 baslangig-
bitis kodonlarina sahip ZIC1 genine ait duplikasyon oldugu saptanmistir. Seklin sol
tarafinda ZIC1 genine ait 3. kromozom Uzerindeki lokusu ve duplikasyon goriilmektedir.

Olgu 21

Otuz iki yagindaki anne ve 35 yagindaki babanin ilk gebeliginden saghkl bir kiz
cocugu ve ikinci gebeligi olan Olgu 21, uguncu trimester donemi fetal kaybi
olarak 35. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisun QF-PCR analizi sonucuna
gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH c¢alismalarinda monozomi 15
saptanmistir. Array CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 22
adet kazang olan kromozomal bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV

1 kromozomda tespit edilmis olup 2 tane kazan¢ seklindedir. Degerlendirme
kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 1 adet gen igeren kayip, 1 adet gen igeren
kazang saptanmistir. Fetal gelisim sureglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler
agisindan incelendiginde; X kromozomu g21.1 lokusunda heterozigot 1.6 Kb’lik
77,157,760-77,159,406 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait
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kazang, X kromozomu 27.3 lokusunda heterozigot 36.2 Kb’lik 146,994,804-
147,032,524 basglangig-bitis kodonlarina sahip FMR1 genine ait kazang

izlenmistir.

Olgu 22

Otuz yedi yasindaki anne ve 37 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 22,
dclncu trimester donemi fetal kaybi olarak 33. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetusin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 68 adet kazang ve 35 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X kromozomda tespit edilmis
olup 21 tane kazang¢ seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde 2 adet gen igceren kayip, 4 adet gen iceren kazang saptanmistir. Fetal
gelisim sureglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler acisindan incelendiginde;
12 kromozomu 13.2-q13.3 lokusunda heterozigot 804 Kb’lik 56,159,652-
56,974,447 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip ERBB3 genine ait kayip, X
kromozomu ¢21.1 lokusunda heterozigot 1.6 Kb’lik 77,157,760-77,159,406
baslangic-bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait kayip, 2 kromozomu q31.1
lokusunda heterozigot 305 Kb'lik 176,719,953-177,025,840 bagslangi¢-bitis
kodonlarina sahip HOXD10,HOXD13 genine ait kazang, 3 kromozomu q24
lokusunda heterozigot 404 Kb'lik 146,729,902-147,133,996 baslangig-bitis
kodonlarina sahip ZIC1 genine ait kazang¢, 10 kromozomu 26.11 lokusunda
heterozigot 36 Kb’lik 119,302,225-119,339,004 baslangi¢-bitis kodonlarina
sahip EMX2 genine ait kazang, 14 kromozomu 12 lokusunda heterozigot 2.3
Kb’lik 29,236,277-29,238,620 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip FOXG1 genine
ait kazang oldugu saptanmigtir.

Olgu 23

Yirmi dokuz yasindaki anne ve 31 yasindaki babanin ilk gebeligi saghkli
yasayan 4 yasinda kiz ¢ocugu,ikinci gebeligi olan Olgu 23, ikinci trimester
doénemi fetal kaybi olarak 28. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetiisin QF-PCR

analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH ¢alismalarinda
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abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 06n
degerlendirmede olgunun 11 adet kazan¢ ve 3 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmigtir. En fazla CNV 14. kromozomda tespit edilmis
olup 2 tane kazan¢ ve 1 kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 1 adet gen icermeyen kayip saptanmigstir. Olguya ait tim
aCGH verileri fetal kayip ile olan iligkisi agisindan incelendiginde ve bu
aberasyonlardan MeanLogRatio degeri -0,5'in altinda ve +0,5’in Ustinde
degerlendirmeye alindiginda fetal kayip klinigi ile iligkili kayip veya kazang tespit

edilememigtir.

Olgu 24

Otuz U¢ yasindaki anne ve 37 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 24,
dclncu trimester donemi fetal kaybi olarak 38. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlusin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 45 adet kazang ve 92 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 14. kromozomda tespit edilmis
olup 5 tane kazang¢ ve 7 kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 1 adet gen igeren kayip saptanmistir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler acisindan incelendiginde; 5
kromozomu Q31.2 lokusunda heterozigot 1803 Kb’lik 137,221,748-139,025,407
baslangi¢-bitis kodonlarina sahip MYOT, REEP2, SIL1 genine ait kayip oldugu

saptanmigtir.

Olgu 25

Otuz yasindaki anne ve 37 yasindaki babanin ilk gebeligi 36 haftalik fetal kayip,
ikinci gebelikleri 8 yasinda yasayan saglikli kiz ¢ocugu, uUguncu gebelikleri
saglkh yasayan kiz g¢ocugu, dordincu gebelikleri olan olan Olgu 25, ikinci
trimester donemi fetal kaybi olarak 26. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisin
QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n

degerlendirmede olgunun 12 adet kazang olan kromozomal bdlgesinin oldugu
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tespit edilmistir. En fazla CNV 2 kromozomda tespit edilmis olup 2 tane kazang
seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde CNV

saptanmamistir.

Olgu 26

Yirmi iki yagindaki anne ve 31 yasindaki babanin ilk gebeligi 5 yasinda saglikli
erkek c¢ocuk, ikinci gebeligi olan Olgu 26, ikinci trimester donemi fetal kaybi
olarak 19. gebelik haftasinda sonlanmigtir. Fetisin QF-PCR analizi sonucuna
gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH calismalarinda abnormallik
saptanmamistir Array CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 14
adet kazan¢g ve 1 adet kayip olan kromozomal bdlgesinin oldugu tespit
edilmistir. En fazla CNV X kromozomda tespit edilmis olup 4 tane kazang ve 1
tane kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 1
adet gen iceren kayip, 1 adet gen iceren kazang, 1 adet gen icermeyen kazang
saptanmistir. Fetal gelisim slrecglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler
agisindan incelendiginde; X kromozomu g21.1 lokusunda heterozigot 1.6 Kb’lik
77,157,760-77,159,406 baslangic-bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait
kayip, 13 kromozomu q12.13 lokusunda homozigot 238 Kb'lik 26,207,304-
26445,861 baslangig-bitis kodonlarina sahip ATP8A2 genine ait kazang oldugu
saptanmistir. Sekil 4.14’de ATP8A2 genine ait kazang goruntusu gorulmektedir.

Chromosome View: chri3 (AMP: 0, GAIN: 1, LOSS: 0, DEL: 0, LOH: 0) =l e Gene View :chr13 : 26127785-265253...{3 O O O =
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26.34 b [
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Chromosome a1l Start =~ Cytoband | Stop =] Gene Name | Size(kb)| Type |#Probes 'Mean Log R"'I State |Supp...| Cla
chri3 26,207,304 ql2.13 26,445,861 238.558 MS 1.205 Algorithm... =
chrid 54,418,667 q22.2 54,477,486  BMP4 8.82 14 0.779 Algorithm...

Sekil 4.14. Olgu 26’ye ait ATP8A2 genine ait aCGH kazang goruntlisu (ok). 13 kromozomu
g12.13 lokusunda homozigot 238 238 Kb'lik 26,207,304-26445,861 baslangic-bitig
kodonlarina sahip ATP8A2 genine ait kazan¢ oldugu saptanmistir. Seklin sol tarafinda
ATP8A2 genine ait 13. kromozom (zerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio (ok)
gorulmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve
embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.
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Olgu 27

Yirmi G¢ yasindaki anne ve 27 yasindaki babanin ilk gebeligi 5 haftalik abortus,
ikinci gebeligi olan Olgu 27, ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 16. gebelik
haftasinda sonlanmigtir. Fetisin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom
kurulumu 46,XY olup, FISH c¢aligmalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array
CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 19 adet kazang ve 22
adet kayip olan kromozomal bélgesinin oldugu tespit edilmigstir. En fazla CNV
11. kromozomda tespit edilmis olup 3 tane kazang¢ ve 3 tane kayip seklindedir.
Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 1 adet gen igeren kayip, 2
adet gen icermeyen kazang saptanmistir. Fetal gelisim sureglerinde
tanimlanmis fonksiyonel genler acgisindan incelendiginde; Sekil 4.15'de
gorulduagu gibi; 1 kromozomu p13.3 lokusunda heterozigot 879 Kb’lik
109,512,869-110,392,345 baslangig¢-bitis kodonlarina sahip GNAI3, AMPD2

genine ait kayip oldugu saptanmistir.
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hri 109,512,869 p13.3 110,392,345 A I | , 879.477 13 -0.583 Algorithm... [

Sekil 4.15. Olgu 27’ye ait 1. Kromozom p13.3 lokusundaki 879 Kb’lik GNAI3, AMPD2 genine
ait delesyon aCGH goruntist (ok). Seklin sol tarafinda GNAI3, AMPD2 genine ait 1.
kromozom Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio (ok) goérilmektedir. Orta hattan
uzak olan diger gen aberasyonlari (kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim
halinde olmadidi saptanmistir.

Olgu 28

Yirmi yedi yasindaki anne ve 34 yasindaki babanin ilk gebeligi 6 yasinda
saglikh kiz gocugu ve ikinci gebeligi olan Olgu 28, ikinci trimester donemi fetal
kaybi olarak 21. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetliisin QF-PCR analizi

sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH calismalarinda
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abnormallik saptanmamigtir. Array CGH software ile yapillan 06n
degerlendirmede olgunun 9 adet kazan¢ ve 19 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 15 kromozomda tespit edilmis
olup 1 tane kazang ve 2 tane kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 1 adet gen iceren kazan¢ saptanmigtir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler acisindan incelendidinde; 3
kromozomu @24 lokusunda heterozigot 404 Kb’lik 146,729,902-147,133,996

baslangig-bitis kodonlarina sahip ZIC1 genine ait kazang oldugu saptanmistir.

Olgu 29

Yirmi bir yasindaki anne ve 25 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 29,
dclncu trimester donemi fetal kaybi olarak 32. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetistun QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 90 adet kazang¢ ve 108 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 1 kromozomda tespit edilmis
olup 2 tane kazang ve 9 tane kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde ise CNV saptanmamistir. Fetal gelisim sureclerinde
tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; Olguya ait tim aCGH
verileri fetal kayip ile olan iligkisi agisindan incelendiginde ve bu
aberasyonlardan MeanLogRatio degeri -0,5'in altinda ve +0,5’in Ustlinde
degerlendirmeye alindiginda fetal kayip klinigi ile iligkili kayip veya kazang tespit

edilememigtir.

Olgu 30

Otuz alti yasindaki anne ve 32 yasindaki babanin ilk ¢ gebeligi 8’er haftalik
tekrarlayan gebelik kayibi seklinde olup dordinct gebeligi olan Olgu 30, ikinci
trimester donemi fetal kaybi olarak 14. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisin
QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 22 adet kazan¢ ve 3 adet kayip olan kromozomal

bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 8 kromozomda tespit edilmis
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olup 2 tane kazang seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde 1 adet gen iceren kayip, 1 adet gen icermeyen kazang¢ saptanmistir.
Fetal gelisim sireglerinde tanimlanmig fonksiyonel genler agisindan
incelendiginde; 15 kromozomu q26.2 Ilokusunda heterozigot 1.7 Kb’lik
96,873,441-96,875,178 baslangig-bitis kodonlarina sahip NR2F2 genine ait
kayip oldugu saptanmistir.

Olgu 31

Otuz bes yasindaki anne ve 37 yasindaki babanin iki yasayan saglikh erkek
cocugu, iki kez spontan abortus ve son gebeligi olan Olgu 21, ikinci trimester
doénemi fetal kaybi olarak 18. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetiisin QF-PCR
analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH ¢alismalarinda
abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 06n
degerlendirmede olgunun 4 adet kazang ve 1 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV11 kromozomda tespit edilmis
olup 1 tane kazang seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde CNV saptanmamistir. Fetal gelisim surecglerinde tanimlanmig
fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; Olguya ait tum aCGH verileri fetal
kayip ile olan iligkisi agisindan incelendiginde ve bu aberasyonlardan
MeanLogRatio degeri -0,5’in altinda ve +0,5in Ustunde degerlendirmeye

alindiginda fetal kayip klinigi ile iligkili kayip veya kazang tespitedilememistir.

Olgu 32

Otuz iki yagindaki anne ve 33 yasindaki babanin ilk gebeligi 8 yasinda kiz
gocugu, ikinci gebeligi olan Olgu 32, ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak
16. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetlisin QF-PCR analizi sonucuna goére
kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH ¢aligsmalarinda mozaik trizomi 16 oldugu
saptanmistir. Array CGH software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 34
adet kazanc ve 126 adet kayip olan kromozomal bdlgesinin oldugu tespit
edilmistir. En fazla CNV 2. kromozomda tespit edilmis olup 3 tane kazancg ve 16

adet kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 3 adet
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gen iceren kayip, 1 adet gen icermeyen kayip saptanmigtir. Fetal gelisim
surecglerinde tanimlanmig fonksiyonel genler agisindan incelendiginde; 1
kromozomu p32.3 lokusunda heterozigot 1003 Kb’lik 52,474,062-53,477,097
baslangi¢-bitis kodonlarina sahip ORC1, SCP2 genine ait kayip, Sekil 4.16'da
goéruldugu gibi 1 kromozomu p31.1 lokusunda heterozigot 470 Kb’'lik
78,107,120-78,577,692 baslangig¢-bitis kodonlarina sahip NEXN genine ait
kayip, X kromozomu q13.1 lokusunda heterozigot 251 Kb’lik 70,543,060-

70,794,385 baslangig-bitis kodonlarina sahip TAF1 genine ait kayip oldugu
saptanmigtir.
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Sekil 4.16. Olgu 32'ye ait X. Kromozom q13.1 lokusundaki TAF1l geni
delesyonu aCGH gorintisu . Seklin sol tarafinda TAF1 genine ait X kromozom
Uzerindeki lokusu ve delesyon MeanLogRatio gorulmektedir. Orta hattan uzak

olan diger gen aberasyonlari incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim
halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 33

Yirmi yasindaki annenin ilk gebeligi saglikli yasayan kiz gocugu, ikinci gebeligi
olan Olgu 33, ucguncu trimester donemi fetal kaybi olarak 34. gebelik haftasinda
sonlanmistir. Fetlisin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu
46,XY olup, FISH calismalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array CGH
software ile yapilan 6n degerlendirmede olgunun 15 adet kazang ve 10 adet

kayip olan kromozomal bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 2
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kromozomda tespit ediimis olup 3 tane kazang ve 1 tane kayp
seklindedir.Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 2 adet gen iceren
kazang¢ saptanmistir. Fetal gelisim sureclerinde tanimlanmig fonksiyonel genler
agisindan incelendiginde; 3 kromozomu g24 lokusunda heterozigot 1109 Kb’lik
146,362,487-147,472,385 baslangic-bitis kodonlarina sahip ZIC1 genine ait
kazang, 20 kromozomu pl12.2 lokusunda heterozigot 24.1 Kb’lik 10,629,661-
10,653,828 baslangig-bitis kodonlarina sahip JAG1 genine ait kazang oldugu

saptanmigtir.

Olgu 34

Otuz yasindaki anne ve 37 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 34, ikinci
trimester donemi fetal kaybi olarak 17. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetlisln
QF-PCR analizi sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 18 adet kazang¢ ve 7 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV 2 kromozomda tespit edilmis
olup 2 tane kazang ve 1 tane kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 2 adet gen igeren kayip, 1 adet gen igeren kazang,
saptanmistir. Fetal gelisim slreclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler
acisindan incelendiginde; X kromozomu g21.1 lokusunda heterozigot 29 Kb’lik
77,127,760-77,159,406 baslangic-bitis kodonlarina sahip COX7B genine ait
kayip,15 kromozomu q26.2 lokusunda homozigot 1,7 Kb’lik 96,873,441-
96,875,178 baslangic-bitis kodonlarina sahip NR2F2 genine ait kayip, Sekil
4.17'de goruldugu gibi 2 kromozomu q31.1 lokusunda heterozigot 0.4 Kb'lik
176,958,852-176,959,346 baslangig¢-bitis kodonlarina sahip HOXD13 genine ait

kazang oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.17. Olgu 34’e ait 2. Kromozom q31.1 lokusundaki HOXD13 geni duplikasyon aCGH
goéruntusu (ok). Seklin sol tarafinda HOXD13 genine ait 2. kromozom Uizerindeki lokusu ve
delesyon MeanLogRatio (ok) goértulmektedir. Orta hattan uzak olan diger gen aberasyonlari
(kesikli ok) incelenmis ve embriyolojik gelisim ile etkilesim halinde olmadigi saptanmistir.

Olgu 35

Yirmi yedi yasindaki anne ve 28 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 35,
ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 25. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlsin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
c¢alismalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 22 adet kazang ve 21 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X kromozomda tespit edilmis
olup 5 tane kazang ve 3 tane kayip seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile
yaptigimiz analizde 3 adet gen igeren kazang¢ saptanmistir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler acisindan incelendiginde; 3
kromozomu 24 lokusunda heterozigot 771 Kb'lik 146,362,487-147,134,223
baslangig-bitis kodonlarina sahip ZIC1 genine ait kazang, 15 kromozomu q26.2
lokusunda heterozigot 10.1 Kb'lik 96,869,902-96,880,063 baslangi¢-bitis
kodonlarina sahip NR2F2 genine ait kazang, 20 kromozomu p12.2 lokusunda
heterozigot 577 Kb’'lik 10,620,343-11,197,525 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip

JAG1 genine ait kazang oldugu saptanmistir.
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Olgu 36

Yirmi bes yasindaki anne ve 27 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 36,
dclncu trimester donemi fetal kaybi olarak 27. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetistun QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 22 adet kazan¢ ve 1 adet kayip olan kromozomal
bdlgesinin oldugu tespit edilmistir. En fazla CNV X kromozomda tespit edilmis
olup 6 tane kazang seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz
analizde 1 adet gen igeren kazang, 1 adet gen icermeyen kazang saptanmistir.
Fetal gelisim slreclerinde tanimlanmis fonksiyonel genler agisindan
incelendiginde; X kromozomu p11.4 lokusunda heterozigot 4.5 Kb'lik
39,950,434-39,954,957 baslangi¢-bitis kodonlarina sahip BCOR genine ait

kazang oldugu saptanmisgtir.

Olgu 37

Yirmi bes yasindaki anne ve 28 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 20,
ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 26. gebelik haftasinda sonlanmistir.
Fetlsin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamigtir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 9 adet kazang¢ olan kromozomal bdlgesinin oldugu
tespit edilmistir. En fazla CNV 10 kromozomda tespit edilmis olup 1 tane kazang
seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde CNV
saptanmamistir. Fetal gelisim surecglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler
agisindan incelendiginde; Olguya ait tim aCGH verileri fetal kayip ile olan
iligkisi acisindan incelendiginde ve bu aberasyonlardan MeanLogRatio degeri -
0,5’in altinda ve +0,5'in Ustinde degerlendirmeye alindiginda fetal kayip klinigi

ile iligkili kayip veya kazang tespit edilememistir.

Olgu 38
Otuz yedi yasindaki anne ve 36 yasindaki babanin ilk gebeligi olan Olgu 38,
ikinci trimester donemi fetal kaybi olarak 20. gebelik haftasinda sonlanmistir.
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Fetusin QF-PCR analizi sonucuna gére kromozom kurulumu 46,XY olup, FISH
calismalarinda abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 6n
degerlendirmede olgunun 9 adet kazang¢ olan kromozomal bolgesinin oldugu
tespit edilmistir. En fazla CNV 1 kromozomda tespit edilmis olup 1 tane kazang
seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde 4 adet gen
iceren kazang, 1 adet gen igermeyen kazang saptanmigtir. Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmig fonksiyonel genler acisindan incelendiginde; 2
kromozomu p21 lokusunda heterozigot 3.5 Kb'lik 45,168,836-45,172,394
baslangic-bitis kodonlarina sahip SIX3 genine ait kazang, 3 kromozomu q24
lokusunda heterozigot 124 Kb’lik 147,008,963-147,133,632 baslangic-bitis
kodonlarina sahip ZIC1 genine ait kazang, 5 kromozomu @35.2 lokusunda
homozigot 50.4 Kb'lik 174,151,663-174,202,136 baslangig-bitis kodonlarina
sahip MSX2 genine ait kazang, X kromozomu g27.1 lokusunda heterozigot

200.8 Kb’lik 139,384,622-139,585,454 baslangic¢-bitis kodonlarina sahip SOX3

genine ait kazang oldugu saptanmigtir.

Olgu 39

Yirmi yasindaki annenin gebeligi olan Olgu 39, birinci trimester donemi fetal
kaybi olarak 12. gebelik haftasinda sonlanmistir. Fetisin QF-PCR analizi
sonucuna gore kromozom kurulumu 46,XX olup, FISH c¢alismalarinda
abnormallik saptanmamistir. Array CGH software ile yapilan 06n
degerlendirmede olgunun 3 adet kazang¢ olan kromozomal bolgesinin oldugu
tespit edilmistir. En fazla CNV 14 kromozomda tespit edilmis olup 1 tane kazang
seklindedir. Degerlendirme kriterlerimiz ile yaptigimiz analizde CNV
saptanmamistir. Fetal gelisim sureglerinde tanimlanmis fonksiyonel genler
agisindan incelendiginde; Olguya ait tim aCGH verileri fetal kayip ile olan
iligkisi acisindan incelendiginde ve bu aberasyonlardan MeanLogRatio degeri -
0,5’in altinda ve +0,5'in Ustinde degerlendirmeye alindiginda fetal kayip klinigi

ile iligkili kayip veya kazang tespit edilememistir.
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Olgulardaki CNV’ler incelendiginde; 1, 2, 4, 6, 8, 9, 14, 15, 21 ve X
kromozomunda gen icermeyen CNV’lerin 12 olguda bulundugu saptandi.
Degisik buyuklukteki bu CNV’lerin gen icermemesine ragmen, hucre bolinmesi
sirasinda gen igeren lokuslar Uzerine CNV degisikligi acgisindan
deg@erlendiriimesi gerekmektedir. Olgulara ait olan tim istatistiki veriler

degerlendirme kriterlerimiz sonucunda elde edilen veriler ile olugturuldu.
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5. TARTISMA

Fetal kayiplar; gebeliklerin yaklasik olarak %Z2’sini etkilemekte olup, hala
onemli bir saglik sorunu olarak devam etmekte ve gindem olusturmaktadir.
Etiyolojik acidan fetal faktorler, plasental faktorler, maternal hastalik ve maternal
obstetrik durumlar gibi U¢ ana baglik altinda toplanmakta olup, agiklanamayan
faktorler ve genetik faktorlere bagh fetal kayiplarin orani %60 gibi buayuk bir
grubu olusturmaktadir (9,11,12). Etiyolojik faktorlerin tam olarak aydinlatilmasi
durumunda etkin onleyici hizmet ve tedavilerin gelistiriimesi mimkun olacaktir.

Etiyolojide genetik faktorlerin aragtirlmasinda anne ve babadan
kromozom analizi, fetlisten kromozom analizi, QF-PCR, FISH, MLPA, gen
hastaliklari icin DNA dizi analizi, trombofili gibi tetkikler yapilmakta olup,
literatlrde bir calismada genetik etiyolojinin gunimuizde hala tam olarak
aydinlatilamadigini ortaya koymaktadir (27). Bu sebeple genetik etyolojiyi
aydinlatacak diagnostik yeni teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Genetik tani
oraninin artmasi sonucu gen duzeyinde tedavi ve preimplantasyon genetik
tanidan faydanilma sansi elde edilmis olacaktir.

Calismamizda fetal kayiplarin etyolojisini incelemekte kullanmig
oldugumuz array CGH yontemi, bir sitogenetik molekuler karyotipleme yontemi
olup fetal kayip gibi canlihgini yitirmis olgularda bile yluksek oranda sonug
verebilen ve dahasi karyotipleme ile saptanamayan submikroskopik
degisiklikleri saptayabilen, daha spesifik veriler verebilen, karyotiplemeye gére
daha objektif veriler elde edilen bir yontem olmasi gibi avantajlari olan bir
yontemdir (83).

Bugunku teknolojik gelismeler 1siginda tetkiklerin genomu kapsama ve
ayrintiyi tespit edebilme glcu acisindan karsilastirildiginda aCGH; yeni nesil
sekanslamadan sonra Tablo 2.5’te de gosterildigi gibi ilk sirayr almaktadir. 60K
Array CGH tetkikini uygularken g6z 6nunde bulundurulmasi gereken kurallar ve
algoritmalar mevcuttur. Tetkik sonucu tim genom boyunca CNV dedigimiz, gen
veya bir kromozomun belli bir lokusunu kapsayan kopya sayisi degisiklikleri
tespit edilmektedir. Array platformunun yapildidi labaratuvarda analiz yapilirken,

daha 6nceki olgularda tespit edilen yalanci pozitifliklerin ayiklanmasi,
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populasyonda sik gorulen pozitifliklerin ayiklanmasi yada mutant oldugu
dusundlen bulgunun DGV veritabaninda saglikh bireylerde bulunan CNV’lerle
kargilagtirilarak elimine edilmesi ve en sonunda patojen oldugunu
disundigimuz CNVlerin diger molekuler tekniklerle ileri analizi ve
dogrulanmasini gerekmektedir (85). Calismamizda elde edilen sonug verileri bu
algoritmadan gegirilerek olugturulmustur.

Calismamizda retrospektif olarak 39 fetlse ait array CGH verileri fetal
kayip etiyolojisini aragtirmak amaciyla incelenmigtir. Bunun icin Genecards
organizasyonu internet veri tabani, Rare Disease Organizasyonu internet veri
tabani, Langman’s Embriyoloji kitabi 12. baskisinda bulunan fetal gelisimin
organogenezis ve morfogenezis basamaklarini iceren ve bu basamaklarda kritik
gorevleri bulunan 53 adet gen segilmigtir. Tablo 4.4'de Fetal gelisim
sureclerinde tanimlanmis bahsi gegcen 53 adet fonksiyonel gen, bu genlerin
kromozomal lokalizasyonlari, buyuklukleri ve neden olduklari patolojik durumlar
acgiklanmigtir.

Calismamiza dahil olan 39 fetal kayip ile sonlanan gebeligin demografik
ozelliklerini inceledigimizde Tablo 4.1'de de gorulebilecegdi gibi; olgularin 16’si
kiz (%41), 23’0 erkek (%59) fetustir. En kigUk gebelik haftasi 10 hafta en
baylk gebelik 38 haftalik olup ortalama gebelik haftasi 25 haftadir. En kiguk
anne yasl 19, en buyuk anne 42 yasinda olup, anne yasi ortalamasi 29 yas
oldugu anlasiimigtir. En kiiguk baba yasi 26, en buyuk baba yasi 43, ortalama
baba yasi 34 olarak oldugu anlagiimigtir.

Bizim calismamizda 20 ve alti yas grubunda 3 gebe (%8), 35 yas ve
ustinde 7 gebe (%20) mevcuttur. Toplamda maternal yas riski agisindan
olgularin %27’lik bir kismi riskli grupta oldugu tespit edilmigstir. Literatlrdeki bir
calismada fetal kayip yasanan ortalama maternal yas 27-30 yas araligi oldugu
ve 35-39 yas gebeliklerinin 30 yas alti gebeliklerine gore rolatif 1.9 kat, 40 yas
ustl gebeliklerin ise rolatif olarak 2.4 kat daha fazla fetal kayip insidansi ile
iligkili oldugu saptanmigtir (44). Ayni literatlir galismasinda yaklasik 30 yillik
periyod on yillik periyodlar halinde incelenmis ve ilerleyen her dekadla beraber
fetal kayiplarin yasandigi maternal yasin artis gostermekte oldugu ve yasa bagl

rolatif risk oranininda artmakta oldugu Tablo 17°de gériimektedir. Maternal yas
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ortalamasinin yillar gecgtikge artmasini ve yasa bagl rolatif riskin artmasini
ilerleyen yasla beraber toplumda gorilen hipertansiyon ve diabet gibi ko-morbid
hastaliklarin artmasina bagh oldugunu dasunmekteyiz. Calismamizdaki
maternal yas ortalamasi (29 yas) ile literatirdeki maternal yas ortalamasi (27-30
yas) uyumlu bulunmustur. Calismamizdaki olgularin %27’sinin yas acgisindan
riskli bolgede bulunmasi galigmamiza katilan olgularda yasin onemli bir risk

faktord oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.1. Fetal kaybin gergeklestigi maternal yasin yillara gére degisimi- Fretts RC ve
ark.(44)'dan alinmigtir.

Ozellik 1960’h yillar 1970’h yillar 1980’h yillar 1990-93 yillar

Ortalama

27,1 27 28,9 30
maternal yas

35-39 yas
gebelikleri (%) 9.5 7 11,6 14,6
40 yas Usti 25 13 Lo 5

gebelikleri (%)

Calismamiza dahil olan fetuslerde etyolojik agidan dnceden bilinen veya
gebelikte saptanan bilinen predispozan faktdér bulunmamaktadir ve genetik
etkenler hari¢ olmak Uzere butun olgular agiklanamayan fetal kayip grubuna
dahil olup ortalama gebelik haftasi 25. gebelik haftasidir (7.Ay). Literatirde
aciklanamayan gebelik kayiplarinin oraninin %60 olarak bildiriimektedir (9,13).
Bu calismada agiklanamayan gebelik kayiplarinin ortalama haftasinin 28 hafta
(210 gun- 7. ay) oldugu belirtiimistir. Fetal kaybin yasandigi gebelik haftasi
ortalamasi agisindan g¢alismamiz literatur ile uyumlu bulunmustur.

Fetal kayip etiyolojisini genetik etkenler agisindan agiklamaya yonelik
olarak yaptigimiz caligmamizda, Tablo 4.4’de yer alan embriyogenezis ve
geligsim ile ilgili genler ve bu genlerden bagimsiz bir sekilde olgularda saptanan
diger CNV’ler degerlendirilmis ve anlamli bulunan CNV’ler her bir olgu igin ayri
ayri Tablo 4.5’te listelenmigtir.

Tablo 4.5’te olgular tek tek ele alindiginda; 1,8,16,23,25,29,31,37,39 nolu
olgularda olmak Uzere toplam 9 olguda (%23) fetal kayip agisindan anlamli

CNV saptanmamistir. Bu sonugla galismamizda saptadigimiz agiklanamayan
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sebeplere bagh fetal kayip oraninin (%23) literatir ile uyumlu oldugu
gOrulmustar (5).

Tablo 4.4’te embriyogeneziste gelisim ve bluyime basamaklarinda etkili
olan 53 gen incelendiginde Protein/Hastalik/Sendrom agisindan postnatal
donemde hayatla bagdasan durumlar oldugu gorulmektedir. Bu genlerle iligkili
klinik tablolarin postnatal dénemle iligkili-hayatla bagdasan olmasina ragmen
nasil oluyorda fetal kayip etiyolojisinde yer aldigina iligkin sorunun cevabini iki
ornekle agiklayabiliriz. Bir ¢alismada; ilk 6 hafta abortuslarinda etiyolojinin
%90’In Uzerinde andploidiye bagli oldugunu ve en sik olarak trizomi 21,18 ve
13’e goruldugunu belirtiimig, ayrica bu sendromlarin dogumdan sonra trizomi 21
gibi hayatta kalan trizomiler oldugunu acgiklamistir (90). Tum gebeliklerin
%70Q’inin spontan abortusla sonlandidi ve bunlarin baylk bir ¢ogunlugunun
anoploidiye baglh olduguna gore, her ne kadar hayatla bagdasan bir klinik
olsada Down sendromlu olgularin ¢odu abortus ile kaybedilmekte oldugu
anlagiimaktadir. Diger bir 6rnek bizim calismamizda da fetal kaybi etkileyen
genler arasinda 6n plana ¢ikan MECP2 geni; bir calismada MECP2 geninin
gebelik kaybi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (1). Bununla beraber MECP2 geni
postnatal Rett sendromu etiyolojisinde yer almaktadir. Dolayisiyla genlerin
postnatal  klinik  sonuglarlyla  embriyolojik ~ donem  fonksiyonlarinin
kargilastiriimasi ve bu genlerin mortalite risklerinin hesaplanmasi; epigenetik
faktorler, gen-gen etkilesimleri, gen ekspressivitesi ve penetransi gibi kompleks
surecler sebebiyle zorluklar icermektedir.

Calismamizda CNV verilerinin istatistikleri Tablo 4.2'de goruldtugu gibi en
¢cok X kromozomunda ve @21 lokusunda oldugu, en sik heterozigot ve
duplikasyon seklinde CNV’ler oldugu saptanmistir. Literatirde yapiimis aCGH
temelli fetal kayip etyolojisini CNV degisiklikleri agisindan inceleyen 5 g¢alisma
Tablo 5.2’'de ve Sekil 5.3'te temel Oozellikleri ile birlikte 6zetlenmistir. Bu
calismalara bakildiginda; CNV sikhginin en fazla %22 oraninda oldugu
gorulmektedir. Bizim galismamizdaki CNV sikhdi %77 olup aradaki bu farkin
metodolojik uygulama agisindan kaynaklandigini dusinmekteyiz. Bizim
¢alismamizda programin vermis oldugu CNV’lerin yanisira 53 adet embriyolojik

donemde rolu olan genin tek tek incelemesi sonucu veri elde edilmis olmasi
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daha fazla veri ¢ikigina dolayisiyla aradaki farkin olusmasina sebep olmustur.
Literatlr calismalarinda delesyon tipi CNV daha fazlayken, bizim ¢alismamizda
duplikasyon tipi CNV’nin daha fazla oldugu gorilmektedir. CNV’lerin goruldugu
kromozom agisindan literatirde baskin CNV tasiyan kromozom tespit
edilememigstir ve calismalarin hepsinde kromozom dagilimi birbirinden farkhlik
gOstermektedir. Bizim ¢aligmamizda X kromozomu o6n plana ¢ikmakla beraber
bu konuda saglikh verinin olusmasi i¢in daha fazla sayida galismaya ihtiyag
vardir.

Karsilastirilmali genom hibridizasyonunu 1990’h  yillarin  basinda
kesfediimesi ve CGH’te yasanan yeni teknolojik gelismelerle birlikte tibbin
bircok alaninda CGH ile literatlir g¢alismalar yapildigi anlasiimaktadir. Ancak
fetal kayip etiyolojisine yonelik olarak ¢ok az sayida galismanin oldugu ve
bununda otesinde mevcut c¢alismalarin metaanalizinin yapildigi derlemenin
(review) olmadigi gorulmektedir. Literatirde var olan ve Tablo 5.2'de sonuglari
Ozetlenmis olan sinirli sayidaki ¢alismanin sonuglarini inceledigimizde:

K. Wou ve arkadaslarinin Kanada’da yapmis oldugu bir calismada,1071
fetus fetal kayip sonrasi aCGH ile incelenmis ve olgularin yaklasik %31’'nde
patojenik bulgular saptanmigtir. Patojenik olan 330 olgunun aCGH sonuglari
Sekil 5.1’de goruldugu gibi %35 oraninda trizomi 13,18,21, %27 oraninda diger
anoploidiler, %8 oraninda triploidiler, %9 oraninda monozomi X, %6 oraninda
molar gebelik ve %10,9 oraninda CNV degisikleri seklindedir (91). Bu CNV’lerin
%6,1’i  delesyon, %4,8i duplikasyon gseklinde olup, delesyonlarin
duplikasyonlardan fazla oldugu gorulmektedir. Calismamizda 32 olguda (%82)
cesitli sayl ve buyukliklerde CNV’ler saptanmis olup literatlr oranlarindan daha

fazladir.
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Sekil 5.1. Solda analiz sonucu anormal ¢ikan olgularin Qf-PCR ve aCGH ile saptanma oranlari
gorilmekte, sagda 330 fetisiin aCGH sonuglar gorilmektedir- K. Wou ve ark. (91)dan
alinmigtir.

Ayni ¢alismanin genetik abnormalliklerin gebelik trimesterlerine gére dagilimina
bakildiginda Sekil 5.2°de solda goéruldigu gibi en fazla genetik degisiklik birinci
trimesterde gorulmek olup ikinci ve uguncu trimesterde patojenik degisiklik orani
azalmaktadir. Sekil 5.2 sagdaki sekilde spesifik abnormalliklerin trimestere gore
dagilimi gosterilmigtir.  Kirmizi okla CNV’lerin gebelik trimesterine gore
dagilimini géstermektedir. Buna gore fetal kayiplarda gézlenen CNV’lerin %75’i
ikinci trimesterde, %16’s1 Ugluncl trimesterde, %9’uda birinci trimesterde
gorulmektedir. Calismamizi trimesterlere gore degerlendirdigimizde birinci
trimester olgu basina disen CNV ortalamasi 3 iken, ikinci trimester CNV
ortalamasi 2.3 ve Uglncul trimester CNV ortalamasi 2.1 olarak bulunmustur. Bu
sonuc literatlrden farklihk gdstermektedir. Ancak calismamizda toplam olgu
sayisinin 39 olmasi, olgularin trimesterlere gore esit sayida olmamasi (birinci
trimesterde sadece 5 olgu mevcut) ve ¢alismamizda CNV saptanmayan 9 adet
olgunun bulunmasi trimester bagimhi CNV dagilimi sonugclarinin literatirden
farkli gikmasina sebep olmus olabilir. Daha kesin sonug verebilmek igin toplam

olgu sayisinin ve olgularin trimesterlere homojen dagitiimasi gerekmektedir.
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Sekil 5.2: Gebelik trimesterine gore patojenite dagihimi. Ustte tiim mutasyon tipleri altta
spesifik genetik degisikliklerin oranlari ve CNV’lere ait sekil sematize edilmistir-K Wou ve ark
(91)dan alinmistir.

Bjorn ve arkadaslarinin yapmis oldugu 100 olguluk spontan abortus ve
fetal kayiplarini iceren ¢alismada; olgularin genetik abnormallikler agisindan
%72’sinin normal oldugu saptanmis ve sadece 3 olguda CNV tasididi rapor
edilmistir. Bunlar del(7)(q36qter), disi; del(X)(q28qter), disi; del(20)(pterp12.1),
dup(13)(q32.1qter) erkek icermektedir. Calismamizda Bjorn ve arkadaslarinin
yapmis oldugu c¢alismada saptanan CNV’lerle uyumlu aberasyon

saptanmamigtir (92).
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Rosenfeld ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada; 515 fetal kayip
olgusu incelenmis ve 17 olguda delesyon ve 4 olguda duplikasyon saptanmig
olup, toplam 21 CNV (%4) olgusu rapor edilmistir. Bu ¢calismada CNV digi diger
genetik abnormallikler 48 olgu (%9) olup, bizim g¢alismamizda CNV oraninin
literatlr calismasina goére daha ylksek oldugu gorulmustir. Rosenfeld ve
arkadaslarinin yapmis oldugu caligmada da sadece istatistiki veri sunulmus,
CNV saptanan kromozom lokuslari veri olarak sunulmamigtir. Sadece bir
olguda NRXN1 geni delesyonu rapor edilmis olup bu genin bulundugu
kromozomal lokusda calismamizda CNV degisikligi saptanmamistir. Ayrica bu
calismada aCGH igin kullanilan spesmenler ve bu spesmenlerin kultlrize
edilmesi sonucunda basari oranlari karsilastiriimistir. Kaltur islemi sonrasinda
uygulanan aCGH uygulamalari basari orani %100’e yakindir. Ozellikle ilk
bastan amnion sivisi kiltlirld yapilmasi aCGH basarisini en yuksek seviyeye
getirmekte olup, direkt amnion sivisindan yapilan aCGH uygulamasi basarisiz
olursa sonradan yapilan kudltir iglemi basari oranlarini %50’den %83’e
tasimaktadir. Dikkat cekici bir baska veride; direkt plasental dokudan yapilan
aCGH basarisinin (%85) direkt amnion sivisindan yapilan aCGH uygulama
basarisindan (%54) daha fazla olmasidir. Bu prenatal tanida 12. hafta koryon
villis Orneklemesi ile yapilan aCGH analizinin 18. hafta amnion sivisindan
yapilan analize gore daha veri elde etme basarisi adina daha efektif oldugunu
gOstermektedir. Bizim calismamizda fetal biopsi materyalleri direkt olarak
kultdrize edilmeden calismaya katildi ve olgularin hepsi analiz (basari orani
%100) edilerek rawdata elde edildi (93). Calismamizda direkt biopsi
materyalinden veri elde edilme oranimiz literatir verilerinden daha basarili
oldugu gorulmektedir.

Harris ve arkadaslari 22 haftadan buylk 54 fetlisu igeren agiklanamayan
etiyolojiye sahip fetal kayip Uzerine olan calismasinda, 24 yeni CNV tespit
etmis, bu CNV’lerin ileri analizinde 18 tanesinin (%75) plasental doku oldugu
anlasiimistir. Fetal CNV’ler incelendiginde 9.kromozomda ANKRD19, ASPN,
AUH, BICD2, C9orf44, C90rf89, CENPP, DIRAS2, ECM2, FGD3, IARS, IPPK,
NFIL3, NINJ1, NOL8, OGN, OMD, ROR2, SNORA84, SPTLC1, SUSD3, SYK,
WNK2, ZNF484 (completely deleted), C9orfl29 (partially deleted) ve 11.
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kromozomda OR52R1, OR51F2, OR51S1, ORS51T1(completely deleted),
9.kromozomda PAPP-A geni, 12. kromozomda CLLUl1 OS, CLLU1l genleri
patojenik olarak saptanmis olup, bizim g¢alismamizda bu genlere ait CNV
gozlenmemigtir (77) .

Reddy ve arkadaslarinin yaptigi 532 fetis igceren c¢alismada, aCGH
analizinin karyotiplemeye gore %41.9 daha fazla CNV saptadigini ortaya
koymus ve toplamda %7 olguda CNV oldugu belirtilmigtir. Bu CNV’lerde gen adi
veriimese de kromozom lokus bilgisi mevcuttur. Lokuslar
karsilastirildiginda 8q24.23(137,042,624-139,247,552)x3 2.2 Mb duplikasyonu,
calismamizdaki 13 nolu olguda SLA: Pontoserebellar hipoplazi tip 2D geni
duplikasyonu ile, Xp22.33928(108,464-154,849,094)x1 kromozomal boyutta

delesyonu, calismamizdaki 13. olguda HCCS: Linear deri defekti- multipl

acgisindan

konjenital anomali I, 14. Olguda HCCS: Linear deri defekti- multipl konjenital
anomali 1 ve MID1: Opitz GBBB sendromu, tip | delesyonlari ile uyumludur (94).

Tablo 5.2. aCGH temelli fetal kayip etyolojisini igeren literatir ¢galismalari ve CNV sonuglari

Cahismanin . .
o r A Abnormal Saptanan CNV tipi ve CNV iceren En
Cahisma adi buyl(I:)lugu sonug (n) CNV (%) orani (%) Sen/lokus sik kr. lokusu
KW Del 20 (%6.1) Lok
- vouve 1071 330 36 (%10.9) Gen belirtilmemis oKus -
arkadaslari (91) Dup 16 (%4,8) belirtiimemis
dup(13)(g32.1qter)
Bibrm ve Del (%3) del(20)(pterp12.1),
J 100 28 4 (%4) erkek 7,20,X
arkadaslari(92) Dup (%1)
del(7)(q36qter), disi
del(X)(q28qter), disi
0,
Rosenfeld ve 515 48 21 (%4) Del 17 (%3.3) 1 olguda NRXN1 geni Lokus
0:
arkadaslari (93) Dup 4(%0.7) delesyonu belirtiimemis
ANKRD19,ASPN,AUH,
BICD2, C9orf44, C9orf89,
CENPP, DIRAS2, ECM2,
FGD3, IARS, IPPK, NFIL3,
Harris ve Del8(%15) | NINJ1, NOL8, OGN,
cadaslan (77 54 12 12 (%22) OMD, ROR2, SNORA84, 9. kromozom
arkadaslari (77) Dup4(%7) | SPTLCL, SUSD3, SYK,
WNK2, ZNF484, 2R1,
OR51F2, OR51S1,
OR51T1, CLLU1 OS,
CLLU1

101




Ensik19krCNV’si
var.

Del 9 (%1,6)
532 37 37 (%7) Gen belirtiimemis
Dup28 (%5,4)

Reddy ve
arkadaslari (94)

8024-SLA geni
dup,

Xp22-HCCSve
MID1genidel

Del: delesyon, Dup: Duplikasyon, kr: kromozom n: olgu sayisi

Olgusayist
1200 b

1000 -

800 -

CNV

600

= Anormal sonug
= Wild

400

200 -

Sekil 5.3. Fetal kayip etiyolojisini iceren literatur ¢alismalari ve CNV sonuglari ile calismamiza
ait verilerin CNV sonuglari

Calismamiz aCGH’te analiz programindan gikan verilere ilave olarak gen
eksenli analizde yapilmigtir. Embriyolojik gelisim ve farklilasma basamaklarinda
roli olan 53 gen CNV icin aday olarak secildi. Gen temelli analiz sonucunda
Sekil 5.4’te sematize edilen ve Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da gorulebildigi gibi 6n
plana 9 tane fetal kayip ile iligkili CNV c¢ikmaktadir. Aday genlerin ontolojik
fenotip Ozellikleri, gen-gen etkilesimleri, klinik etkileri, embriyolojik geligim
Uzerine olan etkileri 0Ozellikle GeneCards organizasyonuna ait web veri

tabanindan elde edilmigtir.
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Sekil 5.4. Calismamizda saptanan en sik gen CNV tipleri

NEXN geni: Birinci Kromozom p31.1 kolunda bulunan NEXN geni hicre
sitoplazmasinda hticre iskeletinin yapitaglari olan aktin filamentlerinin hicre
gocundeki duzenlenmesinde gorev almaktadir. Ayrica kas hucresinde Z
gizgisinin olusumunda ve devamliliginda katki saglar. Calismamizdaki 11,19,32
nolu olgularda (%8) delesyonu saptanmigstir. Genecards veri tabaninda NEXN
geni ile ilgili bilinen mevcut Ust yolak olmamakla birlikte iligkili oldugu MYO5C,
NMI, FLNA, MYO18A, SFXN4, genleri bulunmaktadir. Bu genlerden FLNA
bizim calismamizda fetal kayipla iliskisi oldugu dusunulen bir diger gendir.
NEXN geninin ontolojik agidan hicre iskeleti organizasyonunda gorevli olmasi,
kardiyomyopati ile iligkili olmasi, hiicre gécu gibi fetal gelisim evrelerinde kritik
roli olan fonksiyonla iligkili olmasi fetal kayip etyolojisinden sorumlu
olabilecegini gostermektedir. Sekil 5.5te  NEXN geni doku ekspresyon
grafiginde bu genin kas dokusu, kalp kas dokusu, aort damari, koroner arteri
gibi yasamsal dnemi olan dokularda eksprese edilmesi NEXN geni fetal kayip

iligkisini kuvvetlendirmektedir.

103



8372 78,67 7,2 76,82

66,31

Aorta

Kalp-Sol Kalp- Atrial Tibial arter

Ozefagus Koroner

140 | 120,79
120 107,2
100

80

60

40

20

0 .
Iskeletkasi

RPKM ventrikdl

apendiks arter

INEXN gen ekpresyonu

Sekil 5.5. NEXN geni doku ekspresyon grafigi-Varsome veri tabani (95)’dan alinmistir.
RPKM: Reads Per Kilobase per Million mapped reads- haritalanmis her milyon okumada kilobaz okuma degeri

SIX3 geni:
duplikasyon 5,6 ve 38. olgularda (%8) saptanmistir. SIX 3 geni holoprosensefali

ikinci kromozomun p21 lokusunda bulunan SIX 3 genine ait

klinigi ile iligkili olup, genecards veritabaninda ust yolak olarak embriyo
preimplantasyonu ve sirkadyen ritm iligkili genlerle etkilesim halindedir. MTA1,
TLE1, AES, PAX6, EYA1 gen proteinleri ile etkilesmektedir. G6z gelisiminde,
lens gelisiminde, epitel hidcre maturasyonunda ve nlkleusa protein
transportunda gorevlidir. Sekil 5.6’da goéruldugu gibi SIX3 geni beyin, hipofiz
bezi, talamik c¢ekirdekler gibi santral sinir sistemi temel yapilardan eksprese
olmasi, embriyo preimplantasyonu, hipofiz fonksiyonu sirkadyen ritm ile iliskili

olmasi bize fetal kayip ile iligkili olabilecegini dustundurtmektedir.

30,00 24,64
%888 21,51 21,33 18,97
15,00
o -
1
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Q, @ ’»Q
RPKM 93(} . 6"\‘\,‘0 ;%Si- q \S-@ o‘k%’b vs(\\%b
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Sekil 5.6. SIX3 geni doku ekspresyon grafigi-Varsome veri tabani (95)'dan alinmistir. RPKM: Reads Per Kilobase per
Million mapped reads- haritalanmis her milyon okumada kilobaz okuma degeri
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HOXD13 geni: Ikinci kromozomun g31 lokusunda bulunan HOXD13 geni bizim
calismamizda 20,22,34 nolu olgularda(%8) duplikasyonu ayrica 4 nolu olguda
delesyonu oldugu saptanmigtir. HOXD13 geni klinik olarak Brakidaktili-sindaktili
sendromu ile iligkili olup, genecards veritabaninda iskelet sistemi gelisimi, DNA
transkripsiyonu, multiseluler organizmalarin gelisiminde gorevli oldugu
belirtiimektedir. Ayrica HAND2 ve MEIS1 geni proteinleri ile etkilesim halindedir.
HOXD13 geninin transkripsiyon asamasinda ve embriyo gelisim sureclerinde

gorevli olmasi fetal kayip ile iligkili olabileceg@ini dustindurtmektedir.

ZIC1 geni: Uclinci kromozomun 24 lokusunda bulunan ZIC1 geni bizim
calismamizda 4,20,22,28,33,35,38 nolu olgularda(%18) duplikasyon seklinde
CNV degisikligi saptanmistir. ZIC1 geni klinik olarak Kraniyosinostozis 6 ile
iligkilidir. Molekuler fonksiyon olarak santral sinir sisteminin erken doneminde
norogenesiste 6nemli rol oynamaktadir. GLI1, GLI2, GLI3, SIN3A, SIN3B geni
ile etkilesim halindedir. ZIC1 geninin norogenesiste etkin rol almasi fetal
kayiplarla olan patolojik iligkisini kuvvetlendirmektedir. Sekil 5.7’de  ZIC1

geninin en ¢ok santral sinir sisteminde eksprese edildigi gosterilmektedir.
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ZIC1 gen ekpresyonu

Sekil 5.7. ZIC1 geni doku ekspresyon grafigi-Varsome veri tabanin(95)'dan alinmistir. RPKM: Reads Per Kilobase per
Million mapped reads- haritalanmis her milyon okumada kilobaz okuma degeri

MSX2 geni: Besinci kromozom @35 Iokusunda bulunan MSX2 geni
calismamizda 4,22 ve 34. olgularda (%8) duplikasyon seklinde 20 nolu olguda
delesyon seklinde oldugu saptanmistir. DNA transkripsiyonu ile iligkili gok
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sayida fonksiyonu bulunan gen, yarik damak-dudak, skalp aplazia kutis Klinikleri
ile iligklidir. Etkilesim halinde oldugu PITX2, RUNX2, ZBTB17, SPEN, MAGED1
genleri ile iligkilidir. Ozellikle PITX2 geni ile olan iliskisi daha guglidir. PITX2
geninin morfogeneziste organ spesifik kontrol etkinliginin olmasi MSX2 geninin

fetal kayiplar agisindan degerli bir gen olarak 6ne ¢ikarmaktadir.

COX7B geni: X kromozomu @21 Iokusunda bulunan COX7B geni
calismamizdaki 3, 5, 11, 12, 13, 18, 19, 21, 22, 26 ve 33 nolu olgularda (%28)
delesyon tipinde bir CNV olarak tespit edilmigstir. Klinik olarak Linear deri defekti
multipl konjenital anomaliler ile beraber-2 anomalisi ile iligkili olup, molekuler
fonksiyon yontinden mitekondrial elektron transport zincirinde terminal oksidaz
olan sitokrom C’nin nukleer DNA kokenli peptid zincirlerinden birini
kodlamaktadir. Santral sinir sisteminin gelisiminde roll olan ve multipl konjenital
anomalileri ile iliskisi bulunan doku ekspresyon grafiginde en c¢ok kalpte sol
ventrikil- atrial appendikste eksprese olmasi, bu genin fetal kayip etiyolojisinde
rolu olmasini mumkin kilmaktadir. Bu acidan ileri galismalarin yapilmasi

onerilir.

MECP2 geni: X kromozomu @24 lokusunda yer alan MECP2 geni
calismamizdaki 7,10,11,12,14 ve 15 nolu olgularda (%15) oraninda
saptanmistir. Klinik olarak Rett sendromu, Ensefalopati, yenidoganda siddetli ile
iliskili olan ve ontolojik acidan EKG’de anormal T dalgalari, anormal
kromozomal segregasyon, abnormal metobolizma, hareket bozukluklari,
antiheliks formatinin abnormal olusumu ile iligkilidir. Gen doku ekspresyonu
acglisndan bakildiginda tum vicutta homojene yakin bir ekspresyonu oldugu, en
fazlada beyin ve serebellumdan eksprese edildigi gorulmektedir. Warren ve
arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada MECP2 geninin fetal kayiptan sorumlu
genler arasinda bildirilmis olup ¢alismamiz bu agidan literatlr ile uyumludur (1).
MECP2 geninin metabolizma bozukluklari, anormal kromozom segregasyonu
gibi hucre bolunme basamaklarina olan etkisinin teorik olarak anoéploidi iliskili
gebelik kayiplari ile iligkili olabilecegini gostermektedir.
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FMR1 geni: X kromozomu @27 Ilokusu uzerinde bulunan FMR1 geni
calismamizdaki 9,13,19,21 nolu olgularda (%10) duplikasyon seklinde olan
CNV tipidir. Klinik olarak Frajil X tremor/ ataksi sendromu ile iligkili olan ve fetus
ve erigkinde beyin ve testiste eksprese edilen nukleositoplazmik bir gegit tasiyici
proteindir. RNA’nin ndkleustan sitoplazmaya tasinmasinda gorevlidir. Noérolojik
gelisimde ve mRNA yolaklarinda etkin olan bu genin fetal kayip Uzerine olan

etkisinin ileri arastiriimasi onerilir.

JAG1l geni: Yirminci kromozomun pl2 lokusunda bulunan JAG1 geni
calismamizda 17,32,35 nolu olgularda (%8) duplikasyon seklinde saptanmis
olup klinik olarak Alagille sendromu, Fallot tetralojisi, Konjenital kalp defekti ve
arka embriyotokson ile iligkilidir. Ontolojik olarak anjiogenezis, immunite, kan
damari remodelingi, epitel hiicre morfogenezisinde rol almaktadir. Sekil 5.8’de
JAG1 geni gen-gen etkilesimi sematize edilmektedir. Bu semadanda
anlagilacagr Uzere embriyogeneziste roli olan genlerin hicrenin temel
fonksiyonlari Uzerine olan etkileri ve regulator fonksiyonlarina bagli olarak
kaskat seklinde yan etkiler ortaya c¢ikarabilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu
yuzden fetal kayip agisindan inceledigimiz aday genlerin fonksiyonel, hayvan

modelleri ile galigiimasi bilgimizi netlestirecektir.

UEB

FEP52?>A _

JAaG1

Sekil 5.8. JAG1 gen-gen iliskisi. Genler arasi gizgiler etkilesimleri temsil etmektedir-
Genecards veri tabani (88)’dan alinmistir.

Calismamiza dahil olan fetusler; labaratuvara ilk geldiginde literatirde
tavsiye edildigi Uzere ilk 6nce QF-PCR analizi ile sik gorulen trizomiler ve seks
kromozomal abnormallikleri agisindan (13,18,21,X,Y kromozomu) ve FISH

tetkiki ile 15 ve 16. Kromozomlari andploidi agisindan incelenmis olup, bu
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sonuglarin  Tablo 4.3te de goéruldugu gibi retrospektif  olarak
degerlendirildigimizde; FISH tetkiki ile fetlslerin 5 tanesinde (%12,8) andploidi
saptanmigtir. FISH tetkiki ile saptanan bu anormallikler aCGH tetkiki ile tespit
edilememigtir. Bununla birlikte aCGH tetkiki ile 32 fetusun (%82) fetal kayip
acgisindan anlamli CNV tasidigi ve bu CNV’lerin FISH ile tespit edilemedigi
gorulmektedir. Her iki tetkikinde olumlu ve olumsuz yonleri degerlendirildiginde
birbirini tamamladig1 goéruldu. FISH tetkiki ile makro dizeyde kromozomal
abnormallikler 6n planda saptanirken, aCGH ile daha ¢ok mikro planda bdlgesel
kromozomal degisikliklerin tespit edilebildigi goraldi. Sekil 5.1’de goéruldigu gibi
K. Wou ve ark. (91)larinin yapmis oldugu calismada aCGH'’in mutasyon
saptama orani %13 olup bu calismadaki QF-PCR c¢alismasina (%17) gore
patojen bulgu saptama orani dusuktir. Calismamiz K.Wou ve arkadaslarinin
yaptigi calismaya goére hem aCGH patojen bulgu saptama orani agisindan
hemde QF-PCR’a kargi Ustinligu acisindan daha efektif oldugu saptandi.
Literatlirde 417 fetlsu iceren Kooper AJA ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada (81) QF-PCR ile 50 olguda (%11,9) andploidi saptama oranina sahip
oldugu ve bizim g¢alismamiz ile anéploidi orani agisindan uyumliu oldugu
g6zlendi. S6z konusu galismada FISH tetkikinin sadece bir olguda CNV’nin
dogulanmasi amaciyla yapildigi anlasiimistir. Ayni ¢alismada agiklanamayan
fetal kayiplarda aCGH ile CNV saptama orani %8-13 araliginda oldugu goruldu.
Calismamiz CNV tespiti agisindan %82 CNV saptama orani ile literatirden
daha ylksek orana sahiptir (81). Calismamiza ait aCGH ve QF-PCR patojenite
saptama oranlari Sekil 5.9’da gorilmektedir.

Calismamizin sonug kisminda fetal kayiplar agisindan aday genler
tanimlanirken, ¢alismaya katilan olgu sayisinin sinirli sayida olmasi sebebiyle
%8 ve Uzeri orana sahip olan genler segilmistir. Calismamizdaki genlerin
saptanma orani dustikce, tek veya iki olguda gorilen CNV’lerin sonuca
yansimasiyla yalanci pozitiflik olasiligini artirmaktadir. Bu arastirmanin daha
gucli bir sdyleme sahip olmasi i¢in ¢alisilacak tahliye materyali sayisinin

artirlmasi ve guncel literatlrdeki verilerle tartisiimasi onerilir.
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ekil 5.9. Calismamizda aCGH ve FISH tetkikleri sonucunda patojen bulgu saptanan olgu
sayllari
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmada, fetal donem gebelik kayiplari olan giftlerde toplam 39 adet
fetal tahliye materyalleri aCGH yontemi ile analiz edilerek, molekiler genetik
etiyolojik sebeplerin ortaya konulmasi amacglanmistir. Bu temel amag
dogrultusunda, Ozellikle embriyonal donem hicre bdlinmesi, doku
farkhlagsmasinda goérev alan toplam 54 adet gen olasi kopya sayisi
varyasyonlari (CNV), yapisal degisimlerin (delesyon ve/veya duplikasyonlar)
ileri duzeyde tespit edilerek konu ile ilgili guncel literattr verilerileri ile
tartisiimigtir. Fetal materyallerinden total genomik DNA izolasyonlari yapiimig,
kromozomal mikroarray-CGH yontemi ile (aCGH, 60 K ISCA dizayn, Agilent,
Germany) molekuler etiyolojik sebepler agisindan genotiplendirilerek intrauterin
kayiplarla iligkili toplam 54 fonksiyonel gen CNV’ler acgisindan genomik
varyasyon analizinde kullanilan veri tabanlari (Database of Genomic Variants
Analysis) ile degerlendirilmistir. Arastirma kapsaminda analiz edilen toplam 39
fetal materyalin 32 tanesinde (%82.05) CNV tespit edilmigtir. Saptanan
CNV’lerin bazi olgularda duplikasyon sekline (%55), bazilarinda delesyon (%
45) seklinde olduklari saptanmistir. Degerlendirilen toplam 54 genin 19’unda
(%35) delesyon, 26 tanesinde (%48) duplikasyon saptanirken toplam 3
tanesinde ise (%6) hem delesyon ve hemde duplikasyon saptanmistir.
Arastirma sonuglarimiz, diger otozom kromozomlar yanisira
(1,2,3,4,5,7,8,10,12,13,14,15,20) intrauterin kayiplarda en fazla tutulumun X
kromozomunda oldugunu ortaya koymustur. Saptanan CNV’lerin yaygin olarak
heterozigot allel tipinde ve duplikasyonlar seklinde oldugu saptandi.
Calismamizda, fetal kayip etiyolojisi agisindan sirasiyla COX7B, ZIC1, MECP2,
FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN ve SIX3 gen CNV’lerinin daha sik oldugu
saptanmigtir.

Bu calisma, fetal kayip olgularinda aCGH analizini sirasinda kopya
sayisi degisikliklerinin saptanmasinda gen temelli yontemin literatirden daha
yuksek oranda sonu¢ vermesine sebep oldugunu gdstermektedir. Literattre
bakildiginda CNV degerlendirilmesinin belli kriterler Gzerine oturtulmadidi ve bu
konuda CNV Kklasifikasyonu vyapilmadigi igin verilerin karsilastirimasinda

gucluklerin ortaya ciktigi gorilmektedir. Bazi galismalarda sadece CNV sayisi
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veri olarak verilmisken, bazi calismalarda sadece kromozom lokusu veri olarak
ortaya konulmus olup, bu lokuslarin gen bazli CNV degerlendirmesini icermedigi
gorulmektedir. Fetal kayiplar Uzerine aCGH ile CNV analizini igeren gerek
makale sayisinin azligi, gerek makalelerdeki olgu sayilarinin ve veri igeriginin
derinligi ve bu konuda literatirde bugun itibariyle derleme (review) olmamasi;
daha fazla ayrintiya sahip calismalarin yapilmasinin faydali olacagini bize
gOstermektedir.

Biz bu cgalismada CNV degerlendirmesi yaparken literatirden farkli
olarak embriyolojik donemde organ gelisimi ve farklilagsmasi Uzerine Kritik
sureclerde yeri ve 6nemi olan 53 aday gen tespit ettik ve gerek kromozom
temelli gerekse de gen temelli analiz uygulayarak literatiire gore daha yuksek
oranda CNV verisi Urettik.

Calismamiza katillan 39 fetls, embriyolojik donemde 6nemi olan gen
CNV’leri agisindan degerlendirildiginde 32 fetisun (%82) fetal kayip agisindan
anlamli gen CNV’si tasidigi ve literatlr verilerinden daha yuksek oranda CNV
tasidigi saptanmistir. CNV’lerin en ¢ok X kromozomunda, heterozigot alel
tipinde ve duplikasyon seklinde oldugu saptandi. Calismamizda, olgularda fetal
kayip etiyolojisi acgisindan sirasiyla COX7B, ZIC1, MECP2, FMR1, HOXD13,
JAG1, MSX2, NEXN, SIX3 genlerinin CNV’leri daha sik oldugu saptanmis ve
aday gen olarak literattire sunulmustur.

Son yillarda aCGH ve yeni nesil sekanslama gibi yuksek ¢ozinurlUklUu ve
genom boyu tarama yapabilen teknolojik gelismelerin konvansiyonel analiz
yontemleri ile birlestiriimesi sonucunda, insan genomunda mevcut
abnormalliklerin ortaya ¢ikariilmasi ve fenotip genotip korelasyonu daha saglkh
hale gelecektir. Bu acidan bakildiginda ileriye donik olarak aCGH verilerinin
gen temelli olarak ayrintili analizinin faydali olacagini dusunmekteyiz.

Sonu¢ olarak, Bu arastirma kapsaminda tespit edilen ve gincel
literatirde fetal kayip etiyolojisinde tanimlanmayan 9 adet gen intrauterin
kayiplarla iligkili oldugu saptanmistir. Eger CNV’lerle fetal kayiplar arasinda
korelasyon ispatlanirsa gelecekte preimplantasyon genetik tani ile saglikl
embriyo secimi ile kotl obstetrik dyklye sahip ailelerin ¢ocuk sahibi olmasi

mumkuan olacaktir. Sinirli sayida fetal materyalin analiz edildigi arastirma
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sonuglari, basta X kromozomu olmak Uzere farkli otozom kromozomlar izerine
lokalize fonksiyon genlerde meydana gelen delesyon, duplikasyon gibi yapisal
kopya sayisi varyasyonlarinin intrauterin kayiplarda dnemli molekuler etiyolojik
sebepler oldugunu ortaya koymustur. Toplam 54 farkli gene ait analizlerinin
yapildigi mevcut sonuglarda 6zellikle embriyonal donem hucre bolunmesi, doku
farkhlasmasinda gorev alan gen ve/veya genlerde tutulumlarinin daya yaygin
oldugu saptanmistir. Bu fonksiyonel genlerden 6zellikle COX7B, ZIC1, MECP2,
FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN ve SIX3 genlerde yapisal mutasyonlarin
daha sik oldugu ortaya konmustur. Arastirma sonuglarinin ¢ok sayida olgunun
dahil edildigi ve daha kapsamli gen profillemesinin yapildigi ileri arastirmalar
tarafindan desteklenmesi ve bu dogrultuda o6zellikle tekrarl intrauterin kaybi
olan ciftlerin saglikli gocuk sahibi olmalari igin yodnlendirildikleri IVF vb gibi
ihtiyag duyulan yardimci Ureme tekniklerinden daha etkin yararlanmalarina
akademik ve profesyonel katki saglanabileceg@i distnulmustar.

Ozetle; sinir sayida fetal materyale ait mevcut aCGH genotip
sonuglarinin retrospektif olarak intrauterin kayiplarin molekiler etiyolojik
sebepleri agisindan degerlendirildiginde;

1. Duplikasyon ve delesyonlar seklinde meydana gelen ¢ok sayida CNV
saptanmigtir.

2. Saptanan CNV’lerin en fazla X kromozomunda oldugu gortlmekle birlikte
diger otozomal kromozomlardan 1,2,3,4,5,7,8,10,12,13,14,15,20 nolu
kromozomlarda daha fazla sayida CNV oldugu tespit edilmistir.

3. NR2F2, ATRX, MAGT1, COX7B, ATP7A, PGAM4, BMP4, OTX2,
TWIST1, AFF1, KLHL8, HSD17B13, HSD17B11, DSPP, DMP1, IBSP,
MEPE, SPP1, PKD2, USP33, FAM73A, NEXN, FUBP1,TGFBR3, BRDT,
RPAP2, GFI1, EVI5,RPL5, FAM69A, MTF2, DR1, FNBP1L, BCARS3,
GPSM2, WDR47, KIAA1324, SARS, CELSR2, PSRC1, SORT1, PSMAS5,
FGF16, FAM208A, ARHGEF3, SPATA12, IL17RD, HESX1, APPL1,
DNAH12, PDE12, ARF4, FLNB, DNASEI1L3, RPP14, PXK, PDHB,
ATP2B4, ZC3H11A, ZBEDG6, SNRPE, SOX13, PRPS1, SGPP1, SYNEZ2,
ESR2, HCCS, ARHGAP6, AMELX, TG, SLA, HSD17B10, MID1, LPP,
MIR28, TP63, SLX4IP, JAG1, PGK1, EVX2, HOXD4, HOXD8, HOXD?9,
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HOXD10, HOXD11, HOXD12, HOXD13, MIR10B, SARNP, ORMDL2,
MMP19, DGKA, CDK2, RAB5B, SUOX, IKZF4, RPS26, ERBB3, PA2G4,
RPL41, ESYT1, MYL6B, MYL6, SMARCC2, SLC39A5, CS, PANZ2,
IL23A, STATZ2, APOF, MIP, GLS2, EMX20S, EMX2, ZIC4, ZIC1, MYOT,
PKD2L2, WNT8A, NME5, KIF20A, CDC23, GFRA3, CDC25C, KDM3B,
REEP2, EGR1, ETF1, HSPA9, CTNNAl, LRRTMZ2, SIL1, MATRS3,
PAIP2, SLC23Al1, MZB1, ECSCR, TMEM173, UBE2D2, ATP8AZ2,
AMIGO1, GPR61, GNAI3, MIR197, GNAT2, AMPD2, GSTM4, GSTMZ2,
GSTM1, GSTM5, GSTM3, EPS8L3, TXNDC12, ZFYVE9, ORC],
ZCCHC11, GPX7, COA7, SCP2,TAF1, INGX, OGT, BCOR, SIX3,
MSX2, SOX3 olmak Uzere toplam 162 adet etkilenmis gen saptanmistir.
Bunlardan, BMP7, CHRNA1, CHRND, CHRNG, COL1lA, COX7B,
FAM20C, FLNA, FLNB, FGFR1-23, FGF8, FOXD3, FOXG1,FMR1,
EPHB4, GPC3, HAND1, HAND2, HCCS, HOXA, HOXB, HOXC, HOXAZ2,
HOXB3, HOXA13, HOXD3, HOXD13, IKBKG, LBR, MECP2, MITF,
MSX2, MYOD, OTX2, PAX1, PAX2, PAX3, PDX1, PHEX, PORCN,
PRPS1, RET, SHH, SIX3, SOX2, SOX9, TAF1, TBX4, TBX5, TWIST1,
WNT3A, WNT4, WNT6, WNTOB olmak lzere toplam 54 adet genin
embriyo blylime ve gelisimi Gzerine fonksiyonel genler olduklari,
Saptanan COX7B, ZIC1, MECP2, FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN
ve SIX3 olmak lzere 9 adet genin ise mevcut gincel literatirde fetal
kayip etiyolojisinde henuz bildiriimemis genler oldugu ortayakonmustur.
COX7B, ZIC1, MECP2, FMR1, HOXD13, JAG1, MSX2, NEXN ve SIX3
genlerine ait CNV’lerin diger molekller yontemlerle korelasyonunun
yapilmasi ve ileride deneysel ve fonksiyonel ¢alisma yapilmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.
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Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu

Say1 : 18920478-604.02.02-E.1800006898 11/01/2018
Konu : Basvuru Incelemesi

Sayin Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR

Yiiriitiiciiligiini yapmus oldugunuz " Intrauterin Gebelik Kayiplan Olan Ciftlerde Fetal
Materyallerinin = Molekiiler Etyolojik  Sebepler Agisindan  Karsilastrmali  Genomik
Mikrodizin(Mikroarray-CGH) Yéntemi ile Analizleri" bashkh 2011-KAEK-27/2017-E.66893
nolu projeniz ile ilgili olarak Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun almis oldugu 10/01/2018 tarih
ve 01-01 nolu karan asagidadur.

Bilgilerinize rica edenim.

KararTarihi:10.01.2018
Karar No:2018-01

Karar-01)2011-KAEK-27/2017-E.66893 no'lu aragtirma ile 1lgili olarak, proje yiiriitiiciisii Prof.
Dr. Oztiirk OZDEMIR'in ¢alismas: Etik Kurul tarafindan degerlendirilmis olup; yapilan oylamada
"ETIK KURUL ONAYINI ALIR" karan verilmistir. (Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR projede
yeraldigindan dolay: bu aragtirma 6nerisi igin oy kullanmamustir.)
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Kurul Baskam
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Persembe giinii saat 14:00°da toplanmus olup, asagidaki kararlar1 almgtur.

KARAR NO 3: Dahili Tip Bilimleri Bélimi’'niin 16.04.2018 tarih ve
E.1800055673 sayili yazisi ve ekleri okundu.

Fakiiltemiz Dahili Tip Bilimleri Bolimii Tibbi Genetik Anabilim Dali uzmanhk
ogrencisi Ars. Gor. Dr. Baris PAKSOY’un 13/04/2018 tarihinde yapilan (jiiri tiyelerince
basarili bulunan) Tez Degerlendirme Sinav’inda basarili oldugunun kabuliine oy birligi ile
karar verildi.
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Mustafa Serkan DURDAGI
Fakiilte Sekreteri
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Comii Tip Fakdiltcs
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