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ACMG
BiHM
CASP1
CHM
CpG
DM
DNA
dbSNP
EDTA
HEK293T
HLA
HM
HYDM
IGV
IL-1b
KHDC3L
LPD
LPS

SIMGE VE KISALTMALAR

: American College of Medical Genetics
: Biparental Hidatiform Mol

: Caspase-1

: Komplet Hidatiform Mol

. Sitozin-Fosfat-Guanin

: Diabetes Mellitus

: Deoxyribonucleic Acid

: Single Nucleotide Polymorphism Database
. Ethylenediamine Tetra Acetic Acid

: Human Embryonic Kidney 293 cells

: Human Leucocyte Antigen

: Hidatiform Mol

: Hydatidiform Mole Recurrent

. Integrative Genomics Viewer

. interldkin 1 Beta

: KH domain containing 3 Like

: Luteal Phase Defect

: Lipopolisakkarit



LRR : L6sin agisindan zengin tekrarlar

MTHFR : 5,10-methylenetetrahydrofolate Reductase
NALP : Nucleotide Binding Oligomerization Domain
NLRP : Nucleotide Binding Oligomerization Domain
NCBI : National Center for Biotechnology information
NF-Kb : Nuclear Factor kappa B

NGS : Next Generation Sequencing

NK : Natural Killer

NLRP2 : NACHT, LRR and PYD containing protein 2
NLRP7 : NACHT, LRR and PYD containing protein 7
PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor-1

PCR : Polymerase Chain Reaction

PKOS : Polikistik Over Sendromu

RPL : Recurrent Pregnancy Loss

RSB : Resuspension Buffer

RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
SNP : Single Nucleotid Polymorphism

TGK : Tekrarlayan Gebelik Kayiplari

THM : Tam Hidatiform Mol

TSH : Tiroid Uyarici Hormon

WHO : World Health Organization



GIRIS VE AMAC

Erken gebelik kayiplari, reproduktif donemin en sik kargilasilan kadinsal
problemlerinden birisidir ve hamileligin sonlanmasina neden olan etkenlerin basinda
gelmektedir. Anne yasinin 18’den kuglk ve 35’ten blyuk olmasi, gebelik kaybi riskini
arttirmakta ve literatiirde 35 yas ustu kadinlarda oosit yaslanmasi nedeni ile anoploidi
riskinin arttid1 bildirilmigtir (1). Klinik olarak fark edilebilen gebelik kayiplari tim
gebeliklerin %15-20’sini kapsamaktadir (2). Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) genel
olarak gebeligin 20. haftasindan énce, 500 gram (gr)’dan kiguk, iki veya daha fazla
ard arda yasanan gebelik kaybi olarak tanimlanmaktadir. Sporadik gebelik kaybi
insidansina gore, tekrarlayan gebelik kaybi insidansi 1/300°dur. Bununla birlikte,
yapilan epidemiyolojik calismalar kadinlarin %1-2’sinin tekrarlayan gebelik kaybi
yasadigini gostermistir. Gebelik kaybi insidansi bebek sahibi olmak isteyen ciftlerin
yaslari, aile 6ykusu ve genetik farktorler tarafindan etkilenebilmektedir (3).

TGK tum ciftlerin yaklasik %1'ini etkilemektedir. TGK etiyolojisinde, anatomik
nedenler, hormonal nedenler, immunolojik faktorler, enfeksiyonlar, cevresel faktorler,
kromozom anormallikleri (sayisal ve/veya yapisal), koaogulasyon sistem bozukluklari,

tek gen hastaliklari ve genetik olmayan faktorler sayilabilir (4).
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Etiyolojik olarak birgok faktor bulunmakla beraber; bazi spontan abortus
vakalarinda etiyoloji ¢cok acik iken, bazilarinda ise belirsizdir. Gebelik kaybinda belirli
bir form olan hidatiform mol (HM), anormal gebelikte koryon villusun Kkistik

dejenerasyonu ve trofoblastik hiperplazisi ile ifade edilmektedir (5).

Tam hidatiform mol (THM) genellikle sporadik ve androjenetiktir, ancak nadir
goérilen THM formlari biparental olarak kaltsaldir (BiHM) ve etkilenen kadinlarda
TGK’inin nedeni olabilirler. BiIHM’de NLRP7 (NACHT, LRR and PYD protein 7 iceren
alan) ve KHDC3L genlerinde patojenik varyasyonlar rapor edilmistir. Agiklanamayan
TGK’nin sebebinin %80’in Uzerinde genetik nedenli oldugu ileri sturdimektedir (6). Tez
calismamizin amaci Trakya Bolgesi’nde tekrarlayan gebelik kaybi éykusu olan giftlerin
kadin eslerinde NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L genlerindeki olasi varyasyonlarin
arastirimasidir. Yapilacak olan tez ¢alismasi sonucunda tekrarlayan gebelik kayiplari
ile NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L genleri arasinda bir iligkinin saptanmasi durumunda
bu bilgi evrensel literature rapor edilecektir. Daha sonraki suregte nedeni
aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi dykisu olan hastalarda iliskili gen/genlerdeki

varyasyonlar rutin olarak arastirilacaktir.



GENEL BILGILER

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) abortus tanimini gebeligin ilk 20 haftasi iginde,
agirligi 500 gr’ dan az fetls ve eklerinin tamaminin veya bir kisminin uterus bosluguna
atilmasi olarak yapmistir.

Tekrarlayan gebelik kayiplari ¢ farkli ana grup iginde incelenmektedir;

1. Birincil Tekrarlayan Gebelik Kaybi: En az U¢ kez gebelik kaybi olan giftin hig
canli dogumunun olmamasidir.

2. Ikincil Tekrarlayan Gebelik Kaybi: En az (i¢ kez gebelik kaybi olan giftin
gebelik kayiplarindan en az bir tanesinin 20. gebelik haftasi sonrasinda gergceklesmis
olmasidir.

3. Tersiyer Tekrarlayan Gebelik Kaybi: Canl dogum olan ve sonrasinda en az
uc kez gebelik kaybi olmasidir.

TEKRARLAYAN GEBELIK KAYIPLARI ETIYOLOJISI

TGK’nin birden fazla nedeni olabilir. TGK nedenlerini Roger ve arkadaslar yedi
bashk altinda siniflandirmiglardir; Trombofilik Nedenler, Genetik Nedenler,
Kromozomal Nedenler, Anatomik Nedenler, Endokrin Nedenler, Cevresel Nedenler,

immiinolojik Nedenler (6).



CEVRESEL NEDENLER

Guncel veriler gevresel faktorlerin TGK’larina neden oldugu konusunda kesin
kanitlar olmadigini gostermektedir. Belirli bir besin eksikliginin de TGK’na neden
olduguna dair kesit bir kanit yoktur (7).

Fakat U¢ 6zel durum igin; sigara, alkol ve kafein kullanimina 6zellikle dikkat
cekilmistir. Bu uU¢ madde, kullanimi yaygin oldugundan ve etkileri géz Onune
alindiginda 6zel bir 6nem kazanmistir. Maternal alkolizm (veya sarhos edici miktarda
alkol tuketimi), daha yuksek oranda spontan gebelik kaybi oranlari ile tutarli bir sekilde
iliskilendirilmistir. Orta alkol alimini gebelik kaybiyla iliskilendiren calismalar, ilk
trimesterde haftada 3'ten fazla alkolli igcecek tlketildiginde risk oranlarinda artis
oldugunu gostermistir. Sigara i¢imi ile vicuda alinan nikotinin gugli vazokonstriktor
etkisine baglh olarak, uterus ve plasentada kan akisinin azalmasi sonucunda
kendiliginden duguk riskinin artabilecegi ongorulmektedir.

Bununla birlikte, sigara kullanimi ile gebelik kaybi arasindaki baglanti halen
tartismalidir. Kafeinle ilgili yapilan bir diger calismada, kafein tiketimi hamilelik

déneminde arttirildiginda, spontan dusuk riskini 2 katina gikardidi bildirilmistir (8).

TROMBOFILIK NEDENLER

Gebeligin 3 asamasinda da dnemli rol oynayan hemostatik sistem (ovulasyon,
implantasyon ve plasentasyon) kan kaybinin énlenmesi anlamina gelmektedir. Bir
damar zedelendiginde veya hasar gordugunde ardisik bir seri sistem ile hemostaz
saglanmaktadir. Bu sistemler; damar spazmi, trombosit tika¢ olugsumu, kanin
koagulasyonu sonucu kan pihtisinin olusumu ve fibroz dokunun pihti i¢cine dogru
blylUmesiyle damarda meydana gelen hasarin kalici olarak kapatiimasidir (7).

Trombofili faktort gebeligin devami icin 6nemli bir etkendir. Fetus ve maternal
dolagsimin bir pargasi olan koryon villus ve maternal damarlarda olusan pihti fetal
beslenmede hasara neden olarak implantasyon basarisizligina ve abortuslara neden
olabilmektedir (8).

Trombofili kaltsal olabildigi gibi yasamin herhangi bir evresinde de meydana
gelebilmektedir. Herediter trombofilinin gértilme sikhgi populasyonlar arasinda farklilik
gosterebilmektedir (9). Herediter trombofililer koagulasyon igin gerekli bir kisim protein
yapidaki faktorlerin artisi ya da antikoagulan faktorlerinin bloke olmasi sonucu
gelismektedir. Faktor V Leiden, Protrombin 20210 G>A, MTHFR 677 C>T, MTHFR
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1298 A>C, PAI-1 4G/AG, Beta Fibrinojen -455 G>A varyasyonlarinin herediter
trombofili etiyopatogenezinde rol oynadigi bildirilmistir. ilgili genlerdeki varyasyonlara
ek olarak hamilelik, kalp yetmezligi, kotd huylu timorler ve orak hucre anemisi gibi
rahatsizliklar da trombofiliye neden olabilmektedir (10).

Herediter trombofili, gebelik kayiplarinin etiyolojisinde dnem arz etmektedir.
Gebelik basladiginda koagulasyon dengesi hiperkoagulasyon yonine dogru
ilerlemektedir. Bu durum bir takim maternal koruyucu faktorler ile saglanmaktadir.
Dogum gergeklestikten kisa bir slre sonra pihtilagsma oncusu protein ve enzimler
gebelik oncesi seviyelerine ulagmaktadir. Kalitimsal ya da sonradan edinilmis
trombofililer gebelikte hem anne hem de fetls icin tehlike olusturmaktadir. Maternal
damarlarda pihti birikmesi, beraberinde annenin yasamsal tehlikesine, fetusun uterusa
implantasyon basgarisizligina, gebelik zehirlenmesine ve 6lu dogumlara neden olabilir
(11).

GENETIK NEDENLER

Kromozom anomalisine sahip gebeliklerin yaklasik %90’ kaybedilirken,
kromozom anomalisi olmayan gebeliklerin cogu devam etmektedir (12). ilk trimester
gebelik kayiplarinin %50’sinde, ikinci trimester gebelik kayiplarinin %30’unda ve 0lU
dogumlarin %3’Unde kromozomal anomalilerin varligi bildirilmigtir (13) .

TGK olan hastalarin dusuk materyalinde kromozom anomali sikhgi yaklagik
%50-60°dir (13). TGK ile spontan dusukler arasinda kromozom anomali sikhgi
acgisindan anlamh bir fark bulunmamaktadir. DusUklerde tespit edilen kromozomal
anomalilerinin %90’indan fazlasi sayisal (anéploidi, poliploidi) anomaliler, geri kalanlar
ise translokasyon ve inversiyonlari kapsayan yapisal anomaliler ve mozaisizmlerdir
(14).

TGK’da en sik rastlanan kromozomal anomaliler otozomal trizomilerdir
(Kromozom 13, 16, 18, 21 ve 22). Trizomi insidansi kadinlarda yas ile birlikte artis
gOstermektedir. Trizomi 16, tim trizomilerin %30’unu olusturmakta ve gebelik
kayiplarinda en sik saptanan sayisal anomalidir (14). Trizomi 16’y1, monozomi X (45,X)
ve poliploidiler takip etmektedir. Turner Sendromu (45,X) sitogenetik olarak anormal
olan abortuslarin %20-25'’ini olugturur. Anormal fertilizasyona neden olan diger genetik
anomaliler arasinda tetraploidi ve triploidi gibi anomaliler sayilabilir ve bu anomaliler
yasamla bagdagsmaz (15).

Genlere ait bazi mutasyonlar da TGK’'na neden olabilecek bozukluklara yol
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acabilir. TGK ile ilgisi kanitlanan tek gen bozukluklarina en iyi 6rnek otozomal dominant
kalitim 6zelligi gésteren myotonik distrofidir (16). Fetlsu etkileyen ve disuge yol acan
diger otozomal dominant bozukluklar thanatoforik displazi ve tip Il osteogenesis
imperfecta gibi 6lumcul iskelet displazileridir (17).

TGK 6ykusu olan ciftlerin %2-5’inde ebeveynlerin birinde yapisal dengeli
kromozom anomalisi (translokasyon) saptanmigtir. Bu oran normal popullasyonda
%0.2’dir. Ebeveynlerde saptanan kromozomal anomaliler cogunlukla translokasyon ve
inversiyondur ve daha yuksek oranda da maternal kaynaklidir. Paternal kromozom
anomalisi saptanan ciftlerin canli gocuk sahibi olma olasiliklari genel anlamda %50-
70’tir. Ancak bu oran mevcut kromozomal bozukluklarin yapisi ile yakindan iligkilidir
(18).

KROMOZOMAL NEDENLER

Kromozomal anomaliler dusuklere neden olan en sik nedenlerden birisidir ve
klinik diguklerin yaklasik %50’sini olusturur. Onuncu gebelik haftasindan énce kalitsal
olmayan yapisal ve sayisal kromozomal anomaliler ile meydana gelen abortlar gebelik

kayiplarinin yaklasik %80’lik kismini olusturmaktadir (19).

Bu anomalilerin yaklasik %56’s1 trizomi, %20’si poliploidi, %18’i X kromozomu
monozomisi ve %4’0 dengesiz translokasyonlardan olugsmaktadir. Klinik disuklerde en
sik saptanan trizomiler 21, 18, 16, 22, 15 ve 13’tlr (20).Trizomili gebeliklerin gogu
dusukle sonuglanabilir; istisnalar trizomi 21, 18 ve 13’U igerir. Dogum sonrasi hayatta
kalma oranlari trizomi 21’de %22, trizomi 18'de %5 ve trizomi 13’de %3’tlr. Cinsiyet
kromozomu trizomilerinde dogumdan sonra hayatta kalma orani yukarda belirtilen
trizomilere oranla daha yuksektir (21).

Literatirde klinik 6ncesi 1. trimester duslklerin %70’nin bir kromozom
anomaligine bagli oldugunu bildirmistir. Kromozomal anomaliklerin sikhginin, ikinci ve

uclncu trimester gebelik kayiplarinda yaklasik %6 azaldigi rapor edilmistir (22).

ANATOMIK NEDENLER

Anatomik anormallikler, TGK vakalarinin %10-15'ini olusturur ve genellikle
endometriyumun kanlanmasini bozarak, anormal ve yetersiz yerlegsime yol agan
dusuklere neden oldugu dusundlar (23). Dolayisiyla, endometriyumun vaskuler

beslemesini kesebilecek anormalliklerin, TGK'nin potansiyel nedenleri oldugu
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dusundlmektedir. Bunlar, dogustan uterin anomalileri, intrauterin adezyonlari ve uterin
fibroidleri veya polipleri igerir. Her ne kadar ikinci trimester kayiplari veya erken
dogumla daha kolay iliskilendirilse de konjenital uterus anomalileri de TGK'da rol oynar
(24).

Uterus septumu, etkilenen hastalar arasinda %76 oraninda spontan gebelik
kaybi riski ile en yakindan baglantili konjenital uterin anomalisidir. Unikornuat didelfis
ve bikornuat uteri gibi diger Mullerian anomalileri, TGK riskindeki daha kiuguk artiglarla
iligkilendirilmigtir (25).

Kavisli uterusun TGK etiyolojisindeki rolli belirsizdir. Bazen Asherman
sendromuyla iligkili olan intrauterin adezyonlarin varligi, yerlesimi onemli olglude
etkileyebilir ve erken gebelik kaybina neden olabilir. Bes cm'den buyuk intramural
fibroidler ve herhangi bir boyuttaki submukozal fibroidler TGK'ya neden olabilir (26).
Uterin miyomlar bulunduklari bolge ve buyukluklerine gore gebeligi sonlandirabilecek
ureme sorunlarina neden olabilir. Bu durum, anormal endometrial gelisim, anormal

endokrin ortam ve kontraktil bozukluklar gibi durumlarda aciklanabilmektedir (27).

ENDOKRIN NEDENLER

TGK’nin yaklasik %10’u endokrinolojik nedenlerle iliskilendirilmigtir. Luteal faz
defekti (LPD), polikistik over sendromu (PKOS), diabetes mellitus (DM), tiroid hastaligi
ve hiperprolaktinemi, TGK’nin yaklasik %17-20'sinde ortaya ¢ikan endokrinolojik
bozukluklar arasindadir (28).

Geleneksel olarak, LPD'nin korpus luteum tarafindan progesteronun yetersiz
uretiminden ve uygun vyerlestirme igin vyetersiz endometrial olgunlagsmadan
kaynaklandidi ileri surdlmustir. Endometriyumun histolojik gelisiminde, menstriel
siklusun gunune kiyasla, 2 gunden daha uzun bir kalici gecikme oldugunda teshis
edilir. GUnumuizde LPD'nin TGK'daki gergek roli tartismalidir ve LPD teshisi igin
endometrial biyopsiler nadir olarak belirtiimektedir. Bazi ¢alismalar luteinize edici
hormonda veya androjenlerde (her ikisi de PKOS ile iligkili 6zelliklerde) TGK yasayan
hastalarda anormal ylUkselmeler oldugunu goéstermistir. Bu anormalliklerin oositin
erken yaslanmasina veya endometriyumun senkronize olmayan olgunlagsmasina
neden olabilecegini dugunulmektedir (29).

Literatirde, TGK Oykusu olan kadinlarin en az %40'inda PKOS tanisi oldugu
bildirilmistir. insllin direnci ve PKOS (genellikle tip Il diabetes mellitus) vakalarinda

siklikla gorulen hiperinsulinemi (insulin sensitize edici ilagla tedavi goren hastalarda
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spontan gebelik kaybinin azalmasiyla kanitlandigi gibi) TGK'da rol oynayabilir. Kotu
kontrol edilen tip 1 diabetes mellitus, spontan dusuk riski artisi ile de iligskilendirilmistir.
Tedavi edilmemis hipotiroidizm, spontan dusik ve TGK ile net bir sekilde iligskilendirilse
de 6tiroid hastalarda antitiroid antikorlari ile TGK arasindaki baglanti halen tartismalidir
(30).

Antitiroid antikorlari olan &tiroid kadinlarin, 6zellikle de dodurganlik tedavisine
girenlerin, hamileligin baglamasindan kisa bir sure sonra klinik olarak hipotiroidi olma
ihtimalinin  bulundugu rapor edilmigtir. Bu kadinlarda gebelik sonuglari erken
(muhtemelen dogum &ncesi) tiroid hormon replasmani ile dizelebileceginden, TGK’h
kadinlar arasinda da benzer c¢alisiimalar yapiimaktadir (31).

Endokrin bozukluklarinin degerlendirilmesi, tiroid uyarici hormon (TSH)
seviyesinin Olctlmesini de igermelidir. Hastanin sunumuna dayanarak gosterilebilecek
diger testler, insulin direnci testi, yumurtalik rezerv testi, dizensiz adetlerin varliginda
serum prolaktin, antitiroid antikor testi ve ¢ok nadiren luteal endometrial biyopsileri
icerir. PKOS varhiginda ortaya ¢ikan TGK tedavisi icin insulin duyarliligini arttiran

ajanlarla yapilan tedavi son zamanlarda populerlik kazanmigtir (32).

IMMUNOLOJIK NEDENLER

immiinolojik acidan bakildiginda, fetusun yasami annenin bagisiklik yanitinin
supresyonuna badlidir. Saghkh bir gebelik igin, embriyodaki paternal kaynakli
antijenlere karsli maternal immunolojik tarama gereklidir (33).

Yapilan taramalarda alinan yanit ve bu yanittaki anormallikler TGK’na yol
acabilir. Paternal antijenlere karsi asiri/dengesiz maternal immin cevap ve sitokin
uretiminin TGK’na neden olabilecegi bildirilmistir (34).

TGK olan gebelerin periferik dolasimlarinda, endometriumlarinda dogal
olduricu (NK) hicre miktarlarinda ve aktivitelerinde farkliliklar oldugu gérulmustar.
Maternal immun sistemin, paternal insan |okosit antijenlerini (Human leukocyte
antigen, HLA) yabanci olarak algilamasi ve ona kargi olugturdugu allo-antikorlar fetusu
kaplayarak koruyabilir. Koruyucu nitelikteki bu allo-antikorlarin yetersizligi TGK’na yol
acabilir. TGK olan eslerde HLA benzerligi ve buna bagh olarak da allo-antikorlarin
yetersizligi gosterilmistir (35).

Gebelik immunoloijisi ile ilgili buglin de tam olarak agiklanamamig, bilinmeyen
nedenlerden dolayl gebeligin reddi ve dolayisiyla da TGK meydana gelebilir. Egler
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arasindaki HLA uyumsuzlugu, maternal I6kositoksisite ve maternal blokan antikor

yetersizligi ile TGK arasinda kanita dayali yeterli bilimsel veri bulunmamaktadir (36).

TEKRARLAYAN GEBELIK KAYIPLARINDA NLPR2, NLRP7 VE KHDC3L
GEN VARYASYONLARININ ILiSKiSi

NLRP2 (NALP2)

NALP2 geni kromozom 19q13.42’'de lokalizedir. NALP2 gibi NALP proteinleri,
bir N-terminal pirin alani (PYD) ile karakterize edilir ve Toll benzeri reseptorler (TLR4)
tarafindan kaspaz-1'in (CASP1) aktivasyonunda rol oynar. NALP2, proinflamatuar
kaspazlari aktive eden protein komplekslerinde de rol oynayabilir (37).

Kuchmiy ve ark. (2016)’lari mikroarray veritabani ve Reverse Transcription PCR
(RT-PCR) analizleri ile fare ve insan yumurtaliklarinda ve 6zellikle oositlerde secici
NLRP2 ekspresyonunu saptarken, erkek Ureme sisteminde NLRP2 ifadesinin
olmadigini bildirmistir (38).

Endojen NALP2 ekspresyonunun inhibisyonu, Nuclear Factor kappa B (NF-
kB)'nin lipopolisakkarit (LPS) aracili indiksiyonunu arttirir.  Mutasyon analizi,
NALP2'nin pirin domaininin, ¢esitli uyaranlar tarafindan NF-kB induksiyonunun
inhibisyonuna araci oldugunu, ancak diger transkripsiyon faktorlerinin indiksiyonuna
araci olmadigini gosterdi. NALP2, CASP1'in aktivitesini arttirarak, NALP2 ve CASP1
ile birlikte interlékin 1 beta (IL-1b) sekresyonunu indiikler. IL-1b indiiksiyonu ayrica
NALP2 pirin domainine ihtiya¢ duyar (38).

Peng ve ark. (2012)’lari, RNA interferansi kullanarak, farede NLRP2'nin
susturulmasinin oosit olgunlagmasi uzerinde belirgin bir etkisi olmadigini, ancak
partenogenetik aktivasyondan sonra 2 hucreli asamada embriyonik arreste neden
oldugunu bildirmistir. Ayni calismada kontroller blastosist asamasina ulagmistir.
NLRP2'nin asiri ekspresyonu ise, zigotlarin blastosist asamasina gelmesine izin
verirken, kontrollere kiyasla apoptotik blastomerlerin sayisini arttirmigtir (39).

Kuchmiy ve ark. (2016)’lari, NLRP2 - / - farelerin, anormal fenotipler ve dogustan
gelen ve uyarlanabilir bagisiklik tepkileri olmadan yasayabilir oldugunu saptadi. Olgun
yetiskin NLRP2 -/ - farelerden (ancak geng¢ olmayan NLRP2 - / - fareler) elde edilen
oositlerin, hatali partenogenetik gelisim gosterdigi, NLRP2 - / - disilerin yaslandik¢a
dogurganlik ve bir batinda dogan yavrularin sayisinin azaldigi bildirilmistir. Kuchmiy

ve ark. (2016)’lart NLRP2'nin anne yasina bagl dogurganligi segici olarak kontrol ettigi
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sonucuna varmistir (38).

NLRP7 (NALP7)

Okada ve ark. (2004)’lari, NALP7’nin kromozom 19q13.4 de lokalize oldugunu
ve 11 ekzon igerdigini, ekzon 5 ve 9 igin alternatif ekzonlar oldugunu bildirmistir. Okada
ve ark. (2004)’lari, RNA interferansi ile NALP7'nin susturulmasinin bir karsinom hiicre
hattinda blyumeyi azalttigini ve NALP7'nin hlcre proliferasyonunda énemli bir rol
oynayabilecegini rapor etmiglerdir (40).

NALP'ler, daha buylik CATERPILLER protein ailesi i¢cinde bir alt aile olusturan
sitoplazmik proteinlerdir. NALP7 gibi cogu kisa NALP, bir N-terminal purin (MEFV)
domaini (PYD), bir NACHT domaini, bir NACHT ile iliskili domain (NAD) ve bir C-
terminal 16sin zengin tekrarlar iceren (LRR) bdlgeye sahiptir. Uzun NALP, NALP1,
ayrica FIIND (find domain) ve CARD (caspase recruitment domain) bulmak icin bir
islev iceren bir C-terminal uzantisina sahiptir. NALP'ler, inflammasomlar olarak
adlandirilan multiprotein komplekslerine katilimlari yoluyla proinflamatuar kaspazlarin
(6rnegin, CASP1) aktivasyonunda rol oynar (41).

Mahadevan ve ark. (2014)lari, NLRP7'nin oositlerde ve erken insan
embriyolarinda yuksek oranda eksprese edildigini ve ortolog olmadigini belirtmigtir.
insan embriyonik bébrek hiicreleri (HEK293T)'nde NLRP7'nin transfeksiyonu
ve asirit ekspresyonunun hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada NLRP7

ekspresyonuyla sonuglandigini rapor etmigstir (42).

TEKRARLAYAN HIiDATIDIFORM MOL

Hidatidiform Mol, plasental villusun embriyo ve kistik dejenerasyon olmayan
anormal bir insan gebeligidir. Moglabey ve ark. (1999)lari, ailesel hidatidiform
mollerden sorumlu olan maternal resesif kromozom lokusunu 19q13.4 (HYDM1) olarak
bildirmistir (43). Murdoch ve ark.’lari (2006), mol hidatidiform aday bolgesini 0.65 Mb
olarak ayrintili bir sekilde haritalandirarak, ailesel ve tekrarlayan hidatidiform mollG
bireylerde maternal gen NALP7'de 5 mutasyon rapor etmistir (44).

NALP7, bir diziimmunolojik ve inflamatuar yolu aktive eden bir pleiotropik sitokin
olan IL1-beta’nin negatif bir dizenleyicisidir. IL1-beta, blastosistin implantasyonunu
kolaylastirdidi, proteaz agini dizenledigi ve trofoblastin endometriyumu ne dlglde
istila edebilecegini kontrol ettigi preimplantasyon doneminde uterus ortaminda bol
miktarda bulunur. Ureme organlarinda inflamatuar yolagin dereglilasyonu veya NALP7
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hatasi olan kadinlarin uterusu, 6zellikle ge¢ spontan dusukler, 6lu dogumlar ve fetal
gelisme hatasi olan normal gebelikler olmak Gzere konseptlerin fenotiplerindeki genis
degiskenligi agiklayacaktir (44).

Murdoch ve ark. (2006)’lari daha 6nce NALP7 geninde bir splicing bolgesi
mutasyonu tanimladi ve ana tekrarlayan ve uzun serpistiriimis nukleer elementlerde,
inaktif X kromozomundaki genlerde, 3 kanserle ilgili genlerde ve PEG3’de farkl sekilde
metillenmis bolgeyi c¢evreleyen sitozin-fosfat-guanin (CpG) bakimindan zengin
alanlarda normal postzigotik DNA metilasyon paternleri gosterdi. Djuric ve ark.
(2006)’lar1, postzigotik DNA metilasyonunun ve de novo metilasyonun NALP7 hatasi
olan ailesel hidatidiform mollerde normal oldugu ve bu dokulardaki anormal DNA
metilasyonunun imprinted DMR'lerle sinirli oldugu sonucuna varmistir (45).

Deveault ve ark.(2009)'lari, sporadik ve ailesel hidatidiform mollu olan
hastalarda NLRP7 geninde 10 yeni sinonim olmayan varyanti / mutasyonu ve 1
trunkasyon mutasyonunu bildirmigtir. Hastalarda diploid biparental, diploid
androgenetik, triploid ve tetraploid gebelikler gorulmustur. 3 hastada in vitro ve in vivo
erken embriyo boluinme anormallikleri belgelenmigtir. Yazarlar, androgenetik mollerin
kokeninde 2 vuruslu bir mekanizma 6nermistir. Bu mekanizma, haploid, diploid, triploid
ve tetraploid blastomerleri ile kaotik mozaik anoploidilere yol acan degisken
derecelerde erken embriyo bdliinme anormalliklerinden olusmaktadir. implantasyona
ulagan ve hayatta kalan embriyonik hucreler daha sonra maternal immun sistem tepkisi
ile karsilasabilir. Hastalarin bozulmus inflamatuar yaniti nedeniyle, tam allogreft olan
androgenetik hicreler blyuyebilir ve ¢gogalabilir (46).

Wang ve ark.(2009)’lari, dogrulanmis ailesel tekrarlayan hidatidiform mol teghisi
olan 20 aileden etkilenen bireylerde NLRP7 genini analiz ettikleri ¢alismalarinda,
ailelerin 17'sinde 16 farkli mutasyon bildirmistir. Onyedi mutasyon pozitif aileden
14'Unde etkilenen Uyelerin (sadece 1 aile akrabalik rapor etmesine ragmen)
tanimlanan mutasyonlar igin homozigot olduklari rapor edilmistir. Wang ve ark.’lari,
NALP7 geninin 693. kodonunda (R693W, R693P ve R693Q) 3 farkli mutasyon
tanimlayarak, C-terminal LRR alaninda bulunan 693 pozisyonunun, NLRP7 genindeki
mutasyon igin bir sicak noktayi temsil ettigini bildirmigstir (47).

Slim ve ark. (2009)’lari, NLRP7 genini analiz ettikleri tekrarlayan hidatidiform
mol ve Ureme kaybi olan, akraba olmayan 10 Hintli kadindan 7’sinde R693P ve N913S
mutasyonlari igin homozigotluk veya bilesik heterozigotluk bildirmiglerdir. Haplotip

analizi, Hint populasyonunda her iki mutasyon i¢in de gugli bir kurucu etki gosteren,
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mutasyonlarin her birini tagiyan ortak bir haplotip gostermistir. Bu durum, ebeveynleri
arasinda bilinen akrabalik olmamasina ragmen, hastalarin 4'Gnin homozigot olmasi
gercegiyle de desteklenmigtir. Slim ve ark.’lari 1 ¢ocugu olan ve Ureme problemi
olmayan 1 probandin kardesinin R693P ve N913S mutasyonlari igin bilesik heterozigot
oldugunu, NLRP7'de 2 mutasyonu olan ve ureme sorunu olmayan uguncu erkek
hastayi bildirmistir (48).

Andreasen ve ark.(2012)’lari, biparental diploid HM olan Danimarkali bir
kadinda, NLRP7 genindeki bir splice bodlgesi mutasyonu i¢in homozigot oldugunu
bildirmistir (49).

Fallahian ve ark. (2013)’lari, Wang ve ark.(2009)’lari tarafindan daha once
calisilan bir kadinin tam hidatidiform mol gebelik dokusunda gergeklestirdikleri genetik
analizde, NLRP7 geninde homozigot 14 bp duplikasyon saptadiklarini rapor
etmiglerdir. Birincisi ve Uguncusu diploid biparental HYDM'lerdi, ikincisi ise 1 baba ve
2 maternal allel igeren diginik triploid gebelikti. Fallahian ve ark.’lari, bu bulgularin
NLRP7'nin maternal baskiyi belirleme ve / veya surdirmedeki roli ile tutarl oldugunu
belirtmistir (50).

NLRP7 VARYASYONLARININ TEKRARLAYAN GEBELIK KAYBI iLE

OLASI iLiSKisi

Huang ve ark.(2013)'lari, tekrarlayan gebelik kaybr dykusu olan 143 Tayvanli
Han kadininda NLRP7 genindeki SNP'leri analiz ettikleri ¢galismalarinda, resesif bir
modelde hastalar ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gésteren bir tek
nukleotid polimorfizmi (rs269949) (p = 0,0456; olasilik orani = 16,49 GG genotipi igin)
saptadiklarini bildirmistir (51).

Aghajanova ve ark.’lari (2015), etiyolojisi bilinmeyen ortalama 4.7 dlsuk oykusu
olan 22'si Kafkas kokenli, 2'si Asya kokenli 24 kadinda ve birincil agiklanamayan
infertiliteye sahip 94 isvecli veya Finlandiyali kadinda, NLRP7 geni varyasyonlarini
arastirmig, ancak her iki grupta da hastaliga neden olan mutasyon saptamadiklarini
rapor etmiglerdir (52).

KHDC3L
Memeli folikuli geligimi sirasinda, oositler, zigotik genom aktivasyonundan
once erken embriyo tarafindan kullanilan dnemli miktarda maternal RNA ve protein

biriktirir. KHDC3L, erken embriyonik gelisimde roll oldugu tahmin edilen bir
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subkortikal maternal kompleksin (SCMC) bir bilesenidir (53).

Zhu ve ark.(2015)lanr, KHDC3L'yi insan fetal yumurtaliklarindan klonladi.
KHDC3L'nin fare homologu olan 346 amino asitli fare filia proteini ile % 41 amino asit
Ozdesligi paylastigini bildirdiler. RT-PCR ile insan yumurtaliklarinda KHDC3L
ekspresyonunu saptanirken, incelenen diger insana ait sekiz dokuda ¢ok az ifade veya
hi¢ ifade edilmedigi rapor edildi. Konfokal mikroskopi ile, oositlerin ve erken
embriyolarin alt korteksinde NLRPS5, KHDC3L, OOEP ve tam uzunlukta TLE6
kolokalize edilmistir (53).

Genomik dizi analizi ile Pierre ve ark. (2007)'lari ECAT1 genini kromozom
6q13’de haritaladi. HEK293 hicrelerinin immunofloresan ¢alismalarinda Reddy ve
ark. (2013)’lari, KHDC3L'nin juxta ve perinikleer bolgelerde NLRP7 (609661) ile
ortak lokalize oldugunu gostermigtir (54).

Fallahian ve ark.(2013)'lari, Parry ve ark.’larinin daha 6nce ¢alismis oldugu dort
komplet hidatidiform mol (CHM) gebelik 6ykist olan kadina ait dokunun genetik
analizini gergeklestirdikleri calismalarinda, KHDC3L genindeki mutasyonlar igin bilesik
heterozigotlugu tanimlamis ve diginik triploid konseptiyle tutarli olarak bir maternal
olmayan ve iki maternal allel tespit ettikleri rapor etmiglerdir. Ayni zamanda KHDC3L
mutasyonlari icin bilesik heterozigot olan probandin kiz kardesi iki CHM hamileligi
gecirmisti; ikinci CHM'nin genotiplemesi, genoma hem maternal hem de paternal katki
saglayan iki tarafli bir CHM oldugunu gdésterdi. Fallahian ve ark.’lari, bu bulgularin
KHDC3L'nin maternal imprintingi olusturmada ve / veya surdirmedeki rolu ile tutarli
oldugunu bildirmistir (50).

Reddy ve ark. (2013)lari, HYDM2'li 3 akraba olmayan aileden 4 kadinda
KHDC3L geninde 2 farkli homozigot trunkasyon mutasyon tanimlamistir. Bir hastadan
alinan 5 farkli konseptin akig sitometrik (flow cytometric) analizi, hepsinin diploid
biparental oldugunu gdstermistir. 2 hastadan alinan hematopoietik hucrelerin
immunolojik ¢alismalari, her iki C-terminal trunkasyon proteinin (gidik) normal hicre
alti (subcellular) lokalizasyona sahip oldugunu ve KHDC3L'nin NLRP7 ile ortak lokalize

oldugunu gostermigtir (54).
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GEREG VE YONTEMLER

Yiksek lisans tez calismasi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Genetik Hastaliklar Tani Merkezi Laboratuvarlar’'nda gergeklestirilmistir.

Calismaya dahil edilen hasta grubundaki bireylere ¢calisma hakkindaki bilgileri
iceren ve onayinin alindigini belgeleyen “Bilgilendiriimis Gondlld Olur Formu”
imzalatild1 (EK-1).

Calismamiz “Trakya Universitesi Tip Fakultesi Dekanhg@i Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu” tarafindan, arastirmanin gerekgesi, amaci, yaklasim ve yontemleri
incelendikten sonra 07.05.2018 tarihinde 08/06 karar numarasi ve sayili belge (TUTF-
BAEK 2018/172) ile onaylanmistir (EK-2).
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GALISMAMIZDA KULLANILAN CIiHAZLAR, KiIMYASAL MADDELER VE
SARF MALZEMELER

Cihazlar

Qiagen EZ1 Advanced XL-Otomatize DNA izolasyon cihazi (Almanya)
Pipet seti (Eppendorf, Almanya)

Nanodrop 2000C (Thermo Fisher Scientific, ABD)

NGS lllumina MiSeq (illumina, ABD)

Termal sayklir cihazi (Applied Biosystems, ABD)

+4 ve -20 °C buzdolaplari (Beko, Turkiye)

Vorteks (isolab, Tirkiye), ultra saf su cihazi ve saf su (TKA, ABD)
Santriftj (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Biyoguvenlik kabini (Heraeus, Almanya) analizlerde farkli amaclar igin
kullanildi.

Quantum ST4 VILBER LOURMAT jel goérUntileme cihazi (Vilber
Lourmat, Fransa)

Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen, ABD)

Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

DNA izolasyon kiti (Qiagen EZ1 DNA Blood 200 pl Kit, Hilden, Almanya)
Distile su (Gibco Distilled Water DNase/RNase Free, 500 ml, Birlesik
Krallik)

illumina Nextera XT Sample Preparation Kit (24,96) (ABD)

Thermo Fisher Scientific™ Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase Kit
(Norveg)

Invitrogen Thermofisher Custom Primers (Almanya)

10 pl Racked Extended Length Filtered Vertex Tips, Natural, 10 Racks
per Pack (Vertex Pipette Tips, ABD)

200 ul Racked Filtered Vertex Tips, Natural, Graduated, 10 Racks per
Pack (Pipette Tips, ABD)
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YONTEMLER

DNA iZOLASYONU

Calismaya dahil edilen hasta grubundaki her bir bireyden 2,5 cc periferik venoz
kan 6rnegi, 5 cc’lik EDTA’lI tlplere alindi ve DNA izolasyonu yapilana kadar +4 °C’de
saklandi. Periferik ven6z kan orneklerinden genomik DNA, EZ1 DNA Blood 200 ul
izolasyon kitleri (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak, EZ1 Advanced XL (Qiagen,
Hilden, Almanya) niikleik asit izolasyon cihazi ile elde edildi. izolasyon, kullanilan
kitin protokoline uygun olarak 200 ul kan ornegi ile baslanip son hacim 100 pl olacak

sekilde yapildi.

GENOMIiK DNA’LARIN SPEKTROFOTOMETRIK OLGUMLERI

Genomik DNA’larin konsantrasyon ve saflik degerleri NanoDrop 2000C
(Thermo Scientific, ABD) cihazi ile 260/280 nm dalga boylarinda 6lguldu. 260/280
nm orani 2.00’den blyuk ve DNA konsantrasyonu 20 ng/pl'nin altinda olan genomik
DNA o6rnekleri calismaya dahil edilmedi. Dalga boyu orani 1.5-2.0 ve konsantrasyon
degeri 20-80 ng/pl arasinda olan genomik DNA 6rnekleri calismaya dahil edildi.
Konsantrasyon ve saflik kontrolinden gegcen genomik DNA drnekleri ¢calisma

zamanina kadar -20 °C’de bekletildi.
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PRIMER DiZAYNI

NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L genlerine 6zgu primer (sentetik oligonukleotid)
tasariminda Ensembl veri tabanindan yararlanildi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L

genlerine 6zgu primerler amplikonlar halinde tasarlandi (Invitrogen Thermofisher

Custom Primers, Almanya) (Tablo 1).

Tablo 1. KHDC3L, NLRP2 ve NLRP7 genlerinin ekzonlara ayrilmig halde

primer blast verileri
Primerler Sekans (5'>3’) bp | Tm | GC%

Forward Primer &%ﬁgg@%ﬁfeem 27 | 66.2 | 52
N IDIEE GCCAAAGTGTTCTCTG

Reverse Primer CTGGGGCTT 25 | 67.6 | 56
NLRP?2 Forward Primer iggigéﬁégﬁCCAGGC 26 | 68.2 | 58
EX1F-2R Reverse Primer ggg%i?ﬁTTchTTTAéAGTC 29 | 68 52
NLRP2 Forward Primer Ei¥i’2§gé$e‘ “G“G‘GAGCA 29 | 67.4 | 48
EX3F-5R Reverse Primer Egéé;ECAETT%Ac‘;CCTA 28 | 68.3 | 53
NLRP?2 Forward Primer ﬁggg;gg#gziﬂCTG 29 | 66.8 | 48
EX6F-9R . ACCCAGGTCTTACCAGT

Reverse Primer TGTCATTAGC 27 | 64.4 | 48

Forward Primer gﬂ%g%fg HeTE 27 | 66 52
NLRP2 . AGTAACAGCTTCATTT
EX10F-12R Reverse Primer GTGAATGCTCTCACCT 32 | 66.5| 40

. GTTCTTGGCACACAGG
NLRP7 Forward Primer AAACTGTGGTTTC 29 | 66.7 | 48
SR Reverse Primer gg%ﬁ:gg;?g HEIEh 27 | 67 52
NLRP7 Forward Primer g’é;(égﬁ‘.gzccﬁ.TGACT 27 | 67 52
EX6F-8R Reverse Primer ggg%$$ﬁ¥gﬁggcccr 28 | 66 53.5
. ATGTCTGCTGTCACT

NLRP7 Forward Primer AAAAACTCTGAGGA 29 | 64 41
2L Reverse Primer ggg}riéﬁfgg.?ggAG 28 | 63 46

Bp: Primer Baz Uzunlugu; Tm: Sicaklik; GC%: Guanin ve Sitozin orani.
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PRIMER OPTiMiZASYONU

Primer optimizasyonunda Thermo Fisher Scientific™ Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase Kit'i kullanildi

Primer dizayninin ardindan elde edilen veriler dogrultusunda uygun
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sartlari olusturulup ilgili genlerin

¢ogaltilmasi saglandi.

Her bir ekzon igin farkli PCR sartlari olusturuldu.

KHDC3L geni i¢in uygun reaktif miktarlari;

Phusion Green 4 ul
dH20 10.8 pl
DMSO 0.5
dNTP 0.5 pl

DNA 1 pl

Primerler (Forward+Reverse) 1.5+1.5 pl

Toplamda 20 pl ve asagidaki PCR sartlari belirlendi (Tablo 2);

Tablo 2. KHDC3L PCR sartlari

Sicaklik °C Sire

98 2 dk

98 10 sn

64 20 sn SOR
déngl

72 90 sn

72 7 dk

4 )

Dk: Dakika; Sn: Saniye.

NLRP2 EX3F-5R, NLRP2 EX6F-9R, NLRP2 EX10F-12R, NLRP7 EX1F-5R,
NLRP7 EX9F-10R ekzonlari igin uygun reaktif miktarlari;

Phusion Taq 0.2 pl
Phusion Green 4 pl
dH20 9.5 pl
DMSO 0.5 pl
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dNTP 0.5 pl
DNA 1.5 pl

Primerler (Forward+Reverse) 1.5+1.5 pl

Toplamda 20 ul ve asagidaki PCR sartlari belirlendi (Tablo 3);

Tablo 3. NLRP2 EX3F-5R, NLRP2 EX6F-9R, NLRP2 EX10F-12R, NLRP7

EX1F-5R, NLRP7 EX9F-10R igin PCR $Sartlar

Sicaklik °C Sire
98 2 dk
98 10 sn
62 30 sn gy
dongu
72 150 sn
72 7 dk
4 o0
Dk: Dakika; Sn: Saniye.
NLRP2 EX1F-2R ekzonu i¢in uygun reaktif miktarlari;
e Phusion Taq 0.2 pl
e Phusion Green 4 ul
e dH20 10.8 ul, DMSO 0.5 pl
e dNTP 0.5 pl
e DNA1 |J|
e Primerler (Forward+Reverse) 1.5+1.5 pl
Toplamda 20 pl ve asagidaki PCR sartlari belirlendi (Tablo 4);
Tablo 4. NLRP2 EX1F-2R i¢in PCR sartlari
Sicaklik °C Sire
98 2 dk
98 10 sn
63 20 sn 39 .
dongu
72 150 sn
72 7 dk
4 )

Dk: Dakika; Sn: Saniye.
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NLRP7 EX6F-8R ekzonu i¢in uygun reaktif miktarlari;

e Fusion Taq 0.2 pl
e Fusion Green 4 pl
e dH20 10.8 pl

e DMSO 0.5yl

e dNTP 0.5 pl

e DNA 1l

e Primerler (Forward+Reverse) 1.5+1.5 pl
Toplamda 20 pl ve asagidaki PCR sartlari belirlendi (Tablo 5);

Tablo 5. NLRP7 EX6F-8R ekzonu i¢in PCR sartlari

Sicaklik °C Sire

98 2 dk

98 10 sn

64 20 sn S
déngl

72 90 sn

72 7 dk

4 0

Dk: Dakika; Sn: Saniye.

JEL ELEKTROFOREZI
¢ PCR asamasi tamamlanan orneklere kontrol amaciyla agaroz jel

elektroforezi uygulandi (20 dakika sure ile 80 volt uygulandi).

e Biyoguvenlik kabininde (Heraeus, Almanya) jeldeki her bir kuyucuga bir
ornek olacak sekilde 2 pl PCR Urind ve 2 yl etidyum bromur yikleme

yapildi.

e Cogaltiimasi istenilen ekzon bdolgeleri jel gorinteleme cihazi Quantum
ST4 VILBER LOURMAT (Vilber Lourmat, Fransa) ile analiz edildi.

YENI NESIL SEKANSLAMA GALISMASI
Calisma Protokoli

ILLUMINA PROPRIETARY (Nextera XT DNA Library Prep Reference Guide
Document # 15027987v01) Protocol.
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NGS Nextera XT DNA Library Prep Kit icerigi
Birinci kutu icerigi;
e Amplication Tagment Mix (ATM)
e Tagment DNA Buffer (TD)
e Nextera PCR Master Mix (NPM)
e Resuspension Buffer (RSB)
e Library Normalization Additives 1
e Library Normalization Wash 1
e Hybridization Buffer (HT1)
ikinci kutu igerigi;
e Neutralize Tagment Buffer (NT)
e Library Normalization Beads 1

e Library Normalization Storage Buffer 1

Calisiilmak istenen bolgelere ve hasta sayisina goére havuz (pool) hazirlandi.
Elde edilen PCR dUrunleri kanstirildiktan sonra Purfikasyon ardindan Qubit 4
Fluorometer (Invitrogen, ABD) 198 pl Qubit dsDNA Buffer + 2 pl Florofor = 200 pl

olacak sekilde dlgim yapildi.

0,5 ml tipe karisimin 198 ul’si alinip Gzerine 2 pl PCR Urtni eklendi ve 0,2
ng/ul olacak sekilde ayarlanip dl¢ildi. Purfikasyon baslangi¢ volimu 200 pl’dir.
Puarfikasyon 50 ul Elution Buffer ile yapildi. 10 ul ayrilir ve 90 ul dH20 eklenerek PCR
arinu dilte edildi.

GENOMIK DNA TAGMENTASYONU

e Amplication Tagment Mix (ATM) ve Tagment DNA (TD) Buffer -20°C’den

cikartilip buz Uzerinde ¢dzdurdldl, 5-6 kez alt Ust edilerek mini santrifQ;
yapildi.

e Neutralize Tagment Buffer (NT) kontrol edilip vorteksle karistirilip ve mini
santriflj yapildi. 0,2 ml tlplere (pool sayisina goére, kag pool olacaksa o
kadar tlp c¢ikartildi) ve ttplere 10 yl TD Buffer konuldu.

e Uzerine 5 ul PCR Uriint (0,2 ng/ul, toplam 1 ng/ul) eklendi. Tlpler 280 G’de
20°C’de 1 dk santrifuj ardindan tupler thermalcycler cihazina yerlestirilip
ve program 55°C’de 5 dakika ve 10°C ‘de suresiz olacak sekilde galistirildi.

e Ornekler 10°C’ye ulastiginda lzerine 5 ul NT Buffer eklenip ve 5-6 kez
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pipetaj yapilarak karistirildi.
Thermalcycler cihazindan ¢ikarildiktan sonra 6rnekler 280 G’de 20°C’de 1
dk santriflj edildi ve oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

PCR AMPLIFIKASYONU

Index 1 Primers (i7) ve Index Primers (i5) -20°C’den cikartilarak oda

sicakhginda ¢dzdurulip mini santrifij edildi.

Ornek toplam hacmi 25 pl olan karigima 15 ul Nextera PCR Master Mix
(NPM) eklenip, Uzerine 5 ul index 1 ve 5 ul index 2 primeri pipetaj yaparak

eklendi.

Tupler 280 G’de 20°C’de 1 dakika sogutmali santrifGjun ardindan termal
sayklir cihazina yerlestirilip asagidaki programla calistirildi (Tablo 6);

Tablo 6. PCR Amplifikasyonu termal sayklir sartlari

Sicaklik Sure

72°C 3 dk

95°C 30 sn

95°C 10 sn

55°C 30 sn 12 dongu
72°C 30 sn

72°C 5 dk

10°C o0

Dk: Dakika; Sn: Saniye

PCR TEMIZLEME ASAMASI

Resuspension buffer (RSB) ve AMPure c¢ozdurulip oda sicakligina
gelmesi beklendikten sonra iyice karnistirildi. %80 etilalkol ¢alismada taze

hazirlandi.

PCR’dan ¢ikan tipler mini santriftij yapildi. Taplerin Gzerine 90 yl AMPure
XP Beads eklendi.

10 kez pipetaj yaparak karistirilir ve 5 dk oda sicaklhiginda beklenir.
Manyetik plate Uzerine alinip 2 dk bekletildi ve dikkatlice sipernatant alinip
atildi.
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Tuplerin Gzerine 200 pl %80’lik etilalkol eklendi ve 30 sn bekledikten sonra
dikkatlice supernatant atildi. Bu agsama bir kez daha tekrar edilip ardindan
tupler 15 dk manyetik plate Gzerinde kurumaya birakildi. Manyetik plate
kullaniimadan taplerin Uzerine 52,5 pl RSB eklenip ve 9-10 kez pipetaj
yapildi.

2 dakika galkalama ve 1800 rpm santrifujden sonra 2 dk oda sicakliginda
bekletildi.

Tlpler tekrar manyetik plate Uzerine alinip ve 2 dk slUpernatant belli
oluncaya kadar bekletildi ve ardindan supernatant tlplerden 40-50 ul

olacak sekilde yeni tiplere aktarildi.

ORNEK YUKLEME

Flow Cell solusyondan gikartildiktan sonra distile su ile yikanip alkollu

kagitla temizlendi.

Kartus yuklemeden 1 saat once cikartilip oda sicakligina gelmesi saglandi

ve daha sonra 25°C olan su banyosuna koyuldu.

PCR temizleme vyapiimig o&rneklerin konsantrasyonuna Qubit 4

Fluorometer cihazi kullanilarak bakildi.

Konsantrasyonlari 4 nM geldikten sonra; 5 pl 6rnek + 5 pl 0,2 N NaOH (5
dk oda 1sis1) 990 pl Hybridization Buffer (HT1) Buffer alindi.

Uzerine 10 pl diltie edilmis 6rnekler pipetlendi. 220 yl HT1 + 380 pl 6rnek
=600 ul (12,5 pM) ve 7,5 ul PhiX (12,5 pM) eklendi. 96°C’de 2 dk bekletildi
ve hemen buza alinip, kartuga yuklendi.

NGS VERIi ANALIZzi
NGS calismasi sonunda elde edilen veriler Genomize Bioinformatik Analiz

Programi kullanilarak degerlendirildi. Saptanan varyasyonlar Broad Institute tarafindan

gelistirilen IGV (Integrative Genomics Viewer) programi kullanilarak goérsel olarak,

dbSNP, ClinvVar ve HGMD gibi ac¢ik erisimli veri tabanlarinda allel frekanslari, klinik ile

iligkisi ve patojenitesi agisindan degerlendirildi.
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BULGULAR

VERILERIN ANALIZi

Calismaya Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Genetik Hastaliklar Tani Merkezi poliklinigine tekrarlayan gebelik kaybi dykusu ile
basvuran 96 kadin hasta dahil edildi. Hastalarin yas ortalamasi 27,4 (min:20,
max:33)'ti. Calismaya dahil edilen tim hastalarin konvansiyonel sitogenetik yontem
ile yapilan karyotip analizleri 46,XX (normal), pyrosekans ydntemi ile ¢alisiimis olan
Fll, FV Leiden, MTHFR677, MTHFR1298, PAl'yi kapsayan trombofili analiz sonuglari
normaldi.

Calismaya dahil edilen hastalarda NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L genlerinde
saptanmig olan varyasyonlar asagida belirtilmigtir (Tablo 7);

Tablo 7. NGS analizi sonucu saptanmis olan varyasyonlar

HASTA NO KHDC3L NLRP2 NLRP7
1 NORMAL NORMAL NORMAL
2 NORMAL NORMAL NORMAL
3 NORMAL NORMAL NORMAL

24




Tablo 7. NGS analizi sonucu saptanmis olan varyasyonlar (devami)

HASTA NO KHDC3L NLRP2 NLRP7
4 NORMAL NORMAL NORMAL
5 NORMAL NORMAL NORMAL
6 NORMAL NORMAL NORMAL
7 NORMAL NORMAL NORMAL
8 NORMAL NORMAL NORMAL
9 NORMAL NORMAL NORMAL
10 NORMAL €.1055T>G NORMAL
11 NORMAL NORMAL NORMAL
12 NORMAL NORMAL NORMAL
13 NORMAL €.1786C>T NORMAL
14 NORMAL NORMAL NORMAL
15 NORMAL c.1736C>T NORMAL
16 NORMAL NORMAL NORMAL
17 NORMAL NORMAL NORMAL
18 NORMAL NORMAL NORMAL
19 NORMAL NORMAL NORMAL
20 NORMAL c.1020C>A NORMAL
21 NORMAL NORMAL NORMAL
22 NORMAL NORMAL NORMAL
23 NORMAL NORMAL NORMAL
24 NORMAL NORMAL NORMAL
25 NORMAL NORMAL NORMAL
26 NORMAL NORMAL C.2977C>A
27 NORMAL c.147G>A NORMAL
28 NORMAL NORMAL NORMAL
29 NORMAL NORMAL NORMAL
30 NORMAL NORMAL NORMAL
31 NORMAL NORMAL NORMAL
32 NORMAL NORMAL NORMAL
33 NORMAL NORMAL €.1725G>T
34 NORMAL NORMAL NORMAL
35 NORMAL NORMAL NORMAL
36 NORMAL NORMAL NORMAL
37 NORMAL NORMAL NORMAL

25




Tablo 7. NGS analizi sonucu saptanmis olan varyasyonlar (devami)

HASTA
NO KHDC3L NLRP2 NLRP7
38 NORMAL NORMAL NORMAL
39 NORMAL NORMAL c.1725G>T
40 NORMAL NORMAL NORMAL
41 NORMAL NORMAL NORMAL
42 NORMAL NORMAL NORMAL
43 NORMAL NORMAL NORMAL
C.*159A>G
44 0.6860delC NORMAL NORMAL
45 NORMAL NORMAL NORMAL
46 NORMAL NORMAL NORMAL
47 NORMAL NORMAL NORMAL
48 NORMAL NORMAL NORMAL
49 NORMAL NORMAL NORMAL
50 NORMAL NORMAL NORMAL
51 NORMAL NORMAL NORMAL
52 NORMAL NORMAL NORMAL
53 NORMAL NORMAL NORMAL
54 NORMAL NORMAL NORMAL
55 NORMAL NORMAL NORMAL
56 NORMAL NORMAL NORMAL
57 NORMAL NORMAL NORMAL
58 NORMAL NORMAL NORMAL
59 NORMAL NORMAL NORMAL
60 NORMAL NORMAL NORMAL
61 NORMAL NORMAL NORMAL
62 NORMAL NORMAL NORMAL
63 NORMAL NORMAL NORMAL
64 NORMAL NORMAL NORMAL
65 NORMAL NORMAL NORMAL
66 NORMAL NORMAL NORMAL
67 NORMAL NORMAL NORMAL
68 NORMAL NORMAL NORMAL
69 NORMAL NORMAL NORMAL
70 NORMAL NORMAL NORMAL
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Tablo 7. NGS analizi sonucu saptanmis olan varyasyonlar (devami)

HASTA
NO KHDC3L NLRP2 NLRP7
71 NORMAL NORMAL NORMAL
72 NORMAL NORMAL NORMAL
73 NORMAL NORMAL NORMAL
74 NORMAL NORMAL NORMAL
77 NORMAL NORMAL NORMAL
78 NORMAL NORMAL NORMAL
79 NORMAL NORMAL NORMAL
80 NORMAL NORMAL NORMAL
81 NORMAL NORMAL NORMAL
82 NORMAL NORMAL NORMAL
83 NORMAL NORMAL NORMAL
84 NORMAL NORMAL NORMAL
85 NORMAL NORMAL NORMAL
86 NORMAL NORMAL NORMAL
87 NORMAL NORMAL NORMAL
88 NORMAL NORMAL NORMAL
89 NORMAL NORMAL NORMAL
90 NORMAL NORMAL NORMAL
91 NORMAL NORMAL NORMAL
92 NORMAL NORMAL NORMAL
93 NORMAL c.1786C>T NORMAL
94 NORMAL NORMAL NORMAL
95 NORMAL NORMAL NORMAL
96 NORMAL NORMAL NORMAL
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KHDC3L geni:
44 numaral hastada rs1032302298 ve rs553706174 varyasyonlari saptandi.

NLRP2 geni:

10 numarali hastada rs147585490, 13 ve 93 numarali hastalarda rs145361990, 15
numarall hastada rs149897717, 20 numarali hastada rs199475713, 27 numarali hastada
rs200815567 varyasyonlari saptandi.

NLRP7 geni:

26 numarall hastada rs1276342435, 33 ve 39 numarall hastalarda rs73055288
varyasyonu saptandi.

Calismamizda saptanan varyasyonlar ve dbSNP veri tabaninda rapor edilmis olan

allel frekanslari asagida bildirilmigstir (Tablo 8).

Tablo 8. Varyasyonlar ve dbSNP veri tabani allel frekanslari

dbSNP .
Gen HGVS dbSNP Genotip
Allel Frekansi
KHDC3L NM 001017361.3:c.*159A>G rs1032302298 G=0 AlG
KHDC3L NG _031942.1:9.6860delC rs553706174 delC=0.0002 -/IC

NM_017852.5:c.1055T>G
NLRP2 rs147585490 G=0.001 TIG
(NP_060322.1:p.lle352Ser)

NM_017852.5:¢c.1786C>T
NLRP2 , rs145361990 T=0.0044 CIT
(NP_060322.1:p.His596Tyr)

NM_017852.5:c.1736C>T

NLRP2 rs149897717 T=0.0018 CIT
(NP_060322.1:p.Pro579Leu)
NM_017852.5:¢c.1020C>A
NLRP2 . rs199475713 A=0.00003 C/IA
(NP_060322.1:p.Ala340=)
NM_017852.5:c.147G>A
NLRP2 rs200815567 A=0.0001 G/A
(NP_060322.1:p.Lys49=)
NM_001127255.1:¢.1725G>T
NLRP7 - rs73055288 T=0.036 GIT
(NP_001120727.1:p.Leu575=)
NM_001127255.1:¢c.2977C>A
NLRP7 - rs1276342435 T=0.000004 GIT

NP_001120727.1:p.Leu993lle
HGVS: Human Gnome Variation Society; dbSNP: Tek nukleotid polimorfizmi.
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Calismamizda saptanan varyasyonlarin genotip ve allel frekanslar asagida
bildirilmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Calismamizda saptanan varyasyonlarin genotip ve allel frekanslari

Varyasyonlar Genotip Frekansi Allel Frekansi
KHDC3L

- 0
AA= 95 (% 99) A= 191 (% 99,5)

NM_001017361.3:c.*159A>G AG=1 (% 1)
G=1 (% 0,005)
GG=0 (%)
CC= 95 (% 99)
C= 191 (% 99,5)
NG_031942.1:9.6860delC -/C=1 (% 1)
delC= 1 (% 0,005)
-/-= 0 (%)
NLRP2

TT=0 95 (% 99)
T=191 (% 99,5)

NM_017852.5:¢.1055T>G TG=1(%1) G=1 (% 0,005)
GG= 0 (%) '

CC= 94 (% 98)

y C= 190 (% 99)
NM_017852.5:¢.1786C>T CIgoth 2) T=2(% 1)
TT= 0 (%)

CC=95 (% 99)

C= 191 (% 99,5)

NM_017852.5:¢.1736C>T CT=1(%1) T=1 (% 0,005)

TT=0 (%)
CC= 95 (% 99)

0 C=191 (% 99,5)
NM_017852.5:¢.1020C>A CA=1(%1) A= 1 (% 0,005)
AA= 0 (%)

GG=95 (% 99)

0 G= 191 (% 99,5)
NM_017852.5:c.147G>A GA=1(%1) A= 1 (% 0,005)
AA= 0 (%) '

NLRP7

GG=94 (% 98) G= 190 (% 99)

NM_001127255.1:c.1725G>T | GT=2(%2) T=2 (% 1)
TT= 0 (%)
GG= 95 (% 99)
NM_001127255.1:c.2977C>A G= 191 (% 99,5)
= 0,
NP_001120727.1:p.Leu993lle GT=1(%1) T=1 (% 0,005)
TT= 0 (%)
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TARTISMA

Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK), gebelik girisiminde bulunan Greme ¢agindaki
ciftlerin % 5-15'ini etkileyen, ¢ok faktorlt dnemli bir Greme problemidir. Maternal ve fetal
genetik faktorlerle birlikte maternal komorbiditeler, bu durumun etiyolojisinde rol
oynamaktadir. Ancak kapsamli arastirmalara ragmen, TGK’'nin %40-50'sinde bir
neden tespit edilememektedir. Onceki insan calismalarinin yani sira Greme 6zelligi
fenotipine sahip hayvan modelleri, yliksek etkili mutasyonlara sahip ¢ok sayida genin
az saylda vakaya katkida bulunabilecedini 6ne surerek, etkilenen hastalarin
kohortlarinda makul aday genlerin degerlendiriimesini onermektedir (52).

Son zamanlarda NLRP7 genindeki heterozigot mutasyonlarin TGK ve sporadik
HM gibi Greme basarisizhgi bigimleriyle iligkili olabilecegi rapor edilmistir (55).

Literatirde NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L varyasyonlari ile TGK iligkisini arastiran
sinirli sayida ¢alisma bildirilmistir. Calismamizda bu genlerdeki olasi varyasyonlarin
TGKiile iligkisini aragtirmak amaciyla, TGK oykusu olan 96 kadinin genomik DNA’sinda
NGS ydntemi ile mutasyonel analiz yapildi.

TGK o6ykusu olan 143 Tayvanli Han kadininda NLRP7 genindeki tek nukleotid
polimorfizm (single nucleotide polymorphism, SNP)'lerin analiz edildigi ¢alismada,
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resesif bir modelde hastalar ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
gOsteren bir SNP (rs269949) (p = 0,0456; olasilik orani = 16,49 GG genotipi igin)
saptandidi bildirmistir (51).

Etiyolojisi bilinmeyen, ortalama 4.7 dusuk oykusu olan 22'si Kafkas kokenli, 2'si
Asya kokenli 24 kadinda ve birincil agiklanamayan infertiliteye sahip 94 isvegli veya
Finlandiyali kadinda, NLRP7 geni varyasyonlarinin arastirildigi ¢calismada, her iki
grupta da hastaliga neden olan mutasyon saptamadigi rapor edilmistir (52).

Calismamizda NLRP7 geninde dbSNP veri tabaninda rapor edilmis olan iki
varyasyon saptadik. Bu varyasyonlardan birincisi rs73055288 numarasi ile bildirilmis
olan heterozigot, NM_001127255.1:c.1725G>T (p.Leu575=) es anlamli (sinonim)
varyasyonudur. Bu varyasyon ClinVar veri tabaninda “olasi benign” olarak rapor
edilmistir. NLRP7 geninde saptamis oldugumuz ikinci varyasyon, rs1276342435
numarasi ile bildirilmis olan heterozigot, NM_001127255.1:¢.2977C>A (p.Leu993lle)
yanlis anlamli (missense) varyasyonudur ve ClinVar veri tabaninda rapor edilmemistir.
Bu varyasyonun global allel frekansi T= 0.000004 (1/251426, GnomAD_exome) olarak
bildirilmigtir. American College of Medical Genetic 2015 (ACMG-2015) kriterlerine gore
NM_001127255.1:c.2977C>A (p.Leu993lle) varyasyonu “klinik oOnemi belirsiz
(Uncertain Significance, VUS, PM2, PP2, BP4)” olarak degerlendirildi (56).

Huang ve ark.’lari, 143 TGK o6ykusu olan hasta ve 149 saglikli kontrolu dahil
etmis olduklari vaka-kontrol ¢alismalarinda, NLRP2 geninde rs12768 SNP’nin nedeni
aciklanamayan gebelik kaybi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (51).

Calismamizda NLRP2 geninde dbSNP veri tabaninda rapor edilmis olan bes
varyasyon saptadik. rs200815567, rs199475713, rs147585490, rs149897717,
rs145361990 varyasyonlarini ClinVar veri tabaninda bildiriimemisti. NLRP2 geninde
saptamis oldugumuz U¢ yanlis anlamli varyasyonun global allel frekanslari 0.001,
0.0018, 0.0044 (GnomAD exome) olarak rapor edilmistir.

Aghajanova ve ark.’lari, ortalama 4,7 (3—10 arasinda degisen) gebelik kaybi
Oykusu olan 24 kadin hastayi dahil etmis olduklari ¢alismalarinda, NLRP7, NLRP2 ve
KHDC3L genlerinde mutasyonlara dair kanit olmadigini bildirmigtir (52).

Nedeni agiklanamayan TGK o6ykusu olan 29 kadin hasta ve normal fertiliteye
sahip 205 kadinin dahil edildigi calismada, arastirmacilar birbirleri ile akraba olmayan
iki hastada KHDC3L geninde heterozigot iki farkh delesyon (NM_001017361, c.448-
480del33, NM_001017361, c.448 516del69) saptadiklarini, bu iki delesyonu normal

fertiliteye sahip 205 kadinda saptamadiklarini (2/29 versus 0/205, Fisher exact test,
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two-tailed P value = 0.015) bildirmistir. Ayrica arastirmacilar ¢alisma sonuglarinin,
insan KHDC3L geninin homolog rekombinasyon onarimini, PARP1 aktivasyonunu ve
genomik stabiliteyi dizenlemedeki roline dair kritik bilgiler sagladigini ve KHDC3L
geninin yeni bir TGK risk geni oldugunu rapor etmistir (57).

Calismamizda KHDC3L geninde dbSNP veri tabaninda tanimlanmis olan
rs1032302298 ve rs553706174 varyasyonlarini saptadik. NLRP2 3’'UTR’de yer alan
NM_001017361.3:c.*159A>G varyasyonu ClinVar veri tabaninda rapor edilmemis
olup, global allel frekansi sifirdi.

Calismamizda TGK o6ykusu 96 hastada NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L genlerinde
acik erisimli veri tabanlarinda rapor edilmis ve/veya ACMG-2015 kriterlerine gore

“patojenik, olasi patojenik” olarak siniflandirilan varyasyon saptamadik (56).
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SONUGLAR

Calismamiza Trakya Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

Genetik Hastaliklar Tani Merkezi poliklinigine tekrarlayan gebelik kaybi dykusu ile
basvuran 96 kadin hasta dahil edildi. Hastalarda KHDC3L, NLRP2 ve NLRP7 genleri

NGS yontemi ile olasi varyasyonlar agisindan analiz edildi ve KHDC3L geninde iki,

NLRP2 geninde bes ve NLRP7 geninde iki varyasyon saptandi. Bu varyasyonlardan

sekizi ClinVar veri tabaninda rapor edilmemisti.

1-

Calismamizin sonuglari;

NLRP7 geninde dbSNP veri tabaninda rs73055288 numarasi ile bildirilmis olan
heterozigot, NM_001127255.1:c.1725G>T (p.Leu575=) ve 51276342435
numarasi ile Dbildirilmis olan heterozigot, NM_001127255.1:c.2977C>A
(p.Leu993lle) yanhs anlamli varyasyonlarini saptadik. ACMG-2015 kriterlerine
gore NM_001127255.1:c.2977C>A (p.Leu993lle) varyasyonu “klinik onemi
belirsiz” olarak degerlendirildi.

NLRP2 geninde dbSNP veri tabaninda rapor edilmis rs200815567, rs199475713,
rs147585490, rs149897717, rs145361990 varyasyonlarini saptadik. Bu

varyasyonlar ClinVar veri tabaninda rapor edilmemisti.
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3- KHDC3L geninde dbSNP veri tabaninda tanimlanmig olan rs1032302298 ve
rs553706174 varyasyonlarini  saptadik. NLRP2 3'UTRde yer alan
NM_001017361.3:c.*159A>G varyasyonu ClinVar veri tabaninda rapor
edilmemigti ve global allel frekansi sifirdi.

Calismamizda KHDC3L, NLRP2 ve NLRP7 genlerinde acgik erigimli veri
tabanlarinda ve/veya ACMG-2015 kriterlerine gére “patojenik, olasi patojenik
varyasyon” saptanmadi. Calismamizda saptamis oldugumuz varyasyonlardan
sekizinin global allel frekansinin 0.004’den kuguk (0.004-0.000004) olmasi dikkate
alindiginda, bu varyasyonlarin normal fertiliteye sahip kadinlarda da arastiriimasi
literatire onemli katkilar saglayabilir

Literatirde TGK ile KHDC3L, NLRP2 ve NLRP7 iligkisini arastiran calisma
sonuglari ile ¢galisma sonuglarimizin farklihk gdstermesinin populasyonlar arasindaki
etnik farklihklardan, hastalarin galismaya dahil edilme kriterlerinin farkl olmasindan ve
kullanilan molekuler genetik yontemlerin limitasyonlarindan kaynaklanabilecegi

ongorusundeyiz.
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OZET

Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK), Greme saghginda énemli bir problemdir. TGK
vakalarinin yaklasik %50'sinin nedeni agiklanamamistir. TGK etiyolojisinde genetik
temeli anlamak, teshis ve prognoz i¢in dnemlidir. Bu nedenle galismamizda kadin
ureme sisteminde énemli iglevleri olan KHDC3L, NLRP2 ve NLRP7 genlerinin TGK ile
iliskisini arastirmayi amagcladik. Calismaya Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar Tani Merkezi poliklinigine TGK oykusu ile
bagvuran 96 kadin hasta dahil edildi. Hastalarda KHDC3L, NLRP2 ve NLRP7 genleri
NGS yodntemi ile olasi varyasyonlar agisindan analiz edildi. NLRP7 geninde
rs73055288, rs1276342435, NLRP2 geninde rs200815567, rs199475713,
rs147585490, rs149897717, rs145361990 ve KHDC3L geninde rs1032302298,
rs553706174 varyasyonlarini saptadik. Calismamizda agik erisimli veri tabanlarinda
velveya ACMG-2015 kriterlerine gore “patojenik, olasi patojenik varyasyon”
saptanmadi. Calismamizda saptamis oldugumuz sekiz varyasyonun global allel
frekansi 0.004’den kuguktld (0.004-0.000004). Bu varyasyonlarin normal fertiliteye
sahip kadinlarda da arastinimasinin literature Onemli katkilar saglayacagi

ongorusundeyiz.

Anahtar kelimeler: KHDC3L, NLRP2, NLRP7, Tekrarlayan gebelik kaybi.
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INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF NLRP2, NLRP7 AND
KHDC3L GENE VARIATIONS IN PATIENTS WITH RECURRENT
PREGNANCY LOSS HISTORY

SUMMARY

Recurrent pregnancy loss (RPL) is an important problem in reproductive health.
The cause of approximately 50% of RPL cases has not been explained. Understanding
the genetic basis in the etiology of RPL is important for diagnosis and prognosis.
Therefore, in our study, we aimed to investigate the relationship of KHDC3L, NLRP2
and NLRP7 genes with RPL, which have important functions in the female reproductive
system. Ninety-six female patients who applied to the outpatient clinic of Trakya
University Medical Faculty, Department of Medical Genetics, Genetic Diseases
Diagnosis Center with a history of RPL were included in the study. KHDC3L, NLRP2
and NLRP7 genes were analyzed in terms of possible variations by NGS method. We
detected rs73055288, rs1276342435 in the NLRP7 gene, rs200815567, rs199475713,
rs147585490, rs149897717, rs145361990 in the NLRP2 gene and rs1032302298,
rs553706174 in the KHDC3L gene. In our study, no "pathogenic, likely pathogenic
variation” was found in open access databases and / or according to ACMG-2015
criteria. The global allele frequency of the eight variations we detected in our study was
less than 0.004 (0.004-0.000004). We anticipate that investigating these variations in

women with normal fertility will contribute significantly to the literature.

Keywords: KHDC3L, NLRP2, NLRP7, Recurrent Pregnancy Loss.
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EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Bir aragtirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yuratilmesi, Trakya
Universitesi Tip Fakultesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun 07.05.2018 tarih ve 08/06

saylli karari ile onaylanmistir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil
yapilacagini anlamaniz ¢ok onemlidir.

Arastirmaya katihm tamamen gonullulik ilkesine bagli olup katilmayi reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
acmayacaktir.

Ayni sekilde arastirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi
bir yerinde hi¢bir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen
bir yarar kaybina yol agmadan arastirmadan cekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan iglemlerin mali giderleri arastirmacilar ya da
destekleyici (Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi-TUBAP) tarafindan

karsilanacak olup size ya da sosyal guvenlik kurumunuza higbir mali yuk getirmeyecektir.
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Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katiimak isteyip istemediginize

karar vermek igin lUtfen biraz disunun.

e Arastirmanin bilimsel adi: Tekrarlayan gebelik kaybi oykusu olan hastalarda

NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L gen varyasyonlari iligkisinin arastiriimasi.

e Arastirmanin anlasilabilir basit adi: Tekrarlayan gebelik kaybi olan hastalarda,

kayiplara neden olan muhtemel genlerin arastiriimasi.

e Sorumlu Aragtirmacinin adi ve gérev yeri: Dog. Dr. Hakan GURKAN Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali.

e Arastirmanin amaci: Calismamizda, Trakya Bolgesi'nde tekrarlayan gebelik
kaybi oOykusu olan ciftlerin kadin eslerinde NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L
genlerindeki olasi varyasyonlarin arastirilmasi amaglandi. Yapilacak olan tez
¢alismasi sonucunda tekrarlayan gebelik kayiplari ile NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L
genleri arasinda bir iliskinin saptanmasi durumunda bu bilgi evrensel literatlre
rapor edilecektir. Daha sonraki strecte nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik
kaybi Oykisu olan hastalarda iligkili gen/genlerdeki varyasyonlar rutin olarak
arastirilacaktir.

¢ Arastirmanin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez caligsmasi vb.):

Yuksek Lisans Tez Calismasi

e Arastirmanin baglama tarihi ve ongoriilen suresi: Haziran 2018 — Haziran
2019

e Arastirmaya katilmasi beklenen gonillii sayisi: Calismamiza Haziran 2018 —
Haziran 2019 tarihleri arasinda Tibbi Genetik Anabilim Dali, Genetik Hastaliklar
Tani Merkezi poliklinigine tekrarlayan gebelik kaybi dykusu ile bagvuran hastalar

dahil edilecektir.

o Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak uzere
goniilliiye uygulanacak yontem, girisim ve tedavilerin tiimii: TGK 6ykisi olan
ve galismaya dahil edilme kriterlerine uygun olan hastalardan rutin tetkikler igin EDTA’l
tlpe alinan periferik vendz kan drneklerinden 200 mikrolitre kullanilacaktir. Genomik DNA
izolasyonu kullanilan kitin protokoline uygun olarak yapilacaktir. DNA 6rneklerinin
konsantrasyon ve saflik degerleri Thermo NanoDrop 2000C cihazinda olgulecektir. Elde

edilecek konsantrasyon yine kriterleri saglamazsa tekrar kan alimi yapilacaktir.
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Konsantrasyon ve saflik kontrolunden gecen DNA’lar c¢alisiimak Uzere -20°C ‘de
saklanacaktir.

Arastirmanin deneysel kisimlari: Yeni nesil DNA dizi analizi calismasi: Genetik

degisikliklerin hastaliklarin patogenezindeki rolini aydinlatmada cok farkli teknik ve
yaklasimlar kullaniimaktadir. 1977'de ilk defa tanimlanan ve 2000'li yillarda otomatize
sistemlerle gelistirilen Sanger dizileme, ilgilenilen gende bulunan nokta mutasyonlarin ve
kicuk delesyon/insersiyonlarin  belirlenmesinde altin  standart olarak siklikla
kullaniimaktadir. 2004 yilindan itibaren hizla gelisen yeni nesil DNA dizi analizi (NGS)
teknolojisi, Sanger sekanslamadan farkli olarak, bireye ait tim genomun ya da cesitli
genlerden olusan bir parcasinin mutasyonlarini eszamanh ve disuk maliyetli olarak
belirlenmesine olanak saglayarak énemli bir boslugu doldurmustur. Cok genli kalitimin s6z
konusu oldugu hastaliklarda genis capli genetik taramaya olanak taniyan yeni nesil
sekanslama teknolojisi hastaliga yatkinlik yapabilecek bazi genetik degisikliklerin bir bittin
olarak incelenebilmesine imkan saglar (Gliney Bademci, Mustafa Tekin Hastaliklarin
Molekuler Temeli ve Yeni Molekuler Testler, Turkiye Klinikleri J Pediatr Sci 2011;7(2):7-
12).

Yeni Nesil DNA Dizi analizinde birbirinden farkh platform ve yontemler kullanilsa
da temelde dort basamakta iglem gerceklestiriimektedir:

1. DNA izolasyonu

2. Hedeflenen bolgenin ¢cogaltilarak kitiphane olugturulmasi

3. Yeni Nesil Dizi Analizi platfformlarindan biri ile dizilerin okunmasi

4. Verilerin biyoinformatik analizleri (bu kisim Next Generation Sequencing
Technologies in Medical Genetics kitabindan
http://www.springer.com/us/book/9781461490319)

Planlanan ¢alismada NLRP2, NLRP7 ve KHDC3L genlerindeki olasi varyasyonlarin
arastiriimasi amaci ile gen her bir olgunun eszamanl olarak dizilenebilmesi icin masif
paralel sekanslama yénteminden faydalanilacaktir. Bunun igin ¢calismaya dahil edilecek
olgulardan alinan periferik vendz kan érneklerinden, Qiagen EZ1 Advanced protokoline
uygun olarak genomik DNA izole edilecektir. Hedeflenen gen boélgeleri hizli hedef
zenginlestirme protokoline uygun olarak ¢ogaltilan kitiphaneler, Yeni Nesil DNA Dizi
Analizi metodu ile masif olarak ¢ogaltilip floresan isimalarina bagl olarak ytiksek derinlikte
dizilenecektir. Yeni Nesil DNA Dizi analizi verilerinin glvenilirligi icin, her bir gen bdlgesi
en az 100X derinlikte dizilenecek, olasi splice bélge varyasyonlarinin ve ekzona yakin
genetik degisikliklerin belirlenebilmesi igin de ekzon baslangi¢ ve son kisimlarindan en az
50 baz dizinin okunabilmesi i¢in uygun olan primerler (sentetik oligonukleotidler) ve problar

kullanilacaktir.
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Verilerin biyoinformatik analizinde Uretici firmanin 6nerdigi analiz programlar kullanilacak,
bulunan varyantlarin gdérsel olarak degerlendirimesinde Broad Institute tarafindan
gelistirilen IGV (Integrative genomics Viewer) programinin en guncel versiyonundan

faydalanilacaktir.

Farkl uygulama ve girigsimler i¢in goniillilerin aragtirma gruplarina rastgele
atanma olasiligi: Belirtilen uygulama diginda farkli bir yontem uygulanmayacag

icin gonullulerin aragtirma gruplarina rastgele atanma olasiligi yoktur.

Arastirmadan dogrudan gonulli icin beklenen yarar: Tekrarlayan gebelik

kayiplarinda olasi nedenin genetik olarak saptanmasi.

Gonullinin sorumluluklari: Gonallinun, gonullulik esasina dayali olarak
tetkikleri yapildiktan sonra artan kandan kullaniimasina izin verecegi kan

orneginden bagka ¢alismaya karsi bir sorumlulugu bulunmamaktadir.

Goniillintin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise
embriyo, fetlis veya sut ¢gocuklarinin da) maruz kalabilecekleri riskler veya

rahatsizliklar: Gondullilere dogrudan girisimsel bir islem yapilmayacaktir. Rutin

tetkikler amaci ile alinan ve tetkikleri yapildiktan sonra artan periferik ven6z kan

orneginden 200 ul alinarak hastaya ait genetik materyal elde edilecektir.

Risklere karsi alinan onlemler: Calismaya dahil olan kisilerde periferik kan
alinirken enjektor ignesinin battigi noktada duyulabilecek olan agri hissi, kan alinan
bdlgedeki doku hassasiyetine bagl olarak gelisebilecek ekimoz olasi risklerdir. Olasi
ekimoz gelismini en aza indirgemek icin kan alinan bdlgeye pamukla tampon

uygulamasi (en az 5 dakika) dnerilecektir.

Goniilliiye alternatif olarak uygulanabilecek olan diger yontemler ve bunlarin
olasi yarar ve =zararlari: Gonulliye alternatif olarak baska bir yontem

uygulanmayacaktir.

Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve
saglanacak tedaviler: Kan ornegi icin ekstra bir girisim uygulanmayacaktir. Bu

nedenle arastirmaya bagl herhangi bir zarar beklenmemektedir.

Goniillilere yapilacak ulagim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler:
Yapilacak olan c¢alisma gonullilik esasina goére yapilacak olup, gondullilere

herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.
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Goniillinlin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumiar

veya nedenler: Hastalar kendi istekleri ile galismadan ayrilabilirler.

Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi?: Gerekli olmasi durumunda

arastirma sonunda gondulltlere bilgi verilecektir.

Goniillilerin arastirma hakkinda, kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili
herhangi bir beklenmedik olay hakkinda daha fazla bilgi edinebilmesi i¢in
temasa gecgebilecegi kisi ve kendisine giniin 24 saatinde erisebilecegi
telefon numarasi: +90 536 845 6483

Goniillilerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaglarla
kullanilacagi: Gonullulerden elde edilecek biyolojik materyal (periferik venoz kan)
yapilmasi planlanan arastirma kapsaminda kullanilacaktir.

Goniillulerden elde edilecek biyolojik materyaller Gizerinde genetik arastirma

yapilabilmesi i¢in onay:

“Tekrarlayan gebelik kaybi Oykusu olan hastalarda NLRP2, NLRP7 ve
KHDC3L gen varyasyonlari iligkisinin arastirilmasi” arastirmasi kapsaminda

alinan biyolojik orneklerimin (kan, idrar, vb...);

[ ] Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullaniimasina izin

veriyorum.

|:| ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin

veriyorum.

|:| Hicbir kogulda kullaniimasina izin vermiyorum.
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