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OZET
DUSUK MATERYALLER INDE KROMOZOMLARIN SUBTELOMER iK
BOLGELER iNiN MLPA YONTEM iYLE ARA STIRILMASI

Amagc: Dusik materyallerinden; kromozom analizi yapilmashtsiomerik bolgelerle
ilgili kromozomal abnormalitelerin saptanmasi veltifileks Ligation-dependent Prob
Amplification (MLPA) yonteminin prenatal tani uyguwhalarina uyarlanmasi amaciyla
bu argtirma gerceklgtirildi.

Materyal ve Metot: Arastirlimasi amaciyla laboratuvara goénderilen 60sU#U
materyalinden; koryonik villus hicre kultirleri @NA izolasyonlari yapildi. Maternal
kontaminasyon analizi yapmak amaciylagsidii yapms annelerin periferik kanindan
DNA izole edildi. DUk materyallerinin ve diilk yapmg annelerin kantitatif floresan
polimeraz zincir reaksiyonundan (QF-PCR)laaan kisa ardik tekrar (STR) pik
profilleri  karsilastirilarak maternal kontaminasyon analizi yapildi. atstnal
kontaminasyon olma@gh saptanan 43 @ik materyalinin 30'unda ve dik oOykisu
olmayansalikh ¢ocuk sahibi 20 s#@ikli bireyden olgan kontrol grubunda
kromozomlarin subtelomerik bdlgeleri MLPA yOntera dezerlendirildi.

Bulgular: Maternal kontaminasyon saptanmayan ve sitogeneiidiza yapilan 43
disik materyalinin 19’'unda normal karyotip (%44,2),’urtla sayisal (%23,3) ve
2’sinde yapisal kromozom abnormalitesi (%4,7) ve MALyontemiyle argtirilan 30
disUk materyalinin 2’sinde de subtelomerik 16q dumikanu saptandi (%6,6).

Sonug: Dusik materyali ile kontrol grubu bulgularinin istéiisel analizi, dguklerle
subtelomerik abnormaliteler arasinda anlamli Igkihin olmadgini gosterdi (p>0,05).
Ancak, diguk materyallerinde %6,6 oraninda saptanan subtelknadnormalitelerin
kontrollerde saptanmamasi, daha ileri sArmalar yapilmasina ihtiya¢ olgunu
gostermgtir.

Anahtar Kelimeler: Dusik materyali; MLPA; Subtelomerik kromozom
abnormaliteleri

Akin TEKCAN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mayis-2013



ABSTRACT
INVESTIGATION W ITH MLPA METHOD OF THE SUBTELOMERIC
REGIONS OF CHROMOSOMES IN ABORTION MATERIALS

Purpose: This study was performed for chromosome anaysis, to detect chromosomal
abnormalities related to subtelomeric regions and to adapt prenatal diagnostic
applications of Multiplex Ligation-dependent Prob Amplification (MLPA) method in
abortion materials.

Material and Method: The cell cultures and DNA isolations were performed from 60
abortion material sent to laboratory in order to investigate. To perform the materna
contamination analysis, DNA isolations were done from peripheric blood of mothers
who had abortions. Maternal contamination analysis were made by comparing the
guantitative fluorescent polymerase chain reaction (QF-PCR) provider short tandem
repeat (STR) peak profiles of abortion materials and mothers who had abortion. The
subtelomeric regions of the chromosomes in 30 of the 43 abortion materials without
maternal contamination and 20 healthy persons who have healthy children and without
history of abortion were assessed using the MLPA method.

Results: Of 43 abortion materials which underwent cytogenetic analysis and without
maternal contamination, 19 were found to have norma karyotype (44.2%), 10
numerical (23.3%), 2 structural abnormalities (4.7%) and subtelomeric 16q duplication
was determined in 2 of the 30 abortion materials investigated with MLPA method
(6.6%).

Conclusion: Statistical analysis of abortion materials and control group findings
showed no significant relationship between abortions and subtelomeric regions
abnormalities (p>0.05). However, the fact that the 6.6% subtelomeric abnormalities
found in abortion materials that was not found in controls showed that further studiesis

required.

Key Words: Abortion material; MLPA; Subtelomeric chromosome abnormalities

Akin TEKCAN, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, May-2013



SIMGELER VE KISALTMALAR

aCGH Array Komperatif Genomik Hibridizasyon

ACL Antikardiyolipin

APS Antifosfolipid Sendromu

BMP Kemik Morfogenetik Protein (Bone Morphogenetic Rroj}
CGH Komperatif Genomik Hibridizasyon

CNV Kopya Sayisi Varyasyonu (Copy Number Variation)
DNA Deoksiribonukleik asit

EGF Epidermal Biyume Faktoru (Epidermal Growth Factor)
FGF Fibroblast Buytume Faktori (Fibroblast Growth Factor
FISH Floresan in-situ Hibridizasyon

FVL Faktor V Leiden

GAS8 Growth Arrest-Spesific8

hCG Insan Koryonik Gonadotropin (Human Chorionic Goneaufait)
HIV-1 Insan Baisiklik Yetmezlik Virusi-1

1gG Imminglobulin G

ILGF-1 Insulin Benzeri Bllyume Faktori 1 (Insulin-likeGroWwtttorl)
ILGF-BP1 insilin Benzeri Biyume Faktori Blama Proteini 1

IVF In-vitro Fertilizasyon

LAC Lupus Antikoagulanti

LH Luteinize Edici Hormon (Luteinizing Hormone)

MLPA Multipleks Ligation-dependent Prob Amplification
MTHFR Metilentetrahidrofolat Reduktaz

PCOS Polikistik Over Sendromu

PT/INR Protrombin Zamani/Internasyonel Normalized Ratio
PTT Parsiyel Tromboplastin Zamani

QF-PCR Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RPA Relatif Pik Alani

RPR Relatif Pik Orani

STR Kisa Ardsik Tekrarlar

TGF-a Transforme Edici Buyume Faktoru Alfa

TNF- o Tumor Nekrozis Faktor Alfa (Tumor Necrosis Factdpida)

Vi
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1. GIRIS

Klinik olarak, gebelgin fetal doneme ukmadan spontan kaybi, gik olarak
tanimlanmgtir (Lathi ve ark., 2011; Van den Berg ve ark., 201Bgka bir ifadeyle
sdylemek gerekirse, 24. gestasyonel haftaya kahlgaro gebelik kayiplarina gk
denmektedir (Yakut ve ark., 2002; Wold ve ark., 0@mbartsumyan ve Clark, 2008;
Zhang ve ark., 2009; Van den Berg ve ark., 2012)isi iki ya da daha fazla gebgiin
spontan sonlanmasi da tekrarlayagittiolarak tanimlanmgtir (Fabro ve ark., 2011).
12. gestasyonel haftadan 6nce gergekledisiiklere erken gebelik kayiplari ve 12.
gestasyonel haftadan sonra gercgitedigiklere ise gec gebelik kayiplari denmektedir
(Carrington ve ark., 2005).

Literatir bilgilerinden, d§lige; genetik abnormaliteler, uterus abnormaliteleri,
endokrin ve immdunolojik sebepler, enfeksiyonlar gevresel faktorler gibi birgok
etkenin neden oldiu anlgiimakta ve dgige yol acan etkenler arasinda kromozomal
abnormaliteler ile subtelomerik kromozomal bdlgen@malitelerinin 6nemli bir yer
tuttugu gorulmektedir (Warren ve Silver, 2008). Spontaigu@ olgularinin %50-
70’'inde kromozomal abnormaliteler (Rajcan-Separaécark., 2010), %1-13’'Unde ise
DNA kopya sayisi varyasyonlarli (CNV) olarak bilineabmikroskobik kromozomal
abnormaliteler saptang bildirilmistir (Rajcan-Separovic ve ark., 2010; Robberecht ve
ark., 2012; Van den Berg ve ark., 2012). @tirepetitif DNA dizilerinden olgan
telomerlerin submikroskobik kromozomal abnormalg@eaninin, kromozomun ger
bolgelerine goére axtl gosterdgi ileri suralmistir. Telomer ve subtelomer bdlge
CNV’lerinin ve translokasyonlarinin diiklere yol acabildii konusunda goriibirligi
olmasina rgmen (Brackly ve ark., 1999; Wakui ve ark., 1999jd{x ve Flint, 2000; de
Vries ve ark., 2001; Benzacken ve ark., 2002; Boeknark., 2004; Alkuraya ve ark.,
2006), konuyla ilgili az sayida gtamanin yapilabilmi olmasi dikkat cekngtir.

Bu argtirma ile diguk materyallerinde Kklasik sitogenetik yontemlerle
saptanamayan subtelomerik bdlgelerle ilgili delesyee duplikasyonlarin MLPA
yontemi uygulanarak incelenmesi ve bu abnormafiteledisiklerde sikiginin
saptanmasiyla birlikte MLPA y6nteminin prenatal itarygulamalarina uyarlanmasi

amaclanmytir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ureme Biyolojisi

Ureme; dji Ureme organlarinda gecen embriyonik gek ile sglanan
biyolojik bir surectir (Gokcimen ve Temel, 2004)vi@asyon ile ovaryumdan atilan
oosit, genellikle 12 saat icerisinde sadece 1 sparafindan fertilize olabilmektedir.
Sperm hucrelerinin g, serviksteki mukozal katlantilar igcinde kalmakta akabinde
servikal kanala ve uterusu gecerek uterin tipléagmaktadir. Spermlerin kisa sureli de
olsa servikste depo edilmesi ve buradgemaall olarak uterus ve uterin tiiplere gegmesi
fertilizasyonsansini artirmaktadir (Moore ve Persaud, 2009)ilizatyon; hiicre-hiicre
ve hlcre-matriks arasigkilerden kaynakli bir strectir. Fertilizasyopamasinda sperm
zona pellusidaya Kganirken, oositin etrafi extraselliler matriks @ioteri ile
cevrilmekte ve bu iki, akrozom reaksiyonunu tetikleyerek, spermin bigsne penetre
olmasini splamaktadir. Fertilizasyon sonucu gdun zigot, ceitli bdolinme
asamalarindan gecerek, implantasyonglamak Uzere uterusa gelitmplantasyon
asamasinda trofoblast hicreleri uterin luminal ephékcrelerinin apikal yuzeyleriyle
temasa gecer (Atabeio ve ark., 2002). Fertilizasyonu takiben slagan embriyonal
donem ve akabindeki fetal donem, biylime vesgelsireclerine bzl olarak, Kklinik
acidan 3'er aylik ¢ doneme ayrililk trimester sonunda, tim organ sistemleri
gelismekte ve ikinci trimesterde ise fetal gatie olmaktadir. Bu nedenle, fetisin tim
anotomik ayrintilarini ultrasonogrofik tekniklerlacelemek mimkun olabilmektedir.
Dogumdan o6nceki donem olan Uclncu trimestesiimia fetis dgdugunda, tibbi
destekle ygatmak mimkin olabilmektedir. Fetisin olggniasinin en 6nemli
gostergesi, 35. haftadaidiginin 2500 gra ulgmasidir. Gekimle ilgili hastaliklarin
anlgilmasi, embriyonik ve fetal gglm sureclerinin incelenerek gerlendiriimesi ile

muamkundir (Moore ve Persaud, 2009).

2.1.1. Embriyonik Dénem
a) Fertilizasyon

Fertilizasyon; sperm ile oositin temasiylasglagan ve iki hicrenin birkgp
kaynamasini ifade eden, birbiri ile gkili karmasik molekdler olaylar dizisini gerektirir
(Basaklar ve Sonmez, 199&ahman ve ark., 2008; Seckin ve ark., 2008). Géteel|

uterin tdplerinin geni ve uzun parcas!i olan ampullada gercgkie fertilizasyon



yaklasik 24 saat sirmektedir (Demir, 1995;sBklar ve SO6nmez, 1996; Seckin ve ark.,
2008; Moore ve Persaud, 2009). Tupleringedi kisimlarinda da gercekén
fertilizasyona uterusta rastlanmamaktadgetEoosit, uterin tlplerde fertilize olmazsa,
dejenere olup ortadan kalkar. Spermler testisin irséen tubullerinde Gretilir ve
epididimiste depolanir. Koitus sirasinda semeniena ejakulasyonu ile milyonlarca
sperm servikste birikir (Baklar ve Sonmez, 1996). Birkag ylz sperm uterugéaerek
uterin taplere ulgr. Oosit ve ¢evresindeki folliktler hiicrelerdedgs@nan kimyasal
yonlendirici sinyaller spermin oositi bulmasinigka (Demir, 1995; Bsgaklar ve
Sonmez, 1996; Kierszenbaum, 2006; Rahman ve a@k8;2Seckin ve ark., 2008;
Moore ve Persaud, 2009).

Spermin zona pellusidadan geciertilizasyon icin gereklidir. Akrozomdan
salinan esteraz, akrozin, serin proteaz, fosf&w@injenaz, fosfolipaz C-galaktozidaz
ve ndraminidaz gibi enzimler zona pellusiday! eekespermin oosite girmesini @ar
(Rahman ve ark., 2008; Seckin ve ark., 2008). Sppemona pellusidayl gecmesinden
sonra, oosit membrani k@ bir spermin gegini engellemek icin doéllenme zari
olusturur (Demir, 1995; Bgaklar ve S6nmez, 1996). Spermin oosite girmesirsdema,
sekonder oosit, 2. mayotik bdlinmesini tamamlar oklgun bir oosit ile 2. polar
cisimcigini olusturur (Australian Government, National Health aneédital Research
Council, 2005; Rahman ve ark., 2008ekil 1). Fertilizasyon sonucu dlan zigot,
mitoz bélinme gecirerek, embriyonal gele sirecine girer (Australian Government,
National Health and Medical Research Council, 2@¥gkin ve ark., 2008).
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Sekil 1. Fertilizasyon slirecinde oosit ve spermin pozisy@hustralian Government, National Health
and Medical Research Council, 2005’'den uyarlgtni

b) implantasyon

Implantasyon; insan endometriyum dokusunda gergeklézel bir biyolojik
olaydir. Endometriyum “implantasyon penceresi’ alkaradlandirilan 6zel bir zaman
diliminde embriyoyu kabul eder (Tabibzadeh, 1998k&l ve ark., 2010; Bahar ve ark.,
2012). Dollenmeyi takiben ojan mitoz boélinmeler sonucunda geh embriyonun
endometriyuma yonlendiriimesi ve zonadan siyriipda@metriyuma tutunmasina
implantasyon denir (Dekel ve ark., 2010)-vitro fertilizasyon (IVF) cakmalari, dger
canl turlerinden farkh olarak, 6-8 hiicreye gaa insan embriyosunun implantasyon
yetengi kazandgini gostermytir. Ancak, implantasyon o©ncesinde endometriyum;
endokrin, otokrin ve parakrin salgi mesajlanyladmi implantasyona hazir hale getirir
(Tabibzadeh, 1998; Bahar ve ark., 2012). Endometriyn implantasyona hazirlik
slirecine “implantasyon penceresi” denimplantasyon penceresi sireci; fibroblast
benzeri endometriyal stromal hicre transformasyondesidual hicrelerin
yuvarlaklgmasi, sekretuar glandullerin ggliesi, buyik apikal ¢ikintilarin gjmasi ve
luminal epitelde mikrovillus yapilanmalarinin orgayciksl gibi yogun hicresel



degisiklikleri kapsamaktadir (Dekel ve ark., 2010). Urettiplerden uterusa go¢ eden
zigot, bir dizi hiicre bolinmesi gecirerek segmeydaa @rar (Rahman ve ark., 2008)
So6nmez, 1996; Rahman ve ark., 2008; Prados ve 20k2) Sekil 2). Zigotun erken
asamalarindaki hiicreler totipotent karaktere sahigEmbriyonal totipotent htcreler,
giderek pluripotent karakterli hiuicrelere d§ader (Demir, 1995). Fertilizasyonun 4.
guninde uterusa wan morula icinde blastosist logu belirir (Seckin ve ark., 2008)
(Sekil 2). Blastosist bgugunun sivi ile dolmasi, blastomerlerin trofoblast ve
embriyoblast olmak uzere iki farkli yapiya d@mesine yol acar (Demir, 1995;
Basaklar ve S6nmez, 1996; Seckin ve ark., 2008). Hiaft, i¢ hicre kitlesi ile
blastosist bgugunu kwatir ve sonra embriyo gdiyapilari ve plasentanin embriyonik
kismini olgturur (Bgaklar ve Sonmez, 1996). Merkezi alana y@nte hiicre kitlesi
embriyoblast olarak tanimlanir ve embriyoyu stlwur. Embriyoblast; blastosist
bosluguna d@ru uzanirken, trofoblastlar da blastosist duvanolusturur. Blastosist,
yaklasik 2 guin uterin salgilar icerisinde yuzdikten sprmana pellusidanin dejenere
olmasiyla serbest kalir (Demir, 1995; Seckin ve,a2R08; Moore ve Persaud, 2009).
Embriyo, uterus iginde serbestce ylzerken, uteeidin salgilariyla beslenir (Moore
ve Persaud, 2009). Blastosistin endometriyuma pasyinu, endometriyum hicreleri
arasindaki desmozomlarin azaltilmasiyla kolgylgKierszenbaum, 2006)Sékil 2).
Blastosistin implantasyonu gerceligezse, implantasyon penceresini stluan
molekiler sistem, implantasyon penceresini kapktai@reci durdurur (Tabibzadeh,
1998).

Embriyonik kutuba korgu trofoblastlar; diarida sinsityotrofoblastlari ve icte
sitotrofoblastlari olgtururlar (Bgaklar ve Sénmez, 1996; Seckin ve ark., 20@&kil
2). Trofoblastlarin farklilgmasi, hicre ici ve hicre stlifaktorler tarafindan kontrol
edilir. Fertilizasyonun 6. guninde sinsityotrofatilar sekillenir ve cikintilari
endometiyal epitele uzanarak goaokusu icinde ilerler (Moore ve Persaud, 2009).
Fertilizasyonun 7. gununde i¢ hicre kitlesinin tdasst bgluguna bakan yiuzeyinde
olusan tabakalgma ile hipoblast denilen bir hiicre tabakassofyBasaklar ve S6nmez,
1996; Seckin ve ark., 2008) ve ilk hafta sonundetolsist endometriyal epitele yuzeyel
olarak implante olur (Bgklar ve S6nmez, 1996). 11-12. glinde uteroplaseitajim
saglanir (Bagaklar ve S6nmez, 1996; Kierszenbaum, 2006; Segkiark., 2008; Moore



ve Persaud, 2009). Uteroplasental dohan s&lanmasini takiben endometriyal
epiteldeki hasar onarilir ve primer koryonik villasn gelsimi sgilanir. Koryon
villuslarindaki kapillerler, koryon ve Iganti sapinin mezgmi icinde gelsen
damarlar araciyla, embriyonik kalple ikki kurarlar. Bu surecte, embriyoblasttaki
morfolojik desisimler sonucu olgan epiblast ve hipoblasttan kdken alan embriyonik
disk olwur (Moore ve Persaud, 2009ekil 2). Embriyonun tim organ ve dokularini
olusturan germ tabakalari, bu embriyonik diskten kokemlar. ikinci hafta icinde,
implantasyon sireci devam ederken, embriyoblasisigge amniyon bgugu ve bu
boslugun etrafinda yer alan amniyojenik htcrelerden ammjiyprimer umblikal kese,
baglanti sapi ve koryonik kesekillenir (Moore ve Persaud, 2009).
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c) Embriyonik Gelisim Sireci

Blastosist implante olurken, trofoblastlar endomyeima temas ederek
sitotrofoblastlara ve sinsityotrofoblastlara faldgirlar. Sitotrofoblastlar, mitotik
bolinme ile yeni hulcreleri oftururlar. Yeni olgan hicreler, giderek buylyen
sinsityotrofoblast kitlesine go¢ edip hiicre zarakaybederler (Bgklar ve Sonmez,
1996). Sinsityotrofoblastlar ise hizla ggayen ve ¢ok cekirdekli bir kitle olup, higbir
hiicre siniri gostermezler. Ggln sinsityotrofoblast hucreleri, endometriyal gba
dokusuna invaze olurken, blastosist endometriyumd@migme sdreci yar
(Kierszenbaum, 2006) Sékil 3). Sinsityotrofoblastik hucreler, implantasyo
bdlgesindeki endometriyum hiicrelerini apopitozsaatarak invazyonu kolawarirken,
endometriyumda gerceklen molekiler mekanizma implantasyonun gergehkésini
sgilar (Moore ve Persaud, 2009ekil 3).
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d) Doku ve Organ Gelgimi

Embriyonun geliimi; embriyonik diskten Gg¢lincu haftada primitif ginin
belirmesi, noétokordun ortaya cskive ¢ germ tabakasinin farkkhaasi ile sdrer
(Basaklar ve Sonmez, 1996; Seckin ve ark., 2008). Timbrgyonik dokularin ana
kayna olan U¢ germ tabakasingekillendigi gastrulasyon sireci embriyonik ekseni
belirleyen en dnemli surectir. Hicre farkfhaalari, yeniden diizenlenmeleri, hareket ve
yapsma 0Ozellikleri gastrulasyon sirecinde artarak dewadar. Kemik morfogenetik
proteinleri (BMP), fibroblast buyime faktori (FG¥ Wnts gibi sinyal molekulleri bu
surecte rol alirlar (Moore ve Persaud, 2009). Géstyonun ilk sareti, embriyonik
diskin epiblast tabakasi yuzeyinde primitif cizginortaya c¢ikmasi (Seckin ve ark.,
2008) ile doku ve organlar cfiwran ektoderm, endoderm ve mezoderm tabakalarinin
sekillenmesidir (Baaklar ve S6nmez, 1996; Seckin ve ark., 2008). Bugégm
tabakasindaki hucreler; bolunebilme, go¢ edebilmehicre gruplari okturabilme
yetengindedirler (Moore ve Persaud, 2009).

Embriyonun bsglica ic ve ds yapilari dérdinci hafta ile sekizinci haftalar
arasinda gerceklie. Organogenezis doneminin sonunagmo bdtin ana organ
sistemleri geimeye baglasa da kardiyovaskuler sistemsidda, dger bazi yapilarin
fonksiyon gormesinde yetersizlik gozlenir. Doku \w&gan yapilarn gedtikce,
embriyonun dy gorinigt de dgisiklige wrar ve sekizinci haftada @al gorinim
kazanir (Baaklar ve Sonmez, 1996; Moore ve Persaud, 2009)isi@el sirecinde
embriyonun boy, @rlik ve organ gelimini; anne ve embriyo kaynakh genetik
etkenlerin, cevresel kaynakli zararli etkenlegiddeti, akut ya da kronik ofu ile
embriyonun gosteregeadaptasyon belirler (Kabukcglo ve ark., 1999). Morfogenez;
hiicre go¢ hareketleri ile organ ve sistem taslakiarolismasi sonucu vicueklinin
ortaya cikmasi faaliyetleridir. Hicre hareketleniicrelerin birbirleriyle etkilgme
girerek organ ve dokularin farklgimasini sglayan temel etkendir (Seckin ve ark.,
2008).

Organogenezis boyunca, vicgeklinde o6nemli dgisiklikler olmaktadir.
Baslangicta embriyo hemen hemen dizdir ve ylzeyinde 4somit segcilebilir
(Basaklar ve Sbnmez, 1996; Seckin ve ark., 2008). Eyolda 3-4. haftalarda 38 somit
c¢ifti bulunuyorken, 5. haftanin sonunda 42-44 sonqifti gozlenir (Segkin ve ark.,

2008). 24. gunde embriyoda birinci ve ikinci fareabarkuslar belirir. Busamada kalp



ventralde buyuk bir ¢ikingeklinde bulunur ve kan pompalamgemini yapar. 26-27.
gunlerde st ekstremite tomurcuklari, vicudun \®ateral duvarinda kiguk
siskinlikler seklinde goralr. 8. haftanin sonunda, ekstremiteldratlari belirgin,
parmaklar uzamive birbirlerinden ayrilngi (Basaklar ve S6nmez, 1996) ve embriyo
tumuyle insan gérunuminad algrolur. Ancak, ba hala orantisiz olup embriyonun yarisi
kadar buyuklge sahiptir. Boyun bolgesi ggii ve goz kapaklari belirgingg (Seckin
ve ark., 2008).

Embriyonik dénemde damar sisteminin @lmu vaskilogenez ve anjiyogenez
olmak Uzere iki sureci icerir (Seckin ve ark., 2D0Baskulogenez; anjioblastlar denilen
O0zel hiucre oncullerinin bir araya gelmesi ile yesmskiler kanallarin okwmunu,
anjiogenez ise onceden var olan damarlarin tomlanakak ya da dallanarak yeni
damar olgum sirecini ifade eder (Rossant ve Howard, 2002kiSeve ark., 2008).
Ucuincti haftanin lzanda umbilikal kesenin ekstraembriyonik mezoderrajniglanti
sapinda ve koryonda gercejde vaskilogenez ve anjiyogenezi, embriyonik kan
damarlarinin gedimi izler. Kardiyovaskiler sistemin gir organ sistemlerine gore
daha erken okwmu ovum ve umbilikal kesede yeterli besinin bulammasi, plasenta
aracilgl ile anne dolgmindan oksijen ve besin maddelerinirgitaasi igin kan
damarlarina acil gereksinim duyulmasindan kaynakidtadir (Seckin ve ark., 2008;
Moore ve Persaud, 2009). Uciincii haftada primordiyatoplasental dojam balar.
Tlbdler kalp; balanti sapi, koryon ve umbilikal kesesindeki kan ddari ile
birleserek primordiyal kardiyovaskiler sistemi gurur (Demir, 1995; Bgaklar ve
So6nmez, 1996; Seckin ve ark., 2008).

f) Embriyonik Geli simin Kontrolu

Embriyonik gelgim surecinde gercelden dokular arasi etkgam; hicre
kolonilerinin dizenli gbc¢i, kontrolli galmasi ve programli hiicre dlumleri vesitie
kontrol mekanizmalarinin dnciiinde gercekiemektedir. Embriyonik ge§ime; temel
olarak bir blyume sireci olup, tum yapi ve fonksigol gelstirmeye yonelik
islemektedir (Seckin ve ark., 2008). Embriyonik simeerken dénemlerinde rol alan
hicreler, cok yonli gelim godsterme yete@ndedirler. Bu geklme potansiyel,
dokularin 6zellgmis yapi ve fonksiyonlara sahip olabilmesiniglsama bakimindan

onemlidir (Moore ve Persaud, 2009).



Dokular ve hicreler arasinda ghm etkilgimler; ceitli sinyal iletim
sistemleriyle olgmakta ve sinyal iletim sistemleri bulunduklari dglugore farklilik
gostermektedir. Sinyal iletimi, sinyal molekillennmolekiler mekanizma ile uyaran
hiicreden uyarilana gecmesiyle gercgkleHucreler arasi etkifgmler, her ne kadar
farkli ekstra ve interselliler vyollarla gerceydeler de, hedef hicrenin genetik
aktivitesini etkileyerek interselliler bir mesajidogmasina neden olurlar. Sinyal
sistemindeki ortaya cilkacak herhangi bir gecikme da bir anomali hatali bir
induksiyonun ortaya ¢ikmasina neden olur. Embriyagelisim ve gelsimin kontrolU
¢ssitli sinyal ileti yollari ile olmaktadir (Moore v@ersaud, 2009). Embriyo ggininde
ve farklilggmasinda, insulin benzeri buyime faktori (ILGF-1pidermal buyiume
faktori (EGF), aktivin, FGF, transforme edici buyéiniaktori-alfa (TGFRx) ve
morfogen benzeri molekdller rol almaktadir (Kabudgu ve ark., 1999). Embriyonik
gelisim sureci; birgok hiicre gogunu, etkiini, farklilasmasini ve molekuler sinyal
iletimini kapsamasi bakimindan, en hassassigelisireci olmaktadir. Bu ddénemi
olumsuz etkileyen etkenler, gonlukla embriyoda 6nemli konjenital anomalilere eed
olabilmektedir. Embriyonik gefim, hiicre géclerinin yani sira, morfogenler, notch,
transkripsiyon faktorleri ve reseptor tirozin kiherzgibi sinyal ileti sistemleri tarafindan
dizenlenmektedir (Moore ve Persaud, 2009; Perriveocark., 2012).

2.1.2. Fetal Dbnem

Doku ve organlarin olgurgeasi ile karakterize Ugtinct aydan sonraki donem
fetal donem olarak adlandirilir (Desdigio ve Malas, 2006). Fetal doneminsbala
meydana gelen 6nemli gghelerden biri, 9. haftanin sonuna kadar benzer ngiri
erkek ve dji dis genital organlarinin olgun fetakekillerine 12. haftanin sonunda
ulasmasidir (Baaklar ve Sonmez, 1996; Seckin ve ark., 2008). Fistedletin ve
Ozellikle kafatasi ve uzun kemiklerin primer keneiikhe merkezlerinin belirmesi, 12.
haftanin sonundan itibaren gorilmektedkinci trimester siresince fetlis gati hizli
olup vicut girliginda 6nemli arl gozlenir. 16. haftada fetiis gpain bedene orani, 12.
haftadaki oran ile karastirildiginda, nispeten kuguktur (Baklar ve Sonmez, 1996;
Seckin ve ark., 2008; Moore ve Persaud, 2009).| Egtaemde godzlenen en belirgin
gelisme, butin vicut dikkate alinginda, ba buyidmesinin goreceli olarak yayama
gostermesidir (Seckin ve ark., 2008; Moore ve Rels®009). Fetls radyasyona,
viruslara ve ilaglarin teratojenik etkilerine,gdr iki trimestere gore, daha az duyarli
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olmaktadir. Bu durum, embriyonal ve fetal galenin, 1. ve 2. trimesterde teratojenik
etkenlere kan ne denli duyarl oldgunu gostermektedir.

2.2. Disiik

Klinik olarak tanimlanan gebeliklerin %10-15’'ininpaentan dguk ile
sonuclandil bildirilmistir (Yakut ve ark., 2002; Wold ve ark., 2006; Amisaimyan ve
Clark, 2008; Zhang ve ark., 2009; Van den Berg re, £2012). Spontan dukler,
jinekolojik bir problemden oldgu kadar (Moore ve Persaud, 2009), sosyal ve ekdoomi
problemlerden de kaynaklanabilmektedir (Bullettiar&., 1996). 500 gr. ya da daha az
agirhga sahip 3 veya daha cok geBwli sonlanmasi tekrarlayan gik olarak
tanimlanmgtir. Kadinlarin yaklatk %1-3'Unln tekrarlayan dik yaptgl tespit
edilmistir (Cramer ve Wise, 2000; Ward, 2000; Carringtenavk., 2005; Wold ve ark.,
2006; The ESHRE Capri Workshop Group, 2008; Mamjuag ark., 2010; Rajcan-
Separovic ve ark., 2010; Saini ve ark., 2011). Bagnaklar ardik 2 ya da daha fazla
gebelgin spontan sonlanmasini tekrarlayanyiddiolarak tanimlamngtir (Fabro ve ark.,
2011). 12. gestasyonel haftadan once gergeklagiklere erken dgiikler ve 12.
gestasyonel haftadan sonra gercgde diguklere de gec¢ diikler denmektedir
(Carrington ve ark., 2005). Ozellikle 30-35 ve Ust# grubu kadinlarda fertilite
potansiyeli azalirken, spontansdilt riskinin arts gosterdgi tespit edilmgtir (Bulletti ve
ark., 1996; Andersen ve ark., 2000; Marquard ve, a2k10) Sekil 4). Stres ve
sigaranin da diilk riskini artirdgl bildirilmistir (Bulletti ve ark., 1996). Tekrarlayan
spontan dgiikler etiyopatogenez, klinik yonetim ve tedavi aggsn ciddi bir sorun
olusturmaktadir. Bu nedenle, 2 ya da 3 aulddistkle kagilasildiginda, dglge neden
olan etkenlerin belirlenmesi i¢in tanisal uygulaanakorunlu gorulmgtir. Ancak,
ardsik distklerden sonra yapilan tanisal uygulamalarin, dene yaina bal fertilite
sorunu da g6z onune aligchda, gerekli tedavinin gecikmesine neden glduleri
suralmdtar (Bulletti ve ark., 1996; Ysar, 2006).
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Sekil 4. Dusuk ve fertilite potansiyelinin ya bali oranlariyla ilgili grafik (Bulletti ve ark., 199dan

uyarlanmgtir)

2.2.1. Epidemiyoloji

Uremenin verimlilgi ve sureklilii tartisma goturen bir konudur. Menstrual
siklus aralarinda yeterli cinsel temaglaadiginda, gebelik oraninin %66’ya gtes ve
mevcut gebefiin sonlanma ihtimalinin %8 ile %52 arasindagigegi bildirilmi stir
(Bulletti ve ark., 1996). Klinik acidan belirlengebeliklerin %10-15'i spontan diikle
sonugclanirken (Wold ve ark., 2006; Marquard ve,&®10), kadinlarin %25’inin en az
bir distik ve %5'’inin ise tekrarlayan diik yaptg! ileri surdimgtar (Van den Berg ve
ark., 2012).1lk gebelikte digukle kagllasma riskinin %10, ilk gebeli disikle
sonucglanan bir kadinin ikinci gebghde digtkle kagilasma riskinin %24, ilk iki
gebelpi dustkle sonuglanan bir kadinin Ggiinct gefiatle digiikle kagilasma riskinin
%26 ve doérduncu gebelikteki riskinin ise %32 @dusaptanmiir (Regan ve ark.,
1989). Risk tamadg! bilinen 200 kadinda fertilite ve gliik oranini dgerlendirmek
amaclyla yapilan bir agarma, fertilite oranini %62,5 ve gliklerin yarisinin
biyokimyasal dgtklerden olgtugunu gosterngtir (Bulletti ve ark., 1996).

TUm populasyonlarda ileri ya bali olarak konsepsiyonda azalma,sdkite
artis ve fertilitede digme olmaktadir (Bulletti ve ark., 1996; Andersenark., 2000).
20-24 ya grubu bin kadinda 250-560 glamn ve 40-44 yagrubu bin kadinda ise 70-200
dogum gerceklgtigi bir argtirma sonucuyla tespit edilgtir (Bulletti ve ark., 1996).
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Buna kagin, disik oraninin, 20-24 yagrubu kadinlarda %12 ve 40 ve lzers gaubu
kadinlarda ise %26 olgu saptanmtir (Andersen ve ark., 2000; Cramer ve Wise,
2000). Koitus sikliinda ve ovulasyonda azalmanin,sigki siklginda ve oositlerde
kromozomal abnormalite agtnin gerceklgtigi ve ysa bah pelvik hastaliklarla
birlikte fertilitenin azalmasina neden ofgu bildirilmistir (Bulletti ve ark., 1996).
Biyokimyasal incelemeler sonucu belirlenen spordégiik oraninin %22-31 arasinda
desiskenlik gosterdii, gebelgin ilk ayinda gercekkgen ve klinik acidan belirlenemeyen
disUkler de dikkate alinginda, bu oranin %60-78'e gtasl tespit edilmgtir (Tashan,
2007). Bu nedenle, embriyo implante olmadan, ddellimplantasyon bdlgesinin
mikrovaskiler yapilarina koryonik gonadotropin sahi bglamadan dnce, kaybedilen
embriyoya spontan dik denmektedir (Bulletti ve ark., 1996).

Gebeliklerin  %60-70’inin  dguma ulamadan dglkle sonuclangn ve
disuklerin %50-60"1nin da ilk ayda fark edilmeden gedestigi ileri surtlmektedir. 40
ve Uzeri ya grubu kadinlarda spontan giklerin 2-3 kat ary gosterdéi ve
kromozomal abnormalite riskinin aggti tespit edilmgtir (Bulletti ve ark., 1996).
Ozellikle 9. gestasyonel haftaya griadan diikle sonuclanan gebeliklerin 6nemli bir
kisminin kromozomal abnormalitelerden kaynaklgnderi suartlmttur (Cramer ve
Wise, 2000). 12. gestasyonel haftaya kadar gergakldigtiklere ve 12. gestasyonel
haftadan sonra gercekén digtklere neden olan etkenlerin farkdl dikkate alinip
dusUklerin ayri ayri dgerlendirilmesi gereki ileri strtlmdstir (Bulletti ve ark., 1996)
(Sekil 5).
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uyarlanmgtir)

2.2.2. Etiyoloji

Ureme fizyolojisini olumsuz yonde etkileyen pek cekken dglige neden
olabilmektedir (Warren ve Silver, 2008). Etiyolapnirdelenmesi, tedavi stratejilerinin
gelistiriimesi ile gebelgin devamini sglama acisindan dnemli gérilmektedir (Bulletti
ve ark., 1996). Spontan gliklere; genetik abnormaliteler, uterus abnormadiiel
endokrin ve immunolojik sebepler, enfeksiyonlar gevresel faktorler gibi farkh
etkenler neden olabilmektedir (Warren ve SilvefQ&0 Parental kromozom analizleri,
maternal hormon derlendirmeleri, uterus abnormaliteleri ve genitatesm kalturleri
ciftlerin %60’ Inda digik nedenlerini ortaya koymaktadir. Blastosistin iampasyonu;
pre-desiduanin olgunimasi ile uterus ici sivi kompozisyonunun uyumlu aém
durumunda gerceldmektedir (Bulletti ve ark., 1996). Parazzini ve.g#991), spontan
disUklerle ve ailenin tekrarlayan glik Oykisu arasinda bir gki oldugunu ileri
strmigtir. Ik menas yasinin diige neden olan énemli bir etken ofglubildirilmistir
(Bulletti ve ark., 1996)Implantasyon gamasinda ortaya cikan fiziksel problemlerin
gebelgin olusumunu ve devamini etkilegi tespit edilmstir (Coste ve ark., 1991,
Bulletti ve ark., 1996). &iri kahve kullanan kadinlarda spontarsiaki riskinin %70
oldugu gosterilmgtir (Parazzini ve ark., 1991; Bulletti ve ark., B)9Taskinen ve ark.
(1994), gebelik surecinde toluen, ksilen ve formajibi kimyasallara maruz kalmanin

spontan d§iige neden oldgunu saptamlardir. Gebelik 6ncesinde ve gebelik sirecinde
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maternal kan folat seviyesindeki giglerin de spontan dtiklere yol actg kanaatine
variimistir (Bulletti ve ark., 1996).

a) Anatomik Uterus Anomalileri

Tekrarlayan dgiikleri olan kadinlarda %15-30 oraninda anatomikruste
abnormalitesi oldgu rapor edilmgtir (Bulletti ve ark., 1996; Propst ve Hill, 2000;
Srinivas ve Rajangam, 2001). Konjenital millerienomalilerin, submikoéz ve
intramural miyomlarin, uterus malpozisyonlariniegigilen operasyonlar sonucu uterus
duvarinda olgan skarlarin, uterus sigikerinin, anatomik veya servikal yetmezliklerin
de digtklere neden oldiu bildirilmistir (Bulletti ve ark., 1996; Cramer ve Wise, 2000;
Srinivas ve Rajangam, 2001; Wold ve ark., 2006).

b) Endokrin Etkenler

Progesteron, gebgln sidrdurilmesinde gerekli olan bir hormondur. Kgp
luteumun vyetersizi sonucu gercekken luteal faz bozukluklarinin tekrarlayan
distklere yol agcmamasi icin progesteron kullaniimaktadProgesteron ve hCG
konsantrasyonu ile gebgin sonlanmasi arasinda énemli bigkliolmamasina gmen,
kadinlarda yetersiz Uretilen progesteronunsUftti olusumu Uzerine muhtemel bir
molekiler etkisi bulundgu bildirilmistir ~ (Bulletti ve ark., 1996). LH
konsantrasyonundaki ain disuk olusumuna katki sgdamasi yaninda, fertilite
potansiyeli ve gebdlin surdurilmesi Uzerine olumsuz etkileri ofdu bildirilmistir
(Stanger ve Yovich, 1985). Polikistik over sendronkadinlar folliktler faz LH
artisinin konsepsiyonu azality erken donemde diige neden olabilg bildirilmi stir.
Buna kagin, tekrarlayan diiik yapan kadinlarin %82’sinin polikistik over seoiau
oldugu ve serum LH konsantrasyonunun normal sinirlatdago saptanmstir (Bulletti
ve ark., 1996). LH hipersekresyonunun, testestalenostrojen konsantrasyonunu
arttirarak, oositin ve endometriyumun gelesini olumsuz etkiledi saptanmgtir
(Bulletti ve ark., 1996, Saini ve ark., 2011).

Polikistik over sendromunun (PCOS); ilk trimestegkrceklgen diguklerin
%20 ile %50’'sinden sorumlu ol@u tespit edildsi halde, patofizyolojisi ile ilgili
mekanizmalar hentiz aydinlatilamatm (Cramer ve Wise, 2000; Carrington ve ark.,
2005). Dpger yandan, LH ve testesteron konsantrasyonlari pédikistik over

sendromunun tekrarlayan gikleri olan kadinlarin gebelik kayiplarini izah et bilgi
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verici olmadgl da ifade edilmytir. Tekrarlayan dgikleri olan kadinlarin %27’sinde ve
normal kontrollerin %9,5'unda insilin direnci saptais ve PCOS’lu kadinlardaki
insulin direnci ile dgukler arasinda bir #ki oldugu kanaatine varimtir.

Hiperinsulinemi, endometriyal fonksiyonu etkilemekive endometriyal iki temel
protein olan glikodelin ve insilin benzeri buyunaktbri bglama proteininin (ILGF-

BP1) konsantrasyonunda azalmaya sebebiyet vermel@airington ve ark., 2005).

c) immiinolojik Etkenler

Fetustin paternal antijenleri anne immun sistemaftadan yabanci kabul
edilmesine kann, gestasyonel periyodungi@ngicindan itibaren fetis, anne uterusunda
normal gel§imini stirdirmektedir (Saini ve ark., 201implantasyon tamamlanginda,
anne ve embriyo arasinda karswadrisini sgzlayacak vaskuler yapilarin gerceideesi
asamasinda ortaya cikan hucresel ve humoral cevabididige neden oldgu ifade
edilmistir. Lokositler, endometriyal ve desidual tabakgddesen hiicreler icerisinde en
onemli hiicre grubudur (Bulletti ve ark., 1996). Ber ve ark. (1991)'nin I6kositlerin
endometriyal ve desidual yegimini arsstirmak Gzere yaptiklari bir ¢caina, desiduanin
immunosuppresif aktivite gostegni ortaya koymugtur. Maternal-embriyonik ifiki
minasebetiyle dokularin farklgiaasi, desidual endometriyal grantllii lenfositlerin
sitimulasyonunu g#ar. Granulli lenfositlerin sitimulasyoni), maternal bgusiklik
sistemine fetal antijenleri tanitarak embriyoyu idimrejeksiyondan korurj) dogal
oldurtcu hucreler aracgiyla ve tumor nekrozis faktar- (TNF-o) tarafindan
tanimlanan maternal immin cevabl baskilayabilenalloktzinebilir faktorlerin
dretimini sglar. Koruyucu immunosupresif faktor Gretiminin ya dliger sitokin
aktivitelerinin engellenmesinin, diik olusumunu engellegi distnulmdstir. Normal
gebelik sirecinin ilk trimesterinde paternal amtigre kagi maternal imminglobulin
(Ig) G antikorlari sentezlenir. Maternal IgG'ninkgek oranda uretilmesi gliige neden
oldugu gibi, kompleman sisteminin aktive olmasinin d&eear diglige neden oldgu
tespit edilmgtir.  Antifosfolipid antikorlari, lupus antikoagulan (LAC) ve
antikardiyolipin (ACL) varlginda otoimmun cevaplarin ortaya c¢gktve Ozellikle IgA
gibi antifosfolipid antikorlarin tekrarlayan giiklere neden oldiu bildirilmistir.
Antifosfolipid antikorlarinin anneden fetiise pata§inmasiyla olgan antifosfolipid
sendromunun (APS); prostasiklin inhibisyonu, vazgdtaiksiyon, platelet agregasyonu,

tromboz, fibrinolitik ve antitrombin aktivitesindeazalma ve vendz plazminojen
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aktivatoriniin inhibisyonu mekanizmasiyla sdge neden oldgu tespit edilmgtir
(Bulletti ve ark., 1996).

d) Enfeksiyoz Etkenler

Ilk trimesterde gercekjen tekrarlayan diiklerin maternal ya da fetal
enfeksiyonlarla ikkisi hentiz aciklanabilrgi degildir. Koryonik villus biyopsileri
sonucu gercekéen enfeksiyonlar diik riskini artirmasina gamen, aslinda riskin
serviksteki bakteriyel kolonizasyondan kaynakl@nmth vurgu yapilmtir (Bulletti ve
ark., 1996; Cramer ve Wise, 2000). Bunaskar maternal insan immun yetmezlik
virisu-1 (HIV-1) antikorlarinin, maternal sifilizeum aktivitesinin ve vajinal B grubu
streptokok enfeksiyonunun spontansigklere neden oldiunu bildiren argtirmalarda
da bulunmaktadir (Bulletti ve ark., 1996; Desd#io ve Malas, 2006). Bununla
birlikte, genital mikoplazma enfeksiyonlarinin dksal ve plasental dokularin akut
inflamasyona neden olmak suretiyle, ilk trimesterdisige neden oldgu ifade
edilmistir (Lathi ve ark., 2011).

e) Diger Etkenler

Intrauterin gelime gerilgine neden olan etkenler arasinda sigara kullanmini
da 6nemli yer tuttgu stphesizdir. Gebelik siresince sigara kullanan Kadm diiuk
dogum agirlikl bebekler dgurdugu ve yetersiz beslenmeyle birlikte sigara kullamimi
daha &ir sonuclara yol agii belirtilmistir. Alkol bagimliliginin, fetal alkol sendromuna
yol agcmak suretiyle, intrauterin ggiie gerilgine neden oldgu tespit edilmgtir
(Cramer ve Wise, 2000; Desdigla ve Malas, 2006; Moore ve Persaud, 2000)% ve
uyusturucu bgmhliginin da intrauterin geline gerilgine, disige ve dger obstetrik
komplikasyonlara yol agii vurgulanmgtir (Desdici@glu ve Malas, 2006; Moore ve
Persaud, 2009). Clark ve ark. (1993), tedavideakuithn ribavirinin ditige, embriyonik
gelisme gerilgine ve trofoblast hipoplazisine neden gidou gostermierdir. Genetik,
anatomik, immunolojik, endokrin ve enfeksiytz etlegryaninda, psikolojik etkenlerin

de spontan diiiklere neden oldtu rapor edilmgtir (Bulletti ve ark., 1996).

f) Genetik Etkenler
Spontan dgiiklere neden olan 6nemli etkenlerden biri de kroomeal
abnormalitelerdir. Andploidilerin, translokasyontawve dger yapisal abnormalitelerin

analizi, spontan ve tekrarlayan sdilerin nedenini agiklamaya katki géamaktadir.
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Tekrarlayan dgiklerin genetik temelinin anddmasinda sitogenetik yontemler tek
basina yetersiz kalmaktadir. Ayrica, maternal kontaaeyon nedeniyle gerlendirilen
disUk materyallerinde yandisonuclara varilmasi mumkun olmaktadir. 1990’liaydan
sonra tekrarlayan duklerin degerlendiriimesiyle ilgili yontemler geftirilmistir. Bu
yontemlerden floresan in-situ hibridizasyon (FISMyntemi, kuiltire edilemeyen
dokularin analizine de olanak tangtm. Tani yontemlerinin gelmesi, spontan ve
tekrarlayan dgiiklerde anéploidilerin rolinin asidmasini kolaylatirmistir. Molekuler
analiz yontemleri de tek gen mutasyonlarinin, Xkivasyonunun ve imprinting
olgusunun etki ve sonuclarini ortaya koymayglaaistir. Tekrarlayan dgiikler
hakkinda edinileceksamali bilgi birikimi, ¢ok amagl tanisal imkanlaberaberinde
getirecektir (Ward, 2000).

Tek Gen Mutasyonlari: Tek gen mutasyonlarinin neden gidunetabolik hastaliklar,
hemoglobinopati ve trombofili gibi belirli hastalékin da dguklere yol actl ifade
edilmistir (Warren ve Silver, 2008). Bu nedenle, molekiganetik yontemlerinin,
ureme genedi ile tekrarlayan dgilklere neden olan mekanizmalarin antaasinda
kokli  yararlar sglayac& beklenmektedir. Tek gen mutasyonlarinin, X
inaktivasyonunun, imprinting olgusunun ve tromhbgél neden olan mutasyonlarin
anlgllmasi ile diguge neden olan mekanizmalarin c¢c6zimlenebdeckanaatine
variimistir. Bazi maternal faktorlerin plasentada piltriaya neden olup kan akimini
engellemek suretiyle fetal 6lumlere vestdkiere neden oldtu tespit edilmgtir (Ward,
2000). Hiperkoagulasyona meyilli maternal kan,dalltrofoblastlarin belirli alaninda
cok yava bir sekilde gecerken, fetal damarlarda g@lo trombozis plasental diskte ciddi
infarktlara neden olabilmekte ve uteroplasentaésgzlik de trofoblast fonksiyonlarini
etkileyerek plasentada fibrin birikimini tetiklemteklir. Protein S eksildi, antitrombin

Il eksikligi ve aktive protein C direnci plasental pih{rteaya neden olmaktadir (Ward,
2000; Carrington ve ark., 2005). Pingizanin nedenlerinden biri faktér V Leiden
(FVL) mutasyonudur (Carrington ve ark., 2005). lexidnutasyonu, faktér V geninin
1691. nukleotidindeki dgsiklik sonucu olygmakta ve aktive edilrgi protein C’nin
proteolitik inaktivasyonuna ve direncli faktor Vagteininin sentezine neden olmaktadir
(Ward, 2000). Tekrarlayan gliikleri olan kadinlar Gzerinde yapilan bir grama, canli
dogum oraninin FVL mutasyonuna sahip kadinlarda, nbikadinlara gore, énemli
oranda dguk oldyunu gosternstir (Carrington ve ark., 2005). Meinardi ve ark.
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(1999)'nin faktdr V mutasyonunun glikle iliskisini saptamak amaciyla yagtibir
argtirma, faktér V mutasyonunun ventz tromboembolizmmedeni oldgunu
gostermgtir. DUnya s@lik orgutt, FVL mutasyonunu g¢gyanlarin taimayanlara gore
daha fazla dgilk ve 6li dgum riskine sahip oldtunu tespit etnstir. Ayrica,
metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) geni C67/hutasyonunun tekrarlayan
dusUkler igin ciddi bir risk oldgu gdsterilmgtir (Ward, 2000).

Sinirli Plasental Mozaisizm:Sinirli plasental mozaisizm; plasental ve fetalrbigin
kromozomal kurulg bakimindan farkhlik gdstermesidir (Wapner, 2008arren ve
Silver, 2008).ilk trimester koryonik villuslarin %1-2’sinin fetiigaryotipinden farkli
oldugu saptanmgtir (Ward, 2000; Wapner, 2005). Koryonik villuslardoulunan
anormal karyotip, fetiis normal olsa bile, plasefdaksiyonu bozarak spontan giige

ve Olime neden olabilmektedir. Sinirli plasentazaisizmden kaynaklanan plasental
fonksiyon bozuklgu, intrauterin gelime gerilgine, amniyon sivisinin azalmasina ve
prenatal kayiplara neden olabilmektedir (Ward, 200Glousek ve ark. (1996), 54
spontan d§ik Uzerinde yaptiklari bir agarma ile sinirli plasental mozaisizmin erken
disUklere neden oldiunu gosterngierdir.

Kromozomal Abnormaliteler: Spontan diiiklerin  %50-70’'inde kromozomal
abnormalite saptangiiifade edilmgtir (Rajcan-Separovic ve ark., 2010). Spontagtiéu
materyallerinde gorulen abnormalitelerin; %60’Inatozomal trizomiler, %20’sinin
monozomi X ve %20’sinin de poliploidiler ol@u bildirilmistir (Warren ve Silver,
2008). Bununla birlikte, spermlerin %10’'unda ve ilesn de %20’sinde kromozomal

abnormalitelerin oldgu tespit edilmgtir (Zhang ve ark., 2009).

Anoploidiler

Andploidilerin, spontan diiiklerin %50’sinden ve tekrarlayan gliklerin de
daha fazlasindan sorumlu ofglu bildirilmistir (Cramer ve Wise, 2000; Ward, 2000;
Carp, 2008). Genel olarak monozomiler embriyo ydeat@as icin letal etki gosterirken,
bazi trizomilerin hayatla uyumlu olgu tespit edilmgtir (Ward, 2000). Dguk
materyallerinde en sik goézlenen trizominin 16. koawm trizomisi oldgu ve tim

trizomiler icindeki oraninin da %20-30 olglu belirtilmistir (Warren ve Silver, 2008).
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Yapisal Kromozom Abnormaliteleri

Spontan dgiiklerin  %2’sinin  translokasyon, inversiyon, delesyove
duplikasyon gibi yapisal kromozom abnormaliteleendkaynaklangy ifade edilmgtir
(The ESHRE Capri Workshop Group, 2008). Gelielierken déneminde tekrarlayan
diUsUklerinin en yaygin nedenin de translokasyonlaugldtespit edilmgtir. Dengeli
translokasyon tayicilarinin belirlenmesi, normal fenotipe sahipummhasi nedeniyle,
Ozel bir calsmayi gerektirmektedir. Dengeli translokasyonlarkradayan dgikleri
veya infertilite problemleri olan ciftlerde sikcastlanmaktadir. Delesyon, duplikasyon
veya translokasyonlarin gen yapisini bozaraktgki neden oldgu bilinmektedir
(Ward, 2000; The ESHRE Capri Workshop Group, 2008).

Submikroskobik Kromozom Abnormaliteleri

Molekuler  genetik  yontemlerle  saptanan  mikrodelety@  ve
mikroduplikasyonlara submikroskobik kromozomal atnaliteler denmektedir.
Etiyolojisi bilinmeyen gekme yetersizliine sahip hastalarda mikrodelesyon ve
mikroduplikasyon oraninin %10-20 ve st materyallerinde ise %21-13 olglw
saptanmytir (Rajcan-Separovic ve ark., 2010; Robberecharke, 2012; Van den Berg
ve ark., 2012). Nedeni bilinmeyen mental retardakybastalar ile farkl klirdi olan ve
normal karyotipli hastalarda subtelomerik delesyan duplikasyonlar %7 oraninda
saptanmygtir (Warren ve Silver, 2008). Klasik sitogenetikng@mleri 5 Mb’dan daha
buyik kromozomal abnormalitelerin belirlenmesindgeay sglarken, 5 Mb’dan daha
kicuk abnormalitelerin agarilmasinda yetersiz kalmaktadir (Benzacken ve 2802).
Submikroskobik abnormalitelerin atailmasinda FISH, QF-PCR, MLPA ve
komperatif genomik hibridizasyon (CGH) yontemlenirkullaniminin gerekli oldgu
bildirilmi stir (Zhang ve ark., 2009; Gao ve ark., 2012). latér bilgilerinden; dgisik
etkenlere bgi olarak olgtugu anlgilan diuklerin bir kisminin da submikroskobik
kromozomal abnormalitelerden kaynaklghdi bilinmektedir.  Submikroskobik
kromozomal abnormaliteler ya dagigmler; CNV olarak tanimlanmakta ve klinik
sonuglarina gore, patojen ve benign olarak vaslftdmaktadir. Patojenik CNV’ler; de
novo olup olmamasina, delesyon ya da duplikasyoetlialenen genin fonksiyonuna ve
gen bolgesinin buydkftune goére, benign CNV’lerden ayirt edilebilmekte(i®ajcan-
Separovic ve ark., 2010; Van den Berg ve ark., 20CBH ve MLPA yontemleri ile
hastallk nedeni CNV’ler hakkinda bilgi edinilmekied Mikrodelesyon ve
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duplikasyonlarin bir kisminin fenotipik bir etkiyeeden olmayan polimorfizm ornekleri
oldugu ifade edilmgtir (Warren ve Silver, 2008).

Okaryotik organizmalarin lineer kromozom uclaringe alan ve 6zelkenis
tekrar dizilerinden olgan heterokromatik bélgelere telomer dengini Telomerik
DNA dizileri, diger DNA dizilerinden yap1 vesiev bakimindan farklilik gostermekte ve
onemli bir biyolojik slevi tUstlenmektedir (Atl ve Bozcuk, 2002). Telonsilgesinde
birbirine bitisik repetitif DNA aileleri bulunmaktadir. Bu bélgedkeri derecede dizi
benzerlgi bulunmakta ve bu bdlgeler @ir bolgelere goére yeniden dizenlenme
oraninda argl gostermektedir. Kromozomlarin telomerik ve subtedok bolgeleriyle
ilgili abnormaliteleri rutin genetik yontemlerle @iz etmek mumkin olamamaktadir.
Bu nedenle, telomerik bolgelerle ilgili yeniden eéafenmelerin analizi, telomerler igin
spesifik floresan saretli problarin genomik DNA ile hibridizasyonunayali FISH
teknigi ile yapilabilmektedir. Fakat, FISH telgmin pahali olgu bilim insanlarini,
alternatif teknikler geftirmeye yoneltmitir. Bu amagla kullanilan en uygun yontem
MLPA yontemidir. MLPA yontemi; hedef DNA'ya [@anan 6zgul problarin, evrensel
primerler kullanilarak PCR ile @altilmasini ve elde edilen drtnlerin miktarsal aqid
kargilastirilmasini esas almaktadir. Pek coksareci, MLPA yodntemini kullanarak,
Ozellikle mental retardasyonlu olgularda subtelaknelelesyon ve duplikasyonlarin
varhigini tespit etmglerdir (Benzacken ve ark., 2002; Monfort ve arl0p@). Telomer
ve subtelomerik boélgeleri tutan CNV’lerin ve travishsyonlarin d§iige neden
olabilecgi iddia edilmise de (Brackley ve ark., 1999; Wakui ve ark., 1308ight ve
Flint, 2000; de Vries ve ark., 2001; Benzacken ke, &2002; Boehm ve ark., 2004;
Alkuraya ve ark., 2006), yeterli sayida gnananin yapilamargiolmasi konuya ilgiyi
arttirmstir. DUstik materyalleri ile dgikleri olan ailelerde yapilan atamalarda
gozlenen submikroskobik abnormalitelerle ilgili Mer tablo 1'de sunulmgiur.
Kromozomlarinin subtelomerik bdlgeleriyle ilgili asbk saptanan abnormaliteler,
distkler ile subtelomerik bdlge abnormaliteleri arasinbir iliskinin belirlenmesi

calismalarina dayanak ojturmustur.
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Tablo 1.Telomerik ve subtelomerik bélgelerdeki abnormaditel disuklerle iliskisini gosteren ¢caymalar ve sonugclari

12q telomer bolgesi yakininda bir delesyona sahipugo

edilmistir.

saptanmytir.

Calisma n n (%) Saptanan Submikroskobik Abnormaliteler Cahsma Yontemi
Joyce ve| 2 Olgu Sitogenetik analizle anne ve bgbenormal karyotipe sahip olgu | 8 adet d&lge sahip bir kadin ve multiple konjenital
ark., 2002 sunumu | saptanmgken, subtelomerik FISH yontemi ile annede 11p v@ l@nomalili bir bebek subtelomerik FISH ydntemi |le
dengeli subtelomerik translokasyonu diduve bebekte ise 17panaliz edilmitir.
subtelomerik delesyonu olgu saptannstir.
Jalal ve ark.| 53 0 Herhangi bir subtelomerik abnormalite tesgitreemistir. Tekrarlayan dgiigi olan 53 kadin subtelomerik
2003 FISH yontemi ile analiz edilngiir.
Schaeffer ve 41 3(7) 10q telomer bélgesinde duplikasyon, 9p21 delesydmag, telomer| 41 6rnek aCGH ve sitogenetik yontemle analiz
ark., 2004 bdlgesinde duplikasyon saptagim edilmigtir.
Benkhalifa | 26 2(8) 1p terminal bdlgesi duplikasyonu ve 22g&Rsyonu saptansiir Kdiltdr bagarisizlgl olan 26 6rnek aCGH ile analiz
ve ark., 2005 edilmistir.

Alkuraya ve| 2 Olgu Sitogenetik analizle anne ve bgbenormal karyotipe sahip olgu | 3 disik yapms bir kadin ile mutiple konjenital
ark., 2006 sunumu | saptanmgken, subtelomerik FISH yéntemi ile annenin 10q28e3| anomalili erkek ¢cocgu subtelomerik FISH yéntemi
17925 bantlarn arasinda dengeli bir subtelomerdndiokasyona ile analiz edilmstir.

sahip oldgu ve bebgin ise 10g26.3 subtelomerik bolge

monozomisine, 17925 subtelomerik bolge trizomissiadip oldgu

saptanmytir.
Al-Zahrani 1 Olgu Sitogenetik analizle anne ve bgbenormal karyotipe sahip olgu | 2 distgl olan bir aile ile geyim geriligi bulunan
ve ark., 2011 sunumu | saptanmgken, aCGH yontemi ile annenin normal aidwe cocgun | bir kiz cocgu aCGH ve MLPA ydntemi ile analiz
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Arastirma Grubu ve Biyolojik Ornekler

Bu aragtirma; diguk materyallerinde klasik sitogenetik yontemlerle
saptanamayan, kromozomlarin subtelomerik boélgéeeriygili mikrodelesyon ve
mikroduplikasyon gibi abnormalitelerin MLPA yonteyte argtirilmasi ve tekrarlayan
disukleri olan ciftlerde d§iige neden olan genetik etkenin saptanmasi ve eldenedi
verilerin prenatal tani ¢amalarina uyarlanarak mikroabnormalitelerin prendéadi
asamasinda saptanmasi amaclyla, 2011-2012 vyillarsireta, Ondokuz Mayis
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anahiti Dali, Tibbi Genetik Bilim Dali
Laboratuvarina, Kadin Hastaliklari ve gmn Anabilim Dalindan génderilen toplam 60
disik materyali (argtirma grubu), d§iik yapms anneler ve diilk 6ykiusi olmayan
salikll cocuk sahibi 20 g#dikhi birey (kontrol grubu) Uzerinde gercekliildi.
Laboratuvarimiza gonderilen 60 stit materyalinden koryonik villuslar aytirilarak
hicre kalturd ile DNA izolasyonu yapildi. Rik materyallerinin dgasi gergi
maternal hicre kontaminasyon riskinisitaasi nedeniyle, dguk yapmsg annelerin
periferik kanindan izole edilen DNA ornekleri iléiggik materyallerinden izole edilen
DNA ornekleri QF-PCR yontemi ile kgfastirilarak, maternal kontaminasyon analizi
yapildi. Maternal kontaminasyon saptanmayan velaghia problemi de olmayan 30
distik materyalinin DNA o6rnekleri ile kontrol grubuné ®NA 6rnekleri subtelomerik
MLPA yontemiyle argtirildi. Arastirmaya alinan diiik yapmsg anneler ve kontrol
grubu yapilacak slemlerle ilgili olarak bilgilendirildi ve hazirlama onay formlari
imzalatildi. Bu argirmanin gercekligirimesi Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi
Arastirma Etik Komisyonunun OMU-TAEK 2010/43 nolu kada uygun gorulmitir.

Arastirma, sekil 6'da sunulan planda belirtilen gaha akgina gére yurutulda.

3.2. Geregler

- Buzdolobri (Argelik NoFrost)

- CO; inkuibatoru (Thermo Scientific, Heracell 240i)
- COy Inkiibatorii (Heraeus)

- Dijital Is1 Blogu (VWR Digital Hetblock)

- Diseksiyon Mikroskobu (Nikon)

- Goruntl Analiz Sistemi (Cytovision)

- Istk Mikroskobu (Olympus CX31)



- Kapiller Elektroforez Sistemi (Applied BiosysterB$30 Genetic Analyzer)
- Kiltar Flaskr (Falcon)

- Kdltar Tapad (Greine bio-one)

- Lam (Menzel-Glaser)

- Lamel (Deckglaser)

- Lamin Air (Holten HV2436)

- Lamin Air (Nuaire Class Il Type Biological SafeBabinets)

- Manyetik Karstirici (IKAMAG)

- Mikro Santrifiij (NUve NF048)

- Pipetor (CAPP)

- Pipetor (Pipet4U)

- Santriftj (NUve NF1000R)

- Santrifyj (Sigma 3-15)

- Spektrofotometre (Jenway Genova Nano)

- Stereo Mikroskop (Zeiss Axiovert 100)

- Thermal Cycler (Applied Biosystems GeneAmp 97@TRPSystem)
- Vorteks (Clifton Cyclone)

- Vorteks (Boeco)

Anneden Maternal Kontaminasyon Diisitk Materyalinden
Amnalizi icin Periferik Kan Almmas 50-100 mg Parga Almmas:
DNA Ekstraksivonu DNA Ekstraksivonu

; !

QF-PCR ile Maternal
Kontaminasyon Analizi

! } I

Kontaminasyon | [Kontaminasyon | [Hiicre ve Doku Kitlriri
ar Yok Yapilmas

l G Bant Sonucu G Bant Sonucu
Calisma Digt Normal Anormal

[ MLPA (P070) Analizi|  |Rapor Verilir

¥
Rapor Verilr

Sekil 6. Arastirma surecinde takip edilen gaha aks plani
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3.3. Koryonik Villus Kulttru

Maternal hicre kontaminasyon riskinin daha az olmaesdeniyle dguk

materyallerinden uzun sdreli kultir yapitm (Van den Berg ve ark., 2000). Kiretaj

islemleri Kadin Hastaliklari ve oam uzmanlar tarafindan yapildi. §ik

materyalinden koryonik villuslarin ve ilgili fetalyapilarin aystirilmasi, stereo

mikroskobu altinda gercelgrildi. Disiik materyallerinin uygusartlarda laboratuvara

ulastirlmasi igin, Ondokuz Mayis Universitesi, Tip [Eétksi, Dgumhane ve

Ameliyathane bdlumlerine, 10 ml. RPMI 1640 icereeris transport ttpleri birakildi.

Sterilsartlar altinda alinan gk materyalleri, steril transport ttpleri icinddtaatuvara

ulastinldi. Hucre kultart yontemisagidaki gamalara bgli kalinarak gercekigirildi.

1.

Laboratuvara gonderilen giik materyalleri laminar flowda steril transport
mediumu ile birlikte petri kabina aktarildi.

Petri kabina aktarilan materyal, steril pens véinisracilgiyla, doku buttnlgu
bozulmayacakekilde ayrstirildi (Sekil 7).

1L’er ml. RPMI 1640 mediumu iceren iki ayri petridkdnazirlandi.

Hucre kadltari ve DNA izolasyonu icin yeterli miktlr materyal, yikama
mediumu igeren ikinci petri kabina alindi.

Yikama medyumu bulunan doku parcalari stereo mialeg altinda aystirildi.
Ayristirilan fetal dokular 3. petri kabina aktarildi.téledoku parcalar veya
koryonik villus o6rnekleri, kan pihtilarindan arinémak icin temiz seffaf
goranam alincaya kadar 3. petri kabinda yikandi.

Kilture hazir hale gelen doku materyalinden 50-10§lik bir kisim doku
parcasi DNA izolasyonu yapmak amaciyla 1,5 mlliers ependorf tipine
transfer edildi ve bélim 3.4’te anlatilagaanalara tabi tutuldu. Materyalin geri
kalan 100 mg’lik kismi, steril bistlri yardimiylaigilk parcalara ayrildi ve
icinde 2%er ml. kiiltir mediumu bulunan 25 6k iki kiiltir flaskina ekildi.
Flaska ekilen 6rnekler %5’lik COnkubatoriinde 37C’de kultiire edildi.

Kaltar flasklan bir hafta hic dokunulmadan ettvidekletildi. Bir hafta sonra,
flasklarin invert mikroskop altinda ilk kontrollegiapildi. Gecen slre iginde
doku parcalarinin ¢evresinde kol atma tarzinda ds&ryapmanin baladig
gozlendi Gekil 8).
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Mediumlar uygun miktarlarda gsstirilerek kiltire devam edildi. Buslemden
sonra, flasklar 2-3 giin ara ile kontrol edilip upgoranda medium gesikli gi
yapildi.

Hucre Uremesi yeterli olan flasklar harvesmine alindi $ekil 9).

Harvest glemi esnasinda final konsantrasyonu 0.045ug/ml alagekilde
kolsemid ilave edildi ve flasklar 2 saat streylé@de inkiibasyona birakildi.
Kolsemid uygulamasini takiben flasklara 1’er mhsm-EDTA ilave edildi ve 5
dk. 37C’de inkiibasyona birakildi.

5 dk sonra flaska yagmis hicrelerin serbest kalip kalmadiklari invert
mikroskop altinda kontrol edildi. Hucrelerin flastabanindan ayrildiklan
goruldiginde, flaska 1-2 ml. medium ilave edilerek tripgiDTA’nin aktivitesi
durduruldu.

Steril cam pipetlere flask iceii cekilerek steril kultir tlplerine aktarildi ve
kaltar tipleri 1200 rpm’de 10 dk. santrifij edildi.

Santrifij kleminden sonra, tip dibinde 1 ml c¢okelti birakikaraistteki
stipernatant su trombu vasitasiyla cekilip atildip Qibinde birakilan 1 ml'lik
cokelti hafif hafif pipetaj yapildi ve pipetaglemi surdurilerek tzerine 8 ml.
hipotonik sollisyonu yaswayava ilave edildi. Tupler, 3T'lik etiive konarak
10 dk. bekletildi. Stire sonunda tupler etivdendalve 1200 rpm’de 10 dk.
santrifij edildi.

Santrifij sonrasinda, 1 ml c¢okelti kalacagkkilde su trombu ile Ustteki
supernatant alinip atildi. Tup dibindeki 1 mllikelfet pipet yardimi ile
karstirildi ve pipetaj yapilarak 5 ml'lik fiksatif yaga yava ilave edildi.
Fiksatif uygulamasindan sonra, ttpler 1200 rpm’@edk. santriftij edildi. Bu
asamay! takiben fiksatif ile ylkamalemi 3 kez tekrarlandi.

Son fiksatif gleminden sonra, tup dibinde 1 ml'lik ¢cokelti kal&cgekilde su
trombu ile stpernatant nazikge alinip atildi. Tilipindle kalan pellet nazik
sekilde pipetaj yapildi ve standart preparat hamdayontemi ile preparatlar
hazirlandi. Hazirlanan preparatlar, °G7 ‘ye ayarlanmy etiivde 1 gin
bekletilerek yalandirildi.

37°C’lik etlivde 1 guin bekletilen preparatlara stantiarit yontemi uygulandi.
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Sekil 7. 10 haftalik fettise ait giik materyali

Sekil 8. 5 glinluk digik materyali kiltirinin invert mikroskoptaki gorinii
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Sekil 9. 12 gunlik kltdrgleminden sonra, gk materyali kiltiriinin harvesiemine hazir oldgunu

gosteren invert mikroskop fatoafi

3.4. Koryonik Villus ve Periferik Kandan DNA izolasyonu
Dusuik materyallerinden awtirilan 50-100 mg koryonik villus origeile disuk
yapmsg annelerden sitrath tiplere alinan 2 ml.’lik kamékleri, DNA izolasyonsiemi
yapilincaya kadar, -2Q’de bekletildi. Dgik materyallerinden ve kanlardan DNA
izolasyonlari QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) kullaratak yapildi.
1. 25 mg koryonik villus 6rng ve 200 pl. kan orne ependorf tiplerine aktarildi.
2. Tlplere 18Qul ATL Buffer ve 20ul Proteinaz K eklendi. Tupler 56°C’ de 3 saat
bekletildi ve saat handa en az 4 kez 2 sn. vortekslenip tekrar 56°®@tymuldu’
Tlplere 200 ul AL Buffer eklendi ve 15 ssiddetli sekilde vortekslendi.
Tipler 70°C'de 10 dakika inkiibe edildi ve 8000 rpgm30 sn. santrifiij yapildi.
Her bir tlp icine 200 ul absolut etanol ilave edile 15 snsiddetli sekilde
vortekslendi ve 8000 rpm’de 30 sn. santriftij edildi
6. Taplerin icindeki sivi ¢okeltiyle birlikte spin kohlara alindi ve 8000 rpm’de 1
dk. santriftj edildi. Kolon filtresinden gecen satildi.
7. Spin kolon bgka bir toplama tiplne konuldu ve tzerine 500 ul ARBliffer
ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dk. santriftj edildi.

! periferik kandan DNA izolasyonslémleri sirasinda ikinci basamak uygulanmadi.

2 periferik kandan DNA izolasyonu sirasinda inkiilbasysisi 58C olarak ayarlandi.
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8. Kolonun altindaki sivi atildi. Kolonun tzerine 500AW?2 Buffer ilave edilerek
14.000 rpm’de 3 dk. santrifuj edildi.

9. DNA'nin saflgini arttirmak icin kolon temiz bir toplama ttptnenkildu ve
yuksek devirli santrifijglemi tekrarlandi.

10. Kolon 1,5 ml'lik ependorf tipine alinarak tzerif@2ul AE Buffer ilave edildi
ve oda isisinda 1 dk. inkiibe edildi. Her bir tiokoaile birlikte 8000 rpm’de 1
dk. santriftj edildi.

11. Bu aamayi takiben kolondan ependorf tipine gecen DNanodrop cihazi
ile DNA konsantrasyonu 6lguldi.

12. DNA konsantrasyonu uygun olan ornekler, daha sogabsiimak Uzere
-20°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

3.5. Multipleks QF-PCR Ydntemi
Dustk materyallerinden izole edilen DNA’lara ve stiik yapmsg annelerden

izole edilen DNA’lara, multipleks QF-PCR yontemigwfandi. Bu yontem ile 13, 18,

21 ve cinsiyet kromozomlari Uzerinde yer alan 19RSmarkiri ve cinsiyet

kromozomlari Gzerinde yer alan iki gen bdlgeskKkagtirmali olarak incelenip maternal

kontaminasyon analizi yapildi (Aneufast User's Malnhu 2011). Maternal
kontaminasyon analizi, ticari olarak satilan Anatifati ile yapildi.

1. Kite ait S1 ve S2 multiplex PCR kaimlari kullanimdan 6nce 15 dk. oda isisina
birakilarak ¢ozilmeleri ggandi ve vortekslendi.

2. Her bir hasta icin Zer adet PCR tupu hazirlandi. Taplerden birine 5Sful
karisimindan, dierine 5 pl S2 kondu ve lzerlerine 5’er I DNA ilaackldi.

3. Hazirlanan tipler, tablo 2'deki program kullanilgrahermal cyclerda PCR
islemine tabi tutuldu.

4. Elde edilen PCR drdnlerinin ABI 3130 kapiller elelorez cihazina
yiklenmesinde gereken 10 ul formamid+0.3 ul LizeS&tandart kagimi
hazirlandi ve yukleme pgianin her bir kuyucguna 10’ar pl ilave edildi.

5. Her bir drngin S1 PCR druninden ve S2 PCR Uranidnden 1’er plepidk
plaginin ayni kuyucguna yuklendi ve vyukleme slemi sirasinda plak
kuyucuyzunun dibinde baloncuk kalmamasina dikkat edildi.

6. Kapiller elektroforez cihazina yukleme yapiimadaice) yukleme pka 95°C’de

2 dk. denature edildi ve cihaza yuklendi.
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Sonuglar GeneMapper software sistemi kullanilargiedendirildi. Tablo 3'de
QF-PCR kitinde kullanilan markirlar ve dzelliklsanulmutur.

Tablo 2. QF-PCR protokoll (Aneufast User’'s Manual, 2011'dgarlanmgtir)

Taq Aktivasyonu | Denatlirasyon-Annealing-Extension | Final Extension | Saklama
28 dongu
95°C 95°C 60°C 72°C 60°C 4°C
15 dakika 40 saniye 90 saniys 40 saniye 30 dakika o0

Tablo 3.Maternal kontaminasyon amaciyla kullanilan QF-R@&kirlari ve dzellikleri (Aneufast
User’'s Manual, 2011’'den uyarlangtr)

Markir Boya-Renk Het. Orani | Nt. Arali g Kromozomal Lokalizasyon
AMXY 6-Fam/Mavi -- X:104N:109 | Xp22.1/Ypll.2
SRY 6-Fam/Mavi -- 463 Ypll.2

X22 6-Fam/Mavi 0,91 189-253 Xq28/Yq (PAR2)
DXYS267 | PET/Kirmizi 0,78 330-354 Xg21.31/Ypl1.31
DXYS218 | PET/Kirmizi 0,65 266-294 Xp22.32/Yp1l.3
HPRT 6-Fam/Mavi 0,75 264-313 Xq26.1
D21S1414| 6-Fam/Mavi 0,85 328-443 21921
D21S1411] VIC/Yesil 0,93 246-319 21qg22.3
D21S1446| PET/Kirmizi 0,77 200-228 21q22.3-ter
D21S1442| 6-Fam/Mavi 0,76 136-174 21gl1.11
D21S1435| PET/Kirmizi 0,75 142-188 21921
D18S535 | NED/Siyah 0,82 126-156 18qg12.2
D18S391 | VIC/Yesil 0,75 144-168 18p11.2
D18S976 | NED/Siyah 0,76 164-184 18p11.31
D18S386 | NED/Siyah 0,89 319-387 18g22.1
D18S390 | VIC/Yesil 0,75 398-430 18g22.2
D13S797 | NED/Siyah 0,65 417-454 13932-33
D13s631 | VIC/Yesill 0,78 192-218 13931-32
D13S305 | PET/Kirmizi 0,75 426-458 139g12.1-13914.1
D13S634 | VIC/Yesil 0,85 460-500 13g14.3
D13S258 | NED/Siyah 0,89 230-281 13921
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3.6. Subtelomerik MLPA Y&ntemi

Kromozomlarin p ve q kollarindaki subtelomerik beigy, MRC Holland

tarafindan dretilen P0O70 SALSA MLPA kiti kullanigde aratirildi. Arastirmada
kullanilan MLPA yontemi gagidaki gsamalar takip edilerek uygulandi;

1. DNA Denaturasyonu

1.

N

w

10.

Her bir diguk materyalinden ve kontrol grubu bireylerin petikekanindan izole
edilen DNA’lardan 5’erul (20-250 ng DNA) alinip 20Ql'lik PCR tiplerine
konuldu.

98 °C de 5 dk. thermal cycler cihazinda bekletilerek DMNn denatlirasyonu

sazlandi ve sonra 6rnekler 25'ye gelinceye kadar gatuldu.

. Hibridizasyon Reaksiyonu

MLPA buffer ve 46 adet kromozomun p ve q Kkollarikidgubtelomerik
bolgelere 6zgu MLPA prob karmi kullanmadan 6nce vortekslendi.

1,5 ul MLPA buffer + 1,5 ul prob kasmindan olgan hibridizasyon master
karisimi hazirlandi ve vorteks yardimiyla iyice kamldi.

DNA denatirasyonundan sonra, her bir drnek tlpei@rer ul hibridizasyon
master kagimi ilave edildi ve pipetaj yapilarak kstirildi.

Tupler thermal cycler cihazina konuldu ve’@%le 1 dk inkiibe edilip, 61T de
16-20 saat hibridizasyona birakildi.

. Ligasyon Reaksiyonu

Ligaz bufferlar kullanim gamasinda vortekslendi ve her bir reaksiyon iciruR5
dH,O + 3 ul Ligaz buffer A + 3 ul Ligaz buffer B + 1 uigaz-65 enzimden
olusan Ligaz-65 master karmi hazirlandi ve kayim cok hassas pipetaj
yapilarak iyice kastirildi.

Sure sonunda thermal cycler°@dde durduruldu ve master k@minin ilave
edilmesi icin thermal cycler 1sisinin®2ye gelmesi beklendi.

Thermal cycler'daki érnekler 5€’de iken, her bir reaksiyon ttpiine &' ul
ligaz master kagi ilave edildi ve ¢ok hassas pipetaj yapildi.

Thermal cycler programi 8@’de devam ettirilerek 15 dk. inkiibasyorglsadi.
Ligaz-65 enziminin Isiyla inaktivasyonunugkamak icin 1s1 98C’ye cikarildi ve
tipler 5 dk tutuldu. Tupler thermal cycler icindeyk 1s1 20C’ye indirildi ve
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program durduruldu. TUpler cihazdan cikarildi veRPGlemi icin 4£C’de
bekletildi.

4. PCR Reaksiyonu

11.

12.

13.

14.

SALSA PCR primer kagimi, kullanimdan ©nce iyice vortekslendi ve
viskoziteyi gidermek i¢in, 10 sn elde tutuldu.

Her bir reaksiyon i¢in, 7,5 ul di® + 2 ul SALSA PCR primer kaami + 0,5 ul
SALSA polimeraz kastirilarak polimeraz master kammi hazirlandi ve hassas
pipetaj yapildi. Hazirlanan kamm, kullanilincaya kadar, buz tstiinde muhafaza
edildi.

Her tipe oda isisinda 10’ar ul polimeraz §am ilave edilerek hassas pipetaj
yapildi ve thermal cycler'daki PCR programi surdidiii

PCR reaksiyon Uriinleri, -20’ye alinarak, karanlikta saklandi. MLP#&minin
basamaklar ve c¢ama sartlari tablo 4’'de sunulmgtur. MLPA reaksiyonu
asamalarinigematik gorinumigekil 10’da sunulmsgtur.

Tablo MLPA ydnteminin reaksiyonsamalari

98°C 5 dk.
25°C durdurulur.
95°C 1 dk.
60°C 16-20 saat bekletilir.
54°C durdurulur.
54°C 15 dk.
98°C 5 dk.
20°C durdurulur.
35 dongu
e 95°C 30sn.
e 60°C 30 sn.
e 72°C60sn.
10. 72°C 20 dk.
11. 15°C durdurulur.

1) DNA denaturasyonu

2) Hibridizasyon reaksiyonu

3) Ligasyon reaksiyonu

© o N o g~ NP

4) PCR reaksiyonu
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1. Denaturasyon ve Hibridizasyon

PCR primer dizisi X PCR primer dizisi Y
—
Hibridizasyon dizisi [(sol) Hibridizasyon dizisi (sag)

2_ Ligasyon

— ; -

3. X weY primerieri ile PCR islemi
[Sadece lipasyon olan problar amplifiye clur)

)

4. Fragmentierin analizi

Sekil 10. MLPA reaksiyonunugematik gériniimia (www.mrc-holland.com’dan uyarlagtm)

5. ABI 3130 Cihazina Yukleme
15. Kapiller elektroforez yapilmak tzere; 0,7 ul PCRunii + 0,2 ul LIZ size
standart + 9 ul formamidden ghn yikleme kasimi hazirlanarak yikleme
plagina yuklendi ve kapiller elektroforez cihazinin uydiltre setleri ayarlandi.
16.  Yiukleme yapilan ve sikica kapatilan plak’@@e 2 dk. inkiibe edildi ve oda
Isisina gelmesi icin kisa sure bekletildi.
17. Oda isisina gelen plak, kapiller elektroforez cihaz(ABI 3130) yuklendi ve
GeneMapper programinda analiz edildi.
6. MLPA Sonugclarinin Degerlendirilmesi
GeneMapper programinda analiz edilen her bir ggnait pik goruntuleri ve
pik alanlari tespit edildi. GeneMapper programingdae edilen prob uzungu, pik
yuksekligi ve alan bilgilerinin  bulundgu WordPad belgesi, Coffalyser analiz
programina yuklendi. Giilk materyallerine ve referans bireylere ait venilgzoffalyser
programina tanitimi yapildi. Veriler, normalizasyoyapan “Tumor Analysis”
metoduyla analiz edildi. MLPA uygulamasinin sonugiadezerlendirmeye gecmeden,
testin verimliligini dogrulamak amaciyla, MLPA prob kammi icerisine kontrol amacgli
yerlestirilen Q ve D fragmentlerinin pik yikseklikleri kalastirmali olarak kontrol



edildi (Tablo 5). DNA miktarinin yeterli ve denatiirasyon probleminin olmgyi
anlgildiktan sonra, agtirma grubu orneklerinin ve kontrollerin pik anddid, excel
tabanh Coffalyser ¢9.4 programi kullanilarak ydpilTumor Analysis yontemi her bir
proba ait pik alaninin o orgm tim pik alanlarinin toplamina bdlinmesiyle
gerceklatirildi. Relatif pik orani (Relative Reak Ratio-RIastalarin ortalama relatif
pik alaninin (RPA) referanslarin ortalama relaik planina bolinmesiyle elde edilir.
RPR sonuclari 0,7 altina inerse delesyon ve 1,8néstikarsa duplikasyon olarak
tanimlanir. Fakat, 0,7-1,3 arasindaki RPRederi normal olarak kabul edilir. Ancak,
bir proba ait RPR deri, 0,7'nin altinda c¢ik@inda ya da 1,3'Un Uzerinde cikinda ve
bu deserler prediction tablosunda normali temsil @ttde, bu dgerler arasinda gorulen
problarin kopya sayilari, yeni referanslarla skastirilarak incelendi. Yeniden ayni
sonucla kaglasildiginda, durum delesyon veya duplikasyon olaralgedendirildi.
Dustik materyallerine ait pikler ile kontrollere aitkper referanslarla kadastirmal
olarak analiz edildi. SALSA MLPA P070-Bihsan telomer prob karmina ait bilgiler

Ek 1'de sunulmsgtur.

Tablo 5. MLPA reaksiyonunda yer alan kontrol fragmentlaridizellikleri

isim Nt Ozellikleri
92 nt kontrol 92 Ligasyona Bl prob olup dger kontrol fragmentlerini kadastirmada
kriter 6zelligi gosterir.
Q- 64-70- | DNA miktarinin ¢ok dguk olduyunu goésterir. Q fragmentlerinin pik

fragmentleri| 76-82 | yuksekliklerinin, 92 ntlik kontrol fragmentinin i yikseklginin

1/3'unden fazla olmasi, DNA miktarinin yetersipi gosterir.

D- 88-92-96 | Denatlrasyon probleminin gosterilmesiraleynarlar. D fragmentlerinir
fragmentleri pik yukseklgi, 92 nt'lik kontrol fragmentinin pik yikseldinin %40’'indan
daha dgiik olmasi, denatirasyon problemi gidau gésterir.
XveY 100, 105| X ve Y kromozomlarina 6zgu fragmentlemsé eder.
fragmentleri

3.7.1statistiksel Analiz Yontemleri
Aile 0Oykusu bulgular ile sitogenetik analiz bulguhin istatistiksel
degerlendiriimesinde “SPSS 15,0 Windows Software” paog ve MLPA bulgularinin

istatistiksel dgerlendiriimesinde ise “Fisher-Exact test” yonterall&nildi.
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4. BULGULAR

4.1. Arastirma Grubu

Bu aratirma; 2011-2012 yillar arasinda, Ondokuz Mayisversitesi, Tip
Fakultesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Tibbi Getig Bilim Dali Laboratuvarina
Kadin Hastaliklari ve Dgum Anabilim Dalindan goénderilen 60 gdik materyali, dilk
yapmg anneler, diiik dykisu olmayan gakh cocuk sahibi 20 gdikh birey Uzerinde
gerceklatirildi. Arastirma grubunda yer alan glik yapms annelerin ya ortalamasi
30,6815,74 ve sdikli cocuk sahibi olup dfilk 6ykusit olmayan gakli kontrol
grubunun ya ortalamasi 33,5515,56 olarak saptandi.siidi materyali sahibi aile
oykuleri deserlendirildiginde, bircok ailenin birden cok diise sahip olduklari ve
ortalama digk sayisinin 2,2+1,4 olgu tespit edildi. Aile oykdleri
degerlendirildiginde, diguklerin %94,9'unun ilk trimesterde ve Ozellikle %83inln 8-
9. haftalarda gerceldegi ve ortalama gebelik haftasinin ise 9,15+4,17 gldgorulda.
Arastirma grubundaki 60 diik materyalinden %56,7’sinin missed, %35’inin habit
%6,7’sinin anembriyonik gebelik ve %1’inin degdr nedenlere lgh gerceklgen
disukler oldyu belirlendi.

60 dizuk materyaline ait koryonik villus 6rneklerinden dné kdaltarleri
gerceklatirildi. Dustk materyallerine ait koryonik villus 6rneklerindeve diguk
yapmsg annelerin periferik kan orneklerinden DNA izolasyo yapilarak maternal
kontaminasyon analizi yapildi. Tum dik materyallerinin maternal kontaminasyon
analizleri dgerlendirildiginde, diuklerin 43'Unde (%71,7) maternal kontaminasyon
olmadgl ve 9'unda (%15) maternal kontaminasyon @ldwanigildi. Disik yapms
annelerin 8’1 (%13,3) kan vermedikleri icin matdri@ntaminasyon analizine tabi
tutulamadi (Tablo 6). Sonucg itibariyle, ginama grubunda yer alan 60 ik

materyalinin 52’sinde kontaminasyon analizi geregkildi (%086,7).

Tablo 6.Arastirma grubunda yer alan glik materyallerine ait veriler

Gruplar n (%) Toplamn
Maternal Kontaminasyon SaptanmayarsikiMateryalleri 43 (71,7)
Maternal Kontaminasyon SaptanansDk Materyalleri 9 (15) 60

Maternal Kontaminasyon Analizi YapilamayandDk Materyalleri | 8 (13,3)




4.2. Sitogenetik Analiz Bulgulari

Arastirma grubundaki 60 guk materyalinden sitogenetik analizler yapildi.
Sitogenetik analiz bulgularsagidaki gibi saptandi. Maternal kontaminasyon saptana
9 dikik materyalinde 46,XX, maternal kontaminasyon anagipilamayan 8 diikten
5’'inde 46,XX ve 3'Unde kultur Barisizlgl, maternal kontaminasyon saptanmayan 43
disik materyallinin 13’Unde (%68,4) 46,XX; 6'sinda (%83) 46,XY karyotipi,
10'unda (%23,3) sayisal kromozom abnormalitesi vein@e de (%4,7) yapisal
kromozom abnormalitesi saptandi. Sayisal kromozbnomnalitesi bulunan 10 diik
materyalindeki abnormalite geumi; 2 disiik materyalinde 45,X; 3 dik materyalinde
sirasiyla 47,XY,+10; 47,XY,+22 ve 47,XX,+7; 44ilik materyalinde sirasiyla 69,XXX
ve 69,XXY ve 1 dgiuk materyalinde ise 92,XXXX karyotipi tespit edild¥apisal
abnormalite saptanan 2 gk materyalinde 46,XY,der(1),t(1;2)(p34,2;q14,1) ve
46,XX,der(1)t(1;8)(p36,2;p22) translokasyonlari tsawi. Yapisal kromozom
abnormalitesi gozlenen glik materyallerinin anne ve babasindan yapilan siteik
analizlerden; 46,XY,der(1),t(1;2)(p34,2;q14,1) sikasyon tayicisi diuk
materyalinin  anne ve babasinin normal, 46,XX,dei(;B)(p36,2;p22)
translokasyonuna sahip gik materyalinin annesinin 46,XX ve babasinin ise
46,XY,1(1;8)(p36,2;p22) karyotipine sahip oflu anlgildi. 60 diguk materyalinin
15’'inde (%20) kualtar bgarisizlgr nedeniyle sitogenetik analiz yapilamadi. Maternal
kontaminasyon saptanmayansiki materyallerinin sitogenetik analiz sonuclariléab
7'de sunuldu. QF-PCR yontemi ile yapilan materrmmaitiminasyon analizi neticesinde,
maternal kontaminasyon saptanmayan ve kiltiygadsizlgl nedeniyle sitogenetik
analizleri yapilamayan dik materyali sayisinin 12 olgu belirlendi. Sitogenetik
analizi yapilamayan 12 dilk materyalinden 10’unun kromozomal kurglan QF-PCR

ve MLPA yontemlerinin kombinasyonlariyla gerlendirildi.
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Tablo 7. Maternal kontaminasyon saptanmayagidimateryallerinin sitogenetik analiz sonuclari

Gruplar Alt Gruplar n (%) Toplam n (%)
Normal Karyotip Saptananlar 46, XX 13 (68,4) 19(9234
46, XY 6 (31,5)
45X 2 (%20)
Trizomi 3 (%30)
Sayisal Abnormalite Saptananlar Triploid 2 (9%640) 10 (%23,3)
Tetraploidi 1 (%10)
Yapisal Abnormalite Saptananlar Translokasyonlar (%2,7)
Sitogenetik Analizi Yapilamayanlar 12 (%27,9)
Toplam 43

4.3.Maternal Kontaminasyon Analizi Bulgulari

DusUk materyallerinden ve dik yapms annelerin kanlarindan izole edilen
DNA'lar Uzerinde 13, 18, 21 ve cinsiyet kromozomléizerinde yer alan 19 STR
bdlgesinin ve cinsiyet kromozomlari tzerinde yeanalki gen bdlgesinin multipleks
QF-PCR"1 yapildi. Dk materyalleri ve diuk yapms annelere ait STR ve gen
bdlgelerinin pik profilleri, maternal kontaminasydrakimindan karlastirmali olarak
degerlendirildi (Aneufast User's Manual, 2011). Anama grubunu olgturan 60 diik
materyalinin  8’'inde maternal kontaminasyon analiziapilamadi. Maternal
kontaminasyon analizi yapilan 52 stk materyaline ait sonucglar, maternal
kontaminasyon saptanmayanlarin oraninin  %82,6 veterma kontaminasyon
saptananlarin oraninin ise %17,3 @dau gosterdi (Tablo 8). Bk materyallerinin
maternal kontaminasyon analizi ile ilgili QF-PCRrigdatuleri sekil 11, 12, 13, 14 ve

15'de sunulmstur.

Tablo 8Dusiik materyalleriyle ilgili maternal kontaminasyoradini sonuglari

Gruplar n (%) Toplam

Maternal Kontaminasyon Saptanmayanlan 43 (82,6)
52

Maternal Kontaminasyon Saptananlar 9(17,3)
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Sekil 11. 1: Dusuik materyalinin QF-PCR goruntusikA: Disuk yapmg annenin QF-PCR goruntusu. ik materyaline ait markir alanlarindaki pik goriatinin

annenin pik goérantdleri ile birebir uyum@amasi maternal kontaminasyon aidaun gostergesidir
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Sekil 12. 2: Dustik materyalinin QF-PCR goruntis?kA: Disuk yapmg annenin QF-PCR goruntisi. Anne kaynakl pik bdskma kagin, nadir de olsa fetal pik

varligi belirli oranda kontaminasyon olgunu dgindirmittr. Ok sareti, X22 markirinda fetal kaynakli bir pikin vi@hi gostermektedir
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Sekil 13. 3: Dusiik materyalinin QF-PCR gorintus8:A: Duisuk yapms annenin QF-PCR goriintisi. ik materyaline ait markir alanlarindaki piklerdedsce

birer tanesinin annenin pik géruntileri ile uyunglamasi, maternal kontaminasyon olnfadin géstergesidir
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Sekil 14. 3: DUstk materyalinin QF-PCR goriintis8tA: Dislk yapmsg annenin QF-PCR gorintisi. fiilk materyaline ait markir alanlarindan elde edpéderden

sadece birer tanesinin annenin pik gérinttlenijlem sglamasi, maternal kontaminasyon olm@adin gdstergesidir
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Sekil 15. 4: Distik materyalinin QF-PCR goruntisttA: Dislik yapms annenin QF-PCR goérintisi. 69,XXY karyotipine satiigik materyalinin pikleri ile
anneye ait piklerin kiyaslanmasi, tiploidinin arkagnakli oldgunu gostermstir
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4.4.Subtelomerik Analiz Bulgulari

Sitogenetik analizlerin yani sira, maternal kontaamsyon analizleri yapilan ve
maternal kontaminasyon saptanmayan 3fliklimateryalinin subtelomerik bolgeleriyle
ilgili muhtemel mikrodelesyon ve mikroduplikasyonla saptanmasi amaciyla
subtelomerik MLPA yontemi kullanildi. Asarma grubuna ait subtelomerik MLPA
sonugclarini dgerlendirebilmek icin, dgiik dykisu olmayan ve gkl cocuk sahibi 20
sailikh birey kontrol grubu olarak secilerek subtelerk MLPA analizine tabi tutuldu.
[zole edilen DNA orneklerinin saflik derecesi ile ktairr MLPA baarisini
etkilediginden, DNA saflgina ve miktarina 6zen gosterildi. Rik materyallerinin ve
kontrollerin MLPA kalite piklerinin uygun olarak gdmesi ve genel pik yapilarinin
arzu edilen boyutta goriantilenmesi icin, DNA’larsitde oranlarda seyreltilerek

kullanildi. Dstik materyallerine ait MLPA sonuclari tablo 9'da slmustur.

Tablo 9. DuUsuk materyalleriyle ilgili analiz sonuclatM.A.: Missed Abortus,A.E.: Anembriyonik
gebelik,H.A.: Habittel AbortusK.B.: Kultir Basarisizlgl, G: Gravida,P: Parite,A: Abortus,PTT:

Parsiyel tromboplastin zama®T/INR: Protrombin zamani/Internasyonel normalized ratio

Protokol Yas GPA Gebelik | PTT PT/ Tani Genotip MLPA
Haftasi INR Sonucu
MLPA-01 30 G2P0A2 9 31,7 0,98 MA 46,XX Normal
MLPA-02 38 G2P1A1 9 23,6 1,06 AE|l 46, XY, 1p.del
der(1)t(1;2)
MLPA-03 28 G1P0OD1 8+6 23,8 0,89 MA. K.B. Norma|
MLPA-04 27 G1POAl 11 38 1,15 M.A 46,XX Norma|
MLPA-05 34 G4P1A3 9+1 27 1,15 AE 46,XX Norma|
MLPA-06 31 G1POAl 10+1 2366 0,99 MA. 46,XY Normal
MLPA-07 19 G2P0A2 14 2542 0,98 MA K.B. Xp.del.
Xq.del.
MLPA-08 25 G5P1A4 8+1 23 0,99 H.A K.B. Normal
MLPA-09 31 G3P1A2 9+5 M.A. 46, XY Normal
MLPA-10 29 G3P0OA3 10 23,49 0,89 H.Al 46, XX Normal
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Tablo 9'un devami. Dusik materyalleriyle ilgili analiz sonucglariM.A.: Missed Abortus,A.E.:
Anembriyonik gebelik,H.A.: Habitliel AbortusK.B.: Kiltir Basarisizlgl, G: Gravida,P: Parite,A:

Abortus, PTT: Parsiyel tromboplastin zamar®,T/INR: Protrombin zamani/Internasyonel normalized

ratio
Protokol Yas GPA Gebelik | PTT PT/ Tani Genotip MLPA
Haftasi INR Sonucu
MLPA-11 31 G3P0OA3 10 HA.| 46, XX, 1p.del.
der(1),t(1;8) | 8p.dup.
MLPA-12 32 G2P0A2 9 22,1 0,91 H.A 46, XX Normal
MLPA-13 37 G3P1A2 6 M.A. K.B. 9p.dup
9q.dup.
MLPA-14 27 G3P0OA3 9 24,34 0,96 H.A 46, XX | 16q.dup
MLPA-15 29 G1POAl 6 20 1,08/ M.A 46, XX Norma
MLPA-16 36 G6PO0OA6 8 27,34 0,9 H.A K.B. Normal
MLPA-17 27 G1POAl 8 26,48 0,890 M.A 46, XX Normal
MLPA-18 26 G1POAl 8 251% 0,97, MA 46, XX Normal
MLPA-19 25 G1POAl 8 21,08 0,97, M.A K.B. Normal
MLPA-20 28 G1POAl 9 M.A. 46, XX Normal
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Tablo 9'un devami. Diusik materyalleriyle ilgili analiz sonuclariM.A.: Missed Abortus,A.E.:
Anembriyonik gebelik,H.A.: Habitliel AbortusK.B.: Kiltir Basarisizlgl, G: Gravida,P: Parite,A:

Abortus, PTT: Parsiyel tromboplastin zamar®,T/INR: Protrombin zamani/Internasyonel normalized

ratio
Protokol Yas GPA Gebelik | PTT PT/ | Tani Genotip MLPA
Haftasi INR Sonucu
MLPA-21 40 G2P1A1 13 23,21 0,87 M.A. K.B. Normal
MLPA-22 30 G3P1A2 9 H.A 46, XX Normal
MLPA-23 30 G1POAl1 9+4 25,53 0,89 M.A. K.B. Normal
MLPA-24 25 G1POAl1l 7 29,7 1,1 M.A K.B. 16q.dup
MLPA-25 35 G3P1A2 8 H.A. K.B. 16p.dup
16q.dup
MLPA-26 35 G2P1A1 5 29,2 0,98 M.A 46, XX Normall
MLPA-27 21 G4P1A3 7 27,7 1,09 H.A 46, XX Normal
MLPA-28 31 G1POA1 8 21,98 0,99 A.E 46, XY Normal
MLPA-29 39 G5P1A4 8 27,64 0,89 H.A 46, XY Norma3l
MLPA-30 28 G3P2A1 6 28,27 1,03 M.AL 46, XY Normal

Dusik yapmsg annelerde rutin olarak gerlendirilen pihtilama faktoru
markirlarindan PTT ve PT/INR’lerin normal olgluve aratirma grubundaki diiiklerin
pihtilagma faktorlerine bgi nedenlerden kaynaklanmgdianlaildi. Disigl olmayan
20 s&likh bireyden olgan kontrol grubuna uygulanan MLPA, subtelomerikgetgrde
normal pikler oldgunu ve herhangi bir delesyon ya da duplikasyondarasadgini
gosterdi Sekil 16). Argtirma grubunda yer alan, maternal kontaminasyotasapayan
ve MLPA uygulanan 30 diik materyalinin 20’sinde hicre kualtiri daauldr ve
sitogenetik analizleri yapildi. Sitogenetik anadizl yapilan 20 dgilk materyalinin
18’inde normal karyotip gozlenirken, 2'sinde 46,X¥r(1)t(1;2) ve 46,XX,der(1)t(1;8)
translokasyonlari tespit edildi. Kuiltir gaaisizlgl nedeniyle sitogenetik analizleri
yapllamayan 10 diik materyali de QF-PCR ve MLPA kombinasyonuyla

degerlendirildi.
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MLPA yontemiyle subtelomerik bolgeleri ¢calan 30 dgiuk materyalinin
23'Unden sglanan pikler normal sinirlarda gorulurken (TabloSekil 17), 7’sinden
sagilanan piklerin farkh abnormalitelerle uyuml@w dikkat cekti. Sitogenetik analiz
sonucu karyotipinin 46,XY,der(1)t(1;2) olgu saptanan ve protokolit MLPA-02 olan
disik materyalinin MLPA analizi sonucunda, 1. kromozomp kolunda delesyon
gozlendi (Tablo 9, 10). Karyotipi 46,XX,der(1),t8); olarak saptanan ve protokoli
MLPA-11 olan dgik materyalinin MLPA analizi, 1. kromozomun p kotlandelesyon
ve 8. kromozomun p kolunda duplikasyon @dou gosterdi (Tablo 9, 10). Protokolu
MLPA-11 olan dguk materyalinin anne ve babasinin sitogenetik aleaij babanin
dengeli translokasyon ggicisi ve annenin normal olgunu go6sterdi. Protokoli
MLPA-07 olan dgik materyalinin karyotipi, kaltir Barisizlgr nedeniyle
belirlenemedi. MLPA-07 protokolli @iik materyalinin  MLPA analizi, X
kromozomunun p ve g kollarinda delesyon bulgnohw gosterdi (Tablo 9, 18¢kil 18,
19). MLPA-07 protokolli dguik materyalinin subtelomerik MLPA sonugclari ile QF-
PCR sonugclar birlikte derlendirildiginde, subtelomerik delesyon ya da duplikasyon
mevcut olmayip, sonucun monozomi X'ten kaynaklgndespit edildi. Protokoli
MLPA-13 olan diguk materyalinin karyotip analizi, kaltir karisizlgr nedeniyle
yapilamadi. Subtelomerik MLPA c¢gnasi, protokoli MLPA-13 olan dik
materyalinin 9. kromozomunun p ve g kolunda dugyan oldgunu gosterdi (Tablo 9,
10). Bu sonug, trizomi 9 ile uyumlu gorildi. Prodtik MLPA-25 olan dguk
materyalinin 16. kromozomunun p ve q kollarindaldasyon saptandi (Tablo 9, 10,
Sekil 20, 21). Ancak, sonuclarin gerlendiriimesi, bu sonucun 16. kromozomun
trizomisinden kaynaklangini gosterdi.

Sitogenetik analizle karyotipi 46,XX olarak belmen MLPA-14 protokollu
disik materyalinin 16. kromozomunun q kolunda (Tablo19, Sekil 22, 23) ve
protokoli MLPA-24 olan d§ik materyalinin 16. kromozomunun ¢ kolunda
duplikasyon saptandi (Tablo 9, 18ekil 24). Yapilan dgerlendirmeler, protokolleri
MLPA-14 ve MLPA-24 olan dgiilk materyallerinin subtelomerik bdlgesine denkedii
16924.3 bolgelerinde yedié& olan growth arrest-specific 8 (GAS8) geninde
duplikasyon oldgunu ortaya koydu. Asgtirilan diik materyallerinin subtelomerik
bolgeleriyle ilgili abnormalite orani %6,6 olaralapgandi. Maternal kontaminasyon

saptanmayan ve MLPA yontemiyle stralan 30 diguik materyalinin 2’sinde belirlenen
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subtelomerik duplikasyon istatistiksel agidan geféendirildi. Fisher-Exact testi
kullanilarak kontrol grubu ile yapilan kalastirma, gozlenen duplikasyonlarin
istatistiksel acidan anlamli olm@thi ortaya koydu (p>0,05). Protokolleri MLPA-02,
MLPA-07, MLPA-11, MLPA-13, MLPA-14, MLPA-24, MLPA-3, MLPA-27 olan
disik materyallerine ait markirlarin Coffalyser progma kapsaminda yapilan
degerlendirmeleri ile igili sonugclar Tablo 10'da sumustur.
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Tablo 10. Subtelomerik MLPA sonuglarini derlendiren Coffalyser programi sonug ¢iktisi. Bagpamda delesyonlar turuncu renkle “LOH” olarakplikasyonlar
yesil renkle “Gain” olarak ifade edilmektedir

Proiokol
Gen Bélge MLEPA-OT | MLPA-DT MILFA-11 | MLFPA-13 MLFA-14 | MILPA-Z4 | PILPA-I5 | MLEPA-XT
THERSE 18 probe 2270 L1762 01383
SHADTSL probe 2085- L3605 Digd
AC P probe 2705 L2858 02n25
AT 545 probe 2781-L3168 232
CHL1 probe= 2805 L2383 03p2E 1
HIAA0Z2E probe 2690 L2850 03q25
TG probe 12590 L18145 02183
FRG1 probe 2831-L2843 e
LD 133357 probe 2751-L2233 | 051533
GMEZLT probe 2700 L22ED 05q35.3
1RE4 probe 2077- L3562 08o25-p2a
TSP probe 25042841 0827
UNCELA probe 2780 L2857 i)
VIPRZ probe 2783 L3167 07g3e3
FEMO2S probe= 2715 L0973 082233
TECOLE probe 2595 L0810 08g223
D"D'C 8 probe 27 16-L0GES 05p22 3
SHMT 1 probe 27521 2845 085323
ZMYHD11 probe S180-L18343 10p14
SCHE1 probe 2806 L2847 [10g@8 2-q2a3
SET1L probe 278412225 110155
}S5C 00 probe 250712840 11q25
JARID A probe 2787- L2220 12g11
THE10 probe 2586 L2823 12q2433
SSHOC1 probe 2717-L3608 1agiz11

TDC 18 probe 2558 L0753 1

FAREZ probe 2718 L0732 12q11 2-qlz
WMTAT probe 2595 L2850 1
HDM prooe 2005 L1542 15q112-g12

TM203 probe 2701-L2851 15q283
DECAZ probe 2720-L0GSE 180133
GASE probe 2702 L073E 18q243

SEHIAL probe 2081- L3885 170133

SECTM 1 probe 2003 L3163 1725
THOC probe 2785 L2231 18p1132

CTDE probe 2704-L3807 18q23

FRAF2C probe 3501- L2880 15013

CHMP2A, probe 2705- L2850 15q13.43

ZTCCHCS probe 2723 L0681 | 200130122
UCHL] probes 2706-LOGED 201333
STCH probe 2724 L0334 Zigid
1008 probe 2587- L2854 21g22 3
IL17RA probe 2725-L 16342 22qiid
ARSA probe 2707- L0881 22q1a.33

EHOM probe I714-L1E345 e pd 32
SYEL] probe 27082855 A28
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Kromozomal Lokalizasvon

Sekil 16. Kontrol grubunda yer alan ve protokolli MLPA-K14 wlaireyin normal MLPA pikleri
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Kromozomal Lokalizasyon

Sekil 17. Protokolit MLPA-23 olan diilk materyalinin normal MLPA pikleri
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Sekil 18. A: Protokoli MLPA-07 olan djilk materyalinde saptandfionozomi X ve Genemapper pikleri (Delesyon bélgetsc isareti ile gosterilmitir). B:
Protokoli MLPA-29 olan dfilk materyalinin normal Genemapper pikleri
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Kromozomal Lokalizasyon

Sekil 19. Protokoli MLPA-07 olan diilk materyalinin SHOX ve SYBL1 markirlarinda saptadalesyon pikleri (Delesyonlar Monozomi X'ten kaklanmstir)
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Sekil 20. A: Protokoli MLPA-25 olan djilk materyalinin 16. kromozomunun p ve q kolundakplikasyonlarla ilgili Genemapper pikleri (Duplikam bélgeleri ok

isareti ile gosterilmitir). B: Protokoli MLPA-29 olan diilk materyalinin normal Genemapper pikleri
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Kromozomal Lokalizasyon

Sekil 21. Protokolti MLPA-25 olan dfilk materyalinin DECR2 ve GAS8 markirlarinda saptediaplikasyon pikleri (Duplikasyonlar trizomi 16'd&aynaklanmtir)
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Sekil 22. A: Protokoli MLPA-14 olan dfilk materyalinden saptanan 169 subtelomerik bolgdildhsyonunun Genemapper pikleri (Duplikasyon bldgeok kareti

ile gosterilmitir). B: Protokoli MLPA-29 olan djilk materyalinin normal Genemapper pikleri

55



1,8

1,6

14

1,2

0,8 -
0,6 -
04
0,2

LIEAS 85 LK
XOHS 5000-X
WS FEFI-ZE
WL 09 L0rED
HO0 LS 29k 0 LT
HILS Lt 10 LT
12N L 25008
EJHDD0Z 200002
WZdWHD 8 E00rG |
D2 dvdd £ 000G L
LA OLD 9 5L0FE L
LICHL Z000-2L
HULOIS 6240041
TWEHDH L'000-L L
asyD oaei-al
24030 Fooc-alk
EdEWL 0005
MNAOM & LE0EL

L LW O°S01F L
Cdevd BGLOR L
aLoaoovliel
LOdSd Z6L0FE L
OLZ EZelal

W LAY E'000-Z 1
GE4SDIEEE L
qklIagcooor L
MSHOI O'SE 0L
LLAWE 2000701
LLWHE &'6E 160
BWD00 ¥ 000r60
P00 LS80
SCOXEd #'000-20
ZHdlh 885140
w8 OO B 000-L0
d81 £'041-590

¥4l 00090
LIZEMD 902150
LSEEEL D07 £ 00050
Lo L LELFD
D01d §'000-F0
SZE0Y A 886 L-ED
L H2 ED00rED
Bro LY E'8EZ-2i
bd O £ 000FE0
NSdEEHS |AFT L0
2lLASH L 07100 L0

Kromozomal LoKkalizasyon

Sekil 23. Protokoliit MLPA-14 olan diilk materyalinde saptanan 16q subtelomerik bélgdildagyonuyla ilgili pikler (GAS8 markirinda dupliggon bulunmaktadir)
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Sekil 24. Protokolii MLPA-24 olan dfilk materyalinde saptanan 16qg subtelomerik bélgdildhgyonuyla ilgili pikler (GAS8 markirinda duplikgon bulunmaktadir)



5. TARTISMA

Embriyonal ve fetal gelmenin en yaygin komplikasyonu klinik olarak
tanimlanan gebeliklerin %10-15’inde go6rulen sponthrguktir (Joo ve ark., 2009;
Zhang ve ark., 2009; Fabro ve ark., 2011; Van dengBse ark., 2012). Bikler;
sporadik ya da tekrarlayan glikler seklinde gerceklgebilmekte ve ardik iki ya da
daha fazla gebdlin disikle sonuglanmasina tekrarlayaryiikidenilmektedir. Ozellikle
tekrarlayan dgiiklere genetik abnormaliteler, otoimmun faktorleryapisal
abnormaliteler, enfeksiyonlar ve endokrin hastahki neden oldgu bildirilmistir
(Fabro ve ark., 2011). Multifaktoriyel kalitimin dekrarlayan dgiiklere neden oldiu
ifade edilmgtir. Ayrica, X inaktivasyonunun, genomik imprinting tek gen
mutasyonlarinin, kromozomal kararsizlik ve abnoit@lakin de tekrarlayan duklere
neden oldgu bildiriimistir (Dutta ve ark., 2011)ilk trimesterde d§iiklerden sorumiu
en 6nemli etkeninin kromozomal abnormaliteler @dwurgulanmgtir (Sahin, 2008).
Tekrarlayan diiiklerin etiyolojisinde rol oynayan etkenlerinsghli gi ve etiyolojiye
katkisinin hentz acilda kavgturulamamasi ilgiye dgr bulunmygtur (Sahin, 2008;
Tayyar, 2011). Kromozomlarin subtelomerik bolgsliexiilgili abnormalitelerin klasik
sitogenetik yontemlerle saptanamamasi, subtelombkdlgeleri tutan delesyon ve
duplikasyonlarin MLPA ydntemiyle g@erlendirilmesini gerekli kilngtir. Bu argtirma;
disik materyallerinde Kklasik sitogenetik yontemlerlaptanamayan subtelomerik
bdlgelerle ilgili delesyon ve duplikasyonlarin MLB&ntemi uygulanarak incelenmesi
ve bu abnormalitelerin guklerde sikiginin saptanmasiyla birlikte MLPA ydnteminin
prenatal tani uygulamalarina uyarlanmasi amaciytéatylmustar.

Arastirma grubunda yer alan aile dykulerinderglanan maternal wa distk
sayisi ve dgugun gerceklgtigi gestasyonel haftayla ilgili veriler derlendirilmistir.
Literatiirde maternal ya bali olarak, 6zellikle 30-35 wdarindan sonra, fertilite
potansiyelinde azalmave spontarsidkiriskinde ary oldugu bildirilmistir (Bulletti ve
ark., 1996; Andersen ve ark., 2000; Marquard ve, &XL0). Aratirma grubunda diiik
yapmg annelerin ya ortalamasi 30,68+5,74 olarak saptandi.s Yatalamasinin
30,6815,74 olmasi, agarma grubunda diiklerin ileri yg nedeniyle olmagani
gostermgtir.  Aile oykdleri, diuk ortalamasinin 2,2+1,4 olgunu, disuklerin
%94,9'unun ilk trimesterde gercektsini ve ortalama gebelik haftasinin da 9,15+4,17
oldugunu ortaya koymgtur. Disuklerin gestasyonel haftalar literatirle kiyaslgnada



(Joo ve ark., 2009; Tayyar, 2011), sinana grubu dguklerin erken donemdiiklere
tekabul etti anlasilmistir. Ustiin ve ark., (1998), ilk trimester spontansikierinde
kromozomal abnormalite oranini %50-60 ve ikinanksterdeise %20 ol@unu tespit
etmistir. Cramer ve Wise (2000), ilk trimesterde geregiéth digiklere kromozomal
abnormalitelerin neden olgdunu ifade etmtir. Arastirma grubunda gestasyonel hafta
ortalamasinin 9,15+4,17 olarak saptanmasi wgildérin %94,9’'unun ilk trimesterde
gerceklgtiginin anlgilmasi, ileri calgmalarla digtiklerin kromozomal abnormalitelerle
iliskisinin aragtirlmasini gerektirdii kanaati vermgtir. Maternal kontaminasyon
saptanmayan 43 diilk materyalinin sitogenetik analizleri; %44,2’sininormal
karyotiplive normal karyotipli dgiiklerin %68,4'intn 46,XX ve %31,5'inin de 46,XY
karyotipli oldygunu gosterngtir. Arastirilan diguklerin %23,3’tnde sayisal kromozom
abnormalitesi saptangtir. Sayisal kromozom abnormalitelerinin %20’sinf@nozomi
X, %30’'unun trizomi, %40’ inin triploidi ve %210'unuda tetraploidi oldgu tespit
edilmistir. Maternal kontaminasyon saptanmayan 43u&Umateryalinin %4,7’sinde
yapisal kromozom abnormalitesi gorulgtitr. Cramer ve Wise (2000), Carp (2008),
Rajcan-Separovic ve ark. (2010), spontansud@lerin %50-70’'inin  kromozomal
abnormalitelerden kaynaklarggyla ilgili sonucu, argtirma grubunun verilerini
destekler niteliktedir. Kano ve ark. (2009)'nin ta#tayan dgukleri olan kadinlarin
disik materyallerinde yapgh calsma, diuklerin %85,4’Unin normal ve bunlarin
%90,8'inin  46,XX, %9,2'sinin de 46,XY Kkaryotipli dugunu ve kromozomal
abnormalite oraninin da %14,6 ofduu gostermsiir. Arastirma grubu dgik
materyallerinin sitogenetik analiz sonuglari ile ngave ark. (2009)'nin sonugclar
arasinda dikkate @er bir uyum gordlmengtir. Bu uyumsuzlgun; Kano ve
ark.(2009)’'nin maternal kontaminasyon ihtimalinisldmamalari ve ylksek oranda
46,XX karyotipi saptamalarindan kaynaklapidanlgiimistir. Fabro ve ark.(2011),
arggtirdiklari - digik materyallerinin - %61'inde normal karyotipve %38da
kromozomal abnormalite saptammnormallerin %64’'tnde 46,XX, %36’sinda ise 46,XY
karyotipi belirlemg ve ayrica otozomal trizomilerin, triploidilerin v@onozomi X’in
disik materyalinde en sik rastlanilan abnormaliteldugunu gostermstir. Fabro ve
ark.(2011)'nin, sonuglar ile a&trma grubunda saptanan normal karyotip ve
kromozomal abnormalite sonuglari uyumlu bulugtou Kwinecka-Dmitriew ve

ark.(2010)'inca dgilklerde yapilan bir agirma, en sik go6zlenen sayisal
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abnormalitelerin trizomi, triploidi ve monozomi Xe\kromozomal abnormalitelerin de
%37,5 oraninda oldiw ortaya konmgtur. Rolnik ve ark. (2010), kromozomal
abnormalite oranini %55,4, normal karyotip oran#B3,9 ve en sik gb6zlenen
abnormalitelerin de trizomi 16, triploidi ve monaoab X oldugunu belirlemstir.
Ljunger ve ark. (2005), kromozomal abnormalite amarf061 ve en sik gorulen
abnormalitelerin de trizomi 16, triploidi ve monezoX oldugunu saptamstir. Hogge
ve ark. (2003), ilk trimester diklerde kromozomal abnormalite oranini %69,4 olarak
gostermgtir. Carp ve ark. (2001), kromozomal abnormalitaroni %29 ve sikgtzlenen
abnormalitelerin de trizomi 16, triploidi ve monezbX oldugunu saptanstir. Carp ve
ark. (2001), Hogge ve ark. (2003), Ljunger ve &P#05), Kwinecka-Dmitriew ve ark.
(2010), Rolnik ve ark. (2010), Fabro ve ark. (2Q1thyafindan yapilan camalarda
saptanan kromozomal abnormalite oranlarinin bimkisrgtirma grubunda saptanan
oranlarla uyumluluk s#amasa da, bazilari ve Ozellikle trizomi 16, trigiove
monozomi X bulgularinin uyumluluk gdigi géralmitur. Diger yandan, Hogge ve
ark. (2003), Ljunger ve ark. (2005), Rolnik ve arf2010) tarafindan yapilan
calismalardan saptanan kromozomal abnormalite sonulgdsu aratirma sonuclarinin
uyumluluk géstermedi gozlenmigtir.

Sayisal kromozom abnormalitelerinin  yani sira, gapi kromozom
abnormalitelerinin - de  diiklere neden oldiu  bildiriimistir.  Ozellikle
translokasyonlarin, inversiyonlarin, delesyonlarve duplikasyonlarin spontan
disuklerin yaklgik %2’sinden sorumlu oldiu tespit edilmitir (The ESHRE Capri
Workshop Group, 2008). Fryns ve Buggenhout (19%&krarlayan dgiikleri olan
ciftlerde yapisal abnormalite oranini %5,34 ve Butte ark. (2011) ise yapisal
abnormalite oranini %3,35 olarak tespit aterdir. Ayrica, Hogge ve ark. (2003),
disUklerde yapisal abnormalite oranini %6,2 ve Ljunger ark. (2005)ise %4,6
oraninda saptagiardir. Aragtirma grubunda saptanan %4,7’lik yapisal abnormalit
orani, literattrin bu bulgulariyla uyumluluk gostegtir.

Sitogenetik analizleri olumsuz etkileyen faktoriend biri  kdlttr
basarisizlgidir. Kaltir baarisizlgl; Ljunger ve ark. (2005), %14,8, Rolnik ve ark.
(2010), %10,7, Carp ve ark. (2001), %25 ve Fritzavie (2001), iki farkli merkezle
ilgili olarak %12,5 ve %30 oraninda saptalamdir. Arastirilan 60 digik materyalinde

kaltar baarisizlgl orani %20 olarak gerceklmis ve bu oran literatir bulgulariyla
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uyumluluk sglamistir. Kilttr baarisizlgl nedeniyle karyotipleri belirlenemeyen ve
maternal kontaminasyon olmgdisaptanan 12 gik materyalinin 10'u QF-PCR ve
MLPA yontemi kullanilarak dgerlendiriimis ve elde edilen bulgular literatir
bilgileriyle kiyaslandginda, kiltir bgarisizlgl nedeniyle karyotip analizi yapilamayan
distk materyallerinin 13, 18, 21, X ve Y kromozomlanrve tim telomerlerin QF-
PCR ve MLPA yonteminin kombinasyonu ile gaéelendiriimesi gerek@i sonucuna

variimistir.

DusUk materyallerinin analizde, yaglpozitif ya da yank negatif sonuclarin
elde edilmesine yol acan maternal kontaminasyonugaranasi gerek#i ifade
edilmistir (Diego-Alvarez ve ark., 2005). Maternal kontamasyondan genetik
analizlerin olumsuz etkilengii ileri sirtlmizse de, maternal kontaminasyonglaiyici
analizlere  bgvurulmamstir.  Literatirden, bir ¢ok aséiricinin - maternal
kontaminasyonun vagini 46,XX ve 46,XY karyotip oranlarini belirleyerektaya
koydusu anlgilmaktadir (Carp ve ark., 2001; Hogge ve ark., 2088bro ve ark.,
2011). Bazi ardiricilar, 46,XX karyotipli dgik materyallerinde maternal
kontaminasyon oraninin %29-58 arasindgigbildigini ileri surmislerdir (Lathi ve
ark., 2012). Literatirde cinsiyet glam orani dikkate alinarak maternal
kontaminasyonun belirlenmesi yakilmi, objektif sonuclara yol ac¢mayaga
distincesiyle benimsenmegtir. Jobanputra ve ark. (2011), glik materyali
kalturlerinin %41,4'Gnde maternal, %45,7’sinde fata %11,4’inde de maternal fetal
kaynakli hicre gruplar tespit egtr. Borovik ve ark. (2008), diik materyali
kultrlerinde maternal kontaminasyonu %4,4 ile %&8ninda, Zhang ve ark. (2009)
ise %4,7 ile %11,4 arasinda gercgtifgni ortaya koymuglardir.Arsstirma grubunda yer
alan 60 dguk materyalinden maternal kontaminasyon analizillgap52’sinde %17,3
oraninda maternal kontaminasyon ve fetal karyotg2% oraninda gozlengtir. QF-
PCR yoOntemiyle dgilk materyallerinin dgerlendirilmesi, yank pozitif ya da yank
negatif sonuclarin elde edilmesine yol acan matekoataminasyonu diamis ve
sitogenetik analizle elde edilengdik materyallerine ait karyotipleri belirlemeye katk
sglamistir.

Kromozomlarin subtelomerik bélgelerinin rekombinaisg @rama potansiyeli
tasidigl, bu bolgelerde yer alan DNA tekrarlarinin  yenidehizenlenmelerin

gerceklemesine temel tkil ettigi ve telomerleri kapsayan dengesiz yeniden
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dizenlenmelerin idiyopatik mental retardasyon ilenjknital malformasyonlara yol
actgl ileri surdlmgtar (Durak ve ark., 2010).Yakut ve ark. (2002), reglayan
dusUkleri olan ciftlerde subtelomerik FISH yontemiyaptiklari bir cama ile bir
erkekte 3q ve 10p’nin subtelomer bolgeleriyle ilgdir resiprokal translokasyon
oldugunu goOstermsi ve bu sonuca dayanarak tekrarlayanstétleri olan ciftlerde
subtelomerik abnormalitelerin gtailmasini 6nerngtir. Rio ve ark.(2002), idiyopatik
mental retardasyonlu hastalarin  %210,7'sinde suintetix bolgelerle ilgili
abnormaliteler saptagiir. Subtelomerik bdlgelerle ilgili abnormalitelerietkilerini
degerlendiren argtirmalar, abnormalitelerin %1,8 ile %5,9 oranlamasanda ve
polimorfizmlerin ise %0 ile %6,2 arasinda gogigini gostermgtir (Ahn ve ark.,
2007).Telomerik ve subtelomerik bélgeleri tutan CN¥n ve translokasyonlarin
tekrarlayan diiiklere neden oldtu ileri sirilmise de (Brackley ve ark., 1999; Wakui
ve ark., 1999; Knight ve Flint, 2000; de Vries v&.a2001; Benzacken ve ark., 2002;
Boehm ve ark., 2004; Alkuraya ve ark., 2006), bundda yeterli sayida aftarma
yapilmadgl gérulmigtar.

Bu calsmada MLPA yontemiyle agairilan 30 diguik materyalinin 2’sinde 16.
kromozomun q kolu subtelomerik bdlgesinde duplikesysaptanmgtir. DUslk
materyallerine ait sonuglar ile kontrol grubu sdaugin Fisher-Exact testi ile
karsilastirilmasi, 2 dgik materyalinde saptanan subtelomerik bélge dugy@aunun
istatistiksel agidan anlamh olmgdhi gostermitir (p>0,05). Ancak, %6,6 oraninda
saptanan subtelomerik duplikasyonun kicuk bistaraa grubuna ait olmasi gegge
dikkate alindginda, bilimsel bir sonuca uabilmenin daha ileri asarmalarin
yapilmasini gerektirgi kanaatine varingtir. Arastirma grubunun  %6,6’lik
duplikasyon orani, literatirle kiyaslaghda, Rio ve ark. (2002)'inca mental
retardasyonlu hastalarda saptanan %10,7 oranindgik e diguk materyallerinde
Donaghue ve ark. (2010)'Inca saptanan %1,8 oraniisgaytiksek oldgu anlgilmistir.
Fakat, Donaghue ve ark. (2010)'nin @inrana grubunun hazirdaki gtama grubundan
blyluk olwu dikkate alindiinda, %6,6’lik oraninampirik bir geere tekabil et
sonucuna varilmgtir. Arastirma grubunda saptanan 16q duplikasyonu ile Dilyarez
ve ark. (2007)'nin diuk materyallerinde yagi bir argtirma sonucunda saptanan 16p
ve 1p’de duplikasyonu arasinda bir uyumluluk goemnesine rgmen, 16q ile 16p

duplikasyonlarinin diiiklere yol acabilegéni disundirmigtir. Diego-Alvarez ve ark.
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(2007), dguk materyallerinde MLPA ydnteminin telomerik abn@liteleri saptamak
amaclyla prenatal tanida kullanilabilgee rapor etmeleri, hazirdaki atama
sonugclariyla uyumluluk ggamistir. Mademont-Soler ve ark. (2010)'Inca ultrasoradigr
sonucu abnormalite saptanan fetlslerde yapilansngaliile subtelomerik bdlge
abnormalitelerinin MLPA ybntemi ile agarilmasina vurgu yapilmive subtelomerik
abnormalite orani da %1,3 olarak saptanise de genel olarak literatlire bakgda;
Bruno ve ark. (2006), Diego-Alvarez ve ark. (200@y ve ark. (2009), Lei ve ark.
(2009), Carvalho ve ark. (2010), Donaghue ve a#01(Q), McClelland ve ark.
(2011)'nin MLPA ybntemiyle dg§ilk materyallerinde yaptiklari agtamalarda, MLPA
yonteminin konvansiyonel sitogenetik yontemlereratif bir tani uygulamasi olarak
kullanthip  kullanilamayagani deserlendirmeyi amacladiklari aglémistir.  Bu
argtirmalarin dguklerle subtelomerik abnormaliteler arasinda bikilkurma amaci
tasimamalari ve sadece MLPA yonteminin kullanilabigiin - yarari lzerine
odaklanmg olmalari nedeniyle, agarma grubumuzun sonugclariyla bu granalarin
sonugclarini tarfmak mumkdn olamarstir. Bu aratirmalarin konulari ile hazirdaki
argtirmanin konusu arasindaki farkhlik, simama konumuzun 6zgin ve orijinal
oldugunu dgundurmitar.

169 subtelomer bélgesine 6zgii MLPA probunupldradgi kromozomal bant
lokalizasyonu 16g24.3'tir. Bu bant bdlgesi, grovetinest-specific 8 (GAS8) geninin
yerlestigi  bolgeye tekabll etmektedir. GAS8; memeli hiciaeke dinein
regulasyonunu gayan bolgelerde lokalize olan mikrotibdl gheyici bir protein
olmanin yani sira, tiumor baskilayici 0zgtiden dolayl, delesyonla aian
heterozigozite kaybi ile meme ve prostat kansergefisimine de sebep olmaktadir
(http://omim.org). Yeh ve ark. (2002), GAS8 uruméar spermatogeneziste de rol
aldigini ileri strmigtr. Ahn ve ark. (2007), subtelomerik 16q probumiiglikasyon
saptamy ve bu duplikasyonun geine gerilgi, yarik damak vesitme kaybina neden
olabileceggi vurgulanmstir. Ahn ve ark (2007)'nin 16qg duplikasyonuyla ligifade
ettikleri bulgular ile hazirdaki agarma bulgularinin uyum géadigr gortlmitir. Bu
calismada dgiik materyallerinde sitogenetik yontemlerle saptaengan subtelomerik
degisimlerin varligi MLPA yontemiyle ortaya konnsgtur. Sonu¢ olarak, subtelomerik
bdlge abnormaliteleri ile dukler arasinda pozitif bir gkinin ortaya konmasi daha

kapsamli argtirmalarin yapiimasiyla mimkin olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Maternal kontaminasyon saptanmayan 43UdtUmateryalinin %23,3’'Gnde
sayisal ve %4,7'sinde yapisal kromozom abnormalitesptandl. Sayisal
abnormalitelerin %20’sinin monozomi X, %30’ununztyimi, %40’ Iinin triploidi ve
%210’unun da tetraploidi oldw ve vyapisal abnormalite  olarak
46,XY,der(1)t(1;2)(p34,2;914,1) ile 46,XX,der(1)#8)(p36,2;p22) translokasyonu
tespit edildi.

Arastirma grubu 60 diuk materyalinde kiltur Barisizlginin %20 oraninda
oldugu go6zlendi. Kulttr bgarisizlgl nedeniyle karyotipleri belirlenemeyen ve maternal
kontaminasyon olmagh saptanan 12 giik materyali QF-PCR ve MLPA yontemi ile
degerlendirildi. Bulgular, kidltur bgarisizlgi nedeniyle karyotip analizi yapilamayan
distk materyallerinin 13, 18, 21, X ve Y kromozomlate tim kromozom
telomerlerinin QF-PCR ve MLPA yonteminin birlikteulkanilarak dgerlendiriimesi
gerektgini gosterdi.

Maternal kontaminasyon analizi yapilan 52si@ki materyalinin %82,6’sinda
kontaminasyon saptanmazken, %217,3'Unde kontamimasysaptandi. Diilk
materyallerinin QF-PCR ile d@erlendiriimesi, yank pozitif ya da yank negatif
sonuclara yol acan maternal kontaminasyonu ortalyardg! gibi, analiz sonucu elde
edilen karyotiplerin dgrulanmasina da katki gadi.

MLPA yontemiyle argtirilan 30 dguk materyalinin 2’sinde 16. kromozomun
g kolunda subtelomerik duplikasyon saptandisiiximateryallerine ait bulgular ile
kontrol grubunun bulgulari Fisher-Exact testi ibskastirildiginda, subtelomerik bélge
duplikasyonu ile dgiikler arasindaki ikinin istatistiksel agidan anlamsiz ofau
anlgildi (p>0,05). Ancak, %6,6 olan subtelomerik dupBkon oraninin kucuk bir
argtirma grubuna ait olmasi, daha coksairana yapilmasini diiindirdd. Sitogenetik
yontemlerle saptanamayan subtelomerik abnormainelarligi ise MLPA yontemiyle
ortaya kondu. Literatirdeki agarmalardan farkli bir hipotezi konu edinen bu
argtirmanin, ilk kez yapilmi olusu da dikkate alinganda, 6zgin ve orijinal
olabilecggine kanaat getirildi. Sonucta, subtelomerik abnditedarin dislklere neden
olup olmadgina dair objektif bir sonuca varilabilmesi, ancakk sayida agiirmanin

yapilmasiyla mumkuindur.
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EKLER

Ek 1. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtr)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bdlge 5 3 Bdangic Bitis
132 | 04084- SH3BP5L 3 01-247.077648| 01q44 TGCAGGAGGAGTTGCCAGGCCAGCGAGGAGATC | 247077648 | 247077710
L03605 GAGCACCTGAA AACCAGGTGGAACTACAGC
139 | 02781- ATG4B 7 02-242.247199 02g37.3 GATAGGAAGCTTGCTGGCGGTCCACATTGCAATG | 242247199 242247270
L03168 TGTCTTCGATACGT | GACAACACTGTTGTGATGGA
GGAGCTCCT GGA
145 | 02690- KIAA022 22 03-198.883877 | 03029 CTCTTTCTCCAGGT ATGTGCCGTCTTGTCCTGCC | 198883877 | 198883950
L02842 6 CACTGCGCTGGAGG | TGTTTCACATCAGCATAGGA
ACAG TCA
152 | 02691- FRG1 1 04-191.099071| 04¢35.2 CCCTGTTCCTCCGCCTCACATACTCGTCCAGAAC | 191099071 | 191099141
L02843 GCCCCTGTGCTGCC | CGGCCTCAGCCTCTCCGCGC
CCGA
160 | 02790- GNB2L1 2 05-180.601812| 05¢35.3 GCGGGGTCACTCCASTGGTTATCTCCTCAGATGG | 180601812 | 180601884
L02232 ACTTTGTTAGTGAT | CCAGTTTGCCCTCTCAGGCT
166 | 02694- TBP 2 06-170.707891 06927 GACAGCATCACTG[TAACCCAAGGAATTGAGGAA 170707891 170707964
L02844 TTCTTGGCGTGTGA | GTTGCTGAGAAGAGTGTGCT
AGAT GGAG
172 | 02793- VIPR2 2 07-158.627924 07936.3 CGCATTCACCCAGACTGGAAATACAGGAGGAAG | 158627924 158627991
L03167 ATGCCGATTTCAT AAACAAAATGTGCAGAGCT

TCT




Ek 1'in devami. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtr)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bdlge 5 3 Bgangic Bitis
179 | 02695- RECQL4 17 08-145.708631| 08g24.3 CAGCAGCTCCGTG&GTCAAGCTGGTGGACTCCA| 145708631 | 145708695
LO0610 AGTTTGACAT TGGGCTGGGAGCTGGCCTCT|
186 | 02792- EHMT1 10 09-139.776962| 09g34.3 TCAGATGTGCTGGAAAGTGCCTCTCTGCAGCTGC | 139776962 | 139777023
L02846 GACAGACGGCCTCC | CGGATGGAAACACCGAAGA
AGG GT
193 | 02696- ECHS1 8 10-135.026355 10926.3 TCCGGAAAGAAGG TTGTGGAAAAGAGAAAGGC | 135026355 135026422
L02847 GATGACCGCGT CAACTTCAAAGACCAGTGA
GAACCA
202 | 02697- IGSF9B 20 11-133.292680 11925 CGCTTTGTAGCGAAGCTCCTTGCCTTCTGCAGCC | 133292680 133292754
L02848 ATGTCATCACTCCC | TGACCTTGGTAGTCACAGGA
CTGT CTG
211 | 02686- ZNF10 5 12-132.242375 12924.33 CACTTACTCAGGAGATATGGGGGAAACTGTCTTC | 132242375 132242452
L02849 AGAGTCTCTGAAAG | TTCCTGCTCAGCTAGTACTG
TGGTAA AGAG
218 | 02698- CDC16 8 13-114.027450( 13934 GACGGTCATCCCTIGTGCAAGAGAATCTGGATGT | 114027450 | 114027519
LO0753 AATCTGTAGATGGC | GGTAGTGTCTTTAGCTGAGA
T GA
226 | 02699- MTA1 7 14-104.991619 | 14932.33 CCTGCTGGCAGATAAGGAAACCGGTACCAGGCA | 104991619 | 104991689
L02850 AAGGAGAGATTCG GACATCACCGACTTGTTAAA
AGT AG
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Ek 1'in devami. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtr)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bolge 5 3 Bdangic Bitis
233 | 02701- TM2D3 3 15-100.007800| 15026.3 GCCTTATGTGATGAGGTTTGTGTAGCAGGCTTCC | 100007800 | 100007870
L02851 AGTGTCCGAGCAAT | TGCAGACTGTATAGACTGCA
CAA
241 | 02702- GAS8 11 16-088.637625| 16¢24.3 CCTTTGCAGGTGQTTCATTGACACCTGAGTCACA | 88637625 88637685
L00734 GGCACTAACT GCTGCCCAGTGGGATTC
250 | 02703- SECTM1 4 17-077.874063 17925.3 CGTGGTCACTGCTGTGGTCGCTCTGGTCATGTTC | 77874063 77874127
L03169 TCTTCATCCTCT GCCTGGTACAGGTGCCGC
258 | 02704- CTDP1 9 18-075.575783 18923 TCACGGGCACTGACTATCCAGCGACAGCGAGAG | 75575783 75575851
L03607 CTGGACTTTGACT CAGCAGTGAGTCCGAGGGC
ACGAA
265 | 02705- CHMP2A 3 19-063.755470| 19913.43 GCCAGGCTGTGTQGSACACTCAAGTCCAACAACT | 63755470 63755537
L02853 CTCAAGATCCA CGATGGCACAAGCCATGAA
GGGT
274 | 02706- UCKL1 6 20-062.046371 20913.33 GAGGGTGTCATCAAGTTTGTCAAGCCCTCCTTCG | 62046371 62046438
L00642 GCAGTACAACAA ACCAGTACATCCAGCCCACC
A
281 | 02587- S100B 2 21-046.846658 21922.3 CGCCCTCATCGACGGAAGGGAGGGAGACAAGC | 46846658 46846729
L02854 TTTTCCACCAATAT ACAAGCTGAAGAAATCCGA
TCT ACT
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Ek 1'in devami. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtr)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bdlge 5 3 Bdangic Bitis
290 | 02707- ARSA 1 22-049.413270| 22913.33 CCGCTAGGCGAGGATCCGCTCGAGAATCTGAAG | 49413270 49413327
LO0661 GGATCAGAT GTGCCCTGGTCCTGG
298 | 02708- SYBL1 8 X-154.825695 | Xg28PAR CCTGTGCAAAGGGAGTTTCCATTCTGGGAAAAGC | 154825695 | 154825768
L02855 GGTAGTGTGGGAAA | CCAAACCGAATACGGTCAG
AGT CAGT
306 | 02270- TNFRSF1 4b 01-001.129414 01p36.33 GGCTGCACCCAGTTTGTGTTCCCTGGGAACAAGA | 1129414 1129484
L01762 8 CGGGTTTCTCAC CCCACAACGCTGTGTGCGTC
315 | 02709- ACP1 5 02-000.267097| 02p25.3 CCACGTTTTAGGGCTTTGTATCCTGCCATATTAA | 267097 267173
L02856 TAATATGAAGACCC | ATAACAGATGAGATTGTGTT
AACACA AAG
323 | 02896- CHL1 3 03-000.336381| 03p26.3 GGTCTCAGCTGTAAGACATTAAGATTTTCATTCT | 336381 336454
L02363 ACCAAAAGTGAGA TACCGGGTTGTCTTCTTCCT
GGA GAA
329 | 14440- PIGG 8 04-000.505735| 04p16.3 GTACGGCTGGTTQOGTCCTTCTGCTCAGGTTGTT | 505735 505807
L16146 TGGGAGTGTGACGT | CTTGTTATTTCAGGCTGCCT
A TTCG
337 | 02791- CCDC127 3 05-000.258918| 05p15.33 CGGAAGCCAAGTACAGAAAATCGGCGTGCTGTC| 258918 258985
L02233 CACGCCATGATCT GCTCAGTTGTCCTTGGAACT
C
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Ek 1'in devami. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtr)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bdlge 5 3 Bdangic Bitis
346 | 04077- IRF4 3 06-000.339901| 06p25.3 GCTTTGAACAAGAGCTGGTTGAGCGGAGCCAGCT| 339901 339971
L03462 CAATGACTTTGAGG | GGACATCTCAGACCCGTACA
AA
355 | 02780- UNCB84A 5 07-000.844978 07p22.3 GCGGGACATCCGTE@ACAGGGTCCAATTTGTGCT | 844978 845042
L02857 GAGAATCAAA CCGTCTCAAAATCCAGAGCA
362 02715- FBX0O25 8 08-000.398391 08p23.3 GCAGTGACCTTCCTACAACATCCTATACCGGTTC | 398391 398466
L00973 CTGCACATGCTGA TCAGACGGATGGGACATCA
TCACCTTAGG
370 02716- DOCKS8 23 09-000.376334 09p24.3 CCGATCGCAACTGCATTGCTCTGGCAGTAGTGAT | 376334 376404
L00688 AGCCGAATGTCTTA | GCTCCAAGTTCACCTGCAGC
CT
379 05180- ZMYND1 2a 10-000.215989 10p15.3 TCGGTCAATGTTGGCCGTATAATCTCAATGGCTG | 215989 216058
L16343 1 CAATCTGCTTCTGG | CCCAAAGATGCTGGATAGCT
TT T
387 02784- BETI1L 3b 11-000.195448 11p15.5 GGGTGGTCAAATCAATCTTGCTGGGATTCCTCCC | 195448 195520
L02226 CCACTTCTGTGTG TTAGGACTCGGATTTCACAA
G
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Ek 1'in devami. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtir)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bdlge 5 3 Bdangic Bitis
393 | 02787- JARID1A 23 12-000.286991 12p13.33 CGACAGAACGTGCTAGAGCGCGGCAGGCTCTAG | 286991 287064
L02229 ATGAGTTGGCAAGA | CCACAGATGAACTATCCTCT
T GC
402 | 02717- PSPC1 1 13-019.254548 13911 GCACGGAGGAGGACGAACGCTATGGCGAGCCC | 19254548 19254619
+ L03608 CTTCAAGAGGCTCT | AGCGAAGTCTTCATCAACCG
T GGACC
409 | 02718- PARP2 16 14-019.895643 14911.2 CAGTACAGTGCCATGTGACACAGGAATTCTGAAT | 19895643 19895709
+ L00732 TAGGACCAGCAA CCAGATGGTTATACCCTCAA
C
418 | 04026- NDN 1 15-021.482490 15911.2 GCTAGTCCTCAGAGGGGTAGTGGGCAGTGGGAT | 21482490 21482551
+ L01542 ACACTGCTGCGA TAGCCTCCCGCAGAGC
427 | 02720- DECR2 9 16-000.402228| 16p13.3 CCCGAGACTTGTGTGAAAACACTGAGGTGCTCC | 402228 402289
L00648 TCTCTTGGCT CATCTGTGCGTGGCCCAT
436 | 04081- RPH3AL 2 17-000.183588 17p13.3 GCCTCCAGCAGAATTGTACGTGCACTTTGGAGAC | 183588 183659
L03465 TTGTGTAGTGGACA | AGCAAGCATGAGGCCTGCA
CT GC
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Ek 1'in devami. SALSA MLPA P070-B2insan telomer prob karmi (www.mrc-holland.com’dan uyarlangtr)

Nt Numara Gen Ekzon Pozisyon Bolge 5 3 Bgangic Bitis
444 | 02789- THOC1 21 18-000.204731| 18p11.32 GGCAGATTGAGTGTAGATGAGAGCTAAGCAGCT | 204731 204801
L02231 GACAGTGAAGACAT | CCTGGTTGCCTGGCAAGATC
GA A
450 | 03501- PPAP2C 7 19-000.232437| 19p13.3 CAGCACTGTCTGAAGGAACGGAAGCCCAGCCTG | 232437 232498
L02880 GGAGGAGGAGCT TCACTGACGTTGACCC
459 | 02723- ZCCHC3 1 20-000.226979| 20p13 CAGCTTGAAGACGCTCCGGAACGAGACGGTGGA | 226979 227046
L00641 TCTTCATCCTCT CGTGGAGGACATTGTGACTT
GG
466 | 02724- HSPA13 2 21-014.675469| 21qg1l1.2 CAATGATGTATATG TAGAGCTGGCAGATTCAAAT | 14675469 14675536
+ L00334 TGGGATATGAAAGC | CCTCAAAACACAATATAT
G
478 | 02725- ILI7RA 4 22-015.959672 | 22q1l.1 CCTCCTGTACCTCG GTCCTGCAGCTGAACACCAA | 15959672 15959739
+ L16344 AGGGTGCAGAGTTA | TGAACGTTTGTGCGTCAGGT
TCT
484 | 03714- SHOX 5 X-000.521733 Xp22.33PA CCACAGGCGTCATC | CTAGACGCCTGCCGAGTGGC| 521733 521796
L16345 R TTGGGCACAGCCAA | ACCCTACGTCAACATGG
CCAC
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