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KISALTMALAR LiSTESI:

Yazim sirasinda raporda kullanilan diinyaca kabul gormiis kisaltmalar ve arastiricilarin
kendilerinin olusturdugu kisaltmalar bu boliimde belirtilmeli ve metin i¢inde de ilk kullanim
yerinde acik sekilleri ile yer almalidir.

World Health Organization: WHO

American College of Medical Genetics: ACMG
Tekrarlayan gebelik kayb1: TGK

Tekrarlayan implantasyon kusuru: TiK

Yeni nesil dizileme: YND

Tiim genom dizileme: TGD

Tiim ekzom dizileme: TED

Transposable elementler: TE

3’ anlatim1 olmayan bolgeler: UTR (untranslated region)
MikroRNA: miRNA

Complemenatary DNA: cDNA

mitokondriyal DNA:mtDNA

Uzun terminal tekrarlar: LTR (long terminal repeats)
Araya giren uzun diziler: LINE

Kopya sayis1 degisiklikleri: CNV (copy number variation)
Otozomal dominant: OD

Otozomal resesif: OR

Variant of unknown significance: VUS



1. PROJE OZET BILGILERI: Tirkce Ozet ve Ingilizce “Abstract” seklinde
hazirlanmalidir. Projedeki faaliyetlerin kisa 6zetini igermeli ve 500 kelimeyi gegmemelidir.

OZET Giiniimiizde ciftlerin yaklasik %20’si infertilite problemi ile karsi karsiyadir ve bu
sorunun diinyada 50-80 milyon cifti ilgilendirdigi tahmin edilmektedir. Infertilite, primer ve
sekonder olmak tizere 2 grupta degerlendirilir. WHO’ya (World Health Organization) gore
primer infertilite “bir y1l diizenli iliskiye ragmen gebelik olusmamasi” veya “canli dogum
Oykiisii olmamasidir” (Zegers-Hochschild et al., 2009; Mascarenhas et al., 2012). Sekonder
infertilite ise canli dogum sonrasi en az bir yil gebelik olusmamasidir. Iki veya daha fazla 20.
gebelik haftasindan once fetal kayip Oykiisiiniin varliginda “tekrarlayan gebelik kayb1” (TGK)
terimi kullanilir. infertilite sorunun asilmasinda bugiin igin tek terapi yolu olan yardimei iireme
teknikleri ile yeni bir terim daha olusmustur; “tekrarlayan implantasyon kusuru (TIK)” en az 2
kez basarisiz yardimer lireme teknigi uygulamasi bulunan olgular icin kullanilir (Coughlan,
2014).

Gebelik olusumunda ¢ok sayida fizyolojik yolak etkindir ve bu yolaklarda genetik ve nongenetik
faktorler (endokrin, anatomik, immunolojik ve enfeksiyon, annenin kronik hastaliklari,
teratojenik ajanlar gibi dis faktdrler) 6nemli roller tagimaktadir.

Infertilitenin etiyolojisinde rol alan en onemli ve bilinen genetik faktorler, kromozom
anomalileri ve tek gen hastaliklardir. Karyotip analizi kromozom anomalilerinin arastirilmasinda
rutin laboratuar incelemelerindendir. Halbuki infertilite iliskili tek gen hastaliklarinin CFTR,
MTHFR mutasyonlar1 gibi ¢ok azi bilinmekte ve ancak klinik bulgularin yonlendirmesi ile
incelenebilmektedir. Oysa infertilite iliskili yiizlerce gen oldugu diistiniilmektedir. Fakat,
uygulanmakta olan molekiiler testlerin (Sanger dizileme) sinirl kapasitesi nedeniyle arastirmalar
yetersiz kalmaktaydi. Son 10 yilda uygulamaya giren yeni teknoloji “yeni nesil dizileme (YND)”
ise bu limitleri kaldird1 ve tim genomun (TGD), tiim ekzom (TED) veya hedefli ¢oklu genlerin
tek bir seferde dizilenmesi miimkiin oldu ve bu teknoloji tibbi genetikte yepyeni bir donem
baslatt1 ve yeni genlerin kesfedilmesine olanak sagladi. Ozellikle tek gen hastaliklarinin genetik
etiyolojisinin  aydinlatilmasinda 6nemli katkilar saglayan bu teknigin infertilitenin
aciklanmasinda bugiine kadar, TED kullanim1 ile ¢ogunlukla erkek infertilitesi ile iligkili az
sayida, daha az sayida ise kadin infertilitesi ile iliskili, TGK iligkili ile sadece 2 seri ¢alismasi
yayinlanmustir.

Bu caligmada ile Tiirk populasyonunda infertilite iliskili genlerin TED teknigi ile incelenmesi
amaclandi. Hasta se¢im kriterleri ise olgularin sitogenetik, immunolojik, anatomik ve
biokimyasal testlerinin normal sonug¢lanmis olmasi idi.

Bu c¢alismada, infertilite olarak degerlendirilen ve arastirma i¢in onam veren agiklanamayan 25
kadin TED teknigi ile incelendi ve 22 olguda 30 gende 34 varyant tespit edildi. Klinik ile iligkili
olabilecegi diisiiniilen baz1 varyantlar icin segregasyon analizleri yapildi. Varyantlarin patojenite
degerlendirmesi tahmin veritabanlar1 araciligiyla yapildi. Varyant saptanan genler, plasenta
gelisiminde, implantasyonda, koagiilasyonda, metabolizmada, immunitede, embriolojik
gelisimde, hiicre siklusunda, DNA tamir mekanizmasinda, oogenezde ve oosit olgunlagmasinda
etkin genlerdi.

Dokuz kadinda 11 gende otozomal resesif kalitilan hastalik iligkili heterozigot 12 variant (VUS:
n = 3, olast patojenik: n = 4, patojenik: n = 5) saptandi. Bu genlerden 6’s1 siliyopati, 3’i
metabolik hastalik ve 2’si embriogenez iliskiliydi.

Bizim bilgimiz dahilinde, bu seri a¢iklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi1 veya tekrarlayan
implantasyon hatasi olan kadinlarda yapilan Tiirkiye’den ilk TED ¢alismasi ve diinyada da ilk
calismalardandir. Bulgularimiza gore, tim ekzom calismasi infertilite iligkili yeni genlerin
tanimlanmasinda etkin bir yontemdir. Teknigin limitasyonu uzun dizi sekanslarma ait
anomalileri yakalayamamasi nedeniyle submikroskobik delesyon ve duplikasyonlarin
gosterilememesidir. Bu calismada saptanan yeni varyantlarin tiimiiniin segregasyon analizleri,
gereken durumlarda fonksiyon analizlerinin tamamlanmasi gelecek projeler kapsaminda
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tamamlanmasi1 planlanmaktadir.

ABSTRACT Today, one out of every five couples is faced with infertility problem, and it is
suggested that 50 to 80 million couples have this problem worldwide. Infertility is subdivided
into 2 groups; primary and secondary infertility. According to WHO (World Health
Organization), primary infertility is defined as “the failure of pregnancy at least for one year”,
and also “who has spontaneous miscarriages or still-born, without having a live birth” (Zegers-
Hochschild et al., 2009; Mascarenhas et al., 2012). The term secondary infertility is used for
when a new pregnancy cannot occur after one or more live-born at least for twelve months.
Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as two or three miscarriages in first trimester or
before the 20" gestational week. To overcome the infertility problem, assisted reproductive
techniques (ART) are developed and it is the empirical therapy today. Recurrent implantation
failure (RIF) is used for cases with >2 failure at implantation stage after in vitro fertilisation
(IVF), intra cytoplasmic sperm injection (ICSI) or transfering blastocysts attempts (Coughlan,
2014).

Pregnancy concerns numerous physiological pathways, where genetic factors and multifactorial
conditions such as endocrinological, chromosomal, anatomical, immunological, maternal
chronic diseases and environmental factors such as infections, teratogenic agents play important
roles in both RPL and RIF patients.

The underlying genetic etiological factors in RPL and RIF are chromosomal anomalies and
monogenic disorders. Karyotyping to rule out the chromosomal abnormalities is investigated as
a part of routine laboratory investigation. However, only few of monogenic disorders are known
related to infertility like as CFTR, MTHFR and mutations can be search in the routine diagnostic
laboratories. However, it is clear that many genes are involved in the infertility, but these genes
could not be investigated due to the limitation of the routine molecular techniques. The new
technology “next generation sequencing (NGS)” allows to sequence the whole genome (WGS),
whole exome (WES) or hundreds of targeted genes in one run, which opened a new era in the
medical genetics and these new opportunities make it possible to discover new gene/s related to
distinct phenotype including infertility. To the best of our knowledge, only two serial studies
using WES technique in RPL and RIF patients with normal karyotypes have been published and
new causative genes were described in infertility.

Here, we aimed to search the infertility related genes in a Turkish cohort. Patient selection
criteria were having normal results in cytogenetic, immunological, anatomical and biochemical
testing.

In this study, 25 Turkish women diagnosed with unexplained RPL (URPL) and/or RIF were
investigated by WES technique, which revealed 34 variants in 33 genes in 22 women.
Segregation studies for some variants, which might be associated with the phenotype were
carried out who agreed to take part in this research study.

These genes were associated with several pathways: placental development, implantation,
coagulation, metabolism, immunity, embryological development, cell cycle, DNA repair
systems, oogenesis and oocyte maturation.

Twelve heterozygous variants in 11 genes associated with autosomal recessive inherited rare
diseases/syndromes were determined in 9 women (VUS: n = 3, likely pathogenic: n = 4,
pathogenic: n = 5). These genes were related with ciliopathies (n = 6), metabolic disorders (n =
3) and active during embryogenesis (n = 2)

To the best of our knowledge, this is the first series from Turkey and one of the pioneers in the
world, investigating maternal genetic factors in unexplained RPL and RIF via WES. Due to our
findings, whole exome sequencing was found quite successful in determining new candidate
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genes. The limitations of the technique were the inability to examine long sequences and
repeats, not detecting sub microscopic deletions and duplications. Some of the novel variants
detected in this study should be further investigated by segregation analysis and/or by functional
studies, which could be planned in future projects.

2. LITERATURDEKI GELiSMELER: Proje konusunda proje teklifi sirasinda kullanilmis
ve kabul edildikten sonraki donem i¢inde diinya literatiiriinde gerceklesen yenilikler ve ¢ikmis
olan makaleler konusunda bilgi verilmeli, egilimler ve proje konusu ile ilgili gelismeler bu
boliimde irdelenmelidir.

Bu alanda proje siiresince yayinlanan tek bir makale bulunmaktadir. Bu makale, projemizde
kullanilan YND teknigi i¢in hazirlanmis panel ¢alismasi ve sonuglarini kapsamaktadir (Lorenzi
D, First custom next-generation sequencing infertility panel in Latin America: design and first
results JBRA Assisted Reproduction 2020;24(2):104-114).

2018 yilinda yaymlanan bir makalede, TGK olgularinin yaklasik yarisinda ‘Jenga Hipotezi’
olarak adlandirilan bir yaklasimin yillardir yiiriitiildiigii, bilinen klinik parametreler ve tedavi
yontemleri takip edildiginde herhangi bir sonug elde edilemedigi belirtilmistir. Bu hipoteze gore;
klasik yaklasimda erken gebelik donemi Jenga oyunundaki gibi dengesiz bir yapidir ve maternal
sagligin etkilemedigi varsayimina dayanarak bilinen faktorler dislanmaktadir. Fakat bu
yaklagimin, TGK’nin Hill Nedensellik Kriterleri’ni (olabilirlik, gegicilik, doz-davranis iliskisi,
etki, 6zgiinliik, tutarlilik, uyumluluk) karsilamadig1 ve bu alanda yeni bir bakis agisina ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir. Alternatif bir yaklagim olarak da implantasyon kontrol noktas1 hipotezi
One siirlilmiistiir (159). Bu hipoteze gore, gebeliklerin erken haftalarinda {i¢ 6nemli kontrol
noktas1 oldugu ve bu kontrol noktalarinda bir sorun yasandiginda ya da kontrol noktasini
gecemeyen embriyolar varliginda gebelik kayiplarinin gerceklestigi belirtilmistir.

[lk kontrol noktasi desidual biyoalgilamadir. Desidualizasyon ile implantasyon asamasinda
konseptus hiicrelerce ¢evrelenir, trofoblast invazyonu ve endometriyal dokunun yar1 gegirgen bir
hale gelmesi saglanir (160). Bu asamada, desidual hiicrelerin biyoalgilayici olarak gorev yaptigi
(161) ve gebeligin devamt i¢in gerekli faktorlerin iiretimini segici olarak azaltarak diisiik kaliteli
ya da andploid embriyolarin implantasyonunu engelledigi belirtilmektedir (162).

Ikinci kontrol noktasi embriyonik uyum sinyalidir. Erken gebelik haftalarinda korpus luteumdan,
daha sonra sitotrofoblast ve desidual hiicrelerden iiretilen B-HCG, gebeligin devami igin
Oonemlidir ve liretiminin bir kontrol noktasi olusturdugu diisiiniilmektedir (159).

Ucgiincii kontrol noktasi desidual stres testidir. Bu asamada desidual hiicrelerin secici olarak stres
ile iligkili yolaklar1 baskiladigi, hiicresel stres seviyesi diistiikce implantasyon ve gebeligin
devaminin sorunsuz devam ettigi gosterilmistir. Hiicresel stresin tamponlanabilir kapasitenin
tizerine ¢tkmasi durumunda ise fetal-maternal ara ylizey hizlica yikima programlanir ve bu da
gebeligin diisiikle sonlanmasina yol agar (159).

Yardimer lireme tekniklerinin her gecen giin daha siklikla kullanilmasina, miimkiin oldugu
kadar iyi kalitede embriyolarin transfer edilmesine ragmen gebeliklerin gerceklesme, devam
etme ve dogumla sonlanma oraninda artis aynt oranda olmamaktadir. Bu durum, gebelik
olusumunda temel basamaklardan biri olan implantasyon siirecindeki bozukluk ya da hatalarin
gebelik kaybina yol agabilecegi ihtimalini desteklemektedir. Endometriyal reseptivitenin énemi
daha fazla anlasilmakta, basarisiz YUT denemelerinin altinda yatan ana nedenlerden biri olarak
goriilmekte ve bu alandaki ¢aligmalar giderek artmaktadir (160-162).
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>2 embriyo transferi sonrasinda implantasyonun gerceklesmemesi, ‘tekrarlayan implantasyon
kusuru® (TIK/TID) olarak adlandirilmaktadir. Son yillarda gelismis iilkelerde her bir transferde
(transfer basi ortalama 2 embriyo) gebelik olasiliginin %30-35 civarinda oldugu bildirilmektedir
(163). Tekrarlayan implantasyon kusurlarinda en 6nemli problemin, embriyo kalitesi ile iligkili
oldugu ve kaotik mozaik embriyolarin varliginin da katkisinin bulundugu gosterilmistir (164).
Ayrica embriyolarda yapilan kromozom analizleri ve metabolik ¢aligsmalarda andploid blastosist,
artmis metabolik hiz (giiriltiilii embriyo); COX2, MUC-1, LIF, IL-6, PLGF ve integrinlerde
azalma; SGK-1, IL-1p, IL-15, IL-18 ve TNF-a da artma saptanmuistir.

Kok hiicre calismalarinda yeni yeni giindeme gelen ve olduk¢a umut vadeden bir grup da
infertilite ¢alismalaridir. Endometriumda somatik kok hiicrelerin varligi 1970-80’lerde ortaya
atilmistir (165-167). 2004 yilinda Cho ve arkadaslari insan endometriyumundan CD117 ve
CD34 yiizey belirteclerine sahip hiicreleri izole ettiler. Bu hiicrelerin bazal tabakanin stromal
bolgesinde bulundugu gosterilmistir (168). CD9, CD44 ve CD90 ylizey belirteclerinin
fibroblast; CD34, CD133 ve VEGFR?2 belirteglerinin ise endotelyal oncii hiicrelere ait oldugu
bilinmektedir (169). Kiiltiir ortamindaki epitelyal hiicrelerin %0,22’sinin ve stromal hiicrelerin
%1,25’inin yiiksek proliferasyon ve kendini yenileme 6zelligi oldugu gosterilerek dongiilerde
atilan dokularin yerini bu hiicrelerin doldurdugu ileri siiriilmiistiir (170). Yapilan bir ¢alismada
kemik iliginden alinan kok hiicreler insan endometriyumuna eklenerek bu hiicrelerin
endometriyumun epitelyal ve stromal hiicrelerine farklilagtigi gosterilmistir (171). Asherman
sendromu tedavisinde de kok hiicre denemeleri yapilmaktadir. 2011 yilinda yapilan bir
calismada, Asherman sendromlu bir olgudan aliman otolog kemik iligi kok hiicreleri
endometriyuma transfer edilmis, hormon replasmant ile birlikte endometriyal kavite kalinliginin
implantasyona uygun hale geldigi gozlenmis ve IVF uygulamasi sonrasi embriyo transfer
edilerek implantasyonun tamamlandigi goriilmiistiir (172). Sebebi agiklanamayan tekrarlayan
gebelik  kayiplarinda  yapilan ¢alismalarda endometriyal stromal hiicrelerin  yetersiz
desidualizasyonu gosterilmistir (173). Bunun da kok hiicrelerin (plasental veya endometriyal)
yetersiz calismast ya da kusuru ile agiklanarak gebelik kayiplar ile iliskili olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (63).

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

Yaklasik 20 yil once kesfedilen miRNA’lar, endojen, 18-24 niikleotidlik, tek zincirli RNA
molekiilleridir. Bu molekiiller mRNA’larin 3’ anlatimi olmayan bdlgelerine (UTR) baglanarak
translasyonun durdurulmasini veya proteinin degradasyonunu saglar. Bu mekanizmanin memeli
genlerinin ~%30-60’1n1 kontrol ettigi diistiniilmektedir (174, 175). Bugiine kadar 2.000’den
fazla miRNA tanimlanmis olmasina ragmen, onbinlercesi oldugu tahmin edilmektedir (176).
Desidualizasyon ve implantasyon asamalarinda post-transkripsiyonal —diizenlenmenin
miRNA’lar ile kontrol edilebilecegi ongoriisii ile 2009 yilinda Qian ve arkadaglari tarafindan
mikroarray yontemi ile yiiriitiilen ¢alismada implantasyonla iligkili olabilecek, farkli ekspresyon
ozelliklerine sahip 49 miRNA tespit edilmistir (177). Bu miRNA’larin transkripsiyonal
faktorler, bliylime faktorleri, ekstraseliiler matriks enzimleri ve aktin filamanlarinin
diizenlenmesinde etkin interlokinleri hedef aldiklar1 belirlenmistir. Bazi miRNA’lardaki
polimorfizmlerin, TGK sorunu ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (178, 179).

Hiicrelerin enerji kaynagi olan mitokondri, kendine ait DNA’ya sahip olmasiyla diger
organellerden farklilik gdsterir. Solunum zinciri enzim kompleksi 46 farkli alt birim icermekte
olup 7 tanesinin anlatimi1 mitokondriyal DNA (mtDNA) genleri tarafindan (ND1, ND2, ND3,
ND4, ND4L, ND5, ND6) yapilmaktadir (183). Gebeligin olusumu, implantasyon, plasenta ve

11




embriyonun  gelisimi  yiiksek diizeylerde enerji  gerektirdiginden, yeterli  enerjinin
saglanamamasinin embriyo gelisimini etkileyerek gebelik kaybina yol agabilecegine dair ilk
hipotez Jansen ve de Boer tarafindan 1998 yilinda ortaya atilmistir (184). Ortaya atilan
hipotezlerden biri de, bazi maternal mtDNA varyantlarinin enerji metabolizmasint bozarak
TGK’ya yol acabilecegidir. Bu konuda olduk¢a az ¢aligma olmakla birlikte 2017 yilinda 73
TGK oykiili kadin ve 100 kontrol ile yapilan bir ¢aligmada mtDNA kompleks I genleri
dizilenmis; ND1’de T4216C, ND2’de A5153G, ND3’te C10142T, ND4’te C12063T, ND5’te
A12662G, ND6’da G14179A ve C14623T varyantlari tespit edilmistir (185).

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

Insan genomunun iigte ikisinden fazlasimin tekrarlayan DNA dizilerinden olustugu, ¢ogunlugunu
da transpozonlarin (transposable elementler, TE) olusturdugu bilinmektedir (190). Bugiine kadar
tamimlanmig iki smif TE bulunmaktadir; Simif I TE, RNA {izerinden ters transkripsiyon
aktivitesi gOstererek ‘kopyala-yapistir’ mekanizmasi ile kendi cDNA’sinin kopyasini genomun
igerisine yerlestirir, LTR (uzun terminal tekrarlar) ve non-LTR olarak iki ana gruba ayrilir. Sinif
I TE ise DNA transpozonlaridir, ‘kes-yapistir’ mekanizmasini kullanarak replike olurlar ve
insan genomu igerisinde aktif olan Sinif I TE bulunmamaktadir.

LTR’ler, endojen retroviruslardir ve insan genomunun yaklasik %8’ini olustururlar. LINE’ler
(araya giren uzun diziler; LINE-1, LINE-2 ve LINE-3) ve SINE’ler (araya giren kisa diziler;
Alu, MIR ve MIR3) ise non-LTR grubundadir. LINE-1 (L1) tam boyda oldugunda aktiftir (6,1
kb, ~600.000 kopya). RNA baglayici domain, endoniikleaz ve ters transkriptaz enzimlerini
kodlayan genleri icerir, bu genlerin aktiviteleri cok zayiftir, birgcogu giidiik dizidir. Genomda AT
niikleotitlerinden zengin dizilere eklenir. insan genomunda bu bélgelerde aktif gen sayis1 daha
az oldugundan mutasyon yiikleri azdir. Calismalar, yenidoganlarin yaklasik %5’inde yeni bir
retrotranspozon insersiyonu oldugunu gostermis, 125 kalitsal hastaliktan non-LTR
aktivitelerinin sorumlu oldugu (191, 192) ve her 62 dogumda bir yeni bir L1 insersiyonunun
gergeklestigi bildirilmistir (193).

Embriyonik dokular ile yiiriitilen c¢alismalarda, insan plasentasinin L1 bolgelerinde hem
hipermetilasyon hem de hipometilasyon saptanmis, {i¢lincii trimester plasentasinda metilasyon
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oraninin birinci trimestere gore azalmis oldugu gosterilmistir (194). Mol gebelik plasentalarinda
L1’lerin normal plasentalara gore hipermetile oldugu, ancak diger tekrar bolgeleri agisindan mol
gebelik ve normal gebelik plasentalar: arasinda fark olmadigi saptanmustir (195). Oploid
yapidaki abortus materyalleri ile yapilan incelemelerde ise L1 bdlgelerinin hipometile oldugu
bildirilmistir (196). L1 retrotranspozon hipotezinde, yeni bir L1 insersiyonun letal etkili bir gene
eklenmesinin genin yapisin1 bozarak gebelik kaybina yol agabilecegi one siiriilmektedir (196).
Erken embriyolojik donemde gelisimsel genlerde olasi bir degisiklik veya retrotranspozon
inhibe edici faktorlerin kayb1 L1 aktivitesinin artmasina sebep olabilir. Bu aktivitelerin yeni
kirpilma bolgesi olusumuna, poliadenilasyona, promotdr ve baglanma bolgelerinin degigsmesine,
gen anlatiminin etkilenmesine, ayrica gen i¢i delesyon veya duplikasyonlara neden olabilecegi
bilinmektedir (197, 198). Ayrica L1 aktivitelerinin duplikasyona yol agmasiyla gebelik kaybi ile
iligkili olabilecegi diisiiniilen kopya sayis1 degisikliklerinde (CNV) artis goriilebilir (199, 200).
Bu nedenle TGK etiyolojisinde altta yatan nedenlerden biri de L1 aktivitesi olabileceginden bu
hipotezin arastirilmasi 6nerilmektedir (196).

Tablo 1: Sanger dizileme teknigi kullanarak TGK etiyolojisi ile iliskilendirilmeye calisiimis
genler ve saptanan varyantlar

ALPP C.265A>T (rs13026692)

AMN €.829A>G (rs146499374)
.1339 1344dupGCCGGG

BAX c.-179A>G (rs751678403)
€.26G>A (rs74422693)

C4BPA ¢.359G>A (rs867500835)
€.671T>C (rs116795518)
€.1268G>A (rs116700161)

C4BPB €.694A>G (rs141922788)

CD46 €.971C>T (rs41317833)
C.638A>T

EPCR €.655A>G (rs867186)

FGB C.-455G>A

FOXD1 €.1067C>G (rs917127030)

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

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

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

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

THBD .1418C>T (rs1042579)
c.457T>G

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

TIMP-4 €.*387G>A (rs17035945)
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Tablo 2: Farkli molekiiler teknikler kullanarak TGK etiyolojisi ile iliskilendirilmeye ¢alisilmis
genler ve polimorfizmleri

ACE I/D (rs1799752)

CTLA4 +49A>G (rs232775)

DICER rs3742330

DROSHA rs10719

eNOS 894G>T (rs1799983)

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

F2 20210G>A (rs1799963)

F5 rs6025

FOXP3 -924A>G (rs2232365)

FOXP4 -3279C>A (rs3761548)

FOXP5 delATT (rs5902434)

FOXP6 rs2294021

IL-18 -511T>C (rs16944)

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

IL-17 -197G>A (rs2275913)

IL-18 137G>C (rs187238)

IL-6 -634C>G (rs1800796)

mirl25a rs12976445
rs41275794

mir27a rs895819

mird23 rs6505162

mir449b rs10061133

MMP?2 -735C>T (rs2285053)

MMP9 -1562C>T (rs34016235)

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

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

PGR Val660Leu (rs1042838)

PKR2 rs6053283

RAN rs14035

SELP 2123C>G (rs6127)

SERPINC1 786G>A (rs2227589)

TGF-B1 915G>C (rs1800471)

TNF-a -863C>A (rs1800630)

TP53 Arg72Pro (rs1042522)

VEGFA -2549 1/D (rs35569394)
-1154G>A (rs1570360)

VEGFR-2 1719A>T (rs1870377)

XPO5 rs11077

Multifaktoriyel hastaliklarda, genetik risk faktorlerinin tespiti i¢in mikrosatellit belirtecler
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kullanilarak yapilan genom-boyu calismalarda 15-30 niikleotidli kisa tekrarli polimorfizmler
kullanilmaktadir. 44 TGK olgusu ve 430 mikrosatellit ile yapilan bir ¢alismada fenotip ile
iligkili olabilecek 3 farkli belirteg (627, 9933.1 ve Xp22.11) ve bu bolgelerde aktif fonksiyonu
olan 6 gen (MLLT4, KIF25, TNFSF15, TNFSF8, EIF1AX ve RPS6KA3) tespit edilmistir (210).
Bir bagka ¢alismada, kiz kardesinde de TGK 0Oykiisii olan 30 olgu, 25 kiz kardes ve 9 erkek
kardesin dahil edildigi bir genom-boyu iliskilendirme ¢alismasinda 4 kromozom bolgesindeki 4
gene ait 4 farkli varyant (FHIT (3pl4.2, rs10514716), FAMI54A/LOC 158297 (9p22.1,
rs10511668), PDE2A (11q13.4, rs341048) ve GRIK2 (6q16.3, rs10485275)) tespit edilmistir.
FHIT gen varyantlar1 siklikla intestinal kanserlerde tespit edilmekle birlikte, apoptotik
yolaklarda aktiftir ve trofoblast invazyonunda goérevli oldugu diistiniilmektedir. PDE2A geni
beyin, kalp, plasenta, akciger, iskelet kasi, bobrekler ve pankreasta cAMP-cGMP yolaklarinda
gorevli protein anlatimi yapar. GRIK2 geni iyonotropik glutamat reseptorlerini kodlarken otizm
ve Huntington hastaligi ile iligkilendirilmis ve sizofrenide anlatiminin azaldigi gosterilmistir
(211).

Gebelik kaybi veya primer kadin ve erkek infertilitesi ile iligkili olabilecek immiin yanit,
koagiilasyon, metabolizma, anjiyogenez, endokrin sistem ve vaskiiler fonksiyonlarin
diizenlenmesi ile ilgili genlerden olusan panel testi ile yapilmis bir ¢calismada 187 gende 472
farkli varyant bulunmustur (212). Baska bir ¢alismada, kadin ve erkek infertilitesi ile iliskili
literatlirde belirtilmis 87 genden olusan panel testi ile 118 bireyden olusan heterojen bir olgu
grubu calisilmig, bu panelin primer infertilite olgular1 i¢in tan1 koydurucu, fakat TGK
etiyolojisinin agiklanmasinda yetersiz kaldigi bildirilmistir (213).

Transkriptomik incelemelerde en ¢ok tercih edilen yontem, mikroarray temelli gen ekspresyon
caligmalaridir. insan endometriyumunda yapilan transkriptomik c¢aligmalarm ana arastirma
konulari; siklik fazlar arasindaki gen ifadesi degisimleri ve ovaryan stimiilasyonlarin etkisi ile
fertil ve infertil olgular arasindaki endometriyal reseptivitenin karsilagtirilmasidir (214).
Endometriyumun reseptif oldugu donemde ekspresyonu artmis olan genlerin implantasyon
asamasinda etkin oldugu asikardir. 2012 yilinda yapilmis olan iki ayr1 ¢calismada hiicre dongiisii
ve farklilasmasi, adezyon, apoptoz, hiicre i¢i sinyal iletimi ve mobilitesi, immiinite ve
embriyonik morfogenez ile iliskili genlerde ekspresyon degiskenligi tespit edilmistir (215, 216).
TIK olgu grubunda yapilan bir transkriptom g¢aligmasinda hiicre dongiisii, hiicresel adezyon
yolaklar1 ve Wnt sinyal yolaginda etkin 313 genin ekspresyonunun degistigi, bunlarin %92’sinin
azaldigi, %8’inin arttig1 ve ekspresivitesi azalmis olan genlerin %8’inin de Ostrojen aktivitesine
bagli oldugu gosterilmistir (217). 2016 yilinda yapilan benzer bir ¢calismada TIK olgu grubu ile
kontrollerin luteal faz ortasinda endometriyal ekspresyonlar1 karsilastirildiginda 303 gende farkl
orintii tespit edilmistir (218). Makak maymunlarinin sekretuvar fazda endometriyal gen
anlatimlarinin incelendigi bir baska c¢alismada, 108 genin progesteron aktivitesi ile
anlatimlarinin degistigi, progesteronun bu siirecteki etkin temel hormon oldugu ve bu genlerin
embriyo implantasyonunda etkin olduklar1 gosterilmistir (219).

Maternal gen varyantlarmin arastirildigi, Avrupa ve Giliney Amerika kokenli TGK olgu
grubundan 49 disi bireyde tiim ekzom dizileme yontemi kullanilarak yapilmis bir calisma
bulunmaktadir. Burada 234 gen degerlendirilmis ve 22 gende 27 varyant bulunmustur (220).
YND teknigi kullanilarak abortus dokusu ile anne ve babanin birlikte incelendigi (ii¢lii tiim
ekzom dizileme) bir g¢alismada, embriyolojik ve/veya intrauterin gelisme basamaklarini
etkileyerek fetal letal etkili patojenik gen varyantlarinin fetusta homozigot veya birlesik
heterozigot, anne ve babada ise heterozigot olarak bulunacagi 6ngoriisii ile aragtirilmistir. TGK
oykiilii dort ailede yiiriitiilen calismada DYNC2H1 ve ALOX15 genlerinde gebelik kaybina yol
acabilecek varyantlar saptanmistir (221). Ayrica fetal ultrason izlemlerinde veya ileri gebelik
haftalarindaki kayiplarin postmortem fizik muayenelerinde dismorfik bulgularin varligi, 6n
tanida bir sendromu diistindiirdiigiinde iliskili olabilecek genin Sanger dizileme ile arastirilmasi
miimkiindiir. Nonspesifik bulgular s6z konusu oldugunda ise i¢li TED tan1 koydurucu
olabilmektedir. Bu kapsamda yapilan bir ¢alismada beyin ve bobrek gelisiminde etkin KIF14
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geninde bir mutasyon bulunmustur (220). YND teknigi kullanilarak yapilan caligmalar ile
saptanmis etiyolojide etkili olabilecek aday genler literatiirden derlenerek gosterilmistir (181,

220-248).

Tablo 3: YND teknikleri ile saptanan TGK etiyolojisi ile iliskili olabilecek aday genler

Gen Genomi | Genin islevi veya iliskili oldugu Genin MIM
k fenotip numarasi
lokasyon
ADAMTS | 21q21.3 Ekstraselliiler matriks 605174 (218)
1 diizenlenmesi
ALOX15 | 17p13.2 Anti-inflamatuvar, membran 152392 (219)
diizenlenmesi, kanser metastazi
AMN 14932.32 Metabolizma 605799 (218)
ATF4 22q13.1 Hiicre ¢ogalmasi ve apoptozu 604064 (179)
AURKB | 17p13.1 Ig iplikgiklerinin olusumunun 604970 (221)
kontrolii
BMP7 20913.31 | Hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, 112267 (218)
gOcl ve apoptozu
C3 19p13.3 Kompleman sistemi 120700 (179, 222)
C4 6p21.33 Kompleman sistemi 120810 (222)
C4BP Kompleman sistemi 120830 (222)
C6orf221 6013 Tekrarlayan mol gebelik 611687 (224)
CD74 1p32 Immiin fonksiyonlarin 142790 (179)
diizenlenmesi
CDH1 16022.1 Kadherin-1, hiicre adezyonu 192090 (218)
CEP55 | 10023.33 Cok niikleuslu noronlar, 610000 (225)
anhidramniyos, renal displazi,
serebellar hipoplazi,
hidranensefali, siliyopati
CHD11 16021 Kadherin-11, hiicre adezyonu 600023 (218)
CHRNAL | 2g31.1 | Multipl pterygium ve fetal akinezi 100690 (226)
sendromu
COL6A3 | 2g37.3 Ekstraselliiler matriks 120250 (218)
diizenlenmesi
CR1 1932.2 Kompleman komponent 120620 (218)
reseptorii-1; immiin fonksiyonun
diizenlenmesi
CTSA 20913.12 Galaktosialidoz 613111 (227)
DAF 1932.2 Kompleman sistemi 125240 (222)
(CD55)
DF(CFD) | 19p13.3 Kompleman sistemi 134350 (222)
DNAH14 | 1942.12 | Mikrotiibiil iliskili protein-motor 603341 (227)
kompleksi
DNMT3L | 21g22.3 Olgunlagmanin duraklamasi 606588 (228)
DYNC2H | 11g22.3 | Siliya olusumu ve diizenlenmesi; | 603297 (219, 229)
1 Kisa kaburgali torasik diplazi-3,
polidaktilili veya polidaktilisiz
ECEL1 2037.1 | Artrogripozis multipleks konjenita 605896 (230)
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EGR1 5p31.2 Trofoblast invazyonu, 128990 (179)
proliferasyonu ve iletigimi
EPAS1 2021 Anjiyogenez 603349 (218)
F5 1924.2 Koagiilasyon faktorii-5 612309 (218)
FGA 4931.3 Fibrinojen A alfa polipeptiti; 134820 (218)
koagiilasyon kaskad1
FGFR2 | 10926.13 | Hiicre ¢ogalmasi, farklilasmast, 176943 (218)
g0¢cu ve apoptozu
FLT1 13q12.3 FMS iliskili tirozin kinaz-1; 165070 (218)
anjiyogenez
FOXP3 | Xp1l1l.23 | Regiilator T hiicrelerin gelisimi ve 300292 (231)
devamliligi, IPEX sendromu
FZD6 8022.3 Whnt ailesi iiyesi 603409 (227)
GALNT14 | 2p23.1 Glikoziltransferaz 608225 (227)
GBE1 3pl2.2 Gilkojen depo hastaligi tip-1V 607839 (232)
GLE1 9g34.11 Letal konjenital kontraktiir 603371 (229)
sendromu tip-1
GOLPH3 | 5p13.3 Golgi fosfoproteini-3 612207 (233)
GPX4 19p13.3 Immiin fonksiyonlarin 138322 (179)
diizenlenmesi
GUSB 7011.21 Mukopolisakkaridoz tip-VII 611499 (227)
H19 11p15.5 H19, maternal imprintinge 103280 (234)
ugrayan, anlatimi olmayan
transkript-epigenetik diizenlenme
HERG 7036.1 Polimorfik ventrikiiler tagikardi 152427 (235)
ICAM1 19p13.2 Adezyon 147840 (179)
IDO2 8p11.21 Immiin fonksiyonlarin 612129 (218)
diizenlenmesi
IFT122 3021.3- | Kraniyoektodermal displazi tip-1 606045 (236)
22
KHDC3L 6013 Tekrarlayan molar gebelik 611687 (237)
KIF14 1g32.1 | Siliyopati, Meckel Sendromu tip- 611279 (238)
12
LAPTM5 | 1p35.2 Hematopoez 601476 (179)
LIFR 5p13.1 | Losemi inhibitor faktor reseptorii; 151443 (218)
hiicre ¢cogalmasi, farklilagmasi,
gOcl ve apoptozu
LIT1 11p15.5 Epigenetik diizenlenme 604115 (234)
MAPK3 | 16pl1l1.2 Trofoblast invazyonu, 601795 (179)
proliferasyonu ve iletisimi
MMP10 | 11g22.2 Matriks metalloproteinaz-10, 185260 (218)
ekstraselliiler yeniden diizenlenme
MMP9 | 20g13.12 Matriks metalloproteinaz-9, 120361 (218)
ekstraselliiler yeniden diizenlenme
MSH4 1p31.1 Olgunlagmanin duraklamasi 602105 (228)
MuSK 9931.3 Fetal akinezi deformasyon 601296 (239)
sendromu
MYOM1 | 18p11.31 | Miyomesin-1, cizgili kas yapisinin 603508 (227)
diizenlenmesi
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NCOA1 2p23.3 Niikleer steroid reseptorlerin 602691 (218)
aktivasyonu

NEB 2023.3 Nemalin miyopatisi tip-2 161650 (227)

NLRP2 | 19913.42 Tekrarlayan molar gebelik 609364 (223)

NLRP5 | 19913.43 Tekrarlayan molar gebelik 609658 (239)

NLRP7 | 19913.42 Tekrarlayan molar gebelik 609661(241)

NOP14 4p16.3 TGK 611526 (242)

PADI6 1p36.13 Tekrarlayan erken embriyonik 610363 (246)

duraklama
PDLIM1 | 10923.33 Trofoblast invazyonu, 605900 (179)
proliferasyonu ve iletigimi

PDzD2 5p13.3 PDZ domaini igeren tip-2 610697 (233)

PHLDA2 | 11p15.4 Plasental biiylime 602131 (179)

PIGC 1924.3 Glikozilfosfatidilinositol sentezi 601730 (227)
RYR1 19g13.2 King-Denborough sendromu, 180901 (229, 243)

Konjenital uniform néromuskiiler
hastalik tip-1
SERPING | 11gl2.1 Koagiilasyon yolagi 606860 (222)
1

SLC16A2 | Xql3.2 Metabolizma 300095 (179)

SNRPN 15911.2 Epigenetik diizenlenme 182279 (234)

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

OR kalitiml1 fetal mikrosefali tip-
7
SYCP3 15q11.2 Olgunlagmanin duraklamasi 604759 (228)
THBD | 20p1l1.21 Trombomodulin, koagiilasyon 188040 (218)
kaskadi

THSD1 13914.3 Adezyon glikoproteini 616821 (227)

TLEG6 19p13.3 Zigot olusumunda hata 612399 (218)

TLR3 4g35.1 | TOLL-benzeri reseptor-3; Immiin 603029 (238)

fonksiyonlarin diizenlenmesi
TNC 9933.1 Ekstraselliiler matriks 187380 (218)
diizenlenmesi
TRAF3IP | 2g37.3 | immiin fonksiyonun diizenlenmesi 607380 (218)
1
TRO Xpll.21 Trofinin, hiicre adezyonu, 300132 (218)
trofoblast-endometriyum
etkilesimi
UBN1 16p13.3 Cogalma 609771 (227)
WNT6 2035 Kanatsiz tip MMTYV integrasyon 604663 (245)
bolgesi ailesi liyesi-6

Infertilite basta olmak iizere iireme fonksiyonlarinda goriilen sorunlarin etiyolojisinde tek
gen defektleri veya genetik bozukluklarin da bulundugu bilinmektedir. Bu heterojen grubun

aydinlatilmasinda YND kullanimi her gecen giin artmaktadir.

Tablo 4: YND teknigi kullanilarak yapilan ¢alismalarda saptanan erkek faktort ile iligkili genler
ve fenotipik bulgular1 (Patel (213)’den degistirilerek)

18




AR Androjen insensitivesi, hipospadias
AURKC Spermatogenez defekti tip-5
CATSPER1 Spermatogenez defekti tip-7
CATSPER? Sagirlik ve infertilite sendromu
CFTR Vas deferens agenezisi
DAZL Spermatogenez defekti
DDX25 Spermatogenez defekti
DPY19L2 Spermatogenez defekti tip-9
FSHB Hipogondatropik hipogonadizm tip-24
FSHR Spermatogenezde etkin, erkek infertilitesi
LHB Hipogondatropik hipogonadizm tip-23
LHCGR Leydig hiicre hipoplazisi, erkekte erken puberte
NR5A1 Spermatogenez defekti tip-8, cinsel gelisim bozuklugu
PRDM9 Spermatogenezde mayoz boliinme hatasi
PRM1 Spermatogenez defekti
SRY Cinsel gelisim bozuklugu
USP26 Spermatogenez defekii
USP9Y Spermatogenez defekii

Heterojen bir grup olan kadin infertilitesi de gilinlimiizde YND teknolojisi ile

arastirilmakta, yeni genler ve yolaklar bulunmaya ¢alisilmaktadir.

Tablo 5: YND teknigi ile saptanan POY, ovaryan disgenezi, OOMD ve PKOS ile
iligkilendirilmis genler ve fenotipik bulgular

AMH Primer/sekonder amenore
AMHR2 POY
BMP15 Gecikmis puberte, primer/sekonder amenore, kiigiik overler,
folikiil yoklugu, hipoplastik uterus, hirsutizm, pubik ve
aksiller killanma yoklugu
CAPN10 PKOS
CYP11Al Steroidogenez
CYP17A1 Steroidogenez
CYP19A1 Steroidogenez
DAZL Diisiik over rezervi
DIAPH2 Sekonder amenore, POY2A
EIF2B2 Okaryotik translasyon, POY
EIF2B3 Okaryotik translasyon, POY
EIFAENIF1 Sekonder amenore - mRNA translasyonu
ERCC6 Sekonder amenore - DNA tamiri
FIGLA Kiigiik/atrezik overler, folikiillerin yoklugu, atrofik
endometriyum
FMR1 Frajil X sendromu, pre-mutasyon tastyicilarinda artmis
POY riski
FOXL2 Hipoplastik uterus/overler, folikiil yoklugu, sekonder
amenore
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FSHB

Primer amenore, infertilite

FSHR Osteoporoz, primer amenore
GALT Galaktoz fosfat transferaz, galaktozemi
GDF9 Primer amenore, meme gelisiminin olmamasi, pubik
killanmanin gecikmesi
GNAS McCune-Albright sendromu, ACTH bagimsiz
makronodiiler adrenal hiperplazi
GNRH1 Normosmik hipogonadotropik hipogonadizm
GNRHR Hipogonadotropik hipogonadizm
HFM1 Amenore - homolog rekombinasyon ve mayozda gorevli
INHA Primer amenore
INS PKOS
INSR PKOS
IRS1 Pre-ovulatuvar folikiil gelisimi
IRS2 Pre-ovulatuvar folikiil gelisimi
KISS1 Hipogonadotropik hipogonadizm
KISS1R Hipogonadotropik hipogonadizm
LHB Infertilite
LHCGR Primer amenore
MCM8 Telarsin yoklugu, primer amenore, overlerin yoklugu,
hipergonadotropik over yetmezligi - DNA tamiri
MCM9 Kisa boy, meme gelisiminin az olmasi, overlerin yoklugu,
kemik yas1 geriligi, pubik ve aksiller killanma azlig1, primer
amenore - DNA tamiri
MSH5 Oligomenore, atrofik overler, folikiil yoklugu
NANOS3 Primer amenore
NOBOX Sekonder amenore ve folikiil yoklugu
NR5A1 Diizensiz ve anovulatuvar dongiiler, sekonder amenore,
disgenetik gonadlar ve germ hiicrelerinin yoklugu
NUP107 Overlerin yoklugu, kiicilik uterus, spontan puberte yoklugu -
DNA tamiri
PATL2 Germinal vezikiil asamasinda oosit olgunlagmasinin
duraklamasi, anormal 1. polar cisim, erken embriyonik
duraklama - OOMD
PGRMC1 Hipergonadotropik hipogonadizm, amenore
POF1B POY2B
POLG mtDNA polimeraz gama
POU5SF1 Folikiilsiiz kii¢iik overler
PSMC3IP Memede gelisim geriligi, pubik killanma yoklugu,
hipoplastik uterus, primer amenore
SGO2 oYy
SOHLH1 Kisa boy, telars yoklugu, primer amenore, hipoplastik
overler veya yoklugu, kii¢iik uterus, kemik yas1 geriligi -
mMRNA transkripsiyonu
SPIDR Hipoplastik overler/over yoklugu
STAG3 Primer amenore ve ovaryan disgenezi - homolog
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rekombinasyon ve mayozda gorevli
SYCE1 Primer amenore, kii¢iik uterus ve overler, folikiillerin
yoklugu - homolog rekombinasyon ve mayozda gorevli
TACR3 Normosmik hipogonadotropik hipogonadizm
TGFBR3 POY
TUBBS Metafaz I veya II'de oosit duraklamasi, anormal ig iplikleri -
OOMD
WT1 Sekonder amenore
ZP1 Zona pellusida yoklugu — OOMD
ZP2 Anormal zona pellusida - OOMD
ZP3 Oosit dejenerasyonu, zona pellusida yoklugu - OOMD

3. TEKNiK BOLUM:

Gereg ve Yontem, Bulgular, Tartisma ve Sonug boliimlerinden olusur. Sonug béliimiiniin
onerileri de kapsamas1 gerekmektedir.

3.1. Gerec¢ ve Yontem: Projede 6ngoriilen is paketleri 6zelinde faaliyetler ele alinmali
3.1.1. is Paketleri: Proje teklifinde 6nerilmis olan is paketleri sirasiyla ele alinmali ve proje

takvimi ile karsilagtirilmali olarak gerceklestirilen faaliyetler rapor edilmelidir. Verilen
bilgilerde is paketlerinde gergeklestirilmis olan faaliyetler detay olarak belirtilmelidir.

Bu calismanin ilk asamadaki olgu grubunu istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi,
Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 2014-2019 yillar1 arasinda bagvuran 973 olgu olusturdu ve
olgulara ait dosya verileri retrospektif olarak degerlendirildi. Calisma, iki asamali olarak
gerceklestirildi. Dosya degerlendirmesinde, giftlere ait demografik bilgiler, gebelik ve dogum
Oykiisii, preterm eylem riski, varsa gebeliklerindeki fetal ultrasonografi bulgular, fetal
kromozom analiz sonuglari, esler arasindaki akrabalik durumu ve etiyolojinin agiklanmasina
yonelik yapilmis tiim tetkikler incelenerek Excel dosyasi hazirlandi. ikinci asamada bu

ailelerden tiim klasik testleri (kromozom analizi, trombofili paneli, hormon goriintiilemesi, disi
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tireme sistemi goriintiilemesi, otoantikorlarin degerlendirilmesi, biyokimyasal testler) normal
sonuglanan ciftlerden tiim ekzom dizi analizi i¢in onam veren 25 anne adaymndan kan

orneklemesi yapildi.

Arastirma amaciyla yapilacak molekiiler analizler igin, Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 19.02.2018 tarih ve 249 sayili yazi ile etik

acidan onam alindi.

Olgulardan mor kapaklt KsEDTA’I1 tiiplere yaklasik 2 ml periferik vendz tam kan alindu.
Her olgu i¢in 400 pl kan orneginden MagPurix® 12 cihaz1 ile, MagPurix® Blood DNA
Extraction Kit 200 (OP02001) kullanilarak prosediire uygun sekilde DNA izolasyonu yapildi.
MagPurix® teknolojisi, manyetik boncuklar kullanarak materyallerden niikleik asitlerin
¢ikarilmasini saglayan otomatik bir sistemdir. DNA saflastirma asamasi parcalama, baglama,

yikama ve eliisyon asamalarini igerir.

Genomik DNA’larin izolasyonunun ardindan, her biri i¢in Thermo Scientific™
NanoDrop 2000c cihazi aracigiyla spektrofometrik olarak yogunluk (ng/pl) ve saflik derecesi
absorbsiyon odl¢iimleri ile kalite kontrol calismalari gerceklestirildi. Olgiim sonuglarma gore
DNA konsantrasyonlarinin gerekli olan >50 ng/ul tizerinde ve A260/A280 oranlarinin da 1,8-2,0
aralifinda oldugu tespit edildi.

25 olgudan elde edilen genomik DNA’larin kaliteleri degerlendirilip yeni nesil dizileme
islemleri i¢cin uygun olduklari tespit edildikten sonra, proje kapsaminda maddi kosullar goz
Online alinarak TED 1slak laboratuvar c¢alismalarinin hizmet alimi ile gerceklestirilmesi

kararlastirildigindan, materyaller ilgili merkezlere uygun kosullarda kargo ile gonderildi.

Engin Tip-Berry Genomics’te yapilan 1slak laboratuvar ¢alismalar1 su sekildedir (Olgu
No: 1-25): YND hazirlik asamalar1 i¢in DNA’larin uygunlugu bir kez daha kontrol edilmis,
calismaya uygunlugu ve yapisal biitiinliigii jel elektroforezi ile dogrulanmustir, ileri kantitasyonu
‘Qubit’ ile gergeklestirilmistir. Dizileme Oncesi kiitiiphane hazirlanmasi basamaginda ekzom
bolgesini hedef alan ‘xGen Exome Research Panel’ (IDT) kiti kullanilmigtir. Bu kit ile hedef
genlerde yer alan ekzonlar ve ekzon-intron sinir bolgeleri 20 bg uzakliklar dahil olacak sekilde
secilmis ve ¢ogaltilmistir. Calisma kapsaminda kitin standart protokolii izlenmistir. Kiitiiphane
hazirlanmasinin ardindan ornekler Illumina NextSeq® platformunda dizilenmistir. Calisma
sonunda elde edilen yaklasik 5.000.000 okuma ile hedef ekzom bdlgeleri i¢in ortalama 65x

okuma derinligi elde edilmistir. Elde edilen veriler biyoinformatik is akisi ile analiz edilip
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varyant listesi ¢ikarilmistir.

Biyoinformatik analiz kapsaminda 150 bg’lik tek uglu dizi (single-end) ham verileri
(.fastq) kullanilmistir. Dizi verilerinin 5° ve 3’ uglar kalite parametreleri géz Oniine alinarak
kesilmistir (Trimmomatic). Elde edilen veriler referans genom verilerine gore hizalanmistir
(Burrows-Wheeler Aligner). Hizalama ¢aligsmasi sonrasinda varyantlarin ¢ekimi ‘GATK Unified

Genotyper’ ile yapilmistir.

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

islemleri gerceklestirilmistir.

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

Genomics) yayinlamis oldugu varyant analiz kriterleri g6z 6niine alind1 (259).

Biyoinformatik analizlere baslamadan o©nce literatiirde veri madenciligi yapilarak
caligmalar kapsaminda bildirilmis genler ile gebeligin ilk trimesterinde etkin yolak genlerini
iceren gen listesi olusturuldu. Analizler sonucu TGK ile iligkisi olabileceginin diisliniildigi
varyantlarin etki spektrumu degerlendirilirken yapilan ilk filtrelemede, bu liste kapsamindaki
gen varyantlar1 incelendi. ikinci filtrelemede en az ii¢ in siliko tahmin araglarina gore patojenik
veya olas1 patojenik 6zellik tasiyan tiim genlerdeki degisimler degerlendirmeye alindi. Incelenen
varyantin okuma derinliginin en az 20x olmasina dikkat edildi ve dizileme goriintiileri
Interactive Genomic Viewer (IGV) araciligiyla incelendi. TGK’nin toplum sikliginin en az %]
oldugu g6z Oniine alinarak saptanan varyantlarin toplum sikligi degerlendirildi ve <0,01

degerinde olanlar gbz oniine alind1.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda patojenik ve olasi patojenik olarak saptanan
varyantlar igerisinden aile segregasyonu c¢alismasi icin secilerek Sanger dizileme planlandi ve

primerlerin tasarlanmasi asamasina gegildi.

Varyant konfirmasyonu ve segregasyonu igin bdlgeye spesifik primerler tasarlama
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asamasinda, primerlerdeki oligoniikleotidlerin tekrarlayan dizi bolgesinde olmamasina, herhangi
bir polimorfizm igermemesine ve igermesi kaginilmaz ise toplum sikliginin %1’in altinda
olmasina, primerlerin DNA’ya baglanma 1silarin birbirine yakin olmasina (~2-5°C farklilik),
ararlarinda cift bag yapisi bulunan A-T niikleotitlerinin sayisinin tiglii bag yapisi bulunan C-G
sayisinda olabildigince esit olmasina énem verildi. Ensembl veri tabanindan alinan veriler ile
tasarlanan primerler, USCS Genome Browser in siliko PZR araci ile baglanma isilari, dizi

uzunluklar1 ve spesifitesi agisindan kontrol edildi.

Gen ve Primer dizisi Primer PZR
Ekzon baglanma | {riin
1silart (°C) | boyu
ALPL-F9 5’-CTCCCAGCCACCATACT-3’ 54,1 482 bg
ALPL-R9 5’-GAACCTAACTTGCATCTCCAT-3 56
CEP290-F53 | 5°-CCTTGAACTCATTCGTAGTGG-3’ 57.3 296 be
CEP290-R53 | 5°- 55.6
AGGAATAGTCAGATGAACATAATTAAC-
3’
CFTR-F5 5’-CAACTAGAAGCATGCCAGT-3’ 56 471 bg
CFTR-R5 5’-CAGAATGGTGCTCTGCTA-3 54
CFTR-F14 5’-CTCAGTCTGTTAACATGCAA-3’ 60 1207
CFTR-R14 5’-CTG GCT TAG TAG AGG ACCA-3 58 be
CFTR-F20 5’-CCCATCTCTGGTAGCCAA-3’ 56 760 bg
CFTR-R20 5’-CTATCTGACAATCTGTGTGCA-3’ 60
CYP17A1-F8 | 5>-CTGGGCAGGGCCATGTCT-3’ 64.7 473 be
CYP17A1-R8 | 5’-GTAGGGAAGAATGGCGGAGA-3’ 61.5
IGF2-F2 5’-CTTGGCTAGGCTTAGGCG-3’ 58 318 be
IGF2-R2 5’-GCCAGAGGAGAGAGGATCA-3’ 58
NOP14-F16 | 5’-AGGACTTGAGCAGCCACAGT-3’ 59.1 475 be
NOP14-R16 | 5>-ACTGTTAAGGAAGCAAGAGTCTGT-3’ 57.9
PLG-F15 5’-GATGCTGGGCTTGCAGTC-3’ 60.8 256 be
PLG-R15 5’- 57.6
GTATTTAAGACAAGACTTCATGTCAATT-
3’
PROKR2-F5 | 5°>-GCTGGATAACAAGTACATGAGGA-3’ 58.3 926 be
PROKR2-R5 | 5>-GGAGGCATGAACACAGATGT-3’ 58.5
SLAIN1-F1 5’-CTGCCATGGGTTCTGCT-3’ 58 380 be
SLAIN1-R1 | 5°-CCAGTGAGGTCACCCCA-3’ 58
TTC21B-F13 | 5>-AACACTAGGGCTATCCGTAA-3’ 54.1 309 be
TTC21B-R13 | 5>-TTCAAGGAGGGTGATATGTC-3’ 54.9
ZMPSTE24- | 5>-TTATGGATGCTACTGATCCCATA-3’ 58.5 276 bg
F9
ZMPSTE24- | 5>-AGCTCTAGATTTGAAGCAGGCA-3’ 60.7
R9
ZP1-F3 5’-GGTACT TTCTGGAATCCACCAT-3’ 59.2 731 be
ZP1-R3 5’>-GAGTTTCTGCCTAAAGTTAGGAAACA - 60.5
3
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Olgulara ait DNA’lar ve tasarlanan primerler ile termal dongii cihaz1 kullanilarak PZR

caligmasi yapildu.
Malzemeler Final konsantrasyonlari
10X (NH4),SO4 tampon soliisyonu
N 1X
(Hibrigen)
25 mM MgCl;
(Hibrigen) 2mM
25 uM dNTP
(Invitrogen 100 mM dNTP setten 0.2 mM
hazirlanmis)
2 uM lleri ve geri primerler
(Sentebiolab, Sentromer) 0.2 uM
500 U (5 U/ul) Taq polimeraz
enzimi 0,1-0,2 ul
(Hibrigen)
DMSO % 0-10 olacak sekilde
(Biomatik) (G-C oranina gore)
Distile su 25 ul’ye tamamlanacak
sekilde
DNA 100-200 ng/g
Final konsantrasyon 25 ul
Denatiirasyon 94°C 10 dakika x1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma Primer baglanma 30 saniye
15151 x10 dongii
Uzama 72°C 45 saniye-1,5
dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma Primer baglanma 30 saniye
15181 x30 dongii
Uzama 72°C 45 saniye-1,5
dakika
Uzama 72°C 10 dakika x1 dongii
Bekleme 4°C 1 saat x1 dongii
Duraklama 10°C 0 x1 dongii

Calismanin 6zgiinliigii ve bant boylarinin hedeflenen bg ile ayni oldugunun gosterilmesi
icin, 5 pl PZR iiriinii ile 2 pl Gel Red boyasi karistirilarak 1X TBE tamponu i¢indeki %2’lik
agaroz jele yiiklendi. 120 Voltta, 50 b¢’lik merdiven isaretleyicisi (Sigma) ile 30 dk yiiriitiilerek
PZR iiriinleri boyutlarma gore ayrildi. Elektroforez islemi sonrasinda jeldeki iiriinler Vilber

Lourmat Infinity cihazi aracigiyla ultraviyole 151k altinda goriintiilendi. Ozgiinliigii dogrulanmis
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PZR friinlerinin saflastirilmast Thermo Scientific Exonuclease-I 20 U/ul ve Alkaline

Phospatase 1 U/ul ile protokole uygun sekilde yapildi.

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

Genetic Analyzer cihazina ytiklendi.

Kapiller elektroforez ile yiiriitiilen iirinlerden elde edilen dizi verileri Seq Scape v3 ve

Chromas v2.6.6 analiz programlari ile bilgisayar ortaminda incelendi.

3.2. Bulgular: Proje teklifinde belirtilmis olan is paketleri kapsaminda yiiriitiilen faaliyetler
siralamasi ile elde edilen bulgular verilmelidir. Elde edilen bulgular gerekiyorsa tablo ve
grafik olarak verilmelidir. Varsa istatistik sonuglar, ara ¢iktilar ifade edilmelidir.

Aragtirma kapsaminda degerlendirilen olgulara ait bulgular, aile agaci sekilde, demografik
bulgular “a”, TED analizinde saptanan varyantlar “b” ve fenotip ile iligkili olabilecek varyantlar
“c” tablolarinda gosterildi.

3.21.0lgu 1
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8-9GH 12 GH

8 GH

PATUSG

13 yas
saghkli

Sekil 16: Olgu 1’e ait aile agac1

Tablo 6a: Olgu 1’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgular

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

Fetal USG bulgusu

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

Ek hastalik 6ykiisii

Varsa ilag tedavisi

Ek Klinik bulgu
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Tablo 6b: Olgu 1'e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant sayisi 57.473
Zararsiz varyant sayisl 45.632
Olas1 zararsiz varyant sayisi 94
VUS varyant sayis1 11.713
Olas1 patojenik varyant sayisi 26
Patojenik varyant sayis1 8
Homozigot varyant sayisi 19.820
Heterozigot varyant sayisi 37.653
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 1.647
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 3

Tablo 6¢: Olgu 1’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
c.1546C>T patojenik (ACMG,
(N MT To%i%?:a 4y | OD:OR | p-Q516X rts)707()$)01551398893 DANN, EIGEN,
- ' heterozigot ’ MutationTaster )
c.2476G>A Olas1 patojenik
CFTR rs397508381
(NM_000492.3) | OD» OR| P.EB26K 1 (550057 | (ACMG, Polyphen,
heterozigot SIFT)
Olas1 patojenik
MCM8 oR C"Ei@fﬁ 5140044814 (ACMG)
(NM_032485.5) o roaino | 0001092 patojenik
g (Polyphen, SIFT)
Olas1 patojenik
NEK4 , C'lg?s%? (5765561559 (ACMG)
(NM_003157.4) ' hzlterozi of | 0,00001591 patojenik
g (MutationTaster)
ALPPL2 , C'si%i? (5146482704 | VOO éﬁ\tgj?n?ﬁ
(NM_031313.2) heterozigot 0,006520 (Polyphen, SIFT)
SHBG , C';EZ;%LA (5138612626 V%itgii'i\{'f)
(NM_001040.5) heterozigot 0,0003857 (Polyphen, SIFT)

Sonug¢: Olgu 1°de yapilan analiz sonucunda ACMG kriterleri ve tahmin araglar

simiflandirmalarina gore siliyopatiler ile iliskilendirilmis TTC21B geninde patojenik, CFTR ve
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NEK4 genleri ile POY etiyolojisi ile iliskilendirilmis olan MCM8 geninde olas1 patojenik,
plasentada aktivite gosteren ALPPL2 ve anovulasyon ile iliskilendirilmis olan SHBG genlerinde
ACMG kriterlerine VUS, tahmin araglarina gore patojenik/olasi patojenik olarak siniflandirilmis
toplam alt1 varyant bulundu. Patojenik olarak simiflandirilmis TTC21B varyantinin aile igi
segregasyonu amaciyla es DNA’s1 ile yapilan PZR ve Sanger dizileme c¢alismalari sonucunda
esin bu varyant1 heterozigot olarak tasidigi tespit edildi. Olas1 patojenik olarak siiflandirilmis

CFTR varyant1 i¢in segregasyon c¢aligsmalari sonucunda esin bu varyanti tasimadigi bulundu.

1.1.1.1. Olgu 2

D—‘O
P! 5o

7

sAarAAAAL L4404

8GH

Sekil 2: Olgu 2’ye ait aile agaci

Tablo 7a: Olgu 2’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 30
Pubertal gelisim normal
[lk gebelik yast 20
Gebelik oykiisii G10A10
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer 6ykii Kizkardes: G10P6A4
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-2: 6. GH, A3-10: 8. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
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Varsa ilag tedavisi -

HSG: Uterus arkuatus, parsiyel
Ek Klinik bulgu septat uteri (gebeliklerin yarist
septoplasti sonrasi olusmus)

Tablo 7b: Olgu 2’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant sayisi 56.763
Zararsiz varyant sayisl 45.166
Olasi zararsiz varyant sayisi 88
VUS varyant sayisi 11.476
Olas1 patojenik varyant sayisi 29
Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayisi 19.546
Heterozigot varyant sayisi 37.217
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.587
Daha dnce tanimlanmamis varyant sayisi 642

Tablo 7c: Olgu 2’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

dbSNP
Gen Kalitim
. . Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
ZMPSTE | o Cblé%%%? 5281875373 p%tzﬁnl\'lk gfggf\f
(NM_005857.4) heterozigot 0,000003978 MutationTaster)
C.2476G>A Olasi patojenik
CFTR rs397508381
OD,OR| p.E826K (ACMG, SIFT,
(NM_000492.3) heterozigot 0,00002597 Polyphen)
€.5264-5T>G
FREM2 rs375059201
(NM_207361.5) | R p-(?) 00001703 | VYUS(ACMG)
- ' heterozigot ’
o Lo on) ST | s | oGO
- ' heterozigot ' (Polyphen)

Sonug: Olgu 2°de, ACMG kriterleri ve tahmin araglari ile yapilan analiz sonucunda daha
once letal restriktif dermopati ile iliskilendirilmis ZMPSTE24 geninde patojenik, siliyopatiler ile
iligkili CFTR geninde olasi patojenik varyantlar saptanirken; embriyogenezde aktif FREM2 ile
koagiilasyon kaskadinda gorevli F5 genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, Polyphen tahmin
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aracina gore olasi patojenik olarak siniflandirilmis olan toplam dort varyant bulundu. Patojenik
olarak smiflandirilmis ZMPSTE24 varyantinin aile i¢i segregasyonu amaciyla es DNA’s1 ile

yapilan PZR ve Sanger dizileme ¢alismalari sonucunda esin bu varyanti tasimadigi tespit edildi.

1.1.1.2. Olgu 3

O O

Slregelen gebelik

Sekil 17: Olgu 3’e ait aile agact

Tablo 8a: Olgu 3’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yag1 22
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 17
Gebelik oykiisii G5P1A4
Akrabalik bilgisi uzak
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-4:8-9. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik dykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek klinik bulgu -
Tablo 2b: Olgu 3’e ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari
Toplam varyant sayisi 56.571
Zarars1z varyant sayisi 44,845
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Olas1 zararsiz varyant sayis1 91
VUS varyant sayis1 11.614

Olas1 patojenik varyant sayist 18

Patojenik varyant sayisi 3

Homozigot varyant sayis1 19.685
Heterozigot varyant sayisi 36.886
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 8.122

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 617

Tablo 8c: Olgu 3’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

Gen Kalitim Varyant Allglb?r?klzmm Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
C.599C>T VUS (ACMG)
CBS rs758712880 L
OR p.P200L patojenik (Polyphen,
(NM_000071.2) heterozigot | 00001603 SIFT)
VUS (ACMG)
COLLIAL | oo on | 000 15144562769 patojenik
(NM_001854.3) ’ h%terozigot 0,0001078 | (MutationTaster,
SIFT)

Sonug: Olgu 3’te, yapilan analiz sonucunda daha 6nce hiperhomosisteinemiye baglt
trombozlarla iliskilendirilmis CBS ve fibrokondrogenezis etiyolojisinde yer alan COL11A1

geninde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis

iki varyant bulundu.

1.1.1.3. Olgu 4
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48 yas
malignite

[TLI] ]

6-7GH Ektopik 4-5GH
gebelik

Sekil 18: Olgu 4’¢ ait aile agact

Tablo 9a: Olgu 4’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 24
Pubertal gelisim normal
[lk gebelik yast 20
Gebelik oykiisii G4A3Ektopikl
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1

Al: 6-7. GH, A2-3: 4-5. GH

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik 6ykiisii

Varsa ila¢ tedavisi

Ek Klinik bulgu

Anti CMV IgG-Toxo IgG +,
AMH: 1,05 (})
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Tablo 9b: Olgu 4’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant sayist 55.414
Zararsiz varyant sayisi 43.972
Olas1 zararsiz varyant sayist 82
VUS varyant sayis1 11.327
Olas1 patojenik varyant sayist 31
Patojenik varyant sayis1 2
Homozigot varyant sayisi 20.472
Heterozigot varyant sayisi 34.942
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.565
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 624

Tablo 9c: Olgu 4’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant | Allel frekansi| Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.484C>G VUS (ACMG)
s || SRS e LSS
- ' heterozigot | ™ (Polyphen, SIFT)
c.2508delA
SPICE1 ? 0.R836fs - VL_JS (ACMG)
(NM_144718.3) heterozigot - patojenik (GERP)
c.99 101del
UBTFL1 ? 0.33 34del - VUS (ACMG)
(NM_001143975.1) heterozigot - zararsiz (GERP)

Sonu¢: Olgu 4’te yapilan analiz sonucunda, daha once hayvan c¢alismalarinda
susturuldugunda embriyolojik donemde letal etki gosteren MMS19 geninde Polyphen ve SIFT
tahmin araglarina gore olasi patojenik, hiicre bolinmesinde etkin SPICE1 geninde GERP tahmin
aracina gore patojenik ve embriyogenezde gorevli UBTFL1 geninde GERP tahmin aracina gore
zararsiz olarak nitelendirilen ii¢ varyant bulundu ve bu varyantlar ACMG kriterlerine gore ise

VUS olarak siniflandirildi.

1.1.1.4. Olgu 5

34




LA A )

SGH

8GH

2016
saglkh

Sekil 19: Olgu 5°¢ ait aile agaci

Tablo 10a: Olgu 5’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 36
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 30
Gebelik oykiisii G5P1A4
Akrabalik Esiyle 1.° kuzen
Ailede benzer oykii Kizkardes: G8P3AS
Gebeligin olusma sekli Spontan
Al: 6. GH, A2-3: 8. GH, A4: 5.

Gebelik kayb1 GH’s1 GH

Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -

2011 ve 2016 yilinda
miyomektomi Oykiisii

Ek hastalik oykiisii

Varsa ilag tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 10b: Olgu 5’e ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant sayisi 57.766

Zararsiz varyant sayist 45.881
Olasi zararsiz varyant sayisi 92

VUS varyant sayisi 11.766
Olasi patojenik varyant sayisi 21
Patojenik varyant sayisi 6
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Homozigot varyant sayisi 19.795

Heterozigot varyant sayisi 37.971
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 8.304
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 676

Tablo 10c: Olgu 5’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

Gen Kalitim dbSNP
. . Varyant | Allel frekansi| Varyant siniflamasi
Transkript modeli
(ghomAD)
PATL2 oR CBS?S&QA (5569729547 Vuitgf‘ei'i\ﬁ@
(NM_001145112.1) P 0,00004854 pao]

heterozigot (Polyphen, SIFT)

Olasi zararsiz
ERCC6 €.2609G>A (ACMG, DANN,

rs200697187
OD, OR | p.R870Q EIGEN, MVP,
(NM_001277059.1) heterozigot 0,0002349 MutationTaster,
REVEL, SIFT)

Sonug: Olgu 5’te, yapilan analiz sonucunda OOMD ile iligkilendirilmis PATL2 geninde
ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglara gore patojenik ve OD kalitimli POY nedeni
olan ERCC6 geninde ise ACMG kriterleri ve tahmin araglarinda olas1 zararsiz olarak

siniflandirilmis iki varyant bulundu.

1.1.1.5. Olgu 6

AL LA

6-8GH 8-10GH 15GH 7-9GH

Sekil 20: Olgu 6’ya ait aile agact
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Tablo 11a: Olgu 6’ya ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yast 39
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 24
Gebelik oykiisii G17A17
Akrabalik Esiyle 2.° kuzen
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x2)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-12: 21];?_'1?:H7’_'9A‘1§:|_|15' GH,
. . Al2: 46,XX, A13:46,XX,
Fetal/abortus karyotip analizi Al4: 46,XX
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik dykiisii -
Gebeliklerin yarisinda diisiik
Varsa ilag tedavisi molekiil agirlikli heparin
kullanimi
Ek Kklinik bulgu -
Tablo 11b: Olgu 6’ya ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari
Toplam varyant sayisi 55.778
Zararsiz varyant say1s1 44.460
Olasi zararsiz varyant sayisi 91
VUS varyant sayis1 11.198
Olas1 patojenik varyant sayisi 26
Patojenik varyant sayisi 3
Homozigot varyant sayisi 19.932
Heterozigot varyant sayisi 35.846
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.355
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 661

Tablo 11c: Olgu 6’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen Kalitim
. .| Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli (gnomAD)
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c.7153
CEP290 OR delA rs781310385 patojenik
(NM_025114.3) p.12385X 0,00000861 (ACMG, GERP)
heterozigot
o s o | SRS | ossomaes | (MG
- o hgierozi L | 0,000007437 patojenik
g (MutationTaster)
VUS (ACMG)
ccbci41 . C'Zglslﬁjj (5764893847 patojenik
(NM_173648.3) ' h%terozi ot 0,00002217 (DANN, EIGEN,
g MutationTaster)
VUS (ACMG)
patojenik
HSF1 " Cﬁigfjl\fl‘ rs1564620538 | (DANN, EIGEN,
(NM_005526.3) ' h%terozi ot 0,00000398 MutationAssessor,
g MutationTaster,
SIFT)
VUS (ACMG)
LRIF1 c.1151C>G i patojenik
? p.S384C (MutationAssessor,
(NM_018372.3) heterozigot i MutationTaster,
SIFT)
) VUS (ACMG)
MMP10 n Cﬁi?;ozz'iai)? rs17860955 patojenik
(NM_002425.2) | (,))9 0,01321 (IGEN,
p-{: MutationTaster)

Sonug: Olgu 6°da, yapilan analiz sonucunda daha once siliyopatiler ile iliskilendirilmis
CEP290 geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore patojenik, embriyolojik donemde
etkin SLAIN1 geninde olasi patojenik, gamet hiicrelerinin iiretimi ve plasenta gelismesinde
gorevli HSF1, hipogonadotropik hipogonadizm ile iligskili CCDC141, niikleer hormonlarin
reseptOr aktivitelerinin diizenlenmesinde yer alan LRIF1 ve matriks metalloproteinazlarindan
kodlayan MMP10 genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore patojenik
olarak siiflandirilmig toplam alt1 varyant bulundu. CEP290 ve SLAIN1 gen varyantlarinin aile
i¢ci segregasyonu amacityla aralarinda 2.° kuzen evliligi olan ese ait DNA ile yapilan PZR ve

Sanger dizileme ¢aligsmalar1 sonucunda olgunun esin CEP290 c.7153delA ve SLAIN1 c.93G>A

varyantlarini tasimadig: tespit edildi.
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1.1.1.6. Olgu 7

Aynikdy Aynikdy

2014
saghkh

Sekil 7: Olgu 7’ye ait aile agaci

Tablo 12a: Olgu 7’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 31
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yast 23
Gebelik oykiisii G6P1A5
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-3,5: 8. GH, A4: 16. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo12b: Olgu 7’ye ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant say1si 55.715

Zararsiz varyant say1s1 44537
Olas1 zararsiz varyant sayis1 68

VUS varyant sayisi 11.083
Olas1 patojenik varyant sayisi 25
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Patojenik varyant sayisi 2
Homozigot varyant sayisi 19.391
Heterozigot varyant sayisi 36.324

Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.296
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 584

Tablo 12c: Olgu 7’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;sel?ri ) Ifna;géﬁ Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
€.1237G>A VUS (ACMG)
(N Mcggg?? 3) | 7 | PEALK r8751§o7(?12(?7707 patojenik
- ' heterozigot ' (Polyphen, SIFT)
VUS (ACMG)
IGSF10 . CbssflchT 5142596318 patojenik
(NM_178822.4) ' he.terozi ot 0,00006167 (DANN, EIGEN,
g MutationTaster)

Sonug: Olgu 7°de, yapilan analiz sonucunda daha once yapilmis hayvan ¢aligsmalarinda
heterozigot tastyicilarda artmig abortus orani ile iligkilendirilmis CPT1B ve GnRH néronlarinin
embriyolojik donemde gdciinde etkin IGSF10 genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, varyant

tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.

1.1.1.7. Olgu 8

o o
ey ripey

wwwt

? 10GH

5-6GH

Sekil Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.21: Olgu 8’¢ ait aile agaci
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Tablo 13a: Olgu 18’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yast 26
Paternal yas 28
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 24
Gebelik oykiisii G4A4
Akrabalik yok
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1 Al: 10. GH, A2-4: 5-6. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik dykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 13b: Olgu 8’e ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant say1si 57.189
Zararsiz varyant say1s1 45.214
Olas1 zararsiz varyant sayis1 85
VUS varyant sayis1 11.853
Olas1 patojenik varyant sayisi 35
Patojenik varyant sayis1 2
Homozigot varyant sayis1 19.154
Heterozigot varyant sayisi 38.035
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 8.237
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 679

Tablo 13c: Olgu 8’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

Gen Kalit1 dbSNP
(Transkript) m Varyant Allel frekansi Varyant
modeli (gnomAD) siiflamasi
FLT1 ? €.3720+1G> | rs1158779072 patojenik
(NM_002019.4) A 0,000003977 | (ACMG, DANN,
p.(?) EIGEN,
heterozigot MutationTaster)
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DYNC2H1 OR €.10433C>A | rs372499560 VUS (ACMG)
(NM_001377.2) p.S3478Y 0,00003820 patojenik
heterozigot (Polyphen)

Sonug¢: Olgu 8’de, yapilan analiz sonucunda daha once preeklampsi ile iliskilendirilmis
ve plasenta gelisiminde etkin FLT1 geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore
patojenik, siliyopatiler ile iligkili DYNC2H1 geninde ACMG kriterlerine goére VUS, Polyphen

tahmin aracina gore patojenik olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.

1.1.1.8. Olgu 9

Sekil 22: Olgu 9’a ait aile agaci

Tablol4a: Olgu 9’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 31
Paternal yas 33
Pubertal gelisim normal

[k gebelik yas1 -

Gebelik oykiisii GO

Akrabalik Anne ve babas1 1.°kuzen
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Basarisiz YUT (x4)

Gebelik kayb1 GH’s1 -
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
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Ek hastalik dykiist Boy kisaligi (-3,08 SD)
Varsa ila¢ tedavisi -

YUT denemelerinde bos folikiil
sendromu siiphesi olusmus
Ek klinik bulgu Grafide bilaretal proksimal
radioulnar sinostoz, ulna hafif
kisa

Tablo 14b: Olgu 9’a ait TED verisinin biyoinformatik analiz ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant sayisi 54.860
Zararsiz varyant sayisi 43.560
Olas1 zararsiz varyant sayis1 80
VUS varyant say1s1 11.199
Olas1 patojenik varyant sayisi 20
Patojenik varyant sayisi 1
Homozigot varyant sayisi 21.257
Heterozigot varyant sayisi 33.603
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.391
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 638

Tablo 14b: Olgu 9’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen varyantlar

Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
ZP1 OR c.628C>T VUS (ACMG)
(NM_207341. 0.0210X r870706050105815712 patojenik
3) homozigot ’ (MutationTaster)

Sonug¢: Olgu 9°da, yapilan analiz sonucunda OOMD ile iliskilendirilmis ZP1 geninde
ACMG kriterlerine gére VUS ve MutationTaster tahmin aracina gore patojenik olarak
siniflandirilmig bir varyant bulundu. Aile i¢i segregasyonu amaciyla olgunun anne ve babasina
ait periferik kanlardan elde edilen DNA ile yapilan PZR ve Sanger dizileme g¢aligmalari

sonucunda anne ve babanin ayn1 varyanti heterozigot olarak tasidig: tespit edildi.
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1.1.1.9. Olgu 10

Ldogomoog

9aylk Du%umda 3-daylik

I I LIl

6-7GH

Sekil 23: Olgu 10’a ait aile agaci

Tablo 15a: Olgu 10’a ait klinik ve laboratuvar bulgulart

Olgunun yag1 44
Paternal yas 50
Ik gebelik yast 19
Gebelik oykiisii G10A10
Akrabalik Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x2)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al1-A10: 6-7. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek klinik bulgu -

Tablo 15b: Olgu 10’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilari

Toplam varyant say1si 54.308
Zararsiz varyant say1s1 43.215
Olas1 zararsiz varyant sayis1 79
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VUS varyant sayis1 10.996
Olas1 patojenik varyant sayisi 16
Patojenik varyant sayis1 2
Homozigot varyant sayis1 20.413
Heterozigot varyant sayisi 33.895
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.245
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 602

Tablo 15c: Olgu 10’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;se;ri ) Iﬁfgggl? Varyant | Allel frekansi| Varyant siniflamast
P (gnomAD)
ACE oR 2 ngfggf (5553520266  VUS (ACMG)
(NM_000789.3) . heferozigot 0,00005326 | patojenik (Polyphen)
c.500T>C VUS (ACMG)
EGFR rs765416003 S
OD,OR| p.1167T patojenik (Polyphen,
(NM_005228.4) heterozigot 0,000007955 SIFT)
c.2179G>A VUS (ACMG)
GLI3 rs121917710 L
(NM_000168.5) oD p.G727R 0.005317 patojenik (Polyphen,
- ' heterozigot ’ SIFT)
VUS (ACMG)
MMP10 , °'49|Z'(%)A>G 517860955 | patojenik
(NM_002425.2) ' N 0,01321 (EIGEN,
heterozigot MutationTaster)
s |, | IS | ggnpuser | VUS(ACMO)
(NM_024330.1) ' T 0,0001869 ’
heterozigot SIFT)

Sonu¢: Olgu 10°’da, kan basincinin diizenlenmesinde gorevli ACE, embriyolojik
gelismede aktif EGFR, siliyopatiler iligkili GLI3, metalloproteinazlari kodlayan MMP10 ve yag
asidi metabolizmasinda yer alan SLC27A3 genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin

araglaria gore patojenik olarak siniflandirilmis bes varyant bulundu.
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1.1.1.10. Olgu 11
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61 yag ?
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defekt
T

Sekil 24: Olgu 11°¢ ait aile agac1

Tablo 16a: Olgu 11’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yag1 36
Paternal yas 40
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast ?
Gebelik oykiisii G8AS8
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kaybi GH’s1 ALz 8 SHASS 1S G
Fetal/abortus karyotip analizi A3(G3-TT1): 46,--, A8: 46,--
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu G3(TT1):in(]3(r)nS£ng;§Z|na bifida,
Ek hastalik dykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek klinik bulgu -

Tablo 16b: Olgu 11°e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant sayilar1

Toplam varyant sayisi 56.499

Zararsiz varyant sayisl 44950
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Olas1 zararsiz varyant sayis1 69
VUS varyant say1s1 11.448
Olas1 patojenik varyant sayisi 31
Patojenik varyant sayis1 1
Homozigot varyant sayis1 19.698
Heterozigot varyant sayisi 36.801
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.830
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 631

Tablo 16¢: Olgu 11°¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;sl?ri ) Ifnaolgérl? Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamast
P (gnomAD)
PKHD1 €.8519G>A | rs373643848 Olast patojenik
(NM_138694.3) OR p.R2840H 0,00005336 3
heterozigot (ACMG, M-CAP)
VUS (ACMG)
CELSR1 N I . F()a[;[,cb)flslrll\lll,(
(NM_014246.1) ' hFe)ferozi ot - MutationAssessor,
g MutationTaster,
SIFT)
MMP26 . 0'470'(§)C>T : VUS (ACMG)
(NM_021801.4) ' hetg)r.o.zigot - zararsiz (DANN)
WNT6 , 05%87%26 (5142171369 V%itgﬁ'i\ﬁ(;)
(NM_006522.3) heterozigot 0,0007472 (Polyphen, SIFT)

Sonu¢: Olgu 11°de, daha once siliyer aktivite ve siliyopatiler ile iliskilendirilmis
PKHD1 geninde ACMG kriterleri ve M-CAP tahmin aracina gore olasi patojenik; CELSR1
geninde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araclarina gore patojenik; metalloproteinazlari
kodlayan MMP26 geninde ACMG kriterlerine gére VUS, DANN tahmin aracina gore zararsiz
ve embriyolojik donemde etkin WNT6 geninde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina

gore patojenik olarak siniflandirilmis toplam dort varyant bulundu.
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1.1.1.11. Olgu 12
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12-13GH 7-8GH
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2006 22 GH
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Noébet yok Kanamasonrasi
IUMF

Sekil 25: Olgu 12’ye ait aile agaci

Tablo 17a: Olgu 12’ye ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 37
Paternal yas 38
Pubertal gelisim normal
[lk gebelik yast 23
Gebelik dykiisii G7P1ASIUFO1
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kaybi GH’s1 Al:?, A24: 1223. GH, A5-6: 7-8
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip G3:22. GH
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ilag tedavisi -
Ek klinik bulgu -
Tablo 17b: Olgu 12’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
sayilari
Toplam varyant say1si 54.890
Zararsiz varyant say1s1 43.722
Olas1 zararsiz varyant sayis1 63
VUS varyant sayisi 11.063
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Olas1 patojenik varyant sayisi 38
Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayisi 20.818
Heterozigot varyant sayisi 34.072
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.267
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 610

Tablo 17c: Olgu 12’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tra(rfslgri ) Iéfolgérllil Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
c.1171_1181de
H6PD OR I - patojenik (ACMG,
(NM_004285.3) p.S391fs - GERP)
heterozigot
€.931G>A Olas1 patojenik
ALPL rs763457259
OR p.E311K (ACMG, Polyphen,
(NM_000478.5) heterozigot 0,00003189 SIFT)
VUS (ACMG)
CXCL8 , G2SLIMA | 15536774132 | patojenik (DANN,
(NM_000584.3) ' he%erozi ot | 0,00005997 EIGEN,
g MutationTaster)
VUS (ACMG)
HLA-DRBS5 , c.10042%)G>C 579192142 | zararsiz (DANN,
(NM_002125.3) ' hetsfoii ot 0,02982 EIGEN,
g MutationTaster)

Sonu¢: Olgu 12°de, kortizon rediiktaz eksiligine yol agan H6PD geninde ACMG
kriterleri ve GERP tahmin aracina gore patojenik; hipofofatazya iliskili ALPL geninde ACMG
kriterleri, Polyphen ve SIFT tahmin araglarma gore olasi patojenik; immiin sistemde aktif rol
alan CXCL8 ve HLA-DRB5 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore
patojenik ve zararsiz olarak siniflandirilmis toplam dort varyant bulundu. Olas1 patojenik olarak
simiflandirilmig ALPL varyanti, bu genin fetal letal sendromlar ile iliskisi bilindiginden ve
elimizde tiim gen i¢in tasarlanmis primerler oldugundan, ese ait DNA ile tim gen PZR ve

Sanger dizileme ¢aligmalarinin yapilmasi planlandi.
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1.1.1.12. Olgu 13

e
Ly Uyyy

[LIITT

8-9GH TID

biyokimyasal

Sekil 26: Olgu 13’e ait aile agaci

Tablo 18a: Olgu 13’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 43
Paternal yas 43
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yas1 22
Gebelik oykiisii G3A3
Akrabalik bilgisi Esiyle 1,5.° kuzen
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x3)

Al: 8-9. GH, A2-3:

Gebelik kaybt GH’s1 biyokimyasal, TIK (x3)

Fetal/abortus karyotip analizi -

Geg fetal kayip -

Fetal USG bulgusu -

Ek hastalik dykiisii -

Varsa ilag tedavisi -

Ek Kklinik bulgu -
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Tablo 18b: Olgu 13’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant say1si 56.885
Zararsiz varyant say1s1 45.155
Olas1 zararsiz varyant sayisi 104
VUS varyant sayis1 11.593
Olas1 patojenik varyant sayist 26
Patojenik varyant sayisi 7
Homozigot varyant sayisi 20.240
Heterozigot varyant sayisi 36.645
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.881
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 610

Tablo 18c: Olgu 13’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;se;ri ) Ifnaggérl? Varyant Allel frekans1| Varyant siniflamast
P (gnomAD)
CCNO or C"‘pgﬁ—l‘égl%fe' (s587777503 | patojenik (ACMG,
(NM_021147.4) erorigot | 0:000007077 GERP)
c.97C>T
IGF2 (200441006 | . .
(NM_001127598.2)| ©OP heptéQrg’Z?’igot 0,0007939 | Patojenik (ACMG)
PKDIL1 ¢.5515delC .
(NM_1382953) | OR | p.L1839fs ] pato]eg'ééﬁ‘)c'v'e’
heterozigot
CTBP2 , Cpgfseg 15144283283 VUS (ACMG)
(NM_001321013.1) ' hetérozigot - patojenik (GERP)
¢.2222 2223de
EXO1 . | i VUS (ACMG)
(NM_006027.4) ' p.L741fs - patojenik (GERP)
heterozigot
VUS (ACMG)
HLA-DRBS5 , c.1oo?1))e>c 579192142 | zararsiz (DANN,
(NM_002125.3) ' p-(: 0,02982 EIGEN,

heterozigot

MutationTaster)
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Sonug: Olgu 13’te, daha 6nce siliyer aktivite ve siliyopatiler ile iligskilendirilmis CCNO
ve PKDI1L1 genleri ile embriyolojik donemde gelisme basamaklarinda etkin IGF2 geninde
ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore patojenik, hiicre boliinmesinde aktif CTBP2, DNA
tamir yolaginda gorevli EXO1 genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore
patojenik ve immiin sistemde yer alan HLA-DRB5 geninde ACMG kriterlerine goére VUS,
tahmin araglarma gore zararsiz olarak siniflandirilmis toplam alti varyant bulundu. Patojenik
olarak nitelendirilen IGF2 varyantinin konfirmasyonunun yapilmasinin arkasindan aile igi
segregasyonu amaciyla olgunun babasina ait DNA ile yapilan PZR ve Sanger dizileme

calismalar1 sonucunda babanin da bu varyanti heterozigot olarak tagidig: tespit edildi.

1.1.1.13. Olgu 14

O O

LIl A

Ektopik gebelik 5-6GH ?

Sekil 27: Olgu 14’e ait aile agac1

Tablo 19a: Olgu 14’e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 34
Paternal yas 42
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yas1 30

Gebelik oykiisii G5A3Ektopik2
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-A5: 5-6. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik 6ykiisii -
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Varsa ilag tedavisi -
Anti CMV IgG +, Anti

Ek Klinik bulgu Toxoplasma IgG +, Anti Rubella
1gG +

Tablo 19b: Olgu 14’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayis1 56.687
Zararsiz varyant sayisi 45.150

Olasi zararsiz varyant sayisi 76
VUS varyant say1s1 11.430

Olas1 patojenik varyant sayisi 29

Patojenik varyant sayisi 2

Homozigot varyant sayisi 19.691
Heterozigot varyant sayisi 36.996
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.517

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 605

Tablo 19c: Olgu 14’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Traﬁeri ) Ifnzgggllil Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
VUS (ACMG)
€.2611C>T L
CCDC141 ? 0.0871X rs764893847 patojenik

(NM_173648.3) 0,00002217 | (DANN, EIGEN,

heterozigot MutationTaster)

c.167C>T VUS (ACMG)
? p.P56L r8307::§f:13§ patojenik (Polyphen,
heterozigot ’ SIFT)

CPT1B
(NM_004377.3)

Sonug¢: Olgu 14°te, hipogonadotropik hipogonadizm etiyolojisinde yer alan CCDC141
ve yapilmis hayvan g¢alismalarinda heterozigot tastyicilarda artmis spontan abortus orani ile
iligkilendirilmis CPT1B genlerinde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore

patojenik olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.
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1.1.1.14. Olgu 15
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Sekil 28: Olgu 15’¢ ait aile agaci

Tablo 20a: Olgu 15’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 38
Paternal yas 32
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yas1 35
Gebelik oykiisii GbA4Ektopikl
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x4)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al-A4: biyokimyasal, TIK (x4)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik 6ykiisii Este tek bobrek
Gebelikler esnasinda diisiik
Varsa ilag tedavisi molekiiler agirlikli heparin
kullanimi
Ek klinik bulgu -

Tablo 20b: Olgu 15’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayisi 56.766
Zararsiz varyant sayis1 45.243
Olasi zararsiz varyant sayisi 101
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VUS varyant sayisi 11.392
Olas1 patojenik varyant sayist 26
Patojenik varyant sayisi 4
Homozigot varyant sayis1 19.651
Heterozigot varyant sayisi 37.115
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.611
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 649

Tablo 20c: Olgu 15’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;sl?ri ) Ifnaggérl? Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
CCNA2 , | CHy | rslosesaars | VUS (ACMO)
(NM_001237.4) ' hetg’r'o'zigot 0,000253 | patojenik (GERP)
C.1859A>G VUS (ACMG)
MSHS OR | pKe2oR | 161748589 patojenik
(NM_025259.5) 0,005628

heterozigot (Polyphen, SIFT)

PAPLN , cbzgégg\ﬁ (5146740904 VL;E tngef]'i\ﬁG)
(NM_173462.3) heterozigot 0,0001037 (Polyphen, SIFT)
VUS (ACMG)
ZSCAN4 . C"gfg;; i patojenik
(NM_152677.2) | P i (DANN, EIGEN,

heterozigot

MutationTaster)

Sonu¢: Olgu 15°te, yapilan analiz sonucunda embriyolojik donemde etkin hiicre
dongiistinde gorevli CCNA2, OR kalitimli POY ile iliskilendirilmis MSHS5, ayrica embriyolojik
gelisme basamaklarinda yer alan PAPLN ve ZSCAN4 genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS,

tahmin araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis dort varyant bulundu.
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1.1.1.15. Olgu 16

2."kuzen

O

L

A

o
5

Sekil 29: Olgu 16’ya ait aile agaci

biyokimyasal 4-5GH 8-9GH
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Tablo 21a: Olgu 16’ya ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yast 43
Paternal yas 41
Pubertal gelisim normal
flk gebelik yas1 40
Gebelik oykiisii Gl1Al1
Akrabalik bilgisi Anne ve babasi 2.° kuzen
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan
Gebelik kayb1 GH’s1 AL-A8: bziglrlnl)fa;?gl’. élg-l 4-5. GH,

Fetal/abortus karyotip analizi

A9: 46,XY, All: 47, XX,+15

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik 6ykiisii

Memede fibrokistik hastalik
Tiroid sag lobda 5x3,5 mm nodiil

Varsa ilag tedavisi

Gebelikler esnasinda diisiik
molekiiler agirlikli heparin
kullanimi
Tiroid hormon replasmani (50 mcg
1x1)

Ek Klinik bulgu

Anti Rubella IgG +
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Tablo 21b: Olgu 16’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant say1si 56.591
Zararsiz varyant sayisl 44930

Olas1 zararsiz varyant sayisi 80
VUS varyant say1s1 11.556

Olas1 patojenik varyant sayist 21

Patojenik varyant sayisi 4

Homozigot varyant sayisi 20.718
Heterozigot varyant sayisi 35.873
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.748

Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 620

Tablo 21c: Olgu 16’ya ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;;?ri t) I;a;g;? Varyant | Allel frekansi| Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
c.518T>G VUS (ACMG)
(Nl\i Py 3) oD | pLi7aR | OO0 patojenik
_ ' heterozigot| ™ (Polyphen, SIFT)

Sonu¢: Olgu 16°da, yapilan analiz sonucunda daha once Kallmann sendromu ile
iligkilendirilmis PROKR2 geninde ACMG kriterlerine gére VUS, Polyphen ve SIFT tahmin

araclarina gore patojenik olarak siniflandirilmis bir varyant bulundu.
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1.1.1.16. Olgu 17
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Sekil 30: Olgu 17’ye ait aile agaci

Tablo 22a: Olgu 17’ye ait klinik ve laboratuvar bulgular

Olgunun yas1 41
Paternal yas 34
Pubertal gelisim normal
[lk gebelik yast 35
Gebelik oykiisii G3A2Ektopikl
Akrabalik bilgisi Anne ve babasi 1.° kuzen
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x2)
Al1-3:12. GH, A2: 8-9. GH, TIK

Gebelik kayb1 GH’s1 (x2)

Fetal/abortus karyotip analizi -

Geg fetal kayip -

Fetal USG bulgusu -

Hashimoto trioiditi

Ek hastalik oykiisii 2019 yilinda submiikoz
miyomektomi
Varsa ilag tedavisi Tiroid hormon replasmani (75
mcg 1x1)
Ek klinik bulgu Anti-TPO ve anti-TG 1
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Tablo 22b: Olgu 17’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 56.781
Zararsiz varyant sayisl 45.010

Olas1 zararsiz varyant sayisi 79
VUS varyant sayis1 11.667

Olas1 patojenik varyant sayist 23

Patojenik varyant sayis1 2

Homozigot varyant sayisi 19.936
Heterozigot varyant sayisi 36.845
Toplum sikligi <%0,1 olan varyant sayisi 8.298

Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 673

Tablo 22c: Olgu 17’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
(Tracn;se;ript) Iﬁgg&ﬁ Varyant Allglbfsr’e\lkpanm Varyant siniflamast
(gnomAD)
CBS oR Cplﬁgé%? 5117687681 V%‘Zt&ime)
(NM_000071.2) heterozigot | 209%% | (potyphen, SIFT)
NOP14 o | S ioex | 1STT7356082 V%itgﬁme)
(NM_003703.2) heterozigot | *°°°0%02 | (polyphen, SIFT)
aco | on | TEEA | VG0N
(NM_000453.2) heterozigot | *°°°%3%80 | (polyphen, SIFT)

Sonug¢: Olgu 17°de, yapilan analiz sonucunda, hiperhomosisteinemiye bagli tromboz ile
iligkili CBS, daha 6nce yapilmis caligmalarda TGK ile iliskili olabilecegi one siiriilmiis NOP14,
OR kaliimli tiroid dishormonogezi ile iligskili SLC5A5 genlerinde ACMG kriterlerine gore
VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina gore patojenik olarak smiflandirilmis ii¢ varyant
bulundu.
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1.1.1.17. Olgu 18

O

A A

6-7 GH

Sekil 31: Olgu 18’e ait aile agaci

T

1D Stiregelen
gebelik

Tablo 23a: Olgu 18’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 32

Paternal yas 39
Pubertal gelisim normal
[lk gebelik yast ?
Gebelik oykiisii G3A2Siiregelenl

Akrabalik bilgisi yok

Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olugma sekli YUT (x7)

Gebelik kayb1 GH’s1

Al1-2: 6-7 GH, TIK (x4)

Fetal/abortus karyotip analizi

G3(siiregelen gebelik): 46,--
arf[GRCh 37]Xp22.11
(23755758 24259891)x0

Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu Ense kalinliginda artis (3,8 mm)
Ek hastalik oykiisii PKOS
Varsa ilag tedavisi Tiroid hormon ie):(pll)asmam (75 meg

Ek klinik bulgu

Anti-TPO ve anti-TG 1
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Tablo 23b: Olgu 18’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant say1si 56.489
Zararsiz varyant say1s1 45.119

Olas1 zararsiz varyant sayisi 85
VUS varyant sayis1 11.262

Olas1 patojenik varyant sayist 20

Patojenik varyant sayis1 3

Homozigot varyant sayisi 19.368
Heterozigot varyant sayisi 37.121
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.508

Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 573

Tablo 23c: Olgu 28’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;;?ri £) Ifnegggl? Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamast
P (gnomAD)
c.886T>C VUS (ACMG)
(M 13so6az) | 0D | PC20ER | TR | patojenik
_ ' heterozigot ’ (Polyphen, SIFT)
c.512C>T VUS (ACMG)
(M ooosars) | OR | PTLIIM | G e | patdjenik
~ ' heterozigot ’ (SIFT)

Sonug¢: Olgu 18’de, Kallmann sendromu ile iligskilendirilmis PROKR1 ve OR kalitimli
tiroid dishormonogezine yol agan TPO genlerinde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin

araglarina gore patojenik olarak siniflandirilmis iki varyant bulundu.
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1.1.1.18. Olgu 19

76 yag

tromboz

o5 d,

C

?

Sekil 32: Olgu 19°a ait aile agaci

Tablo 24a: Olgu 19’a ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 43
Paternal yas 45
Pubertal gelisim normal
flk gebelik yas1 ?
Gebelik oykiisii GO
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olugma sekli Basarisiz YUT (x4)
Gebelik kayb1 GH’s1 TIK (x4)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik 6ykiisii -
Varsa ilag¢ tedavisi -
Testis biyopsisi: spermatid
Ek Klinik bulgu diizeyinde duraklayan
spermatogenez

Tablo 24b: Olgu 19’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant sayist 56.542
Zararsiz varyant say1s1 44912
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Olasi zararsiz varyant sayisi 88
VUS varyant sayis1 11.511
Olas1 patojenik varyant sayisi 30
Patojenik varyant sayis1 1
Homozigot varyant sayisi 19.720
Heterozigot varyant sayisi 36.822
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.700
Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayist 590

Tablo 24c: Olgu 19’a ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;sl?ri ) Iﬁgg&ﬁ Varyant | Allel frekansi| Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
CYP17AL oR C'pl‘;fZQ?HA (5763398879 ?Alésllwpgméfg;k
(NM_000102.3) heterozigot 0,000008281 Polyphen)
VUS (ACMG)
ACE c.1739C>A i patojenik (DANN,
OR p.P580H MutationAssessor,
(NM_000783.3) heterozigot ) MutationTaster,
PrimateAl, SIFT)
€.68-1G>C
ALPPL2 ? 0.0%) rs201675300 VUS (ACMG)
(NM_031313.2) heterozigot 0,00008754

Sonug¢: Olgu 19°’da, 17a hidroksilaz eksikligine yol acan CYP17Al geninde ACMG
kriterleri ve tahmin araglarina gore olasi patojenik, kan basinci diizenlenmesinde gorevli ACE ve
plasental alkalen fosfataz enzimini kodlayan ALPPL2 geninde ACMG kriterlerine gére VUS,

tahmin araglarina gore patojenik olarak smiflandirilmis toplam ii¢ varyant bulundu.
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1.1.1.19. Olgu 20

Sekil 33: Olgu 20’a ait aile agaci

Tablo 25a: Olgu 20’ye ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yast 42
Paternal yas 43
Pubertal gelisim normal
[k gebelik yas1 30
Gebelik oykiisii GlAl1
Akrabalik yok
Ailede benzer oykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x5)

Gebelik kayb1 GH’s1

Al: 8-9. GH, TIK (x2)

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

Fetal USG bulgusu

Ek hastalik 6ykiisii

Varsa ilag¢ tedavisi

Ek Kklinik bulgu

Spermiyogram: az hareketli
spermler

Tablo 25b: Olgu 20’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari
Toplam varyant say1si 56.343
Zararsiz varyant say1s1 44.920
Olas1 zararsiz varyant sayis1 79
VUS varyant sayisi 11.305
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Olas1 patojenik varyant sayisi 38
Patojenik varyant sayis1 1
Homozigot varyant sayisi 19.512
Heterozigot varyant sayisi 36.831
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 7.675
Daha 6nce tanimlanmamisg varyant sayist 551

Tablo 25c: Olgu 20°ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
(Tracn;SGI?ri ) Ifnaolgérl? Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
P (gnomAD)
CEP290 oR C'Srﬁggi:é 15386834158 | patojenik (ACMG,
(NM_025114.3) r? . 0,00002236 GERP)
eterozigot
DUOX2 oR Cii%%g? (5201221237 E)Alésﬁﬂpgt‘gfg;k
(NM_014080.4) P-FOPS 0,00007665 ST
heterozigot Polyphen)
NM Foglgim 4 ? C29?{72)A>T r(s)7060705062619 2320 pa\tg?esn i(kA((':E':gGE)N’
(NM_ 4) heterozigot ’ MutationTaster)

Sonug: Olgu 20’de, yapilan analiz sonucunda siliyopatiler ile iligskili CEP290 geninde
ACMG kriterleri ve GERP tahmin aracina gore patojenik, OR kalitimli tiroid
dishormonogenezine yol agan DUOX2 geninde ACMG kriterleri ile SIFT ve Polyphen tahmin
aracina gore olasi patojenik ve PKOS ile iligkisi oldugu one siiriilmiis FBN3 geninde ACMG
kriterlerine goére VUS, EIGEN ve MutationTaster tahmin araclarinda patojenik olarak

siniflandirilmis toplam ti¢ varyant bulundu.

1.1.1.20. Olgu 21

O O

saghkl gocuk var . saglikli gocuk var

TID
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Sekil 34: Olgu 21’e ait aile agaci

Tablo 26a: Olgu 21°e ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yas1 43
Paternal yas 43
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast -
Gebelik oykiisii GO
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Basarisiz YUT (x4)
Gebelik kayb1 GH’s1 TIK (x4)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -

Tablo 26b: Olgu 21’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 56.570
Zarars1z varyant say1s1 45.263

Olas1 zararsiz varyant sayisi 75
VUS varyant sayisi 11.203

Olasi patojenik varyant sayis1 25

Patojenik varyant sayisi 4

Homozigot varyant sayisi 19.711
Heterozigot varyant sayisi 36.859
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.573

Daha 6nce tanimlanmamis varyant sayisi 528

Tablo 26¢: Olgu 21°e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
dbSNP
Gen . Kahtm.l Varyant | Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(Transkript modeli
(gnomAD)
c.307C>T patojenik
MTOR oD p.R103X | rs768374086 | (ACMG, DANN,
(NM_004958.3) heterozigo | 0,000003999 EIGEN,
t MutationTaster)
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c.1126C>
T Olas1 patojenik
DUOX?2 5119472029
(NM_014080.4) | OR | PR3TOW I nh00g131 | (ACMG, SIFT,
heterozigo polyphen)
t
c.1067G>
NOBOX oo pR'?sch (749172175 Vﬁé?ei?ﬁe)
(NM_001080413.3) torongo | 000001200 | o PERENE
t
¢.100C>T
VEGFA , | pPus | rs7a082003 | VUS (ACHG)
(NM_001025366.2) | | heterozigo | 0,000009305 patoj
t (SIFT)

Sonug: Olgu 21°de, yapilan analiz sonucunda daha 6nce hiicre dongiisiinde etkin MTOR
geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore patojenik, OR kalitimli tiroid
dishormonogenezine yol agan DUOX2 geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore olasi
patojenik, OD kaliimli POY etiyolojisinde yer alan NOBOX geni ve anjiyogenezde rol oynayan
temel genlerden VEGFA genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araglarina gore

patojenik olarak siniflandirilmis toplam dort varyant bulundu.

1.1.1.21. Olgu 22

O O

A

TID
9GH

Sekil 35: Olgu 22’ye ait aile agaci

Tablo 27a: Olgu 22’ye ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yas1 61
Paternal yas 63
Pubertal gelisim normal

Ik gebelik yast 31
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Gebelik oykiisii G1A2
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli YUT (x5)

Gebelik kayb1 GH’s1 Al1-2: 9. GH, TiK (x4)
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik dykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Klinik bulgu -

Tablo 27b: Olgu 22’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 55.998
Zarars1z varyant sayisi 44,791

Olas1 zararsiz varyant sayisi 83
VUS varyant sayisi 11.108

Olas1 patojenik varyant sayisi 13

Patojenik varyant sayisi 3

Homozigot varyant sayisi 19.506
Heterozigot varyant sayisi 36.492
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 7.338

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayisi 531

Tablo 27c: Olgu 22’ye ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim Varyant dbSNP
(Transkript) modeli Allel frekansi Varyant
(gnomAD) siiflamasi
KIF13A ? €.932G>A - patojenik
(NM_001105566.2 p.W311X - (ACMG, DANN,
) heterozigo EIGEN,
t MutationTaster)
MAT1A OD, OR | ¢.125T>C | rs148418705 | VUS (ACMG)
(NM_000429.2) p.L42P 5 patojenik
heterozigo | 0,000003976 | (SIFT, Polyphen)
t

Sonug¢: Olgu 22’de, yapilan analiz sonucunda siliyer aktivitede rol oynayan KIF13A
geninde ACMG kriterleri ve tahmin araglarina gore patojenik, hipermetiyoninemiye yol acan
MAT1A geninde ACMG kriterlerine gore VUS, tahmin araglarina gore patojenik olarak

siniflandirilmig toplam iki varyant bulundu.
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1.1.1.22. Olgu 23

65 yag
?

)O(gﬁ

S

LL

12GH

1999 2004
saglikli saglikli

Sekil 36: Olgu 23’e ait aile agaci

A AL

10GH 17 GH

Tablo 28a: Olgu 23’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yags1 46
Paternal yas 45
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 25
Gebelik oykiisii GOP2A7
Akrabalik 1.° kuzen
Ailede benzer 6ykii Kizkardes: G8P4A4,
Kizkardes: G4P2A2
Gebeligin olusma sekli Spontan

Gebelik kayb1 GH’s1

Al-4:12. GH, A5: 28. GH,
A6:10. GH, A7:17.GH

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip

G7:28 GH

Fetal USG bulgusu

A7(G9): 17 GH erkek fetus,
major anomali yok, sendromik

Ek hastalik oykiisii

bulgu yok

Varsa ila¢ tedavisi

Ek klinik bulgu
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Tablo 28b: Olgu 23’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 57.345
Zararsiz varyant sayisi 45.309

Olas1 zararsiz varyant sayisi 87
VUS varyant sayisi 11.914

Olas1 patojenik varyant sayisi 32

Patojenik varyant sayisi 3

Homozigot varyant sayisi 19.600
Heterozigot varyant sayisi 37.745
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 8.095

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist 625

Tablo 28c: Olgu 23’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekans1 | Varyant siniflamasi
(gnomAD)
CFTR OD, c.3154T>G | rs150212784 Olas1 patojenik
(NM_000492.3) OR p.F1052V 0,0006282 (ACMG, SIFT,
heterozigot Polyphen)
ANXA6 ? c.1117C>T | rs124992919 VUS (ACMG)
(NM_001155.4) p.R373W 2 patojenik
heterozigot - (Polyphen, SIFT)

Sonug: Olgu 23’te, kistik fibroz etkeni olan CFTR geninde ACMG kriterleri ve tahmin
araglarina gore olasi patojenik ve prostaglandin sekresyonunda yer alan ANXA6 geninde ACMG
kriterlerine gore VUS, Polyphen ve SIFT tahmin araglarina goére patojenik olarak

siniflandirilmig toplam iki varyant bulundu.

1.1.1.23. Olgu 24

O O
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Sekil 37: Olgu 24’e ait aile agaci

Tablo 29a: Olgu 24’¢ ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Olgunun yags1 40
Paternal yas 39
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast ?
Gebelik dykiisii G9A9
Akrabalik bilgisi yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, Basarisiz YUT (x7)

Gebelik kayb1 GH’s1

Bilinmiyor, TIK (x7)

Fetal/abortus karyotip analizi

Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek Kklinik bulgu -
Tablo 29b: Olgu 24’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant
sayilari
Toplam varyant sayisi 58.172
Zararsiz varyant sayisi 46.066
Olas1 zararsiz varyant sayist 85
VUS varyant sayisi 11.998
Olasi patojenik varyant sayist 21
Patojenik varyant sayisi 2
Homozigot varyant sayisi 19.840
Heterozigot varyant sayisi 38.332
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayisi 8.540
Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist 636

Tablo 29c: Olgu 24’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim dbSNP
(Transkript) modeli Varyant Allel frekansi1 | Varyant siniflamasi
(gnomAD)
EGFR OD, €.2884C>T | rs17337451 Olas1 patojenik
(NM_005228.4) OR p.R962C 0,00008484 (ACMG, SIFT,
heterozigot Polyphen)
GNRHR OR c.317A>G | rs104893836 Olas1 patojenik
(NM_000406.2) p.Q106R 0,002749 (ACMG, SIFT,
heterozigot Polyphen)
MMP11 ? c.232C>T rs61752251 VUS (ACMG)
(NM_005940.4) p.P78S 0,0008988 patojenik (SIFT,
heterozigot Polyphen)
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PRLR OD, c.508A>C | rs72478580 VUS (ACMG)
(NM_000949.6) OR p.1170L 0,01884 zararsiz
heterozigot (SIFT, Polyphen)

Sonu¢: Olgu 24°te, embriyolojik donemde etkin EGFR ve hipogonadotropik
hipogonadizm etiyolojisinde yer alan GNRHR genlerinde ACMG kriterleri ve varyant tahmin

araclara gore olasi patojenik, metalloproteinazlart kodlayan MMP11 ve hiperprolaktinemi
nedenlerinden PRLR genlerinde ACMG kriterlerine gére VUS, tahmin araglarma gore ise

patojenik ve zararsiz olarak siiflandirilmis toplam dort varyant bulundu.

1.1.1.24. Olgu 25

63 yas 55 yag
acca

SN 5 Gy A

3yas 45 yas 36yas
? Beyin tm ?

AAALLA LA

8-9GH
8-9GH A
16 GH YUT gebelik

Sekil 38: Olgu 25’¢ ait aile agaci

Tablo 30a: Olgu 25’e ait klinik ve laboratuvar bulgular:

Olgunun yag1 46
Paternal yas 55
Pubertal gelisim normal
Ik gebelik yast 24
Gebelik oykiisii G6A6
Akrabalik yok
Ailede benzer 6ykii -
Gebeligin olusma sekli Spontan, YUT (x1)
Gebelik kayb1 GH’s1 Al:16. GH, A2-6: 8-9. GH
Fetal/abortus karyotip analizi -
Geg fetal kayip -
Fetal USG bulgusu -
Ek hastalik oykiisii -
Varsa ila¢ tedavisi -
Ek klinik bulgu -
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Tablo 30b: Olgu 25’¢ ait TED verisinin biyoinformatik analizi ile elde edilen varyant

sayilari

Toplam varyant sayisi 57.748
Zararsiz varyant sayisi 45.569

Olas1 zararsiz varyant sayisi 76
VUS varyant sayisi 12.070

Olas1 patojenik varyant sayisi 27

Patojenik varyant sayisi 6

Homozigot varyant sayisi 19.876
Heterozigot varyant sayisi 37.872
Toplum siklig1 <%0,1 olan varyant sayis1 8.573

Daha 6nce tanimlanmamig varyant sayist 669

Tablo 30c: Olgu 25’e ait TED verisinin biyoinformatik analizi sonucunda tespit edilen

varyantlar
Gen Kalitim Varyant dbSNP Varyant siniflamasi
(Transkript) modeli
CEP131 . c.2120(—;%)C>A g%?gggggié VUS (A(\CXIG))
/ p.(* , zararsiz (DANN
(NM_014984.3) heterozigot 0
VUS (ACMG)
patojenik
MCM?2 c.1670C>G ) (DAI\_IN, EIGEN,
(NM_004526.3) oD p.T557R i MutationAssessor,
- ' heterozigot MutationTaster,
PrimateAl,
REVEL, SIFT)
c.1970C>T VUS (ACMG)
MCM4 OR 0.A657V -
NM_005914.3 h : -
eterozigot

Sonu¢: Olgu 25°te, yapilan analiz sonucunda daha Once mitotik hiicre dongiisiinde
gorevli oldugu tespit edilmis CEP131, MCM2 ve MCM4 genlerinde ACMG kriterlerine gore
VUS, tahmin araglarina gore ise zararsiz ve patojenik olarak siniflandirilmis toplam {i¢ varyant

bulundu.
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3.3. Tartisma ve Sonug¢: Projede elde edilen bulgular ve degerlendirmeleri sonucunda bir
hilkiim olusturulmali ve literatiir veriler ile karsilagtirilmalidir. Proje kapsaminda varsa
yontemde gerekli goriilen veya gercgeklestirilen degisiklikler gerekgeleri ile beraber bu
boliimde ifade edilmeli ve sonucunda hedeflenen noktaya ulasilip ulasilmadigr hiilkme
baglanmalidir.

Gebelik kayb1 veya infertilite ile basvurmus olgularda iligkili olabilecek genin
saptanabilmesi, varsa nedene yonelik tedavinin ve yardimci iireme tekniklerinde daha etkin
tedavi seceneklerinin uygulanabilmesine, bebek sahibi olabilmelerine ve ailedeki olasi diger
tastyicilarin saptanabilmesine yardimci olabilir. Gebelik kaybi olgularinda pozitif aile Sykiisii
ozellikle kiz kardeslerde varsa, bu bireyler mutlaka c¢aligmaya dahil edilmelidir. Sebebi
aciklanamayan olgu grubu hem biiyiikliigii hem de olasi nedene yonelik tedavi sans1 bulamadigi
icin bu konuda bilimsel ¢aligma yapilmasini hakli kilmaktadir. Ancak, yakin ge¢mise kadar
Sanger dizileme ile yapilan ¢aligmalar gebeligin olusumu ve devaminda etkin gen/yolaklarin
coklugu nedeniyle yetersiz kalmaktaydi, ¢linkii ¢alismalar sadece belli bir gen/gen bolgesi ile
sinirl kalmaktaydi. YND yontemleri ile coklu gen/gen bolgeleri, genlerin anlatim diizeyleri ve
fonksiyonel caligmalar yapilabilmekte olup, her gecen giin artarak kullanimiyla pek c¢ok
hastalikta oldugu gibi tekrarlayan fetal kayip ya da infertilite sorununda etiyolojik etkenlerin
aydinlatilmasina ve olasi tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilecek ve ailelere

cocuk sahibi olma imkan1 sunabilecek giictedir.

Literatiir g6z 6niine alindiginda, TGK olgu grubunda etiyolojiyi aydinlatmak i¢in yapilan
tiim ekzom dizileme ¢aligmalarinda 4 ana olgu inceleme yolu izlendigi goriilmektedir (262). En
cok tercih edilen calisma yontemi, fetal materyallerde letal etkili varyant/lar1 arastirmak
amaciyla, fetus ile anne ve babay1 es zamanli incelemeyi hedefleyen ii¢lii TED analizleridir.
Fetal materyal olmadan, anne ve baba adayinda heterozigot patojenik varyantlar1 hedefleyen ikili
caligmalar da mevcuttur. Embriyonik gelisim basamaklarini etkileyen genetik faktorleri gebelik
iirlinline olas1 etkileri agisindan arastirmayi ele alan bu ¢alisma modelinin disinda, literatiirde
sadece anne adaylarmin incelendigi, TGK ve/veya infertilite etiyolojisi ile iligkili olabilecegi
diistiniilen genlerin Sanger dizileme ya da panel-gen testleri ile incelendigi ¢alisma modelleri de
bulunmaktadir. Calisma grubunu TGK oykiilii disi olgulardan olusturarak yapilmis ilk TED
caligmasi, farkli tlkelerden 49 disi olgu ile yapilmis olan 2017 yilinda yaymlanan Quintero-
Ronderos ve arkadaslarinin ¢aligmasidir. Mayis 2020’de 61 TGK ve 14 disi infertilite olmak

tizere toplam 75 olgu ile yapilan ikinci bir TED analiz ¢alismasinin sonuglar1 yaymlanmistir

(263). Tlgili calisma olgu secim kriterleri agisindan bizim c¢alismamiz ile benzerlik
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gdstermektedir. Calismamizda en az 3 gebelik kaybi veya YUT denemesi oykiisii olmasina
dikkat edilmis, ailelerin ¢ocuk sahibi olmasi, olast OR kalitimli genlerin tespitinde fayda
saglayabilecegi i¢in dislama kriteri olmamistir. Bugiine kadar TED analizleri ile tekrarlayan fetal
kayip ve infertilite etiyolojisinin aydinlatilmasina yonelik ¢caligmalarin yetersizligi agiktir. Bu tez
calismasi, bu konuya bilimsel katki saglamasi, ciddi olgu sec¢im kriterleri ve sadece Tiirkiye’den

olgular secilerek yapilmis olmasi nedeniyle iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir.

1.1.2. Metabolik Yolaklarda Gorevli Genler

Metabolik yolaklarda 13 olguda 14 gende ACMG simiflandirmasina gére VUS olarak
nitelendirilen 10 varyant ile 5 patojenik ve 1 zararsiz varyant saptanmisti. Bu genler sunlardir;
CBS (Olgu 13), COL11A1 (Olgu 13), CPT1B (Olgu 17 ve 24), SLC27A3 (Olgu 20), ALPL
(Olgu 22), H6PD (Olgu 22), ALPPL2 (Olgu 11 ve 29), CYP17Al1 (Olgu 29), MAT1A (Olgu
32), PRLR (Olgu 34), SLC5A5 (Olgu 27), TPO (Olgu 28), DUOX2 (Olgu 30 ve 31),
ZMPSTE?24 (Olgu 12).

Olgu 3’te farkli metabolik yolaklarda aktif CBS ve COL11Al genlerinde VUS
kategorisinde iki varyant saptandi. Sistatyonin beta sentaz enzimini kodlayan CBS geni,
homosistein ve serin aminoasitlerini birlestirerek sistatyonini olusturur. OR kalitiml
hiperhomosisteiniiri ve hiperhomosisteinemiye bagli trombozlar ile (MIM #236200)
iliskilendirilmistir. Homosistein yiiksekliginin gebelik kaybi, preeklampsi, IUGG ve noral tiip
defektleri gibi fetus ve gebelik iizerine olumsuz etkileri bilindiginden TGK etiyolojisini
aciklamaya yonelik olarak homosistein diizeyi 6l¢iilmektedir. Fare ¢calismalarinda embriyolojik
donemde kalp, karaciger, iskelet ve sinir sisteminde anlatiminin oldugu gosterilmis (277),
biallelik olarak susturuldugunda agir gelisme geriligi ve postnatal ilk birka¢ giin icinde 6liim
gozlenmistir (278). Ayrica birgok genin anlatimini etkileyerek implantasyon asamasinda
desidualizasyonu bozdugu (279) ve uterin hiicrelerde endoplazmik retikulum stresini arttirarak
infertiliteye yol actigr (280) gosterilmistir. Uzak akraba evliligi olan ¢iftimizin, este de bu
varyant/gen icin incelenmesi, olgumuzda homosistein diizeyinin Olcililerek ve VUS olarak
degerlendirilen varyantin gen anlatimini etkileyip etkilemediginin ve monoallelik etkisinin
arastirilmast planlandi. Ayni olgudaki diger VUS varyantin bulundugu kollajen tip 11’1
kodlayan COL11Al geni biiylime plagindaki kondrositlerin farklilagsmasi ve gelisiminde
etkindir. Patojenik varyantlari lumbar disk hernisine yatkinlik, OD kalitimli sagirlik tip-37,
Marshall sendromu, Stickler sendromu tip-2 ve OR kaliimli fibrokondrogenez tip-1 ile

iligkilendirilmistir. Fibrokondrogenez (MIM #228520), fasiyal dismorfizm, rizomelik ciicelik,
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can seklinde dar bir toraksin goriildiigii intrauterin donemde ya da hayatin ilk giinlerinde letalite
ile sonuglanan bir sendromdur (281). Olgunun esinde monoallelik ve abortus materyalinde
biallelik yapinin gosterilmesi durumunda, VUS olarak tanimlanan varyantin degerlendirilmesine

katki saglayacaktir.

Iki olgumuzda 2 farkli VUS varyanti saptadigimiz CPT1B geni (Olgu 7 ve 14),
mitokondriyal yag asidi B oksidasyon yolaginda etkindir ve patojenik varyantlar, asemptomatik
klinikten ani 6liime giden bir yelpazede degisken etki gosterebilir. Genin susturuldugu fare
caligmalarinda, embriyolarin daha preimplantasyon doneminde iken bu enerji yolaginin
yoklugunu tolere edemedikleri ve dldiikleri bulunmustur (282). Bu iki olgunun eslerinde genin
monoallelik ve/veya abortus materyalinde biallelik degisimlerin gosterilmesi, VUS olarak

tanimlanan varyantin degerlendirilmesine katki saglayacaktir.

SLC27A3 gen lirlinii, bir hiicre membran proteinidir ve uzun zincirli yag asitlerinin
transferinde gorev alir. Fare plasentalar ile yapilan ¢alismalarda aktif anlatiminin oldugu ve
maternal obezite ile anlatiminin degisebildigi gosterilmistir (283). insan plasentalar1 ile yapilan
transkriptom calismasinda SLC27A (FATP) grubu genlerinin yiiksek anlatimimin oldugu tespit
edilmistir (284). Olgumuzun VUS kategorisindeki varyantin (Olgu 10), kontrol grubu ile

yapilacak fonksiyon c¢alismalari ile gen anlatimina etkisinin tespit edilebilecegi diisiiniildii.

ALPPL2 geni (OR), alkalen fosfatazin plasenta i¢in spesifik formunu kodlar.
Fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmemekle birlikte, pankreas kanseri icin belirte¢ olarak
degerlendirilmektedir (285). Mart 2020°de yayinlanan bir ¢alismada, hem insan hem de fare
embriyolarinin pluripotent kok hiicre ylizey belirteclerini belirlemek ve embriyogenezin énemli
yolaklarint aciklamak icin gen anlatimlari incelenmis, ALPPL2 her iki canlida en yiiksek
anlatim1 olan gen olarak tespit edilmistir. Fare embriyolarinda gen susturuldugunda hiicre
yapisinin bozuldugu, hiicre gelisimi, membran diizenlenmesi ve temel metabolik yolaklarda
aktif genlerin anlatimlarinin diizensizlestigi goriilmiistiir (286). Olgu grubumuzla iligkili
olabilecek bu genin kalitim modeli ve olas1 fenotipik etkileri iizerine yeterli ¢alismalar heniiz
bulunmamaktadir. Iki olgumuzda (Olgu 1 ve 19) monoallelik saptanan varyantlar VUS olarak
tanimlanmis olsa da, olgularin eslerinde ayn1 gen i¢in dizi analizi ve ailede segregasyon analizi
yapilmasi ve tasiyicilarin gebelik plasentalarinda alkalen fosfataz diizeylerinin incelenmesinin

varyantin etkisinin aragtirilmasina katki saglayabilecegi diistiniildii.

Olgu 22°de VUS kategorisinde varyantini saptadigimiz metabolik yolak geni MAT1A

(10922.33), metiyonin ve ATP’den adenozilmetiyonin sentezinde gorevli, S-adenozilmetiyonin
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sentetaz olarak da bilinen metiyonin adenoziltransferaz enzimini kodlar. Adenozilmetiyonin,
bircok transmetilasyon reaksiyonunda Onemli bir metil grubu saglayicisidir. Patojenik
varyantlarin OD veya OR kalitimli hipermetiyoninemi ve metiyoninasetil transferaz eksikligine
yol a¢tig1 bildirilmistir (MIM #250850). Cogu hasta klinik olarak bulgu vermez, artmis serum
metiyonin diizeyi ile fark edilebilir. 2018 yilinda fareler ile yapilan bir ¢aligmada, maternal
hipermetiyonineminin fetal gelisim esnasinda ndron sayisi, apoptoz, sinir bliylime faktorii ve
norotrofik faktor diizeyleri; metabolik enerji yolagi (siiksinat dehidrojenaz, kompleks Il ve
sitokrom ¢ oksidaz), Na+/K+ ATPaz anlatimi1; 6dem olusumu ve inflamatuvar belirtecler (timor
nekroz faktorii-alfa ve interlokin-6) ile fetal ensefalondaki mitokondriyal hidrojen peroksit
diizeylerini etkileyerek beyin hasari ile iligkili olabilecegi sOylenmistir (287). OD kalitim
olasilig1 da g6z Onilinde bulundurularak olgumuzda saptanan heniiz VUS olarak degerlendirilen
varyant i¢in aile igindeki diger olasi tasiyicilarin gebelik Oykiilerinin degerlendirilmesi ve
metiyonin diizeyinin arastirilmasinin varyantin klinik etkisine onemli katki saglayabilecegi

diistinildii.

PRLR geni, plasental laktojen, prolaktin ve biiyiime hormonu tarafindan kullanilan ayni
prolaktin reseptoriinii (PRLR) kodlar. Gen, OD ve OR kalitmli hiperprolaktinemi ile
iligkilendirilmistir (MIM #615555). Prolaktin diizeyi, korpus luteumun devamliliginda rol oynar
ve 100 ng/ml gibi yliksek oranlar1 progesteron sentezini durdurarak luteal faz defektine yol acar
(288). PrIr geninin biallelik olarak susturuldugu fare caligmalarinda, fertilizasyon sonrasinda
embriyonal gelismenin durdugu, nadiren blastosist asamasma geldikleri fakat implante
olamadiklar1 goriilmiistiir (289). Ekzojen progesteron tedavisinin basarili olmasi {izerine,
patolojinin Prlr araciligtyla uyarilan progesteron sentezinin yetersiz olmasi, implantasyon
gergeklestiginde de desidual Prlr yoklugunun gebelik kaybina yol agmasi oldugu ileri
stiriilmistiir (290). Olgumuzdaki (Olgu 24) monoallelik varyantin zararsiz olarak
nitelendirilmesi etiyolojiyi aciklamakta yetersiz kalmakta ancak, YND caligmasinda tiim genin
kapsanip kapsanmadigi varsa kapsanmayan bolgelerin arastirilmasi ve patojenik bir varyant
saptanmast durumunda varyantin etkisi yatkinlik 1iligkili polimorfizm olarak yeniden

tartisilabilir.

Calismamizda 4 olguda Tiroid Dishormonogezi (OR) ile iliskilendirilmis SLC5A5 (Olgu
17), TPO (Olgu 18), DUOX2 (Olgu 20 ve 21) genlerinde varyant tespit edilmisti. TPO gen
polimorfizmlerinin otoimmiin tiroid hastaliklar1 veya hipotiroidi ile iligkisinin incelendigi
caligmalar bulunmakla birlikte (291), yetiskin gruptaki etkilerinin degerlendirildigi kapsaml

bilimsel c¢aligmalar bulunmamaktadir. Tiroid hormonu ile iligkili patolojilerin gebelik
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kayiplarindaki yeri ¢ok iyi bilinmektedir. Ornegin, TGK etiyolojisinde sik¢a calisilan genlerden
biri CTLA4 geni OD kaliimli Hashimoto tiroiditi ile iliskilidir (292). Bu nedenle tiroid
patolojilerine yol acan diger genlerin monoallelik varyantlarinin tiroid hormonlar1 ve
fonksiyonlar1 {izerine etkisinin degerlendirilmesi de distliniilmelidir. SLC5A5 ve TPO
genlerinde saptanan varyantlarimiz VUS kategorisinde kaldigi igin etiyolojiyi agiklamada
yetersiz kalmaktadir. TIK &ykiilii Olgu 20 ve 21°de klinik olarak hipotiroidi tespit edilmemis
olmakla birlikte olgularda saptanan olas1 monoallelik ‘olast patojenik’ varyantlarin klinik ile
iliskili olabilecegi diisiiniildii. Bu varyantlar i¢in aile i¢i ve daha yiliksek sayida olgu ve
populasyon calismalar1 ile DUOX2 geninin monoallelik varyantlarinin incelenmesi ile heniiz
‘olast patojenik’ olarak degerlendirilen varyantlarin ‘patojenik’ olarak degerlendirilmesine

olanak saglayacaktir.

ZMPSTE24 genindeki biallelik patojenik varyantlar (OR) fasiyal dismorfizm, letal
genodermatoz, eklem ankilozlarinin goriildigii intrauterin ya da dogumdan sonraki ilk haftada
letal seyirli bir sendrom olan letal restriktif dermopati (MIM #275210) ve tip-B lipodistrofili
mandibuloakral displazi (MIM #608612) ile iligkilendirilmektedir. Saptadi§imiz gen varyanti,
ACMG smiflandirmasina goére ‘patojenik’ olarak nitelenmistir. Akraba evliligi nedeniyle
olgunun esinde ayni varyant arastirilmis ve saptanamamis, ancak tiim gen dizi analizi
yapilmadigindan diger olas1t varyantlar diglanmamistir ve bu olguda genetik etiyoloji

aciklanamamustir.

ALPL geni, alkalen fosfataz enzimini kodlar ve patojenik gen varyantlar1 OR
hipofosfatazya (agir prenatal letal, infantil, ¢ocukluk, yetiskin) ve odontohipofosfatazya
iliskilidir. Infantil hipofosfatazya (MIM #241500), hiperkalsemi ve kemiklerin yetersiz
mineralizasyonu nedeniyle agir iskelet deformitelerinin goriildiigii, intrauterin donemde Sliimeiil
bir hastaliktir (293). Olgumuzda saptanan patojenik gen varyanti, fetusta biallelik olmasi
durumunda genetik etiyolojiyi aciklayabilece§inden olgunun esinde tiim gen Sanger dizileme
yapilmasi planlandi. Ayrica bu patojenik varyant i¢in aile i¢indeki heterozigot tastyicilarinin ve
gebelik Oykiilerinin arastirilmast uygun olacaktir. Bu olgumuzda patojenik olarak nitelendirilen
ikinci bir varyant HGPD geninde saptanmistir. Bu gen heksoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimini
kodlar ve biallelik patojenik varyantlar1 kortizon rediiktaz eksikligi tip-1 (MIM #604931) ile
iligkilidir. Kortizon rediiktaz eksikligi, 11 hidroksisteroid dehidrojenaz (HSD11B1) enzimi ile
kortizondan aktif glukokortikoid kortizoliin {retilmemesi nedeniyle olusur. Kortizol
dongiisiiniin yetersizligi sonucunda ACTH aracili adrenal hiperandrojenizm olusur, erkeklerde

psodopuberte prekoks; disilerde hirsutizm, oligomenore ve infertilite goriilir (294). Bu
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varyantin olgumuzda monoallelik olmasi fenotipi agiklamada yetersizdir ancak YND tekniginin
limitlerinden olan kapsanmayan bolge ya da diger alleldeki olasi gen delesyonlar1 olasilig
nedeniyle bu incelemelerin uygulanmasi planlandi. Ayrica enzim aktivitesinin degerlendirilmesi

ve yolak iizerine etkilerinin goriilmesi amaciyla fonksiyonel ¢alismalara ihtiya¢ oldugu goriildii.

Konjenital adrenal hiperplazi ile iliskilendirilmis (MIM #202110) CYP17A1 geni,
patojenik varyantlar1 kismi ya da tam 17 hidroksilaz/17-20 liyaz eksikligi olusur ve gen
mutasyonlart olgularin %?2’den azindan sorumludur. Steroidogenez basamaklarinda etkin
genlerin, TGK etiyolojisindeki yerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada CYP17A1
polimorfizmleri incelenmis; yastan ve diisiik sayisindan bagimsiz, hem heterozigot hem de
homozigot formdaki varyantlarin gen-dozaj etkisine bagli olarak artmis risk ile iligkili oldugu
gosterilmistir (295). Olgu 19°da saptamis oldugumuz heterozigot varyantin (c.1487G>A)
incelendigi bir ¢aliymada, monoallelik olgularda enzim aktivitesinin yaklagik %30 azaldigi,
gonad dokularinda etkinin daha yiiksek olabilecegi belirtilmistir (296). Bu nedenle, olgumuzda
saptanan patojenik bu varyantin fenotip ile iliskili olabilecegi, ayrica olguda saptanan ACE
geninde de varyant saptanmig olmasi multigenik kalitim olasiliginin etiyolojide etkin olabilme

olasilig1 diisiiniildii.

1.1.3. implantasyonda Etkin Genler

TGK ve TIK olgulariyla yapilan ¢alismalarda incelenmis ve etiyopatogenezde etkili
oldugu ortaya konmus implantasyon asamasinda etkin 5 gen ve varyantlarini 6 olgumuzda

saptadik. Bu genlerin 6zellikleri ve yapilmis ¢calismalar ayrintili olarak Tablo 5-1’de gdsterildi.

Tablo 31: Calisma kapsaminda saptanan implantasyon ile iliskili genler

Gen Olgu Etkin Tiskili Model Fenotip ile
oldugu fenotipler organizma ve iliskisi
yolaklar transkripsiyon
calismalar
ANXAG 23 | Miyometriyal - TIK’te anlatim 1 |  Giiclii bir
(5033.1) aktivite, (299) aday gen;
fibroblast ayn1 protein
goci, ailesinden
endozom ANXA5 OD
olusumu, kalitiml1
ekzositoz TGK ile
(297) iliskili
Endometriyal (MIM
reseptivitede #614391)
Kilit rol (298)
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GNRHR 24 Santral Hipogonadotro | Ik trimesterde | Monoallelik
(4913.2) hormon pik sitotrofoblast, ve VUS
diizenlenmesi | hipogonadizm | sinsityotrofoblas varyant;
, ireme tip-7 (OR) t, ekstravilloz etiyolojiyi
fonksiyonlari (MIM trofoblast aciklamada
nin kontroli #146110) hiicreleri; yetersiz
desidua ve
plasenta
(300-306)
MMP10 | 6 - 10 | Ekstraseliiler | Epidermolizis | Geg sekretuvar | Monoallelik
(11922.2) matriks ve biilloza fazda anlatim1 1 ve VUS
bazal distrofika, (315); Sebebi varyant
membran TGK aciklanamayan (c.497-
yeniden (c.595G>A) infertilite 2A>G); tek
diizenlenmesi (220) olgularinda basina
anlatim1 | (31) etiyolojiyi
aciklamada
yetersiz
MMP11 24 | Ekstraseliiler | Dermatofibro | Gebelik boyunca | Tek basina
(22q11.2 matriks m (316) uterusta aktif etiyolojiyi
3) yeniden (317); aciklamada
diizenlenmesi preeklempside yetersiz
embriyogene anlatimi | (318)
z, doku tamiri
MMP26 11 GDF15 ile Sebebi PKOS’ta Tek basina
(11p15.4) birlikte aciklanamayan | implantasyon etiyolojiyi
plasentasyon infertilite penceresinde aciklamada
(319), olgularinda | anlatimi | (321) yetersiz
implantasyon | anlatim1 | (31)
(320)
Anneksinler; membran hareketleri, proliferasyon, apoptoz gibi cok sayida hiicre ici

faaliyetlerde gorevli, Ca*? iyonu ile regiile edilen fosfolipid ve membran baglayic1 proteinlerdir
(322). Desidualize endometriyal stroma hiicreleri, implantasyonun gergeklesecegi bolgede
hareket halindedirler; bu hareketin bozulmasinin implantasyon hatasina neden oldugu ileri
stiriilmiistiir (323) ve bir ¢alismada TGK olgu grubunda bu hareketliligin olduk¢a artmis oldugu
gosterilmistir (324). ANXA6 geninde (Olgu 23) saptanan varyant (rs1249929192) ACMG
kriterlerine gére VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, in siliko varyant degerlendirme
tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak nitelendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda 248.132
bireyin genom calismasinda hi¢ saptanmamis olmasi bu olasiligi desteklemektedir. ANXAG6
geninde saptanan bu varyantin etiyolojiyi aciklayabilecegi kararina varildi. Olgunun benzer
gebelik kaybi1 Oykiisii olan iki kiz kardesinin de bu varyant acisindan incelenmesi planlandi. Bu

kardeslerde ayn1 varyantin saptanmasi varyantin ‘patojenik’ etkisini destekleyecektir.

Trofoblastik hiicre topluluklarinda GNRH ve GNRHR genlerinin anlatiminin yiiksek
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bulunmasi iizerine bu gen {iirlinlerinin otokrin ve/veya parakrin etkilerle hiicrelerin davranislarini
diizenleyici etki gosterdigi hipotezi gelistirilmistir (325). MMP’ler (matriks metalloproteinaz)
ile siki etkilesim i¢inde olan GNRH ve GNRHR proteinlerinin plasental anlatimlar1 6 ila 12. GH
arasinda en yiiksek diizeylerdedir ve ilk trimester boyunca yliksek seyreder (326-328).
Deskuamasyonda etkin matriks metalloproteinazlarindan -1, -3 ve -10 menstriial fazda artarken;
-26 (endometaz) proliferatif fazda, implantasyon penceresinde artis gosteren tek MMP dir ve bu
doku yeniden diizenlenmesinde ve implantasyonda yer aldiginin belirtecidir (329).
Calismamizda saptanan GNRHR ve MMP- gen varyantlarinin monoallelik olmalar1 nedeniyle
etiyolojiyi acgiklamakta yetersiz kaldig1 goriildii. Ancak, diger allellerin kapsanmayan bolge ve
olast gen delesyonlar1 ya da multigenik etkiler bu asamada dislanamadigindan olgularin

calismasi heniiz tamamlanmamustir.

1.1.4. Plasentasyon, Anjiyogenez ve Koagiilasyonda Etkin Genler

Gebeligin olugsumu ve devami i¢in gerekli olan basamaklardan biri de damarlarin
olusumu, plasentanin gelismesi ve fetal dolagimin saglanmasidir. Bu yolakta 7 olguda, 7 gende 1

patojenik ve 7 VUS olarak nitelendirilmis varyant saptadik.

Kalitsal trombofili etiyolojisinde yer alan ve iyi bilinen genlerden F5’in TGK
etiyolojisindeki yerini tespit etmek amaciyla FVL p.R506Q mutasyonunun sik¢a incelendigi, OD
kalitimli TGK (MIM #614389) ile iliskilendirildigi ve monoallelik formda ~%4 siklikla
goriildiigi bilinmektedir (330). Toplum sikligt <%]1 olan varyantlar1 degerlendirdigimiz bu
calismada saptadigimiz ve veri tabanlarinda VUS olarak nitelendirilmis varyantlardan biri bu
gende idi (Olgu 2). Trombofili ile iliskili genlerin 20. GH sonrasindaki fetal kayiplarla iligkili
oldugundan ve <10. GH kayiplar ile iliskisi heniiz bilinmediginden daha fazla olguya ait
sonucun bilinmesi gerekmektedir. Olgunun kiz kardesinin de 4 gebelik kayb1 bulundugundan,
onda bu varyantin arastirilmasinin ¢alismaya katkisi olabilecegi diisiiniildii. Akraba evliligi olan
olgunun 3 farkli gende daha 3 varyant (2 patojenik, 1 VUS) i¢in heterozigot tastyict olmasi

nedeniyle bu varyantlar i¢cin de degerlendirilmesinin uygun olacagi kararina varildi.

Anjiyotensin-1 donistiiriicii enzim (ACE) anjiyotensin-I’i anjiyotensin-II"ye doniistiiren,
vaskiiler homeostaz, inflamasyon ve anjiyogenezde etkin bir ¢inko metallopeptidazdir (333).
Yapilan ¢aligmalarda embriyo implantasyonunda etkin olan plazminojen aktivator inhibitorii-1
(PAI-1) aktivitesi ile etkilesimde oldugu tespit edilmistir (334). Olgu 10 ve 19’da VUS olarak
nitelendirilmis iki farkli varyantini tespit ettigimiz ACE geni, intron 16’daki 287 bg¢’lik

insersiyon/delesyon (I/D) polimorfizmi ile TGK etiyolojisinde aday gen varyantlarindan biri
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olarak degerlendirilmektedir (335, 336). Olgu 19°da hormonal aktiviteleri ile bilinen CYP17A1
(patojenik) ile plasenta gelisiminde etkin ALPPL2 (VUS) ve ACE genlerinin birlikte etki
gostererek etiyolojiyi acgiklayabilecegi diisiiniildii. Bu ii¢ genin birlikte etkisinin fonksiyonel

caligmalar ile gosterilmesi kararlagtirildi.

Plasentasyon ve anjiyogenezde etkin EGFR gen {irlinli, plasentada en ¢ok saptanan
bliyime hormonlarindan olup, trofoblastik cogalma ve invazyonunu uyaran bir epiteliyal
mitojendir. 2014 yilinda yapilan bir calismada erken gebeligin devaminda 6nemli yere sahip
oldugu ve susturuldugunda 3.000’e¢ yakin genin anlatiminin bozuldugu goésterilmistir (337).
EGFR proteini, EGF, TGF-a, heparin baglayici EGF, amfiregiilin, betasellulin, epiregiilin gibi
immiin hiicrelerden salinan proteinler i¢in reseptor gorevi goriir ve maternal immiin toleransta
etkindir (338, 339). Spontan abortus dokulariyla yapilan ¢alismalarda desidual hiicrelerdeki
yiikksek EGFR anlatiminin invazyonu bozacak sekilde ekstravilloz trofoblastlarin uyarilmasina,
agresif ve tahrip edici invazyona yol agarak diisiige sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (340).
Olgu 20’de etkilesimli genler olmasalar da implantasyon ve plasenta gelisiminde etkin olan
MMP10 (VUS), EGFR ve ACE varyantlarinin birlikte etki ederek etiyolojiyi agiklayabilecegi
diisiiniildii. Birlikte poligenik etkilerinin gdsterilebilmesi icin fonksiyonel ¢alismalar yapilmasi

kararlastirildi.

Vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF) ailesi plasental vaskiilogenez ve
anjiyogenezde temel isleve sahip proteinlerdir (61). Bu protein ailesinden VEGFA, VEGFB ve
PIBF, VEGFRI1 olarak da bilinen FLT1’e baglanirlar. FLT1 sinsityotrofoblastlarda ve plasental
villus endotel hiicrelerinde bulunur (341). Villoz trofoblastlarin yiiksek diizeylerde VEGFA ve
reseptorii FLT1 anlatimi yaptiklar gosterilmistir (342). Progesteron, Ostrojen ve androjenler;
VEGFA anlatimmi aktive eder (343-345). VEGFA, vazodilatasyon, anti-apoptoz ve damar
gecirgenliginin artmasi etkileriyle iyi bilinen anjiyogenik faktdrlerdendir (346). Reseptorleri ile
oosit gelisimi, implantasyon, fetal gelisme ve plasentasyon asamalarinda FLT1 geni ile birlikte
gorev alir (347). Genin fonksiyon kayiplarinda gebelik kayiplari, intrauterin fetal 6lim ve
biiylime geriligi ile preeklampsi goriilebilir (348, 349). FLT1 geninde (Olgu 8) saptanan varyant
(rs1158779072) ACMG kriterlerine gore patojenik olarak nitelendirilmis ve gnomAD veri
tabaninda 115.552 bireyin genom c¢alismasinda sadece 1 erkek bireyde heterozigot olarak
saptanmistir. FLT1 geninde saptanan bu varyantin etiyolojiyi aciklayabilecegi diigiiniilerek
benzer Oykiisii bulunan kizkardeste ayni varyantin calisilmasi kararlastirildi. Olgu 31°de
saptanan VEGFA gen varyant1 heniiz VUS olarak nitelendirilmis olup, tek basina etiyolojiyi bu

asamada aciklayamamaktadir.
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VEGF protein ailesi, tim bu islemleri yerine getirirken PROKR1 ve PROKR?2 ile de
etkilesimdedir (350). Prokinesitin denen peptid ailesi PROK1, PROK2 ve PK2L olmak iizere 3
tiye igerir. PROKI1, anjiyogenik mitojendir ve feto-maternal kan dolagiminin saglanmasinda
gorevlidir (350), PROK2 ise olfaktor ¢ikintinin gelismesinde etkindir (351). PROKRI1 ve
PROKR?2, bu proteinlerin reseptorleri olarak tim yolaklarda birlikte ¢alisir. PROKR2 beyin ve
testislerde; PROKR1 dalak, prostat, kalp ve damar hiicreleri gibi periferik dokularda yerlesirken;
disi tireme sisteminde, overler ve plasentada birlikte caligarak gebeligin devaminda rol oynarlar
(352). PROK1 overlerde hCG, 6strojen ve FSH ile diizenlenir (353), plasental faaliyetleri hCG,
PPARy ve hipoksi tarafindan saglanir (350, 354, 355). PROK2 ise santral sinir sisteminde
sirkadiyen ritmin etkisi altindadir (356). PROK2 ve PROKR?2 yolaginin iireme sistemi iizerine
etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan fare calismalarinda genler susturuldugunda insandaki
Kallmann sendromu benzeri fenotip olustugu goriilmiis (357), embriyolojik donemde overlerde
folikiillerin gelisimindeki kusurlar nedeniyle siklus bozukluklar1 oldugu tespit edilmistir (358).
PROKI1 ve PROKR sistemi erken gebelikte embriyonun implantasyonunda onemli bir yere
sahiptir (359) ve implantasyon penceresi doneminde anlatimlar1 artmaktadir (360). ilk
trimesterde PROK1’in etkisi ve PROKR?2 aracilig ile ekstravilloz trofoblastik hiicrelerin gogti,
invazyonu ve spiral arterlerin yeniden diizenlenmesi sonucu kan dolagimi saglanir (361).
PROK1, PROKR1 ve PROKR2 genlerinin gebelik kayiplariyla iliskili oldugu bildirilmektedir
(362-364). Ayrica 98 TGK oykiilii kadin ve 142 kontrol ile yapilan bir ¢alismada PROKR2 geni
V331IM polimorfizminin artmis gebelik kaybi riski ile iliskili oldugu gosterilmistir (365).
PROKR1 geninde (Olgu 18) saptanan varyant (rs200892456) ACMG kriterlerine gore VUS
olarak nitelendirilmis olmasina ragmen, in siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda
‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda 115.562 bireyin genom
calismasinda sadece 5 disi bireyde saptanmis olmasi (allel frekansi 0,0000433) bu olasilig1
desteklemektedir. PROKR1 geninde saptanan bu varyantin etiyolojiyi agiklayabilecegi kararina

varildi.

PROKR2 geni monoallelik patojenik varyantlart anosmili veya anosmisiz
hipogonadotropik hipogonadizm tip-3 ile iliskilendirilmekte olup (MIM #244200), digenik
kalittim (KALL1 ile) veya eksik penetrans gibi ozellikler gosterebilmektedir (366). PROKR2
geninde (Olgu 16) saptanan varyant (rs74315416) ACMG kriterlerine gore zararsiz olarak
nitelendirilmis olmasina ragmen, varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak
degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabaninda disi bireylerdeki allel frekansinin 0,00219 olarak

verilmesi bu olasiligi desteklemektedir. Olgumuzun sendrom ile iligkili bulgular
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bulunmamaktaydi; ancak, ayn1 varyantin ekspresivite degiskenligi drneklerinin olmasi (367) ve
hipotalamik amenore ile iliskilendirilmesi (368), ayrica TGK etiyolojisinde incelenmekte olan
aday varyantlardan biri olmast nedeniyle bu calismada degerlendirildi. 2012 yilinda yayimlanan
bir ¢alismada, antik donemlerden beri aktarilan kurucu etkisi (‘founder effect’) olan bir varyant
oldugu, tireme fonksiyonlar1 iizerine olasi etkileri ve santral sinir sisteminde embriyolojik
donemde etkin bir gen olmasina ragmen; ekspresivite degiskenligi ve digenik/oligogenik kalitim
kalibinda oldugunda tam fenotipik 6zelliklerini gosterebilmesi sayesinde korunarak aktarildigi
ileri stirtilmistli (369). Tiim bu ¢alismalar ile PROKR2 geninde saptanan bu varyantin gebelik
kaybt Oykiisii olmayan kizkardes ve annede incelenmesinin literatiire katki saglayabilecegi

diistinildii.

1.1.5. Embriyogenezde Etkin Genler

Fertilizasyon sonrasi zigotik asamadaki blastomerler ile yiiriitiillen calismalarda, erken
embriyogenezde paternal genom yerine maternal genomun daha etkili oldugu (370, 371),
preimplantasyon asamasinda oosit i¢indeki maternal gen iiriinlerinin ~%10 kadarinin blastosist
asamasina kadar aktif kaldig1 ve embriyonik gen aktivasyonu asamasina gegiste kritik rollerinin
bulundugu gosterilmistir (372, 373). YUT denemelerindeki implantasyon basarisinda da
maternal etkili genlerin 6nemi 6n plana ¢ikmaktadir (374). Embriyolojik gelisim basamaklarinda
aktif genlerden 9 olguda, 10 gende 10 VUS ve 1 patojenik olarak nitelendirilmis varyant
saptadik.

Hayvan deneylerinde Mater, Zarl ve Npm2 genlerinin fonksiyon kayiplariin
embriyonik genomun aktive olmasindan hemen 6nce, embriyonun gelisiminde duraklamaya yol

actig1 gosterilmistir (375-377).

Fertilizasyon sonrasinda, oositte depolanmis maternal RNA ve proteinler, embriyonun
kendi genomu aktiflesene kadar gorev yapar ve bu siire¢ ‘zigotik genom aktivasyonu (ZGA)’
olarak adlandirnlir (378). ZGA’da aktif anlatimi oldugu en iyi bilinen genlerden biri
ZSCAN4’tiir ve insan trofoektoderm hiicrelerinin transkriptom analizinde erken embriyolojik
donemdeki etkin genlerden biri oldugu tespit edilmistir (379). Fare ¢alismalarinda embriyonun 2
hiicreli asamadan 4 hiicreli asamaya gecisinde aktif oldugu bulunmus, yoklugunda ise
blastosistin biiylimesinin durdugu ve implante olamadigi gosterilmistir (380). Ayrica gen
iriinlinilin bir transkripsiyon faktorii olarak islev gordiigii, preimplantasyon asamasinda embriyo
gelisiminde genlerin aktivasyonu ig¢in anahtar rolii oldugu diisiiniilmektedir (381). ZSCAN4
geninde (Olgu 15) saptanan varyant daha once tanimlanmamistir. ACMG kriterlerine gére VUS
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olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’
olarak degerlendirilmesi, ‘novel’ bir varyant olmasi1 ve anlamsiz mutasyona yol agarak protein
seviyesinde terminasyona yol a¢masiyla etiyolojiyi acgiklayabilecegi diisiiniildii. Ayni olguda
perimplantasyon donemdeki embriyoda aktif olan PAPLN geni varyant1 saptanmistir. Bu gen
papilin proteinini kodlamaktadir ve fonksiyonlar1 Drosophila calismalarinda kesfedilmis;
gastrulasyon agamasinda ince matriks tabakalari igerisinde bulunan, fagositik hemositlerin gogii
ve bazal membranlarin gelisiminde etkin bir hiicre dist matriks glikoproteini oldugu
gosterilmistir. Genin susturuldugu model organizmalarin da embriyolojik donemde iken 6ldugi
goriilmistiir (382). Bu varyant (rs146740904), varyant degerlendirme tahmin aracglarinca
‘patojenik’ olarak degerlendirilmekle birlikte, ayn1 gende allel frekansinin (0,0000866) daha az
oldugu farkli varyantlarin (0,000119) zararsiz olarak tespit edilmesi nedeniyle VUS olarak
nitelendirilmistir. Tek basina etiyolojiyi agiklamamakla birlikte ZSCAN4 ile bir arada iken
fenotipe etki edebilecegi diisiiniildii. Iki fenotipik agidan normal ¢ocugu olan kizkardeste de
ZSCAN4 varyantinin arastirilmasi ve aralarinda akrabalik olmayan esinde ZSCAN4 ve PAPLN

tim gen dizi yapilmasi planlandi.

NOBOX geni, embriyonik genomun aktivasyonu ve blastosist gelisiminde 6nemli bir
role sahiptir. Folikiillerin gelisiminde direkt ve FOXL2 ile isbirligi icerisinde diger genlerin
anlatimlarii diizenleyerek indirekt etkilidir (383, 384). Germ hiicre kistlerinde ve biiylimekte
olan primordiyal folikiillerde yliksek oranlarda anlatimi olur. Fare embriyolar ile yapilan
caligmalarda Nobox, Zarl ve Dnmtl gibi erken embriyogenezde etkin kritik 6neme sahip
genlerin anlatimini etkiledigi gosterilmistir (385). Ayrica NOBOX, POY etiyolojisinde yeri
YND teknikleri sayesinde tespit edilmis genlerden biridir (386). Olgu 21°de saptanan varyant
(rs749172175) ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmesine karsin, varyant
degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri
tabaninda allel frekansinin 0,00000881 olarak verilmesi bu olasilig1 desteklemektedir. Olgunun
tartismasi POY ile iligkili genler basligi altinda verilmistir.

NOP14 geni ile herhangi bir hastalik/sendrom iligkilendirilmemis, fakat TGK oykiilii bir
ciftin gebelik kayb1 {irlinline yapilan TED analizinde homozigot patojenik varyanti saptanmistir
(344). Okaryotlar arasinda evrimsel olarak korunmus olan bu gen, 18S ribozomal RNA’nin
islenmesinde ve 40S ribozom alt biriminin olusmasinda etkindir (387). Zebra baligi
caligmalarinda fonksiyon kaybina yol acan homozigot mutasyonlarin anomalilere yol agarak
letal oldugu gosterilmis ve embriyolojik gelismede etkin olabilecegi diistintilmiistiir (388). Olgu
17°de tespit edilen varyantin (rs777356082) allel frekansmnin 0,0000261 olmasi1 ve varyant
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degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmesi nedeniyle etiyolojiyi
aciklayabilecegi diisiintildii. Varyantin etkisinin gosterilebilmesi i¢in aralarinda akrabalik
olmamasi nedeniyle esinde NOP14 tiim gen dizileme yapilmasinin ve gebelik iiriinlerinin

degerlendirilmesinin taniya katki saglayabilecegi kararina varildi.

Son yillardaki model organizmalardaki fonksiyonel ¢alismalar ile kesfedilen genlerden
biri olan CTBP2, farelerde basta serecbral korteks gelisimi olmak iizere embriyolojik donemde
aktiftir (389, 390). Bu gende (Olgu 13) saptanan varyant (rs150750718) ACMG kriterlerine gore
VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, in siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda
‘patojenik’ olarak degerlendirilmekte ve gnomAD veri tabanina gore hi¢ saptanmamis olmasi bu
olasiligt desteklemektedir. Olgunun esi ile akraba olmast OR kalittm modelini
diistindiirdiiglinden esinin de bu varyant agisindan incelenmesi planlandi. Este ayni varyantin

saptanmasi varyantin ‘patojenik’ etkisini destekleyecektir.

FREM2 geninin patojenik varyantlart OR kaliimli Fraser sendromu tip-2 (MIM
#617666) ve izole kriptoftalmi (MIM #123530) ile iliskilidir. Fraser sendromu, genito-iiriner
sistem anomalileri, sindaktili ve fasiyal dismorfizm ile karakterizedir (391) ve intrauterin 6liim
ile sonuglanmis gebelikler de bildirilmistir (392). Ik dort gebelik kayb1 sonrasinda septat uteri
saptanarak opere edilen Olgu 2’de operasyon sonrasinda da 8 gebelik kayb1 yasanmasi1 nedeniyle
olgu calismaya dahil edilmisti. Saptadigimiz varyant (rs375059201) ACMG siniflandirmasina
gore VUS, varyant degerlendirme tahmin araglarinda ise ‘zararsiz’ olarak degerlendirilmekteydi.
Olguda diger 3 gende biri patojenik, biri olast patojenik ve biri VUS varyant bulunmas1 TGK
etiyolojisi ile iliskili olabilir ancak, FREM2 geninin OR olmasi nedeniyle esinin de bu gen igin
incelenmesine ve tasiyicilik varsa gen iriinlerinin molekiiler ve klinik olarak

degerlendirilmesinin varyant degerlendirmesine katki saglayacagi diisiiniildii.

UBTFL1, erken embriyolojik gelisim evreleri, implantasyon ve embriyonik kok
hiicrelerde etkin bir gendir ve preimplantasyon dénemde anlatilmaktadir (393, 394). UBTFL1
geninde (Olgu 4) saptanan varyant (rs150750718) ACMG kriterlerine gore daha Once
tanimlanmamis bir varyant olmasi nedeniyle VUS olarak nitelendirilmis olmakla birlikte, in
siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘zararsiz’ olarak degerlendirilmistir. Bu veriler

15181nda saptanan varyantin etiyolojiyi agiklamakta yetersiz oldugu diisiiniildii ve diglanda.

HSF1 geni oogenez, spermatogenez ve plasenta gelisiminde etkin 1s1 sok proteinlerini
uyarict etki yapan 1s1 sok transkripsiyon faktorii-1’1 kodlar (395). Geni susturulmus disi farelerin

ovumlarinin  fertilize olabilmelerine ragmen, embriyolarinin zigot asamasindan ileri
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gidemedikleri gosterilmis, yabanil tip varyant tasiyan spermlerin de bu durumu degistirmemesi
tizerine maternal etki gosteren genlerden biri oldugu anlasilmistir (396). HSF1 geninde saptanan
varyant (rs1564620538) (Olgu 6) ACMG kriterlerine gére VUS olarak nitelendirilmis olmakla
birlikte, varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak degerlendirilmesi ve
gnomAD veri tabaninda verilen genomik verilerde 115.434 disi bireyde sadece bir adet
saptanmis olmasi (allel frekans1i 0,00000866) bu olasiligr desteklemektedir. Ayni olguda
patojenik bir varyant SLAIN1 geninde saptanmistir. Bu gen ile iligkili prenatal ya da postnatal
heniiz herhangi bir hastalik bildirilmemis olmakla birlikte, yapilmis calismalarda, fare ve
insanda embriyonik kok hiicrelerde ve embriyolojik gelismede aktif ve hipokampal noronlar
basta olmak {izere beyinde aksonlarin gelisiminde etkin oldugu gosterilmistir (397). Aralarinda
2.° kuzen evliligi olan ¢iftimizde, es SLAIN1 gen varyant1 i¢in dizilendi ve varyanti tagimadigi
goriildii. Genetik etiyolojinin agiklanmasinda HSF1 geninin dislanmasi i¢in olgunun kizkardesi
ve annesinin de gebelik oykiileri goz Oniine alinarak dizilenmesi ve este saptanmayan ve ilgili
boliimde tartistigimiz siliyopati ile iliskili CEP290 ve SLAIN1 genleri i¢in tiim gen dizilenmesi
taniya katki saglayacaktir.

IGSF10 geni embriyolojik donemde gonadotropin aksinin gelisiminde etkindir.
Monoallelik patojenik varyantlarinin gecikmis puberte ile iliskili oldugu ve zebra baliklari ile
yapilan fonksiyonel ¢aligmalarda susturuldugunda GnRH néronlarinin go¢iiniin bozuldugu tespit
edilmistir (398). POY etiyolojisinin agiklanmasi i¢in yapilan TED analizlerinde, hem OD hem
de OR kalitim kalibina uyan ovaryan yetmezlik ile iliskili bulunmus iken, Kallmann fenotipi
gosteren bir olguda biallellik anlamsiz gen mutasyonu saptanmistir (399). IGFS10 geninde
(Olgu 7) saptanan varyant (rs150750718) ACMG kriterlerine gore VUS olarak degerlendirilmis
olmakla birlikte, anlamsiz mutasyona yol agarak varyant degerlendirme tahmin araglarinda
‘patojenik’ olarak degerlendirilmesi ve gnomAD veri tabaninda allel frekansinin 0,0000669
olarak verilmesi bu olasilig1 desteklemektedir. Kizkardeste ve annede de gebelik kayb1 dykiisii
oldugundan IGSF10 geninde saptanan bu varyant i¢in onlarin da incelenmesinin varyantin

degerlendirmesine katki saglayabilecegi diistiniildii.

WNTG6 geninin endometriyumun desidualizasyonunda (407) ve embriyo 8 hiicreli
asamada iken anlatim yaptig1 gosterilmis (408), Cin’de TGK 6ykiilii 100 kadin ile yapilan bir
calismada WNT6 gen varyantlarinin etiyoloji ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (247). WNT6
geninde (olgu 11) saptanan varyant (rs142171369) ACMG kriterlerine gore VUS olarak
nitelendirilmis olmakla birlikte, varyant degerlendirme tahmin araglarinda ‘patojenik’ olarak

degerlendirilmektedir. Varyantin patojenitesinin degerlendirilmesinde olgunun kizkardeglerinin
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ve annesinin de incelenmesi katki saglayabilecektir.

1.1.6. Epigenetik Mekanizma ile Diizenlenen Genler

Embriyogenezde, paternal ya da maternal genetik materyalin segici olarak baskilandigi
(‘imprinting’) genomik bir denge vardir. Embriyonun temel gelisiminde maternal,
ekstraembriyonik dokularin farklilasmasinda ve gelismesinde ise paternal genler aktiftir.
Maternal genom, embriyonun biiylimesini annenin kendisine zarar vermeyecek sekilde
diizenleme egiliminde iken, paternal genom siirekli biliylimeyi tesvik eder (409). Plasental
dokularin farklilagmasi, hormonlar ve biiyiime faktorleri aracilifiyla metabolizmanin
diizenlenmesi de bu mekanizmayla kontrol edilir (410). Calismamizda, bir olguda (Olgu 13)
aktivitesi epigenetik mekanizma ile kontrol edilen IGF2 geninde patojenik bir varyant saptadik.

IGF2, genomik baskilanma mekanizmasi ile maternal allelin susturuldugu ve paternal
allelin aktif kaldigr genlerdendir. Genin metilasyonunda bozulma oldugunda Beckwith-
Wiedemann sendromu ortaya ¢ikar (MIM #130650). IGF2, graniiloza hiicrelerini apoptozdan
koruyan ve diizgiin bir mikrogevre olusmasini saglayan faktorlerden biridir (411). IGF2’nin,
insan luteinize graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunu, Ostradiol ve progesteron {iiretimini
uyardign gosterilmistir (412-414). One siiriilen hipotezlerden biri de gebelik esnasinda
endometrial LIF anlatim1 diizenlenmesinde IGF1lve IGF2’nin hCG benzeri etki gosterdigidir
(415). 38 gebelik kaybi materyalinde yapilan bir calismada IGF2, PEG10, PHLDA2 ve
CDKN1C gibi parental kokene gore baskilanan genlerin ekspresyonlarmin normal gebeliklere
gore farklilik oldugu gosterilmistir (416). Gebelik kayiplarinda siklikla maternal allellerin
baskilanmasi gereken genlerde yiiksek oranlarda hipometilasyona oldugu tespit edilmistir (409).
Ayrica fare plasentalarinda azalmis Igf2 gen anlatimi kiigiik plasenta ve intrauterin gelisme
geriligi ile iligkilendirilmistir (417). Bliylimeyi saglayan IGF2 geninde, baskilanma defekti ile
maternal allelin aktif kalmasiin, ya da maternal alleldeki fonksiyon kaybina yol agan bir
varyantin fetal gelisimi engelleyici etki gosterecegi diisiliniilebilir. IVF uygulanan kadinlarin
folikiiler sivisinda yiiksek diizeyde IGF2 bulunmasinin oosit olgunlagmasi1 ve erken embriyo
gelisimi i¢in iyi prognoz gostergesi oldugu gosterilmistir (418). FSH ile birlikte CYP19A1
geninin aktivasyonunu saglar. IGF2 olmadiginda bu aktivasyonu gergeklestiremeyen ve LH
salmmmina cevap olarak yeterli Ostrojen iiretemeyen graniiloza hiicreleri, korpus luteumun
devamliligini da saglayamaz. FSH ve IGF2 arasindaki birliktelik insan graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonu ve farklilasmasi i¢in kritik ve gebeligin devamliliginda gerekli oldugu

diisiiniilebilir (419). Olgumuzda IGF2 geni, HGMD veritabaninda esas alinandan farkli bir
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transkriptinde saptanan (NM_001127598.2) ve anlamsiz mutasyona yol acan varyantin aile i¢i
segregasyon analizinde, olgunun babasinin da monoallelik olarak tagidig tespit edildi. Paternal
allelin aktif anlatim yapan allel olmas1 nedeniyle olgumuzda etiyolojiyi aciklamakta giiglii bir

aday olarak degerlendirildi.

1.1.7. immiin Regiilasyonda Etkin Genler

Serimizde, immiin cevap ve yolaklarinda etkin 2 gende 2 farkli varyant 2 olguda
saptanmisti; CXCL8 ve HLA-DRB5 (Olgu 22) ile HLA-DRB5 (Olgu 23) varyantlaridir.

Olgu 12°de bulunan immiinite ile iligkili 2 genden biri olan CXCL8 (IL8) oldukga iyi
bilinen bir sitokin olan IL8’i kodlar. Sebebi agiklanamayan TGK olgu grubunda gen
anlatimindaki farklarin etkili oldugu distinilmektedir (425). Serimizde CXCL8 geninde
saptanan varyant (rs536774132) VUS olarak smiflandirilmis olmasina ragmen gnomAD veri
tabaninda 0,00000872 allel frekansi ile nadir goriilen bir varyant olarak belirtilmekte ve in siliko
tahmin araclarinda patojenik etki beklenmektedir. Bu varyantin klinik etkisi i¢in daha fazla

olguda saptanmasi beklenmelidir.

HLA-DRBS geninde 2 olguda aym1 kirpilma bolgesi varyanti (rs79192142) saptandi.
Otoimmiiniteye yatkinlik ve otoimmiin tiroid hastaliklari ile iliskilendirilmekte olan bu genin,
artmis anlatimi ve varyantlarinin TGK etiyolojisinde yeri olabilecegi belirtilmistir (426, 427).
Bu varyant ACMG kriterlerine gére VUS olarak siniflandirilmakta, fakat tahmin araglarinda
‘zararsiz’ olarak nitelendirilmekte oldugundan Olgu 13’teki etiyolojiyi tek basina
aciklayamayacagi diisiintildii. Olgu 12°de ise CXCL8 ve HLA-DRB5 gen varyantlarinin birlikte
goriildiigiinden direkt etkilesimleri olmamasina ragmen ayni1 yolak iizerine etki gdsterdikleri goz
Oniine alinarak etiyolojiyi agiklayabilecegi diisiiniildii. Eldeki bu veriler bugiin i¢in yetersiz

olarak degerlendirildi.

1.1.8. Hiicre Boliinmesi / Dongiisiinde Etkin Genler

Hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalma i¢in izledikleri 4 asamadan olusan bir hiicre dongiisii
Oriintiisii vardir; esas boliinme evresi (M fazi), DNA replikasyonu evresi (S fazi), hiicrenin
RNA, protein gibi materyallerini sentezledigi ve biiylidiigli G1 fazi ile hiicre bdliinmesine
hazirlandigt G2 fazi. Bu asamalarda siirecin diizgiin isleyip islemediginin degerlendirildigi
bir¢ok kontrol noktasi vardir. Siklinler ve siklin bagimli protein kinazlar tarafindan kontrol

edilen dongii RB1, TP53, CDKN2A genlerinin aktif oldugu G1/S kontrol noktasi; hiicre boyutu,
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DNA tamiri ve replikasyonun degerlendirildigi G2/M kontrol noktasi ve tiim kromozomlarin
tubulin igciklerine tutunup tutunmadig1 ya da metafaz-anafaz gecisinin temel alindigit M fazi
kontrol noktalarinda denetlenir. Boliinmeyen ve stabil konuma gecen hiicreler i¢in GO fazi

terminolojisi kullanilir.

Calisma kapsaminda 6 olguda, hiicre dongiisiinde etkin 6 gende bir patojenik ve 5VUS olarak
nitelendirilmis varyant saptandi. Bu genler; LRIF1 (Olgu 6), CCNA2 (Olgu 15), MCM2 ve 4
(Olgu 25), MTOR (Olgu 31) ve SPICE1’dir (Olgu 4).

LRIF1 geni, ayn1 isimli ligand bagimli niikleer hormon reseptorii aktivatorii olan
proteini kodlar. Bu gen ile iliskilendirilmis herhangi bir hastalik veya sendrom bulunmamakla
birlikte, 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, hiicre dongiisiinde hiicrenin se¢ecegi yolun kararini
vermede aktif rolii oldugu ve heterokromatin protein la ile birlikte mitoz boélinmede
kromozomlarin sentromerlerden ayrilmasinda gorev aldigi gosterilmistir (438). Olgu 6°da
saptadigimiz LRIF1 gen varyantt ACMG siniflandirmasiyla VUS olarak nitelenmis, varyant
tahmin araglarinda hem ‘patojenik’ hem de ‘zararsiz’ olabilecegi belirtilmistir. Daha Once
saptanmamis olan bu varyant ile iligkili bilginin yetersiz olmasi nedeniyle tek basina genetik

etiyolojiyi aciklayamayacag diistiniildii.

CCNA2 geni siklin A2 proteinini kodlar. Siklin bagimli kinazlar CDK1 ve CDK2’ye
baglanarak ve/veya etkileserek G1/S ve G2/M gegisini tetikler (439). Farelerle yapilan
caligmalarda Ccna2 geni susturuldugunda implantasyon dncesi letal etkili oldugu gosterilmistir
(440). 2019 yilinda yaymlanmis baska bir c¢aligmada, CCNA2 geni ¢alismadiginda
trofobolastlarin goglinlin durdugu, p53 yolagimin aktiflestigi ve trofoblast apopitozuna giden
siirecin bagladig1 gosterilmis; TGK etiyolojisinde bu yolaklarin etkisinin olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (441). Olgu 15’te saptadigimiz VUS olarak smiflandirilmis CCNA2 varyanti
(rs199853275) icin  gnomAD  verileri  degerlendirildiginde  ‘zararsiz’  olabilecegi

diistintildiiglinden etiyolojinin a¢iklanmasinda yetersiz bulundu.

DNA replikasyonunu diizenleyen proteinleri kodlayan MCM- genleri hormonal kontrol
altinda endometriyal hiicre dongiisii ve proliferasyonda yer alirlar (442). DNA replikasyonu,
heterohekzamerik minikromozom devamlilik kompleksine (MCM) ve beraberinde helikaz
aktivitesine ihtiyag duyar. Bu kompleks hiicre siklusunun Gl asamasinda kromatin
diizenlenmesinde gorevlidir, aktive olmasiyla helikaz enzimi DNA’y1 agar ve replikasyon catali
olusur (443). Hayvan caligmalarinda Mcm genlerindeki biallelik patojenik varyantlarin prenatal
veya postnatal donemde letal etkili oldugu gosterilmistir (444). 2019 yilinda yayinlanmig Mcm2

ve Mcm4 genleri susturulmus bir calismada fare embriyolarinin 6zellikle disi embriyolarin
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erkeklere oranla daha fazla 61diigii saptanmistir (445). Bu cinsiyetler arasindaki dikkat ¢eken
farkliligin disilerde, Mcm yoklugunda ¢GAS-STING inflamasyon yolagmin daha fazla aktif
olmasiin olabilecegi, testosteron hormonunun anti-inlamatuvar 6zelliginin erkek embriyolari
nispeten korudugu one siiriilmiistiir (445, 446). Bunun yaninda endometriyal stromal hiicrelerin
hormonlara yanit olarak proliferasyonu ve poliploidizasyonu hiicre siklusunu kontrol eden
faktorlerin etkisiyle gergeklestigi belirtilmistir (447, 448). Fare endometriyumlar1 ile yapilan
bagska bir calismada Mcm2-7 proteinlerinin implantasyon bdlgelerinde artmig anlatiminin
oldugu, desidualizasyon i¢in elzem olduklari, Mcm2’nin progesteron salinimi ile aktive oldugu
gosterilmistir (443). Olgu 25’te MCM2 ve MCM4 genlerinde VUS olarak nitelendirilen iki
varyant tespit edildi. Aynm1 yolak ve kompleks icerisinde bulunan bu genlerin patolojilerinin
digenik kalitim kalibinda etkili olabilecegi diistiniildii. Taniya katki saglamasi amaciyla olgunun

kiz kardeslerinde ve annesinde iliskili varyantlarin incelenmesi kararlastirildi.

MTOR geninin kodladig1 protein kinaz ana metabolik yolaklarin temelinde yer alan,
fizyolojik diizen igerisinde elzem molekiillerden biridir; hiicre biiylimesinde, glukoz
metabolizmasi ve lipogenezde etkindir (449). mTOR, yapisal olarak farkli iki kompleks olan
mTORC1 ve mTORC2’nin katalitik alt birimini olusturur. mTORCI hiicre biiylimesini ve
cogalmasini arttirirken, aktivitesi tiiberoskleroz kompleks 1 ve 2 tarafindan bastirilir (450). Fare
calismalarinda, mTOR aktivatorlerinin primordial (451) ve sekonder folikiil biiylimesini aktive
ettigi (452) ve primordial folikiil aktivitesinin diizenlenmesinde PI3K-AKT ve mTOR sinyal
yollarinin birlikte ¢alistifi gosterilmistir (453). MTOR geninde saptadigimiz varyant, ACMG
kriterlerine gore ‘patojenik’ olarak siniflandirilmistir (rs768374086). Olgu 21’de NOBOX
geninde VUS kategorisinde degerlendirilen diger varyant ile goz Oniine alindiginda, MTOR
geninin etiyolojiyi agiklamakta daha giiclii bir aday oldugu diisiiniildii. Ik asamada olgunun
ebeveynleri ve kardeslerinde segregasyon c¢alismasi yapilmasi ve este MTOR tiim gen
dizilenmesi; ayrica NOBOX geninin OD kalitim ile etki gosterecegi goz Oniine alinarak olgunun

annesinde iligkili gen varyantinin incelenmesi planlandi.

SPICE1 geni tarafindan kodlanan protein, hiicre siklusunda etkindir ve mitozda
sentriyollerin yapisinda bulunur (454). Sentriyollerin duplikasyonunda CDC52 ve CEP120
proteinleri ile birlikte calisir (455). HelLa hiicreleri ile yapilan caligmalarda anlatimi
durduruldugunda hiicrelerde ciddi mitotik boliinme hatalar1 olustugu gozlenmistir  (454).
Cergeve kaymasi mutasyonuna yol agan SPICE1 gen varyanti, ACMG kriterlerine gore VUS
olarak degerlendirilmesine ragmen daha 6nce hi¢ saptanmamistir ve varyant tahmin araclarinda

‘patojenik’ etkili olacagr belirtilmektedir. Bu nedenle, varyantin Olgu 4’te etiyolojiyi
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aciklayabilecegi diisiiniildii. Olgunun annesinde de gebelik kayb1 6ykiisii olmasi nedeniyle OD;
hem anne ve babasinin dykiisiinde, hem de esi ile arasinda akraba evliligi 6ykiisii nedeniyle OR
kaliim gosterebilecegi goriildi. Kalittm modelinin belirlenmesi ve etiyolojideki yerinin

gosterilmesi i¢in anne, baba ve esinde varyantin incelenmesi kararlastirildi.

1.1.9. DNA Hasar1 Tamir Yolagi

DNA’da olusan hasarlarin tamiri; direkt tamir, baz eksizyon tamiri, niikleotid eksizyon
tamiri, yanls eslesme tamiri ve replikasyon sonrasi tamir olarak farkli yolaklarla gerceklesir.
Yanlis eslesme tamir yolagi, genom biitiinliigiiniin saglanmasinda ve devaminda elzemdir, yanlis
eslesmis bazlarin DNA’dan c¢ikarilmasini, rekombinasyonun diizenlenmesinin ve mayoz
boliinmedeki kromozom segregasyonunu saglamaktadir (456-458). Mayoz boliinme profaz I’in
erken asamalarinda homolog kromozomlar arasinda sinapsis denilen bir fiziksel temas meydana
gelir; ¢ift zincir DNA kingi, parga degisimi ve ardindan DNA tamiri ile homolog
rekombinasyon gerceklesir, buradaki DNA hasar1 planli ve genetik materyallerin paylasimi
acisindan onemlidir. DNA hasar1 tamiri yolaklarinda 5 olguda, 5 farkli gende 4adet VUS ve 1
adet zararsiz olarak nitelendirilmis varyant saptandi. Bu genler; MCM8 (1), MSH5 (Olgu 15),
EXO1 (Olgu 13), ERCC6 (Olgu 5) ve MMS19°dur (Olgu 4).

MCM8 gen iiriinii, MCM2-7 kompleksi gibi replikasyonun ana basamaklarindan birinde
rol oynamaz; MCM9 ile kompleks olusturur, RADS51’in DNA hasarinin oldugu bdlgeye
gelmesini saglar ve pakiten evresinde gerceklesen homolog rekombinasyonda ve gametogenezde
gorev alir (463). Genin susturuldugu fare c¢alismalarinda fonksiyon kayiplarinin POY ve
infertiliteye yol acabilecegi gosterilmistir (464). YND teknolojilerinin kullanimiyla birlikte
MCMS biallelik patojenik varyantlart POY etiyolojisi ile iliskilendirilmistir (465). Olgu 1’de
heterozigot formda saptamis oldugumuz MCM8 geni varyantinin (c.482A>G; p.HI61R) ayni
genomik lokasyonda farkli niikleotit degisiminin biallelik formu (c.482A>C; p.H161P) 2017
yilinda primer amenore, atrofik overler ve uterusun oldugu bir olguda bildirilmistir (466). Olgu

1’deki varyant monoallelik oldugundan etiyolojiyi agiklamada yetersiz bulunmustur.

Memelilerde MutS (MSH2-6) ve MutL (MLH1 ve 3, PMS1-2) homologlari tamir
yolaklarinda etkin protein grubunu kapsar. Mayoz bdliinmenin profaz I agsamasinda MSH4 ve
MSHS5 MutSy heterodimerini olusturur, par¢a degisiminin oldugu pakiten evresinde MLH1 ve
MLH3’iin olusturdugu heterodimer ile etkilesime girer (457). Fareler ile yapilan ¢alismalar
sonrasinda, Msh4 veya Msh5 fonksiyon kayiplarinda profaz I’in erken asamalarinda bdliinmenin

durdugu, homolog kromozomlar arasindaki sinapsislerin bozuldugu belirtilmistir (467, 468).
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Mayoz boéliinme ve homolog rekombinasyonda aktif genlerden biri olan MSH5’in embriyolojik
donemde overler ve adrenal bezde, yetiskinlerde graniiloza hiicrelerinde aktif anlatiminin oldugu
bulunmus, patojenik varyantlart POY ile iligkilendirilmistir (469). MSH5 geninde tespit edilen
varyant, VUS kategorisinde siniflandirilmis olmasina ragmen literatiirde bildirilen MSHS gen
varyantlarinin ~%96 (29/30) oraninda zararsiz oldugunun gosterilmesi nedeniyle (BP1) Olgu
15°teki etiyolojiyi agiklayamayacagi diisiiniildii.

MLH1-MLH3 heterodimeri ile etkilesime giren proteinler arasinda EXO1 (5°-3°
ekzoniikleaz) de vardir, maya ve fareler ile yapilan c¢alismalarda metafaz 1 asamasinda etkin
oldugu gosterilmistir (470-472). Ayrica EX0l geninin biallelik olarak susturuldugu disi farelerde
infertilite tespit edilmis, fakat ekzojen gonadotropin tedavisi ile normal folikiiler gelisim
olabilecegi One siiriilmiistiir (470). 2008 yilinda yapilan bagka bir ¢calismada, Exo1’in mayozdaki
par¢a degisimi esnasinda Mlh1-Mlh3 heterodimerini stabilize ettigi, bu gen susturuldugunda
oositlerin yaklasik %85’inin metafaz 1 asamasinda durakladigi gosterilmistir (473). EXO1
geninde tespit edilen varyant, ACMG kriterlerine gére VUS olarak degerlendirilmesine ragmen,
daha once hig¢ tespit edilmemis bir varyant olmasi, tek niikleotid delesyonu ile proteinde erken
sonlanmaya yol a¢gmasi nedeniyle patojenik etkili olma olasiliginin yiiksek oldugu diisiiniildii.
Olgu 13’te IGF2 gen varyantinin paternal allelin aktif olacagi diisiiniilerek 6n planda tutuldu.
EXO1’in monoallelik patojenik varyantlarinin ve IGF2 geni ile birlikte etkisinin fonksiyonel

calismalarla incelenerek tantya katkisinin olabilecegi diisiintildii.

CSB-PGBD3 olarak da bilinen ERCC6 geni patojenik varyantlari Cockayne sendromu
ile iliskilendirilmektedir (MIM #133540); anlatimin1 yaptig1 protein, DNA hasar bolgelerindeki
duraklayan RNA polimeraz II'yi baglar (474), mayoz boliinme, homolog rekombinasyon ve
oositlerdeki DNA hasar1 tamirinde etkindir. Monoallelik varyantlarinin POY etiyolojisinde rolii
oldugu tespit edilmistir (475). ERCC6 geninde (Olgu 5) saptadigimiz varyant (rs200697187),
ACMG’ye gore VUS ve bazi varyant tahmin aracglarina goére de zararsiz olarak

nitelendirildiginden etiyolojiyi aciklamayacagi kararlastirildi.

MMS19 geni niikleotid eksizyon tamiri ve RNA polimeraz II transkripsiyonunda yer alir
(476). Patojenik varyantlar1 metiyonin sentezinde kusurlara, genotoksik strese karsi hassasiyetin
artmasina ve telomerlerin kisalmasina yol agar (477). Sadece niikleer DNA’nin degil dkaryotik
hiicreler i¢in olmazsa olmaz enerji kaynagi olan mitokondrinin de DNA’sinin tamirinde
gorevlidir (478). MMS19 geninde saptanan ACMG’de VUS Kkategorisinde nitelendirilmis

varyant (rs373557835), tahmin araglarinda patojenik olarak belirtilmesine ragmen, literatiirdeki
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gen varyantlarinin hemen hepsinin zararsiz olmasi nedeniyle etiyolojideki rolii netlesememistir.
Olgu 4’te oncelikli olarak SPICEL gen varyantinin incelenmesi, gerek duyuldugunda MMS19

segregasyon analizine gecilmesi planlandi.

1.1.10. Siliyopatilerle iliskili genler

Siliyopatiler, siliya yapisinin veya fonksiyonlarmin etkilenmesi/bozulmasi ile ortaya
cikan bir grup genetik, multisistemik hastaliktir. Genellikle biligsel yetersizlik, bobrek kistleri,
retinal kusurlar ve polidaktili ile iliskilendirilmekte olup, situs inversus olgularinda da ilk akla

gelen hastalik grubudur.

Siliyalar, GO/G1 ve S fazinin baslangicinda, mitotik igciklerin sentriyoller tarafindan
diizenlenmesinden once olusan yapilar ile hiicre siklusunda gorevlidirler. CP110 proteini
sentrozomlarin duplikasyonunda ve sitokinez asamasinda CEP97 ve CEP290 proteinleri ile

etkileserek gorev alir (479, 480).

Siliyopatiler genellikle OR kalitim modeline uyar; Shh, Wnt ve PDGF yolaklarinda
kusurlar meydana gelir (481). Hareketli siliyanin temel aksonem hareketlerinin bozuldugu
hastalik Primer Siliyar Diskinezidir (PSD-Kartagener sendromu). PSD olgularinda erkek
infertilitesi 1y1 bilinmekle birlikte, fallop tiiplerindeki hareketli siliya yapisinin da bozulmasi
nedeniyle subfertilite goriilebilecegi (482) ve progesteron etkisiyle siliyar kamg¢1 benzeri hareket
azaldig bildirilmistir (483). Siliyalar ile iligkili genlerin susturularak etkilerinin gézlenmesi
amaciyla yapilan hayvan caligmalarinda, biiyiik bir ¢ogunlugunun embriyolojik dénemde

oliimciil oldugu bulunmustur.

Calisgmamizda 12 olguda, siliya ile iligkili 13 gende, patojenik olarak nitelendirilmis 10
ve VUS olarak nitelendirilmis 6 varyant saptadik. Bu genler; TTC21B (Olgu 1), NEK4 (Olgu 1),
CEP290 (Olgu 6 ve 20), CCDC141 (Olgu 6), DYNC2H1 (Olgu 8), GLI3 (Olgu 10), PKHD1
(Olgu 11), CELSR1 (Olgu 11), CCNO (Olgu 13), PKD1L1 (Olgu 13), KIF13A (Olgu 22),
CEP131 (Olgu 25) ve CFTR’dir (Olgu 1, 2 ve 23).

Olgu 1’de TTC21B, CFTR ve NEK4 olmak {iizere {i¢ farkl: siliyopati ile iligkili gen tespit
ettik. NEK4 geni, hiicre siklusu ve boliinmesinin kontroliinde etkindir ve siliyopati fenotipi olan
olgularda yapilan ¢alismalarda saptanan aday genlerden biridir (487, 488). TTC21B geni 29
ekzon igcermekte olup, patojenik varyantlari nefronofitizis tip-12 (Joubert sendromu tip-11;
OD/OR kalitimli; MIM #613820) ve asfikse edici torasik displazi tip-4 (OR; MIM #613819) ile
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iligskilendirilmistir (489). Fragellar transport-A kompleksinde IFT139 (THM1) proteinini kodlar
ve susturuldugu fare calismalarinda, embriyolarin ekstremite, gz ve beyin gelisiminde
anomalilerin oldugu gorilmistiir (490, 491). Her iki genin varyantt da patojenik olarak
nitelendirildi. TTC21B geni ile iliskilendirilmis sendromik olgular oldugundan Olgu 1 ve esinde
ilk asamada bu varyant incelendi (rs779134983). Esin de aymi varyanti heterozigot olarak
tasidigr gorildii ve olgunun siliyopati bulgular tasiyan gebelik kaybi Oykiisii oldugundan
etiyoloji ile iligkilendirildi. NEK4 gen varyanti incelenemediginden este de incelenmesi ve

olgunun tamamlanmasi planlandi.

Siliyopatilerin genetik etiyopatogenezinde iyi bilinen genlerden olan CEP290°da, iki
olgumuzda (Olgu 6 ve 20) farkli noktalarda patojenik olarak simiflandirilmis tek niikleotid
delesyonlart bulundu. CEP290 (NPHP6) 54 ekzonlu bir gen olup, Leber’in konjenital amarozu
tip-10, Senior-Loken sendromu tip-6, Meckel sendromu tip-4, Bardet-Biedl sendromu tip-14 ve
Joubert sendromu tip-5 ile iliskilendirilmektedir. Cergeve kaymasi ya da stop kodon ile sonlanan
varyantlarin 6liimciil fenotip ile iligkili oldugu diistintilmektedir (492). Olgu 6 ve esi arasinda
akrabalik olmas1 nedeniyle ilk agama olarak esinde rs781310385 varyanti1 incelendi, fakat esin
tasimadig1 tespit edildi. Sonraki asamada genin biiyiikliigli ve Sanger dizilemenin zorlugu
nedeniyle olgunun esinde de TED analizi, Olgu 20’nin esinde ise sadece CEP290 geninin
dizilenmesi planlandi. Olgu 6’da saptanan bir diger siliya ile iliskili gen olan CCDC141’in
(2931.2) fonksiyonlar1 tam olarak ¢6ziimlenememis olmakla birlikte fare ¢calismalarinda, GnRH-
olfaktdr sistemin ve kortikal ndronlarin gelisiminde aktif oldugu ve aksonlarin gogiinde yer
aldiklar1 gosterilmistir. Gen susturuldugunda hipogonadotropik hipogonadizm (Kallmann
sendromu) fenotipi olustugu, GnRH néronlarinin go¢iiniin embriyolojik donemde CCDC141
geninin oldugu bir yolak ile saglandig, eksikliginde pulsatil GnRH saliniminin bozularak tireme
sistemini etkileyebilecegi sdylenmistir (493). CCDC141 geninde saptadigimiz varyant
(rs764893847) ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelenmis, varyant tahmin araglarinda
patojenik olarak degerlendirilmesine ragmen 0,000232 ile literatiirde ayni1 gendeki zararsiz
varyantlarin allel frekanslarma gore daha yiiksek olmasi nedeniyle (0,000177) fenotipik etki
beklenmedigi belirlenmistir. Bu nedenle etiyolojiyi agiklamakta yetersiz goriilmils ve

dislanmistir.

DYNC2H1 geni patojenik varyantlari, kisa-dar toraks ve/veya polidaktili sendromu tip-3
(Asfikte edici torasik displazi; MIM #613091) ile iliskilendirilmis olup, siliya ve IFT
fonksiyonlarinda 6nemli yere sahiptir ve dinein organizasyonunu diizenler (494). OR kalitimh

Asfikte edici torasik displazide toraksin kisa ve dar olusuna bagli solunum problemleri, bébrek
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anomalileri ve iskelet tutulumu sik goriilen bulgular arasindadir, nadiren farkli organ anomalileri
de goriilebilir ve NEK1 geni patojenik varyantlar1 ile digenik kalitim gosterebilir (495). Agir
tutulumlu olgularda intrauterin veya yenidogan doneminde 6liim goriilebilecegi bildirilmistir
(496). DYNC2H1 geninde (Olgu 8) saptadigimiz varyant (rs372499560) VUS seklinde
degerlendirilmesine ragmen, varyant tahmin araglarinda patojenik etki beklendigi sdylenmekte
ve allel frekansi olarak 0,0000382 verilmektedir. Olgu 8’de FLT1 geni etiyolojiyi agiklamakta
on planda tutuldu. Aile segregasyonu ile iligskisi saglanamazsa DYNC2H1 geninin olgunun

esinde de incelenmesi planlandi.

GLI3, ¢inko parmak motifi iceren Shh yolaginin bir pargast olan ve OD kalitimli Greig
sefalopolisindaktili (MIM #175700) ve Pallister-Hall sendromu (MIM #146510) gibi gelisimsel
bozukluklarin oldugu hastaliklarla iligkilendirilmis bir gendir. Farelerle yapilan c¢aligmalarda
embriyolojik donemde iskelet gelisiminde etkin oldugu gosterilmistir (497). GLI3 geni anlamsiz
mutasyonlarinin homozigot formda oldugunda embriyolojik donemde letal etki gdsterdikleri
tespit edilmistir (498). Olgu 10’de saptadigimiz varyant (rs121917710) VUS olarak
nitelendirilmekte, fenotip {izerine zararsiz oldugunu bildiren yayin nedeniyle etiyolojiyi

aciklayamayacag diistintildii (499).

PKHD1 geni, neonatal veya intrauterin donemde letal olabilen OR gecisli Polikistik
bobrek hastaligr ile iliskili olup (MIM #263200), fibrosistin proteinini kodlayan 66 ekzonlu
bliylik bir gendir, embriyogenezde aktiftir. Ayn1 zamanda boliinen hiicrelerde mitotik igciklerin
yapisina katildigr gosterilmistir (500). Olgu 11°de saptanan patojenik olarak nitelendirilmis
PKHD1 varyantinin (rs137852944) etiyolojide yeri olabilecegi diisiiniildii. Ayn1 olguda VUS
kategorisinde varyant saptadigimiz CELSR1 geni, embriyolojik donemde santral sinir
sisteminin gelistigi ve noral tiip yapisinin olustugu noriilasyon asamasinda aktif bir gendir.
Aksonal gelisme, ventrikiiler ve dis graniiler tabakalar basta olmak {izere nodronal Onciil
hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rolii vardir (501). Bu asamada Wnt, Shh gibi temel
yolaklarin aktif olmasmin yani sira, hiicre adezyonu, sitoiskeletin diizenlenmesi ve apoptotik
yolaklarda etkindir (502). Fareler lizerinde yapilmis yolak incelemelerinde Celsrl gibi genlerin
susturulmasmin kraniorakisizi (omurga ve kafatasinin konjenital fissiirii) ve koklear
bozukluklara yol agtig1r gosterilmistir (503). Esiyle aym1 kdyden olan ve akraba evliligi
olasiligimin yiiksek oldugu diisiiniilen ¢iftimizde etiyolojide OR kalitiml1 bir patolojinin {izerine
durulmasi ve Oykiilerinde total spina bifidali fetus olmasi nedeniyle ilk asamada CELSR1 gen

varyantinin ve ardindan tiim genin, sonraki asamada da PKHD1 geninin incelenmesi planlandi.
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CCNO geni, OR kalitimli primer siliyar diskinezi tip-29 ile iligkilendirilmis olup (MIM
#615872) urasil DNA glikozilaz II’yi kodlar ve hiicre siklusunda etkindir. Ayrica Mayis 2020°de
yaymlanan bir c¢alismada TGK ve basarisiz YUT etiyolojisinde yer alabilecegi ileri
stirilmektedir (263). PKD1L1 (7p12.3) geni polisistin proteinini kodlar ve bu protein
embriyonik dénemde nodal gelismeden sorumludur. Biallelik patojenik varyantlari OR kalitiml
otozomal viseral heterotaksi tip-8 ile iliskilendirilmistir (MIM #617205) (504). Her iki gen
varyanti da patojenik olarak siiflandirilmistir. Aralarinda akraba evliligi olan ve etiyolojiyi
aciklamada 6n planda IGF2 gen varyantini tuttugumuz Olgu 13’iin esinde CCNO ve PKD1L1

varyantlarinin da incelenmesi kararlastirildi.

KIF13A geni, endozomal tiibiillerin yapisin1 kontrol eder ve bunu GTP baglayan
RABI1 ile etkilesime girerek saglar ve siliya yapisinda elzemdir (505). KIF13A geninde
saptadigimiz (Olgu 22) daha once bildirilmemis varyant, ACMG’ye gore ‘patojenik’ olarak
siiflandirilmig olsa da heterozigot olmasi ve fonksiyonel caligmalar ile etkilerinin gosterilmesi

gerektiginden bu agsamada etiyolojiyi agiklamakta yeterli bulunmadi.

CEP131 gen anlatimi1 santral sinir sistemi, testis ve overlerde yiiksek oranlarda
yapilmaktadir; siliyar organizasyon, sentriyol duplikasyonu ve satellit olusumlarinda etkindir
(506). Ayrica mitozda sentrozomdaki gorevi 1ile genomik stabilizasyonu sagladigi
diistiniilmektedir (507). Saptadigimiz CEP131 (Olgu 25) gen varyantt (rs773820319),
ACMG’de VUS olarak smiflandirilmig, varyant tahmin araglarinda ‘zararsiz’ etkili olacagi

belirtildiginden etiyolojiyi agiklamakta yetersiz bulunmusgtur.

Genel populasyondaki tasiyicilik oraninin yiiksekligine parallel olarak olgu grubumuzda
da en sik varyant saptanan genlerden biri CFTR idi (Olgu 1, 2 ve 23). CFTR (transmembran
iletkenlik diizenleyici gen) cAMP iliskili epiteliyal klor iyonu transportunu diizenleyen bir
protein kodlar ve biallelik patojenik varyantlar1 Kistik fibroz hastaligina yol acar. KF oykiilii
kadinlarin oligomenore, sekonder amenore gibi menstriial diizensizlikler yasadiklar
bilinmektedir ve bu durum multifaktoriyel etiyoloji ile hipotalamik baskilanmaya baglanmis
olup, one c¢ikan patogenezlerden biri de kusurlu CFTR proteinini igeren bolgelerde artmis
cinsiyet hormon reseptorlerinin bulunmasidir (508, 509). Kistik fibroz o6ykiilii kadinlarda
subfertilite beklenmekte ve bunun servikal mukusun yapisinin bozulmasiyla servikal kanalin
kapanmas1 ve spermlerin inhibe edilmesi oldugu diisiiniilmektedir (510). Yasa gore yapilmis
karsilastirmali calismalarda da KF’li kadinlarda azalmis over rezervi bulundugu saptanmistir

(511, 512). Patojenik varyantlarint heterozigot olarak tespit ettigimiz {i¢ olgunun eslerinde ayni
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varyantlar incelendi ve tasimadiklar1 goriildii. KF ile yapilan ¢alismalar infertilite ile iliskili
olabilecegi ancak TGK ile iliskisini acgiklamada yetersiz oldugu diisliniilmekte, ancak OR bu
genetik hastalik i¢cin cocuktaki %25 risk nedeniyle eslerde de tasiyiciligmnin tespiti

gerektiginden, eslerde CFTR geninin dizilenmesi planlandi.

1.1.11. Polikistik Over Sendromu ile fliskili Genler

Polikistik over sendromunun fertilite {iizerine olumsuz etkileri bilinmektedir.
Calismamizda 2 olgumuzda PKOS’a yatkinlik ile iliskilendirilmis SHBG ve FBN3 genlerinde
ACMG kriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmis 2 varyant saptandi.

SHBG geni cinsiyet hormonu baglayici globulin proteinini kodlar, androjenik
hormonlarin taginmasinda ve disi lireme sisteminde hormonlarin iiretiminde etkindir. Gen
mutasyonlarinin  hirsutizm ve hiperandrojenizm ile iligkili olabilecegi ve PKOS oykiilii
olgularda etiyolojiyi agiklayabilecegi bildirilmektedir (513). SHBG diizeylerinin yiiksekligi -
PKOS iliskisi ve TGK etiyolojisindeki yeri arastirtlan konulardan biridir (514). Olgu 1’de
saptanan varyant (rs138612626) ACMG kriterlerine gére VUS olarak nitelendirildiginden ve
allel frekansi yiiksek oldugundan (0,0001), zararsiz ve tek basina etiyolojiyi agiklamakta yetersiz
oldugu diistiniildii.

FBN3 geni fibrilin olarak bilinen ekstraseliller matriks proteinlerinden fibrilin I’
kodlar ve gen varyantlarinin PKOS’a yatkinlik ile iligkili oldugu bildirilmektedir (515, 516).
Sigirlar ile yapilan bir ¢aligmada fetal donemde over ve folikiil gelisiminde etkin genler arasinda
oldugu gosterilmistir (517). Saptadigimiz varyant (rs767566930) ACMG kriterlerine gére VUS
olarak, ancak in siliko varyant degerlendirme tahmin araglarinda patojenik olarak
degerlendirilmigtir. Olgu 20°da saptanan varyantin etiyolojiyi acgiklanmada yetersiz oldugu,
ancak fonksiyonel c¢alismalar ve iligkili genlerin olgu serilerinde incelenmesinin katki

saglayabilecegi diisiiniildii.

1.1.12. Oosit olgunlasma Defekti ile iliskili Genler

Oosit olgunlagsma defekti (OOMD), primer disi infertilitesine yol acan mekanizmalardan
oositlerin olgunlagsma basamaklarinda meydana gelen aksakliklar nedeniyle ortaya ¢ikan nadir
bir durumdur (518). Bugiine kadar yedi alt tipi tanimlanmis olup, otozomal dominant veya
resesif olarak kalitilabilmektedirler (MIM #PS615774). Bu genler; ZP1 (OR), ZP2 (OR), ZP3
(OD), PANX1 (OD), PATLZ2 (OR), TUBB8 (OD/OR) ve WEE2’dir (OR).
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Calismamizda 2 farkli olguda OOMD ile iliskilendirilmis 2 gende (PATL2, ZP1) VUS
olarak nitelendirilmis varyantlar saptadik. PATL2 geni, traslasyonal baskilayici 6zellikteki bir
RNA baglayic1 protein kodlar. Xenopus’lar ile yapilan ¢aligmalar, PATL2 proteininin ortologu
olan P100’lin artmis anlatimimin oositlerdeki mRNA translasyonunu azalttigin1 ve oositlerin
gelisimini mayoz 1 asamasinda durdurdugunu gostermistir (523). Insanlarda PATL2’nin
fonksiyon kaybettirici mutasyonlarinin da oositlerin germinal vezikiillerinde duraklamaya yol
actig1 gosterilmistir (524). YUT uygulamas1 sonrasinda oositlerin olgunlasmadigi 180 disi
olgudan 5’inin (%2,78) biallelik PATL2 mutasyonu tasidig1 gosterilmis; az sayida olguda oosit
gelisebilecegi ve dollenebilecekleri, ancak erken embriyonik asamalarda gelismenin duracagi
belirtilerek farkli 6zellikteki mutasyonlarin farkli fenotipik etkiler gosterebilecegi ileri
stiriilmistiir (525). Baska bir calismada PATL2 mutasyonlarini heterozigot tasiyan kadinlarin
fertil olabilecegine dikkat g¢ekilmistir (526). Bu gende saptadigimiz varyant (rs569729547)
ACMG Kkriterlerine gore VUS olarak nitelendirilmekte, fakat in siliko varyant degerlendirme
tahmin araglarinda ‘patojenik’ olmasi Ongoriilmektedir. Olgu 5’in akraba evliligi Oykiisii
nedeniyle esinde, 4 adet gebelik kayb1 Oykiisii olan ve olmayan kizkardeslerinde bu varyantin

incelenerek degerlendirilmesi kararlastirildi.

Calisma kapsaminda homozigot formda saptadigimiz tek gen varyanti, Oykiisiinde
basarisiz YUT denemeleri olup hig gebelik olusmamis olan Olgu 9°da ZP1 genindeki anlamsiz
mutasyon idi. 1991 yilinda Hughes ve Barratt tarafindan tanimlanmis olan bu protein, diger ii¢
zona pellusida proteini ile birlikte oositin olgunlasmasi, fertilizasyonda spermin baglanmasi,
akrozom reaksiyonunun baglamasi, fertilizasyonun ardindan polisperminin engellenmesi ve
implantasyon dncesi embriyonun korunmasinda etkin, kalin bir glikoprotein katman olan zona
pellusiday1 olusturur (527). 11. kromozomun uzun kolunda (11q12.2) lokalize olan ZP1 geni, 12
ekzon igerir. YUT denemelerinin basarisiz oldugu olgularda mikroskop altinda yapilan
incelemelerde oositlerde zona pellusida yoklugu goriilmiis, YND analiziyle ZP1 geninde
patojenik varyantlar saptanmistir (528, 529). Bizim olgumuzda saptanan varyant (rs776515172)
ACMG siniflamasina gore VUS kategorisinde olmakla birlikte, segregasyon calismasinda anne
ve babanin heterozigot formda ayni varyanti tasidigmin tespit edilmesi ve YUT denemeleri
esnasinda olgumuz bos folikiil sendromu/oosit olgunlasma defekti 6n tanisi almis olmasi

nedeniyle bu varyantin genetik etiyolojiyi agiklayabilecegi karar1 gii¢lendi.

1.1.13. Prematiir Over Yetmezligi ile Iliskili Genler

Prematiir over yetmezligi (POY), anormal apoptoz, azalmis primordiyal folikiil veya

99




folikiillerin gelismesinde bozukluk gibi mekanizmalarla ortaya cikar ve disi infertilitesinin
nedenlerinden biridir. Bir kadinin menopoza giris yasinin ortalama 40 ila 60 yas arasinda olmasi
beklenir, bu durum folikiil sayisi ve ovulasyon asamasinda gorevli olan genlerin etkisi ile
degismektedir. Tim kadinlarin dogduklarinda hemen hemen aymi sayida folikiil tasidiklari
(530), bu saymin erken atreziler ya da ovulasyon asamasindaki bozukluklar nedeniyle bireylere
gore degistigi diisiiniilmektedir (531). Yapilan ¢alismalar ile folikiiler atrezi ve apoptozun; antral
atrezi, bazal atrezi ve terminal farklilasma apoptozu olmak {izere ii¢ asama ile diizenlendigi
ortaya konmustur (411). 40 yasindan Once menopoza girilmesi, ‘erken menopoz’ olarak
adlandirilmakta olup, kadinlarin yaklasik %1 ini etkiledigi diisiiniilmektedir (532). Ooforektomi,
kemoterapi/radyoterapi  Oykiisii, kromozom anomalileri, Turner sendromu, otoimmiin
hastaliklar, galaktozemi, gecirilmis enfeksiyonlar, Frajil X sendromu ve baz1 tek gen hastaliklari
bilinen etiyolojik faktdrler arasindadir. On tami biyokimyasal olarak Ostrojen gibi gonadal
hormonlarin azalmasi ve LH-FSH’1n artmasiyla konur. Over rezervi testleri; FSH, E2, inhibin B
ve AMH o6l¢iimii, USG esliginde antral folikiil sayisi ile over voliimii degerlendirmesini igerir.
Klinik degerlendirmede ise FSH diizeyi Ol¢iimii, kronolojik yastan bagimsiz olarak overin
biyolojik yasmin degerlendirilmesinde en sik kullanilan testtir. Artmis degerler, azalmis over
rezervi ve oosit kalitesi ile iligkili artmig andploidi riskinin yastan bagimsiz gostergesi olarak
kabul edilmektedir (533). Ayrica azalmis AMH seviyeleri de YUT denemelerinde overlerin

uyarilmasinda azalmis cevap beklentisi ve kotii oosit kalitesi ile iliskilendirilmektedir (534).

Oosit havuzundaki folikiil sayisin1 ve kalitesini etkileyen yolaklardan biri de mayoz
bolinmede aktif olan MCM8, MCM9, STAG3, SYCE1, MSH3, MSH4 ve MLH3 gibi genlerdir.
YND tekniklerinin kullanilmaya baslanmasiyla ovulasyon, folikiiler gelisim, graniiloza
hiicrelerin farklilasmasi ve cogalmasi, metabolizma veya ekstraseliiler matriks diizenlenmesi
gibi farkli yolak genlerinin de POY etkeni olabilecegi diigiiniilmektedir. Fransa’da, 69 POY
Oykiilii olgu ile yapilan bir ¢alismada, olgularin %42’sinde iki veya daha fazla gende varyantlar

tespit edilmis olup, poligenik bir kalitim kalibinin etkin olabilecegi ileri stiriilmustiir (252).

Azalmis over rezervi ve TGK iligkisini ve biyokimyasal belirteglerin aragtirmak
amaciyla yapilan az sayida ¢aligma bulunmaktadir. TGK 6ykiisii olan ve olmayan disi olgular ile
yapilan ve FSH-AMH degerlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, maternal yastan bagimsiz
olarak TGK ile azalmis over rezervi arasinda bir iliski oldugu, biyolojik over yasinin oosit
kalitesi ve over rezervi lizerine etkisinin kronolojik yastan daha etkin oldugu ileri siiriilmiistiir
(535). Almanya’da benzer kohorttaki retrospektif bir ¢alismada AMH ve ostradiol diizeyleri

incelenmis, azalmis over rezervi ile TGK arasindaki iligkinin sebebi agiklanamayan olgu
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grubunda, agiklanabilen olgu grubuna gore daha giiglii oldugu belirtilmistir (536). 2015 yilinda
Hollanda’da anket usulii ile yapilan bir ¢alismada ise, POY tanisi ile takip edilen olgularin gebe
kalma, gebelik kayiplari, tekrar menstriiel kanama yasayip yasamadiklari gibi sorular sorularak
kontrol grubuyla karsilastirilmis, gebelik kayiplar1 ile POY arasinda bir iligski saptanmamistir
(537).

YUT uygulamalarinin artmasiyla birlikte, ovum kalitesinin basarili gebelik olusumu ve
implantasyon basarisi ile orantili oldugu daha net goriilebildi. Literatiirde TGK etiyolojisi ile
POY fenotipine yol agan genler arasinda bir iliski olabilecegine isaret eden bir g¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasi ile ilk defa ovaryan yetmezlik ile iliskilendirilmis genlerin

TGK etiyolojisinde de yer alabilecegi ortaya kondu.

Tablo 32: Calismada saptanmis POY iliskili genler

Saptanan Olasi
Gen cr))l U Islevi Fenotip kaliim | Referans
g modeli
gametogenez ve .
MCM8 11 DNA tamiri POY tip 10 OR (538)
ERCC6 15 DNA tamiri | POY tip 11 oD (472)
embriyolojk i
IGSF10 17 GNRH gécii OD, OR (396)
mayoz boliinme .
MSH5 25 ve DNA tamiri POY tip 13 OR (466)
transkripsiyon
faktori
NOBOX 31 (primordiyal POY tip 5 oD (382)
folikiil —
sekonder folikiil)

Olgu 1’de akraba evliligi oykiisii de olmasi nedeniyle 6n planda siliyopatiler ile iligkili
patojenik gen varyantlarinin etiyolojiyi agiklayabilecegi diisiiniildii. Diger varyantlar ile birlikte
MCMS8 varyantinin etkisinin (rs140044814) ancak model organizma c¢aligmalar ile

goriilebilecegi diistliniilerek etiyolojideki yeri konusunda net bir kaniya varilamadi.

Olgu 5’te PATL2 geni, etiyoloji ile iligkili en yakin gen olarak degerlendirildi ve aile i¢i

segregasyon caligmasinin katki saglayabilecegi diisiiniildii.

Olgu 7’de IGSF10 geninde saptanan monoallelik anlamsiz mutasyon nedeniyle
etiyolojide etkili olabilecegi diisiiniilerek kizkardeslerde ve annede ilgili varyantin incelenmesi

kararlastirildi.
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Olgu 15’te saptanan MSH5 gen varyantinin ise etiyolojiyi agiklayamayacag diisitiniilerek
dislandi. Olgu 21°de tespit edilen NOBOX varyantinin ise etiyolojiyi agiklamada katkisi
olabilecegi diislintildii. Ancak, bu varyantin VUS olarak nitelendirilmesi nedeniyle olgudaki
patojenik MTOR varyantinin daha etkin olabilecegi diisiiniildii. Olgunun annesinde her iki gen

varyantinin da incelenmesi planlandi.

Ayrica oligogenik varyant etkilerinin in siliko degerlendirildigi ‘ORVAL’ tahmin
aracinda 4 olguda digenik etki 6ngoriildi (Olgu 6: HSF1-MMP10, Olgu 10: ACE-MMP10 ve
EGFR-MMP10, Olgu 21: MTOR-VEGFA, Olgu 24: EGFR-GNRHR ve MMP11)(545).

6 genin etiyoloji ile iliskilendirilebilmesi i¢in biiyiik ¢alisma gruplarindan elde edilen
veriler 1s181inda degerlendirilmesinin gerektigi goriildii (SLC27A3, PRLR, DUOX2, F5, CXCLS,
HLA-DRBS, FBN3). Yedi olguda poligenik etki dngoriilerek ayni ya da benzer yolaklarda aktif
olan genler tespit edildi (%20). Poligenik etki 6ngoriilen olgular da dahil olmak tizere 10 olguda
saptanan genler ile ilgili fonksiyonel calismalar planlandi (%28,5). Calismamizda saptanan
varyantlarin etkin olduklar1 yolak ve sistemlere gére dagilimi soyle idi; metabolizma, siliya
aktivitesi ve embriyogenez gibi yasamin erken evrelerinde yasamsal etkili, hiicre
boliinmesi/hiicre dongiisii, oosit olgunlasmasi ve gelisimi ile gebeligin ilk donemlerindeki
fetomaternal iletisimi saglayan genler/yolaklar ile ilgili aile {iyelerini kapsayan segregasyon
caligmalari, birden fazla gen varyantinin saptandigi olgularin eslerinde de TED analizlerinin

gerekliligi ve fonksiyonel ¢aligsmalara ihtiyag oldugu gortildii.

Gergeklestirilen bu tez projesinde kullanilan Tim ekzom dizileme yOnteminin
iliskilendirilmis genler disinda yeni aday genler saptanmasinda oldukca basarili oldugu goriildii.
Kapsanmayan boélgeler, uzun dizilerin ve tekrarlarin incelenememesi ve gen/gen igi
submikroskobik delesyon ve duplikasyonlar1 tespit edememesi teknigin limitlerini olusturdu.
Yapilan ¢alismada sebebi agiklanamayan TGK olgu grubu ile TIK olgu grubundan elde edilen
veriler karsilastirildiginda etkili olan yolaklarin ayni oldugu tespit edildi. Olgu 19’daki gibi
herhangi bir fenotipik bulgunun olmasinin, biallelik varyantlarin saptanmasinda basar1 sagladigi

goriildil.

Son yillarda gebelik kayiplarinin ve yardimci tireme tekniklerindeki basarisizliklarin
altinda yatan etiyolojileri acgiklamak icin bircok calisma yapilmaktadir ve  karsimiza
multifaktoriyel etkenlerin yol agabildigi oldukg¢a karigik ve ¢ok etmenli heterojen bir durum

¢ikmaktadir. TED yontemi, 6zellikle TGK gibi multifaktoriyel hastalik tanimina uyan ya da
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lireme sistemi ve gebelik gibi oldukca karisik ve cok sayida yolagin i¢ ige oldugu durumlarda
hem tan1 hem de aragtirmalar icin tercih edilebilir bir yontemdir. Tiirkiye gibi akraba evliligi
oraninin yliksek oldugu toplumlarda OR kalitimli nadir hastaliklara yol agabilecek varyantlarin
bir araya gelme ihtimalinin de artmasiyla panel testleri yerine TED kullanimi1 avantajli olacaktir.
Ayrica gebelik kayb1 materyallerine ulagilamadigi ve maddi yetersizlik gibi nedenlerle sebebi
aciklanamayan TGK ve TiK olgu gruplarinda ilk asamada maternal genomun incelenmesi katki

saglayacaktir.

Bu tez calismasinda sebebi agiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplart ve
implantasyon kusurlarinin  aydinlatilabilmesi  agisindan  6nemli  bilgilere ulastigimizi
diistinmekteyiz. Saptadigimiz aday genlerin fonksiyonel c¢alismalarla daha detayli olarak

incelenmesinin 6nemli katkilar saglayacagina inanmaktayiz.

3.4. Yapilan Bilimsel Etkinlikler: Proje kapsaminda bilimsel toplanti, tanitim ve egitim
toplantilar1 diizenlenmis ise bu bdliimde takvimlendirerek sirali bir sekilde verilmeli ve
katilimcilar hakkinda bilgi verilmelidir.

Yoktur.

3.5. Darbogazlar ve ¢oziim onerileri: Takvim ve is paketleri kapsaminda karsilagilan (varsa)
olumsuzluklar1 ve/veya riskler ifade edilmeli, bu darbogazlar1 gidermek i¢in alinan dnlemler
ve gerceklestirilen faaliyetler bu boliimde belirtilmelidir.
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Proje kapsaminda gorev alan doktora 6grencisi Dr. Ezgi Berkay pandemiye bagli olarak 2020 de
laboratuvara gelememis ve saptanan varyantlarin bazilarinin konfirmasyon ve segregasyon
caligmalar1 tamamlanamamistir. Ancak bu asamadaki c¢alismalar proje kapsaminda yer
almamaktadir ve yeni 6grencilerle tamamlanmasi planlanmistir.
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3.6. Is-Zaman Cizelgesi: Proje onerisinde olusturulmus olan is zaman ¢izelgesi ele alimarak her bir is paketinin tamamlama ve hedefe ulasma
durumlar grafik olarak belirtilmelidir.

IS-ZAMAN CIZELGESI

Is Paketi Ady/Tanim Projenin Donem ve Aylari

1. 6 ayhk donem |2. 6 aylhik donem |[3. 6 aylhik donem [4. 6 aylik donem |5. 6 aylik donem 6. 6 aylhik donem

112/3]4/5/6|1(2|3|4|5/6]1(2|3(4|5|6|1|/2|3|4|5|6]|1|2|3|4|5|6

is paketi 1: Olgu segimi

Is paketi 2: DNA izolasyonu

Is paketi 3: Yeni Nesil Dizileme

Is paketi 4: Biyoinformatik
analiz

Is paketi 5: konfirmasyon

Is paketi 6:Segregasyon

Is paketi 7: Veri analizi

NOT: Tablodaki satirlar is paketi sayisina ve ihtiyaca gore azaltilip gogaltilabilir. Is paketlerinin tamamlandigi aylar belirlemek icin aylarin
karsiligina gelen gozleri koyu gri ile doldurunuz.
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3.7. Proje Tamamlanma Tablolar: Is paketlerinde gerceklestirilen faaliyetler gz oniinde
bulundurularak ilerleme tablosu olusturulmalidir. Bunun igin genel degerlendirmede is
paketlerinin ne kadarmnin tamamlandigini ifade etmek i¢in %... seklinde tamamlandi seklinde
sayisal ifade kullanilmalidir. Is paketlerinin hedefe ulasma durumlari irdelenmelidir.

Is Paketleri Gerceklesme orani
1-Olgu secimi, calisma hakkinda bilgilendirme, onam formlarinin
alinmasi ve maternal kan ©&rneklerinin toplanmasi, Kapsadigi Ay %100
Araligi:1-3
2-DNA izolasyonu, Kapsadigi Ay Araligi:2-4, 9100
3-Yeni Nesil Dizileme (Tum Ekzom Dizileme), Kapsadigi Ay Araligi:4-7 9100
4- Biyoinformatik analizler, Kapsadigi Ay Aralidi:7-16, 9100
5-PZR ve Sanger dizileme ile konfirmasyon, Kapsadigi Ay Araligi:14-17 9100
6-Paternal kanlarin, abortus materyallerin toplanmasi, DNA izolasyonu, %100
PZR ve Sanger dizileme, Kapsadigi Ay Araligi:14-17,
7-Verilerin molekiler ve klinik acidan dederlendirilmesi, yorumlanmasi, %100
yayin haline getirilmesi, Kapsadigi Ay Araligi:14-24,

3.8. Calisma Plam1 Degisiklikleri: Proje Calisma Takvimine Uygun Yiriitilememisse veya
iptal edilmis, degisiklik yapilmis olan is paketleri varsa Gerekgeleri ve yapilan degisikliklerin
hedefine ulasip ulasmadigi is paketleri bazinda gerekceleri agiklanmalidir.

Yoktur

4. IDARI BOLUM

4.1. Gelisme Doénem icindeki Proje Yonetimi ile flgili Gelismeler, Risklerin
Degerlendirilmesi ve Coziim Onerileri: Proje kapsaminda faaliyetlerin yiirtitiilmesi
sirasinda idari olarak karsilagilan sorunlar ele alinmalidir. Proje isleyisi ile ilgili veya malzeme



temininde yasanan sikintilar ve nedenleri konusu bu bdliimde ele alinmalidir. Karsilasilan

problemler 6zelinde varsa ¢6ziim Onerileri ifade edilmelidir.

Y oktur

4.2. Personel Degisiklik Tablosu: Yiiriitiicii degisikligi, yardimci arastiric1 degisikligi veya
eklenmesi gerekgeleri ile belirtilmelidir.

PROJE PERSONELI DEGIiSiKLiK TABLOSU

T.C. Kimlik
No.

Adi, Soyadi

Katilma
Tarihi

Ayrihis
Tarihi

Projedeki
Gorevi

Ayrilma/Katilm
a Nedeni

4.3. Proje ek siire ihtiyacinin belirlenmesi: Proje isleyisi sirasinda ¢ikan aksakliklara bagl
olarak alinan ek siire ve gerekgeleri ayrintili olarak bu boliimde ifade edilmelidir. Hedefe

ulagsmada katkis1 vurgulanmalidir.

Yoktur

5. MALi BOLUM

5.1. Biitge: Projede yapilan harcamalar ve bitge durumu bu bélimde ele alinmali ve bltgenin son hali tablo

seklinde verilmelidir.

Harcama Kalemi

Ongoriilmiis Maliyet

Gergeklesen Harcama

Kalan Biitce

Demirbas

Bilgisayar ve Bilgisayar Parcasi alimlari

Tiketime Yonelik Malzeme

Kirtasiye Alimlari ve Fotokopi




Yolluk Yevmiye

Hizmet Alimi 49.680,00 TL 49.545,00 TL 135,00 TL

Bakim Onarim

Canli Hayvan ve Yem Alimi

5.2. Harcan(a)mayan Kalemlere iligkin Agiklamalar: Projede 6ngoériilmiis ama gergeklesmemis
harcamalarin neden gergeklestiriliemedidi konusunda bilgi verilmelidir.

Pandemi nedeniyle kongre katilimi ve seyahat yapiimadi.

5.4. Harcamalara iligkin Zorluklar: Harcamalarda karsilasilan sorunlar ve nedenleri ifade edilmeli ve
varsa ¢6zum onerileri belirtiimelidir.

Yoktur

6. PROJE CIKTILARI ve EKLER

6..1 Donem iginde Yayimlanan ve Toplantilarda Sunulan Yayinlar/Bildiriler: Proje faaliyetleri
sirasinda yapilmis makale, kongre bildirisi, teknik rapor, patent bagvurusu gibi ara ¢iktilar belirtiimeli ve
kunyeleri ile hem akademik veri yonetim sistemine proje atif edilerek islenmeli hem de bu bdlimde
listelenmelidir. Yapilmis makalelere alinmig atiflar var ise bu bélimde bunlar da gdsterilmelidir.
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