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OZET

Gezik, C. (2024). Mitofusin 2 (MFN2) Geni ile iliskili Yolaklarin Primer Infertilite ve
Tekrarlayan Gebelik Kayiplar1 Uzerine Etkisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisi, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Infertilite, tiim diinyada iireme ¢agmdaki ciftlerin %12,6’s1m1 etkileyen yaygin bir
sorundur. Olgularin  yaklasitk  %50’sinde  genetik etiyolojinin rol oynadig
disiiniilmektedir ancak, iligkili molekiiler mekanizmalar henliz net olarak
tanimlanmamugtir.  Yapilan c¢aligmalarda mitokondriyal dinamigin diizenlenme
kusurlarinin primer ve sekonder infertilite ile iligkili olabilecegi vurgulanmaktadir. Daha
once laboratuvarimizda yiiriitiilen galismalarda primer veya sekonder infertilite tanisi
konulan kadin ve erkek vakalara tiim ekzom dizileme (TED) analizi yapilmis ve infertilite
ile iligkisi oldugu diisiiniilen genlerin varyantlar1 analiz edilmistir. Bu tez ¢aligmasinda
amacimiz, TED datasinda mitokondriyal fiizyon ile iligkili Mitofusin 2 (MFN2) geni ve
ayni yolakta yer alan gen varyantlarinin infertilite ile iliskisinin arastirilmasidir. Tez
kapsaminda, mitokondriyal dinamik ile iligkili olan 389 gene ait varyantlar analiz
edilmistir. MFN2 geni ile iligkili yolaklarin yani sira hastalik ile iliskili diger gen
varyantlarinin incelenmesi i¢in HPO, ClinVar, in silico tahmin araglarinda patojenik,
muhtemelen patojenik ve Onemi belirsiz olarak bildirilen gen varyantlar1 arastirma
kapsamina dahil edilerek yeniden analiz edilmistir. Bu tez sonucunda, 12 olguda MFN2
yolag: ile iligkili genlerde, 17 olguda mitokondri ile iliskili genlerde ve 21 olguda
infertilite ile iligkili diger genlerde patojenik varyant saptanmustir. Elde edilen bulgular,
ozellikle tekrarlayan diisiiklerde MFNZ2 iliskili mitokondriyel dinamigin 6nemli rolii

oldugunu vurgulamaktadir.
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ABSTRACT

Gezik, C. (2024). Investigation of the Effect of Mitofusin 2 (MFN2) Gene-Associated
Pathways on Primary Infertility and Recurrent Pregnancy Loss. istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Genetics. Master’s Thesis. Istanbul.

Infertility is a condition affecting 12,6% of couples of reproductive age worldwide and
approximately 50% of the cases are considered to have an underlying genetic etiology.
However, the associated molecular mechanisms have not been defined clearly yet. Recent
studies have highlighted that regulation defects of mitochondrial dynamics may be
associated with primary and secondary infertility. In the previous studies conducted in
our laboratory, whole exome sequencing (WES) analysis was performed in female and
male cases who were diagnosed with primary or secondary infertility and the variants of
genes considered to be associated with infertility were analyzed. The aim of this thesis
study is to investigate the Mitofusin 2 (MFN2) and related mitochondrial fusion genes
involved in the mitochondrial fusion pathway associated with infertility in this WES data.
In this thesis, variants of 389 genes associated with mitochondrial dynamics were
analyzed. In order to examine the pathways associated with the MFN2 gene as well as
other gene variants that may may contribute the clinical phenotype, gene variants reported
as pathogenic, possibly pathogenic and of uncertain significance in HPO, ClinVar, in
silico prediction tools were re-analyzed in the scope of the study. After bioinformatics
analysis, selected significant variants was confirmed by the Sanger sequencing method.
As a result of this thesis, pathogenic variants were found in genes related to MFN2
pathway in 12 cases, in genes related to mitochondria in 17 cases and in other genes
related to infertility and recurrent pregnancy loss in 21 cases. The findings emphasize the
important role of MFN2-related mitochondrial dynamics, especially in recurrent
miscarriages.

Key Words: Mitofusin 2, Infertility and Recurrent Pregnancy Loss, Mitochondrial
Dynamics, Whole Exome Sequencing, Oxidative Stress
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, tiim diinyada iireme ¢agindaki giftlerin %12,6°sim etkileyen yaygin bir
sorundur (WHO, 2023) ve olgularin yaklasik %50’sinde genetik etiyolojinin rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Zorrilla and Yatsenko, 2013, Demain et al., 2017). infertilite, primer
ve sekonder infertilite olarak iki ayr1 grup altinda degerlendirilmektedir. Primer infertilite,
bir yildan uzun siire igerisinde gebeligin hi¢ olusmamasi olarak tanimlanmakta ve
ciftlerin yaklasik %5-10’unda gozlenmektedir (Boivin et al., 2007, WHO, 2023).
Sekonder infertilite i¢erisinde degerlendirilen tekrarlayan (iki veya iizeri) gebelik kayb1
(TGK) ise diinya genelinde ciftlerin yaklagik %5-7’sini etkileyen bir lireme sagligi
sorunudur (WHO, 2023). Tekrarlayan gebelik kaybinin etiyolojisinde kromozomal
anomaliler, tek gen mutasyonlari, anatomik uterin kusurlar, otoimmiin hastaliklar ve
endometrial disfonksiyonlar yer almaktadir (Dimitriadis et al., 2020). TGK’nin yaklasik
%350’si bu risk faktorleri ile agiklanabilse de %50’sinde neden olan iliskili molekiiler
mekanizmalar heniiz tanimlanamamustir (van Dijk et al., 2020, Alijotas-Reig and
Garrido-Gimenez, 2013). Giincel c¢aligmalarda mitokondriyal homeostazi diizenleyen
fiizyon ve fisyon siiregleri ile iligkili mitokondriyal dinamigin diizenlenme kusurlarinin
ve oksidatif stresin primer infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplart ile iliskisi

vurgulanmaktadir.

Mitokondriler, solunum ve enerji liretimi gibi hiicresel fonksiyonlariin yani sira
steroid ve yag asidi sentezi, aminoasit, karbonhidrat ve protein metabolizmasi, kalsiyum
homeostazi ve apoptozda rol oynamaktadirlar. Mitokondriler, hiicresel enerji ihtiyacina
gore ve metabolik uyaranlara yanit olarak fiizyon ve fisyon yoluyla boyutunu ve seklini
uyarlama yetenegine sahiptir (Mishra and Chan, 2014b). Bu dinamik dong, hiicresel ve
mitokondriyal homeostazin korunmasini saglamaktadir. Hiicrenin enerji santrali olarak
oksijen tiretiminin %90’ 1ndan sorumlu olan mitokondriler, reaktif oksijen tiirlerinin de
kaynagidir. Mitokondriler, lireme ve gelisim siireglerinde de kritik rol oynamaktadir.
Olast bir hasarmin tamir edilememesi mitokondriyal disfonksiyona ve Ureme
yaslanmasina ile neden olmaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon, oositin follikiler
gelisiminin ve kalitesinin olumsuz yonde etkilenmesine yol agmaktadir (Demain et al.,
2017, Zhang et al., 2019). Ayrica, erken gebelik kaybi (Cai et al., 2018), preeklampsi (Hu
and Zhang, 2022), intrauterin gelisme geriligi (Xu et al., 2021) gibi durumlarda plasental

mitokondriyal disfonksiyonun rol oynadigi gosterilmistir.



Mitofusin 2 geni tiirler arasinda yiiksek oranda korunmustur ve mitokondriyal
dinamikte flizyon ve kiimelenme siireglerinde rolii olan transmembran yerlesimli bir
GTPaz kodlamaktadir (Franco et al., 2016, Zou et al., 2021). Bu gen, mitokondri
dinamiginin  diizenlenmesinde, = mitokondri-endoplazmik  retikulum  membran
etkilesiminde ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonun diizenlenmesinde de rol almaktadir
(Zou et al., 2021). MFN2 proteininin oosit gelisiminde ve ovarian folikiil rezervinin

korunmasinda 6énemli rolii oldugu gosterilmistir (Zhang et al., 2016, Zhang et al., 2019).

Tum ekzom dizileme (TED), genomun protein kodlayan tim bolgelerinin
dizilendigi bir yeni nesil dizileme (YND) yontemidir. YND, arastirma ve tanida klinik
bulgularla iliskili patojenik varyantlarin tespit edilebilmesi agisindan 6nem tasimaktadir
(Jelin and Vora, 2018, Quintero-Ronderos and Laissue, 2019). TED ydnteminin,
tekrarlayan gebelik kayiplarinin arastirilmasinda altta yatan genetik faktorlerin analiz
edilmesine, varyant profillerinin belirlenmesine, 6nemi bilinmeyen varyantlar ile
patolojik ve patolojik olmayan varyantlarin simiflandirilmasina ve hastaligin

etiyolojisinin aydinlatilmasina fayda sagladigi gosterilmistir (Najafi et al., 2021).

Ureme ve gelisim siireclerinde mitokondriyal genlerin 6neminin ve MFN2
geninin oosit maturasyonundaki roliiniin arastirildigi ¢alismalar mevcut olsa da bu
aragtirmalar gen ekspresyonu profillerinin belirlenmesi ve protein seviyelerinin
degerlendirilmesi ile siirhidir (Liu et al., 2002, Wang et al., 2020, Zhang et al., 2016,
Zhang et al., 2019, Zou et al., 2021). Literattrde, bu hasta grubunda primer infertilite ve
tekrarlayan gebelik kaybi olan kadin hastalarda, altta yatan molekiiler nedenlerin yeni
nesil dizileme yaklagimi kullanilarak arastirildigi sinirli sayida ¢alisma vardir ve daha ¢ok
olgu caligmalari ile kisith kalmaktadir (Maddirevula et al., 2020, Qiao et al., 2016,
Quintero-Ronderos et al., 2017). Diger yandan, bilgimiz dahilinde, tekrarlayan gebelik
kaybimin etiyolojisinin arastirildigt TED c¢aligmalarinda mitokondriyal fonksiyon ile
iliskili genlere yonelik arastirma yapilmamistir (Najafi et al., 2021, Quintero-Ronderos et
al., 2017).

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
daha Once yiiriitiilmiis olan arastirmalar kapsaminda, primer infertilite ve tekrarlayan
gebelik kaybi olan 25 kadin olgu ve ayrica 10 ¢iftin dahil oldugu toplam 45 bireye ait

TED verisi analiz edilmistir. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda ise, olgulara ait TED verisi



MFN2 ile iliskili genler agisindan literatir bilgisi, yolak haritalar1 ve gen - gen
etkilesimleri iceren veritabanlari araciligiyla yeniden analiz edilerek degerlendirilmistir.
Bu kapsamda, mitokondriyal dinamik iligkili MFN2 ve MFN1 genleri ile ayn1 yolakta
bulunan 389 genin varyantlar1 analiz edilmistir. HPO (Human Phenotype Ontology,
https://hpo.jax.org/app/)’da mevcut infertilite ve tekrarlayan gebelik kaybi iliskili genler
ve patojenite tahminlemesinde kullanilan in silico tahmin araglari ve ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) verileri kullanilmistir. Verilerin yeniden analizi
sonucunda, kadin olgularin %2,8’inde (n=1) MFN2 geninde, %34,28’inde (n=12) ise
mitokondriyal dinamik iligkili genlerde klinigi agiklayabilecek varyant tespit edilmistir.
Ancak, genotip-fenotip korelasyonunun kurulabilmesi igin daha genis olgu sayisi ile ileri

arastirmalarin ve fonksiyonel calismalarin yapilmasi gerekmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mitokondri
2.1.1. Mitokondrinin Fonksiyonu ve Yapisi

Hicrenin enerji santrali olarak adlandirilan mitokondri, neredeyse tiim Okaryotlarda
bulunan ¢ift zincirli ve halkasal DNA’ya sahip bir organeldir. insan mitokondri genomu
16.569 baz ¢iftlik DNA’dan olusur ve 37 geni kodlar (Clark et al., 2019). Canlarin temel
ortak Ozelleri arasinda yer alan metabolik faaliyetlerin ve homeostazin siirdiiriilmesinde
onemlidir. Mitokondri, canlilik i¢in gerekli bu siireglerin temel yapi tasidir ve hiicrenin ig
isleyisini yonlendiren mikroskobik diinyada enerji liretimi ve hiicresel solunum, apoptoz,
hiicre kaderinin belirlenmesi, stres yaniti, immiinite ve hiicresel yaslanma, kalsiyum
homeostazi, metabolizma (karbonhidrat, aminoasit ve yag metabolizmasi, steroid ve yag
sentezi) gibi bir dizi biyosentez yolaginda 6nci role sahiptir. Mitokondride enerji Gretimi
Sekil 2-1’de gosterilmistir. Mitokondri, ¢esitli mekanizmalarla hiicre kaderinin
kontroliinii saglar. Hiicresel enerji iiretiminin biiyiik boliimii temel islevi ATP sentezi olan
mitokondri yoluyla gergeklestirilir. Organizma karbonhidrat, lipid ve proteinleri
yapitaslari olan glikoz, yag asitleri ve aminoasitlerine doniistiiriir ve ATP tiretimi i¢in ana
substratlar olarak kullanir (Virmani and Cirulli, 2022). Bu substratlardan gelen enerjinin
biiylik kism1 mitokondride iiretilir (Sekil 2-1). Bunun disinda hiicre detoksifikasyonu,
ketogenez, glikogenez ve hiicresel stabilizasyonunda da mitokondri rol oynar (Virmani
and Cirulli, 2022). Hiicre igin temel fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle mitokondriyal

fonksiyon bozuklugu durumunda pek ¢ok hastalik meydana gelebilmektedir.
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Sekil 2-1: Makromolekullerin mitokondride enerjiye doniisiim yolaklari. Sekil (Virmani

and Cirulli, 2022)’den yeniden uyarlanmstir.

Mitokondrinin yapisi, bir i¢ zar ve i¢ zar1 ¢cevreleyen dis zardan olusan ¢ift kath
bir yapidadir. I¢ ve dis zarlar arasinda membranlar aras1 bosluk bulunur ve yiizey alani
artiginda i¢ zar katlanarak krista adi verilen kivrimlari olusturur. Solunum zinciri
komplekslerinin yogun olarak bulundugu kristalar, mitokondriye gelismis baglantilar
saglar, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ile iletisim kurmasina yardimer olur (Shen, 2022). Hiicre
icinde iyonlarin, metabolitlerin ve diger hiicre i¢i sinyal molekiillerinin taginmasini
saglarken hiicre disinda mitokondriyal sitokin (mitokin) salgilayarak stres yanitina etki
edebilmektedir (Shen, 2022). 1-V enzim kompleksleri ile koenzim Q ve sitokrom C adi
verilen elektron tasiyicilarindan olusan oksidatif fosforilasyon sistemi (OXPHOS),
mitokondrinin i¢ zarindaki ¢ift katli lipid katmanina entegre durumdadir (Yildirim, 2024).

Mitokondrinin yapist Sekil 2-2°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2-2: Mitokondrinin yapisi (Zhang et al., 2021)’dan uyarlanmstir.

Elektron tasima zinciri (ETS) kompleksleri mitokondri i¢ zarinin proton
gradiyentini olusturmada hiicresel solunum sistemi ile birlikte calisir. OXPHOS sistemi
cesitli redoks reaksiyonlari, protein kompleksleri arasindaki elektron transferini ve
elektronlarin oksijene (O2) aktarilmasi siirecini igerir. Bu siirecte serbest elektronlar
yanlis veya erken sekilde molekiiler oksijen ile etkilesime girdiginde solunum zinciri
etkilenir ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak isimlendirilen serbest radikaller olusur.
Reaktif oksijen tiirleri, protein ve lipidlerin yapisim1 bozalabilen tehlikeli yan {irlinler
olarak veya tersine, hiicresel fizyolojinin temel sinyal bilesenleri olarak faaliyet
gosterebilir. Ancak ROT {iretimi sonucunda hasarli mitokondri bilesenleri meydana
gelebilir. Oksidatif strese yanit olarak ROT un zararl etkilerinin detoksifikasyonunda

saglayan mekanizmalar mevcuttur.



Her hiicrede mitokondriyal DNA (mtDNA)’nin ¢ok sayida kopyasi bulunur ve
hiicrenin enerji ihtiyacina gore farkli organizmalarda mitokondri sayis1 (1-10.000) ve
biyiikliigii (0,5-10 pm) degisiklik gosterir (Yildirim, 2024). Mitokondriyal genom hizli
replike olarak metabolik ihtiyaclara dinamik halde uyum saglarken hatalar da meydana
gelir. Bu hatalarin bazilar1 mitokondriyal replikasyon mekanizmasi kusularindan
kaynaklanirken bazilar1 ise ROT aracili hasarlar ile indiiklenir (Li et al., 2019). Bunun
sonucunda olusan yabani tip mtDNA kopyalar1 ile mutant tip mtDNA kopyalar1 hiicre
icerisinde bir arada bulunur. Heteroplazmi olarak adlandirilan bu durum, c¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢ikisinda rol oynar. Mitokondri, kendi DNA’sina sahip olmakla
birlikte temel mitokondriyal fonksiyonlar i¢in gerekli proteinlerin ¢ogu niikleer DNA
tarafindan kodlanmaktadir (Yildirim, 2024). Mitokondriyal siireglerin devamliliginin
stirdliriilmesinde niiklear genom tarafindan kontrol edilen kalite kontrol siirecleri ve
nikleus-mitokondri etkilesimleri onemlidir. Mitokondriyal kalite kontrol siire¢lerinde
mitokondrinin homeostazini saglamasinda 6nemli olan ve ROT ile uyarilan sinyallemeyi
diizenleyen antioksidan savunma mekanizmalar1 yer alir. ROT’leri asir1 diizeylerde zarar
verici etki gosterirken diislik seviyelerde diizenleyici sinyaller olarak islev gosterirler. Bu
mekanizmalar proteinin tasinma, katlanma ve parcalanma siireglerini kontrol eder.
Mitofaji yoluyla mitokondrinin yikimui i¢in otofaji siireci tetiklenir. Mitokondrinin kendisi
tarafindan diizenlenen kalite kontrol siireglerinin yaninda, mitokondri - cekirdek
etkilesiminde retrograd sinyal yolaklari aracilifiyla gerceklesen siiregler onemlidir.
Ayrica, transkripsiyon faktorleri araciligla niikleer ve mitokondriyal genlerin
ekspresyonu regule edilir (Kotiadis et al., 2014). Mitokondride genetik veya cevresel
nedenlerle hasar meydana geldiginde, protein bilesenlerinin aktivitesindeki kusurlar,
yanlis katlanmalar veya birikimler sonucunda mitokondri dogru sekilde islev
gosterememeye baglar. Mitokondriyal proteinlerin yenilenmesinde niikleer genom ve
mitokondriyal genomun koordine bir sekilde etkilesimi gerekir. Insan mitokondriyal
genomu, solunum zinciri komplekslerinin kritik bilesenleri olan 13 proteini ve iki
ribozomal alt birimi ve protein translasyonu icin gereken tRNA’lar1 kodlar ve diger tiim
mitokondriyal proteinler niikleer genom tarafindan kodlanir (Peralta et al., 2012, Kotiadis
et al., 2014). Bunun yani sira niikleer genom, mitokondriyal genomun islevsel ve yapisal
diizenlenmesinde onemli role sahiptir. Mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan gen
ifadesinin ve replikasyonun diizelenmesinden sorumlu olan mitokondri hedefli proteinler

de niikleer genom tarafindan kodlanur.



Mitokondri ve niikleer genomlar arasindaki iletisim, hiicresel stres yanitini
kontrol edilmesi, onarim, hayatta kalma sinyalleri ve hiicre 6liimii stiregleri i¢in ATP
iretiminin artirilmast i¢in 6nemlidir. p53, hem mitokondride hem de niikleusta bulunur
ve onarim, apoptoz, hiicre dongiisii regiilatorleri ve hayatta kalma sinyallerinin
dizenlenmesindeki en 6nemli faktordiur. MFN2’nin transkripsiyonunun da dogrudan
diizenleyicisidir. mtDNA hasarina yanitta Pol gama ile etkilesime girerek mtDNA
transkripsiyonunu diizenleyebilmektedir ve p53 kayb1 mtDNA hasar duyarliliginda artis
ile iliskilendirilmektedir. Niikleer p53, otofaji ile iligkili genlerin transkripsiyonu ile

otofajiyi artirir.

Mitokondri genel olarak boyut ve sekil bakimindan bakterilere benzer ve
Okaryotik hiicrelerin ilkel atasinda bulunan bakterilerden evrimlestigi diisiiniilmektedir.
Mitokondriyal genom niikleer genoma kiyasla ¢ok daha kiiciik boyuttadir ve bakterilere
benzer seklilde halkasal DNA molekiilii igerir. Ayrica, mitokondrilerin yapisal olarak
tipik prokaryotik ribozomlara benzeyen ribozomlar1 bulunur. Mitokondri, solunum
yoluyla enerji iiretimi i¢in 6zellesmistir ve tiim dkaryotlarda bulunmaktadir. Mitokondrisi
olmayan ve solunum yapmayan birkag Okaryot oldugu bilinmekle birlikte bu
organizmalar da mitokondriyal organelin kalintilari1 bulunmaktadir. Mitokondri
icermedigi i¢in solunum zincirinin sitoplazma membraninda gergeklestigi bakterilerden
farkli olarak 6karyotlarda, solunum enzimleri daha fazla katlanma alan1 olusturmak icin

cok sayida kivrima sahip olan i¢ mitokondriyal zar tizerinde bulunur (Clark et al., 2019).

Okaryotik  canlilarin  hiicresel ~ fonksiyonlarinda,  hiicrenin  enerji
metabolizmasinda, apoptozda ve bir¢ok hastaliginin mekanizmasinda mitokondriler
onemli rol oynamaktadir. Bu siire¢lerde benzer olarak enerji ihtiyaci ve ayrica hiicre
oliimii ve otofaji stirecleri vardir ve bu nedenle mitokondri ile iliskilendirilebilmektedir.
Ayni zamanda korunmusluk oraninin yiliksek olusu ve oksijenli solunum yapan tiim
Okaryotik hiicrelerde bulunmasi sebebiyle de canlilarin siiflandirilmasinda barkod
denilen ve mitokondriyal DNA’nin standart bir bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi yoluyla
tiir tayininde, adli bilimlerde, genetik cesitlilik caligmalarinda ve bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Evrimsel ve hiicresel siireglerde ise niikleusu 6n plana alan yaklasimin

daha yaygin oldugu bilinmektedir (Deonath, 2021).



2.1.2. Mitokondrinin Evrimi

Mitokondri, bakterilerdekine benzer sekilde sirkiiler ve ¢ift sarmalli yapida kendi
DNA’sina sahip olan ve hiicre igerisinde serbest halde kendini kopyalabilen bir
organeldir. Okaryotik hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan evrensel genetik koddan farkl bir
genetik koda sahiptir ve bu 6zelligi ile prokaryotik genoma niikleer genomdan daha
yakindir (Habbane et al., 2021). Mitokondrinin (ve benzer sekilde kloroplastin) bu 6zel
yapisi bagimsiz bir bakteri olarak yasadigi evrimsel gec¢misini yansitmaktadir.
Mitokondrilerin mor bakterilerden ve kloroplastlarin siyanobakterilerden evrimlesmesi,
endosimbiyozun (Yunanca; i¢-ortak yasam, bir organizmanin diger organizma iginde

yasamasi ve etkilesmesi) iyi bilinen érneklerinden biridir.

Endosimbiyoz teorisi, 1981 yilinda Lynn Margulis tarafindan yayinlanan Hucre
Evriminde Ortak Yasam (Symbiosis in Cell Evolution) isimli makalede ortaya
koyulmustur. Margulis, 6karyotik hiicrelerin belirli bir diizende bir araya gelen ve
etkilesen canlilardan olusan topluluklar olarak ortaya ¢iktigini, prokaryotik canlilarin ise
besin kaynagi olarak bir av veya parazit olarak konak hiicreye girmis oldugunu 6ne
stirmistir (Margulis, 1981). Simbiyotik teoriye gdre mitokondri, modern Okaryotik
hiicrelerin atalar1 tarafindan uzun zaman Once Yyutularak hiicre igine alinan
alfaproteobakterilerden koken almaktadir (Clark et al., 2019) ve Okaryot hicrelerde
bulunan mitokondri ve kloroplast gibi zarli organellerin kokeni, birlikte yasadig: ilkel
prokaryotik canli topluluklarina dayanmaktadir. Evrimsel slregte bu bakteriler, yer ve
besin karsihiginda solunum yoluyla enerji Uretmeye baslayarak sinirli bir alanda
ozellesmis ve kendi baglarmma hayatta kalma yeteneklerini kaybederek mitokondriye
dontigmiistiir. Simbiyoz sonucunda bilesik bir organizma meydana geldiginde her iki
genomun evrimi de etkilenmektedir. Ornegin kloroplastlar, serbest yasayan
siyanobakterilerin gen sayisinin %10’undan daha azma sahiptir ancak orijinal
siyanobakteriyel genlerin ¢ogu, bitkinin niikleer genomuna aktarilmistir. Bu genler
Arabidopsis thaliana bitkisinin protein kodlayan genlerinin yaklasik %18’ini
olusturmaktadir (Martin et al., 2002). Organel genomlar1 ve kodladiklar1 genler
bakterilerinkine ¢ok benzediginden, bu organellerin simbiyoz yoluyla ortaya ¢iktigi
yonundeki teori hakimdir (Clark et al., 2019). Simbiyotik teori, karmasik Okaryotik
hiicrenin, farkli soylardan organizmalarin birlestigi bir dizi simbiyotik olayla ortaya

ciktigin1 one siirer. Simbiyontlar (ortakyasarlar), zaman igerinde kendi basina hayatta



kalma yetenegini kaybederek konak organizmaya belirli islevler saglamak konusunda

Ozellesmistir.
2.2. Mitokondriyal Dinamik

Mitokondriler say1, morfoloji ve biyiikliiklerini birlesme (flizyon), bolinme
(fisyon) ve mitofaji yoluyla dinamik olarak degistirerek stres ve fizyolojik degisimlere
yanit verirler. Ayrica, hiicrenin enerji ihtiyacinin verimli bir sekilde karsilanmasi igin
hiicre igerisinde yer degistirebilen hareketli yapilardir (Green et al., 2022). insanda
hlcrenin islevine gére mitokondri sayist birkag yiizden binlere kadar degisebilmekte ve
her mitokondride 2-19 mitokondriyal DNA kopyasi bulunmaktadir (Samiec and
Skrzyszowska, 2021, Mishra and Chan, 2014a, Chen and Chan, 2017, Miao et al., 2021).
Mitokondrinin morfolojik olarak dinamik yapisi1 ilk kez Lewis ve Lewis’in 1914 yilinda
151k mikroskobu ile incelemesi sirasinda tespit edilmistir (Lewis and Lewis, 1914).
Mitokondrinin dinamik fiizyon ve fisyon mekanizmalarinin kontrolii, evrimsel olarak
yiiksek oranda korunmus olan dynamin-iliskili GTPaz proteinleri (DRP’ler) tarafindan
gerceklestirilir (Pracfcke and McMahon, 2004, Green et al., 2022). DRP’ler araciligiyla
GTP’ler hidrolize edilir ve membranin yeniden modellenmesi saglanir. Dynamin, DRP
ailesinin ilk tanimlanan tiyesidir ve clathrin aracili endositozda clathrin kapli vezikiillerin
plazma zarindan ayrilmasina aracilik etmektedir (Faelber et al., 2013, Green et al., 2022).

Mitokondriyal fiizyon ve fisyon dinamigi Sekil 2-3’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2-3: Mitokondriyal fiizyon ve fisyon dinamigi. Sekil (Saotome et al., 2014)’dan

uyarlanmistir.

Mitokondriyal fisyon, mitokondrinin iki yavru organele bdlinme surecidir.
Mitokondrinin fisyonu memelilerde DRP1 ve DRP1’in mitokondri ile iliski kurmasini
saglayan dort adaptor (mitokondriyal fisyon faktori (MFF), mitokondriyal dinamik
proteini 49 (MID49), mitokondriyal dinamik proteini 51 (MID51) ve mitokondriyal
fisyon 1 proteini (FIS1)) tarafindan katalize edilir (Chan, 2012). Bu proteinin mayadaki

homologu olan Dynamin-1 (Dnm1) de mitokondriyal fisyon siireglerinde rol almaktadir.

Mitokondriyal fuzyon, iki mitokondrinin birleserek daha biiyiik bir mitokondri
olusturma stirecidir. Memelilerde mitokondriyal fiizyon GTPaz’lar aracilifiyla
gerceklestirilir ve dis zarda mitofusinler (MFN1 ve MFN2) aracilifiyla, i¢ zarda ise yine
bir GTPaz1 kodlayan optik atrofi proteini 1 (OPAL) tarafindan diizenlenir. MFN1 ve
MFN2, Drosophila’daki Fzo (Fuzzy onion) proteinin insandaki homologudur (Santel and
Fuller, 2001, Green et al., 2022). Halles ve Fuller 1997 yilindaki ¢alismalarinda, Fzol

geninin mitokondriyal fiizyonda rol oynadigini ve mutasyonlarinin erkek meyve



sineklerinde (Drosophila melanogaster) kisirliga sebep oldugunu bildirmislerdir. Daha
sonra 1998 yilinda Rapaport ve arkadaglar1 mayalarla yaptiklar1 calismada Fzol ve onun
memeli ortologlari olan MFN1 ve MFN2’nin mitokondriyal fiizyonda gérevli oldugunu
ortaya koymustur (Rapaport, 1998, Green et al., 2022). Bunun yani1 sira, MFN2 oksidatif
metabolizma, mitofaji, apoptoz ve endoplazmik retikulum (ER) — mitokondri
etkilesiminde spesik rol oynarken, MFNI’e gore daha disik GTPaz aktivitesi
gostermektedir (Green et al., 2022).

Mitokondriyal flizyon, mitokondriyal membran potansiyeli gibi biyoenerjetik
ozelliklerin dengesi, matriks bilesenlerinin ve hasarli mitokondriyal DNA igeriginin
degisimi i¢in 6nemlidir. Kalite kontrol siireclerinin devamliligi i¢in gerekli olan mitofaji
(hasarli mitokondrinin uzaklastirilmasi) de fisyon ve fiizyon siireclerinin bir parcasidir.
Evrimsel olarak korunmus bir mekanizma olan mitofaji ile otofagozom-lizozom
araciligiyla hasarli mitokondriler uzaklastirilir (Di Rita et al., 2018). Mitokondri hiicresel
stres nedeniyle hasar gordiigiinde, i¢ zarlarinda siirekli depolarizasyon nedeniyle
membran potansiyeli bozulur, dis membranda PINKI1 stabilizasyonu kaybolur ve
mitofaji tetiklenir. Hicrelerde artan ROT yiki sonucunda, flzyon ve fisyon dengesi
bozulur ve mitofajide hatalar meydana gelir.

Fisyon ve fiizyon siire¢leri, mitokondriyal DNA’nin devamliligi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Ornegin, mitokondriyal fiisyon siireci igin gerekli genlerin susturulmasi veya
proteinlerin uzaklastirilmasi hiicrenin igerdigi mitokondri miktarinin 6nemli oranda
azalmasi ile sonuglanir (Green et al., 2022). Memeli hiicrelerinde mitokondriyal fiizyonda
meydana gelen hatalar OXPHOS aktivitesinde azalmaya neden olur. Mitokondriyal
fisyon gerceklesmediginde ise mtDNA birikerek mitokondriyal tlbdlleri bozan
kiimelesmis biiyiik yapilar olusur. Meydana gelen kiimelenme ve birikim sonucunda

mtDNA’nin dagilimi bozulur (Green et al., 2022).
2.2.1. Mitokondriyal Dinamik ile Tliskili Genler

Mitokondri, gorevli oldugu biyolojik fonksiyonlar1 ve kalite kontrol siireclerini
strddrebilmek icin dinamik olarak sekil, boyut, say1 ve hiicre i¢i konumu agisindan
degisim gosterir. D1g membranda mitokondriyal fisyonu kontrol eden DRP1, MFF, FIS1,
MiD49 ve MiID51 tarafindan stirece dahil edilir. Mitokondriyal fuzyon ise MFN1 ve



MFN2 ve OPAl tarafindan diizenlenmektedir. Mitokondriyal dinamik ile iliskili

proteinler Tablo 2-1’de gosterilmektedir.

Tablo 2-1: Mitokondriyal dinamikte rol oynayan proteinler

Mitokondriyal
dinamik ile iliskili Mitokondriyal dinamikteki roll

proteinler

MFN2 Mitokondriyal flizyonda, yag, kalsiyum homeostazi ve mitokondri
fisyonu icin 6nemli olan ER-mitokondri baglanmasinda gorevlidir.

MFN1 Mitokondriyal fuzyonda, ER-mitokondri baglanmasinda gorevlidir.

OPAl Mitokondrinin i¢ zarinda lokalize olup ve i¢ zarin fiizyonunu saglar.
Ayrica OXPHOS komplekslerinin ve krista membran yapisinin
korunmasi i¢in gereklidir.

DRP1 Fuzyon ve fisyon proteinleri posttranslasyonel modifikasyona ugrar.
Bu mekanizmalardan biri olan sumolasyon DRP1 proteinin
stabilizasyonunda dnem tasir.

PINK1 PINK1 / Parkin yolag1 yaygin olarak Parkinson hastaligi ile iligkilidir.
Mitofaji ~ siirecinde hasarli mitokondrinin  selektif  bigimde
parc¢alanmasindan sorumludur.

PARKIN DRP1’in ubikitinasyonuna aracilik ederek fisyon siireclerinde ve
MFN1’in ubikitinasyonunda goérev alir.

MARCH5 DRP1’in ubikitinasyonuna aracilik ederek fisyon siireclerinde yer
alir.

HUWE1 Mitokondriyal kalite kontrolii ve hiicresel homeostazin korunmasi

icin gerekli olan mitofajide rol oynar. Mitofajide mitokondriyal



parcalanmay1 tesvik etmek icin LC3 ile etkilesen AMBRAI1 ile iligki

kurar.

AMBRAL Mitokondrinin fisyon yolu ile pargalanmasinin ardindan mitofaji

yoluyla uzaklastirilmasinda gorev alir.

FIS1 Mitokondri dis zarinda bulunur, fisyon siirecinde goérev alir.

2.2.2. Mitokondriyal Dinamik Genleri

MFN1 ve MFN2 genleri %81’in iizerinde homolojiye ve benzer protein
topolojisine sahiptir (Miao et al., 2021). MFN1 ve MFN2 genlerinin asir1 ekspresyonunun
mitokondriyal agin artisina ve karsit bir etki ile mitokondriyal ROT’ nin yikilarak
azalmasina neden oldugu goriilmiistir. DRP1 ve FIS1’in fazla ekspresyonunun ise
mitokondriyal aglar1 azalttig1 ve mitokondriyal ROT’yi arttig1 tespit edilmistir (Hung-Yu
Lin, 2018).

2.3. Fertilite ve Infertilite
2.3.1. Fertilite

Dogurganlik, yavru iiretme kapasitesi olarak tanimlanmaktadir. Gebe kalma
olasilig1 bireyler arasinda dongiiden dongiiye nispeten sabit kalirken, genellikle
korunmasiz iliskinin ilk aylarinda en yiiksek seviyededir ve daha sonra bir biitiin olarak
popiilasyonda kademeli olarak azalir. Dogurganlik popiilasyonlar arasinda farklilik
gosterir ve hem erkeklerde hem de kadinlarda yagsla birlikte azalir, ancak yasin etkileri
kadinlarda ¢ok daha belirgindir. ilerleyen yaslardaki kadmlar ile erken 20°li yaslarindaki
kadinlarla karsilagtirildiginda, dogurganlik oranlar1 yaklasik yar1 yariya azalmaktadir
(Dunson et al., 2004, Howe et al., 1985). Erkeklerde semen parametrelerinde 35 yasindan
sonra tespit edilebilir sekilde diisiis gozlensede, erkek Ureme potansiyeli yaklasik 50
yasindan once kayda deger bir azalma géstermemektedir (Dunson et al., 2004). Ciftlerde
tireme agisindan ‘verimli aralik’ (fertile window), en iyi sekilde oviilasyon giinii ile sona
eren alt1 gunllk bir zaman araligi olarak tanimlanir. En azindan teoride, hem oositlerin

hem de spermlerin canliliginin ve dayanikliligi bu zaman araliginda en yiiksek olmasi



beklenir (Wilcox et al., 1995, Brosens et al., 2006). Klinik amaglar i¢in, maksimum
verimlilik aralig1, menstriiasyon arasi siirelerin analizi, bazal viicut sicakligi kayitlar1 veya
servikal mukus skorlariyla tahmin edilebilir. Cinsel iligkinin gebelikle sonuglanma
olasilig1 en fazla ovulasyon giinliinde sona eren g giinliik aralikta gergeklesir. Dogurgan
oldugu varsayilan 221 kadimi kapsayan calismada, ovulasyonu takiben iki giin icinde

cinsel iligskiye girildiginde en yiiksek dogurganlik gézlemlenmistir (Wilcox et al., 1995).
2.3.2. Infertilite

Infertilite, bir y1l boyunca diizenli ve korunmasiz cinsel iliski sonucunda gebelik
olusmamasi durumu olarak tamimlanir. Infertilite gebelik dykiisiine gore ikiye ayrilir.
Eger ¢iftlerin daha dnce bir gebelik dykiisii var ise sekonder infertilite (SI), hi¢ gebeligin
olusmamasi ise primer infetilite (PI) olarak tamimlanir. 1990-2021 yillar1 arasindaki
iireme saglig1 ve demografik ¢alisma verilerinin degerlendirildigi Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) raporuna gore diinya genelinde yasam boyunca alt1 insandan birinde infertilite
gorilmesi beklenmektedir. Ayni ¢caligmaya gore yagam boyu infertilite prevalansi %17.,5,
donem prevalanst %12,6 olarak saptanmistir. Yasam boyu PI prevalanst %9,6, Si
prevalansi %6,5 olarak raporlanmistir (WHO, 2023). 2010 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de
iireme cagindaki kadin popiilasyonunda PI prevalans: %2,4, SI prevalanst %8 olarak
saptanmigtir (Mascarenhas et al., 2012). DSO tarafindan genis ¢apli ve ¢ok uluslu
ylrdtulen bir ¢aligmanin sonucuna gore infertilitenin nedeni giftlerin %37’sinde kadin
infertilitesi, %35’inde hem kadin hem erkek infertilitesi, %8’sinde ise erkek
infertilitesidir (WHO, 2023).

2.3.3. Kadin infertilitesi

Kadin infertilitesinin en sik nedenleri, ovulasyon bozukluklari (%25), endometriyozis
(%15), pelvik adezyonlar (%12), tubal okliizyon (%11), diger tubal/uterin anomaliler
(%]11), hiperprolaktinemi (%7) olarak siniflandirilabilir. Ovulasyon bozukluklar1 kadin
infertilitesinin en sik nedenidir. Oligoovulasyon/anovulasyon dollenecek yumurta
yoklugu nedeniyle infertiliteye neden olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii ovulasyon

kusurlarin1 dort gruba ayirmistir:

1. Hipogonadotropik hipogonadal anovulasyon (6rn. hipotalamik amenore)



2. Normogonadotropik normodstrojenik anovulasyon (6rn. polikistik over sendromu
(PKOS))

3. Hipergonadotropik hipodstrojenik anovulasyon (6rn. prematlr ovaryen yetmezlik)

4. Hiperprolaktinemik anovulasyon (6rn: pitliter adenom)

Hipotalamik amenore veya fonksiyonel hipotalamik amenore (FHA), hipotalamik
GnRH (gonadotropin releasing hormone) salinnminda azalmaya neden olan yeme
bozukluklar1 veya asir1 egzersizle iliskilidir (Santoro et al., 1986). Azalmis kalori alimu,
iligkili kilo kayb1 veya asir1 egzersiz, kortizol seviyelerinin yiikselmesine ve bunun
sonucunda GnRH’nin bastirilmasina yol acar (Ackerman et al., 2013). GnRH pulsatil
saliniminin azalma veya olmamasi sonucu gonadotropin (FSH, LH) seviyelerinde azalma
gerceklesir ve anormal folikiil gelisimi, anovulasyon ve diisiik dstojen diizeylerine neden

olur (Perkins et al., 1999).

Normogonadotropik normodstrojenik anovulasyonun en sik nedeni PKOS’tur (Hull,
1987). PKOS’da folikiil gelisimindeki bir islev bozukluklar1 nedenin ile anoviilasyonun
gelistigi diistiniilmektedir. FSH (folikdl stimiilan hormon) ve 6strojen degerleri normal
siirda, LH (luteinizan hormon) normal ya da yuksek izlenir (Fauser and Van Heusden,
1997).

Hipergonadotropik hipodstrojenik anovulasyon, kadin yasi ile iligkili prematir
ovaryen yetmezlik ve ovaryen direncin yer aldig1 bir gruptur. Yukarida da bahsedildigi
gibi kadin yas1 ve fertilite arasinda iligki vardir. Yasla beraber oosit kalite ve sayisinda
belirgin azalma izlenmektedir. Buna 6rnek olarak, 20. gebelik haftasinda 6 milyon oosit
folikiilii var iken yeni doganda bu sayr 1 milyona, puberte baslangicinda 300 bine
diismektedir (Baker, 1971). Yasin yaninda bagka dis faktorler de folikiil sayisinda azalma
ile iligkilendirilmistir. Bunun en belirgin 6rnegi sigaradir. Dogurganlik ve folikil sayisi,
sigara icme miktariyla ters orantili oldugu saptanmistir. Ayrica, sigara i¢enler arasinda
erken menopoz (40 yasindan 0nce) goriilme oraninda %30’dan fazla bir artis oldugu
gosterilmistir (Westhoff et al., 2000). Ovaryen kalite de fertiliteyi 6nemli dl¢lide etkiyen
bir faktdrdiir. Ilerleyen kadin yas ile mayotik hatalarda artis olmas1 andploidiye ve oosit

kalitesinde diislise neden olmaktadir (Broekmans et al., 2009).



Prematir ovaryen yetmezlik (POY), 40 yasindan 6nce gozlenen hipergonadotropik
hipogonadizm tirtdir. Bu hastalik folikiilogenez eksikligi, dstrojen azalmasi, oosit kaybi

ve infertilite ile karakterizedir (Nelson et al., 1994).

Prolaktin yiiksekligi de Amerika Ureme Tibb1 Dernegi (ASRM) tarafindan infertilite
nedenleri arasinda gosterilmektedir. Hipotalamik GnRH salgisinin baskilanmasina neden
olarak LH dusiikliigiine yol acar ve bunun sonucunda anovilasyon, oligomenore veya
amenore meydana gelir. Prolaktin serum degerlerinin 20 ila 50 ng/mL olmasi, korpus
luteumdan yetersiz progesteron salinimina neden olarak luteal fazi kisaltir. Tartismali
olmakla birlikte, prolaktinemi infertiliteye yol agan luteal faz defektlerinin bir etiyolojisi
olarak tanimlanmaktadir. Sekil 2-4’te kadin iireme sistemi ve gebelik olusma siirecine

gorsel olarak yer verilmistir.
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Sekil 2-4: Kadin iireme sistemi ve gebeligin olusma siireci. Sekil, (Sang et al., 2023)’dan

uyarlanmistir.

2.3.4. Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda yaklasik %65 ila %80 oraninda primer
testikiller kusurlar, %5 oraninda sperm tasiim bozukluklart (okliizyon), %2 ila %5

oraninda endokrin bozukluklar (genellikle hipogonadizm) ve %10 ila %20 oraninda



idiyopatik infertilite (normal sperm ve semen parametreleri olan ve agiklanamayan) yer

almaktadir.

Agir erkek infertilitesinde azoospermi (semende sperm gozlenmemesi),
testistlerde spermatogenez kusurlar1 (non-obstuktif azoospermi, NOA) ya da obstriktif
nedenlerle (obstriiktif azoospermi, OA) gozlenebilir. Spermatogenez kusurlarinda
genetik nedenler (6rnegin Y kromozomonda AZF bdlgesi delesyonlar1) 6nemli bir yer
tutar. OA, genital sistem yollarindaki (ejakiilator kanallar ve seminal vezikiiller gibi)
oklGizyon nedeni ile semenin disar1 atilmasi sonucunda gozlenir. Genellikle, genital
sistemdeki yaralanmalar, enfeksiyonlar ya da gen mutasyonlar1 sonucunda (6rnegin,

Kistik fibroz transmembran reseptor geni, CFTR) ortaya ¢ikar.

Hipofiz bezi, hipotalamus ve testisler tarafindan Uretilen hormonlarda
anormalliklere yol acan endokrin bozukluklar erkek infertilitesinin baska bir nedenidir.
Testosteron gibi hormonlar sperm Uretimini dizenler. Hormonal dengesizlikle
sonuclanan bozukluklara o6rnek olarak hipofiz veya testis kanserleri verilebilir.
Testislerde spermatogonyum siirecine zarar veren drnegin varikosel veya tibbi tedaviler
(kemoterapi gibi) baska bir erkek infertilite nedenidir. Erkeklerde en yaygin infertilite
nedeni olan primer testis defektelerinde sperm sayisi, sekli, kalitesi ve hareketliliginde
anomaliler mevcuttur. Sekil 2-5’te erkek tireme sistemi ve spermatogenez gorseline yer

verilmistir.
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Sekil 2-5: Erkek tireme sistemi ve spermatogenez (Sang et al., 2023)’dan uyarlanmstir.

2.3.5. Tekrarlayan Gebelik Kaybi

Tekrarlayan gebelik kayb1 (TGK), ASRM’ye gore ultrason veya histopatoloji ile
tanimlanmis ardisik iki ve Ustl gebelik kaybi olarak tanimlanmaktadir. Olgularin
%50’sinde altta yatan neden bilinmemektedir (Stephenson, 1996). TGK annenin daha
onceki dogum Oykiisiine gore primer ya da sekonder olarak siniflandirilir. Genetik
nedenleri arasinda andploidiler ve translokasyonlar 6nemli yer tutamaktadir. Anatomik
anomaliler, uterus anomalileri yapisal kusurlar da TGK’na neden olmaktadir. Bir
metaanaliz ¢alismasinda TGK olan hastalarin yaklasik yiizde 12,6’sinda konjenital uterus
defektlerinin mevcut oldugu saptanmistir (Grimbizis et al., 2001). Diyabet ve tiroid
disfonsksiyonlar1 gibi endokrin problemler TGK’na neden olabilir. Yeterli kanit olmasa
da hiperprolaktinemi de TGK ile iliskilendirilebilir. TGK yasayan olgularin yaklasik %8-
42’inde antifosfolipit antikor sendromu (AFLAS) goriilmektedir. AFLAS tromboz
riskinde artis ve plasental yetmezlik sonucu diisiiklere sebep olmaktadir (Yetman and
Kutteh, 1996). Cevresel etmenler de TGK’na neden olmaktadir. Sigara igmenin
trofoblastik fonksiyonu etkiledigi ve artmis TGK riskiyle baglantili oldugu &ne
stiriilmektedir. Obezite, dogal yollarla gebe kalan kadinlarda tekrarlayan gebelik kayb1
riskinin artmasiyla bagimsiz olarak iligkilidir. Alkol tiiketimi (haftada 3 ila 5), kokain



kullanim1 ve artan kafein tiiketimi (giinde 3 fincandan fazla kahve) gibi diger yasam tarzi

aligkanliklar1 da spontan diisiik riskinde artis ile iliskilidir.
2.4. Oosit ve Mitokondriler

Mitokondrilerin tim hucresel siireglerde kritik gorevleri oldugu iyi bilinmekle
birlikte giincel arastirmalar oositlerde ve embriyolarda gamet olusumu ve implantasyon
Oncesi embriyonik gelisimde mitokondriyal dinamigin Onemini vurgulamaktadir
(Yildirim, 2024). Mitokondrilerde meydana gelen dinamik degisimler ile gelisimin ve
gametogenezin farkli evrelerinde oositlerin ve embriyolarin degisen enerji ihtiyaglarina
uyum saglanmasi, gerekli miktarda enerjinin liretilmesi saglanir. Mitokondriler otofaji,
mitofaji, onarim, biyogenez, hasarli proteinlerin katlanmasi ve protein degredasyonu
yoluyla hiicrede kalite kontrolii saglar. Literatiirde mitokondriyal dinamik ile iligkili
genlerin tireme sagligina etkisinin arastirildigi calismalarda hayvan modelleri yoluyla gen
ekspresyonu profilleri ve protein seviyeleri degerlendirilerek mitokondriyal dinamikte
gorev alan genlerin kadinlarda oosit kalitesini, dollenmeyi ve embriyo gelisimini
etkiledigi gosterilmistir (Liu et al., 2002, Wang et al., 2020, Zhang et al., 2016, Zhang et
al., 2019, Zou et al., 2021). Yaslanma ile birlikte ovaryumda fonksiyon bozukluklari

meydana gelir ve hem follikiil sayis1 hem de kaliteli yumurta sayis1 azalmaktadir.

Mitokondriler, otofaji ve apoptoz yoluyla hiicre kaderinin belirlenmesinde anahtar
role sahiptir ve ayn1 zamanda plasenta ve diger dokularda steroidlerin biyosentezinde
onemlidir (Martinez et al., 2015, Miller, 2013, Cai et al., 2018). Otofaji, hicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre 6limi igin kritiktir (Mizushima and Komatsu,
2011). Otofaji, gebeligin erken agamalarinda trofobast hiicrelerindeki oksijen ve glikoz
konsantrasyonundaki degisimler ile meydana gelmekte ve hipoksi veya yetersiz
beslenmeden kaynaklanan trofoblastik apoptozu dnlemektedir (Nakashima et al., 2013,
Chen et al., 2012, Cai et al., 2018). Bu mekanizmadaki herhangi bir hata plasental
disfonksiyona ve sonucunda preklempsi, fetal biiyiime kisithiligi ve dogum ile ilgili
komplikasyonlara sebep olabilmektedir. ATG5, BECLIN1 ve LC3 en bilinen otofaji-
iliskili proteinlerdir ve otofagozomun olusumunda, uyarilmasinda ve otofaji aktivasyon
belirteci olarak gorev almaktadir. Cai ve arkadaslar1 tarafindan yapilan arastirmada,
normal kontrol grubu ile karsilastirildiginda, erken gebelik kayb1 olan hastalarin plasental

villus dokular ile trofoblast hiicrelerinde otofaji-iligkili proteinlerin belirgin bir sekilde



artigr  gosterilmektedir. MFN2’nin  disik ekspresyonu trofoblast hiicrelerinde

mitokondrinin yapisal ve fonksiyonel hasarina sebep olmaktadir (Cai et al., 2018)

Ureme yolu enfeksiyonlari, immiinolojik ve implantasyon bozukluklari, uterin
malformasyonlar, endokrin hastaliklar ve yasam seklinden kaynaklanan faktorler gibi
diger faktorlerin de etkili oldugu bilinmekle birlikte altta yatan sebepler biiyiik Slgiide

bilinmemektedir.
2.4.1. Plasenta Gelisimi, Mitokondriler ve Oksidatif Stres

Embriyo gelisiminde blastokist olusumuna kadarki siirecte bircok molekiiler ve
hiicresel siirecin gerceklesmesi gerekir ve gen ekspresyonunun dogru sekilde
diizenlenmesi 6nemlidir (Gasca et al., 2007, Kimber et al., 2008) Déllenmis yumurtanin
gelisim siirecleri olan boliinme, blastokist olusumu ve implantasyon sirasinda spesifik
genlerin expresyonu ve organel aktivitesi gereklidir (Acton et al., 2004). Maternal
kaynakli normal mitokondri fonksiyonun stirdiiriilmesi de erken embriyo icin oldukca
Onemlidir. Hiicrenin enerji kaynagi olan mitokondri hiicresel stres yanitinin
diizenlenmesi, hiicre metabolizmasi ve hiicre 6liimii gibi bir¢ok siiregte onemli rol
oynamaktadir (Galluzzi et al., 2012). Hicrede redoks (oksidasyon — indirgenme)
reaksiyonlar1 ve kalsiyum homeostazinin diizenlenmesinde, ara metabolitlerin olusumu
ve embriyonik gelisimde proapoptotik faktorlerin - depolanmasinda 6nemlidir.
Mitokondrinin normal fonksiyonunu gdsterememesi sonucunda embriyonik gelisimin
bozuldugu, trofoblast olusumunda kusurlar meydana geldigi ve otofaji yoluyla apoptozun
tetiklendigi tespit edilmistir (Zhao, 2015).

Yakin zamanda yapilan aragtirmalar, erken gebelik kayiplari, preeklempsi,
intrauterin biiyiime duraksamasi, maternal diyabet ve obesite gibi gebelik ile iligkili
stireclerde plasental mitokondriyal disfonksiyonunun énemli rol oynadigini1 gostermistir
(Hempstock et al., 2003, Holland et al., 2017, Cai et al., 2018). Abortus, gebelikte
gozlenen en yaygin komplikasyon ve gebeliklerin %12-24’{inde g0zlenebilmektedir.
Tekrarlayan gebelik kaybi ise %1-2 oraninda gortlmektedir (Garrido-Gimenez and
Alijotas-Reig, 2015, Jurkovic et al., 2013, Cai et al., 2018). Erken gebelik kayiplarinin en
yaygin nedeni olan kromozomal anomalilerin siklig1 yaklasik %50 oranindadir ve anne
yasi ile birlikte risk artis1 olmaktadir (Nybo Andersen et al., 2000, van den Berg et al.,
2012, Cai et al., 2018).



Ramirez-Coronel ve arkadaslarinin 2023 yilinda yaptigi arastirmada,
mitokondriyal hasar sonucunda artan reaksif oksijen tdrlerinin koryon villuslarda
mitokondriyal dinamigin bozulmasina ve TGK’ya neden oldugu belirtilmistir (Ramirez-
Coronel et al.,, 2023). Arastirmada TGK’da villus dokusunda Fisl ve Drpl
ekspresyonunun arttigi, Mfn2, Mfnl ve Opal ekspresyonunun ise azaldigi gorilmiistiir.
Fisl ve Drpl ekspresyonlarindaki artis ile mitokondriyal fisyon aktif hale gelmekte ancak
flizyon yeterli sekilde gergeklesemediginden mitokondriyal dinamik bozulmaktadir.
Mitokondri dinamiginin etkilenmesi ile apoptoz siireci tetiklenmekte ve sitozole sitokrom
¢ salinmaktadir (Borutaite, 2010, Kalpage et al., 2019, Ramirez-Coronel et al., 2023,
Vranas et al., 2022). Bcl2 (B-cell lymphoma gene-2) ailesi, sitokrom ¢ salinimina aracilik
ederek sitokrom c apoptotik proteaz faktdor 1’e (APAF-1) baglanir ve apoptozom
kompleksi olusur. Apoptozom kompleksinin olusumu, kaspaz 9 ve kaspaz 3
aktivasyonuna sebep olur ve apoptotik sinyaller ile birlikte DNA parcalanmasi ve
kromatin yogunlasmasi meydana gelir (Shakeri et al., 2017, Ramirez-Coronel et al.,
2023). Hiicre boyutundaki kiiglilmenin ardindan hiicre apoptotik cisimcikler denilen
kicuk parcalara bolindr. Reaktif oksijen tirlerinin birikimi sonucunda, enflamatuvar
sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunda 6nemli olan nukleer faktor kappa B (NF-
kB) sinyal yolagi aktivasyonunun artmasina yol agabilir (Shakeri et al., 2017, Ramirez-
Coronel et al., 2023, Lawrence, 2009). Arastirma sonucunda, NF-kB yolaginin
farmakolojik inhibisyonunun fisyon (Drpl ve Fisl) ve flizyon (OPAL, Mfnl ve Mfn2)
proteinlerinde meydana gelen degisiklikleri diizelttigini ve TGK sirasinda koryonik
villuslarda bozulan mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigini gostermistir (Ramirez-
Coronel et al., 2023).

Oksidatif stresin mitokondriyal disfonksiyona ve oosit kalitesinde azalmaya sebep
oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres yoluyla yaslandirilmis oositler ile geng oositlerin
karsilastirilmis ve oksidatif strese maruz kalan gen¢ oositlerde fosforile-PRKN
ekspresyonunun azaldigi, mitokondriyal DNA kopya sayisinin artig1 goriilmiistiir (Khan
et al., 2023). Parkin geni, Mitofusin genleri ile dogrudan etkilesim gdstermesi agisindan

onemlidir.

Sekonder infertilite kapsamindaki tekrarlayan gebelik kayiplarinda, erkek eslerin
arastirtldigl ¢aligmalarda, yas, seminal hacim, sivilagma siiresi (liquefaction), pH ve

sperm konsantrasyonu acisindan anlamli bir fark gozlenmezken sperm morfoloji ile



motilitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede diislik oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
ROT seviyelerinin kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir
(Imam et al.,, 2011). ROT seviyelerinin yiiksekligi, bu tezin ana hipotezi olan
mitokondriyal fonksiyonla iligkili olmasi nedeniyle Onemlidir. Sperm DNA’sinin
biitiinliigliniin korunmasi embriyonik gelisimde ve saglikli yavrularin ortaya ¢ikmasinda
onemlidir. Serbest radikal seviyelerinin yiiksekligi ve toplam antioksidan kapasitesinin
diisiik olmasindan kaynaklanan dengesizlik nedeniyle oksidatif stres meydana gelir. DNA
hasarma sebep olan oksidatif stres, gebeligi etkileyen 6nemli bir parametredir. Tez
kapsaminda 35 kadin olgu ile baslayan ¢alismamizda, bu bilgilerden de hareketle TED
verisi olan 10 erkek partner de analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda oksidatif stres

ile iligkili genler tespit edilmistir.

2.5. Biyoinformatik Kavrami ve Dizileme Teknolojileri
2.5.1. Biyoinformatik

Bilisim teknolojilerinin biyolojiye uygulanmasi ve biyolojik verilerin bilgisayar
destekli olarak analiz edilmesi ile biyoinformatik kavrami ortaya ¢ikmustir.
Biyoinformatik alanindaki ilk ¢alismalar 1965 yilinda Margaret Dayhoff tarafindan
Protein Dizi ve Yap1 Atlast’nin olusturulmasi (Dayhoff, 1965) ile baslatilmistir. Dayhoff
bu caligma ile bilinen biitiin proteinlerin dizi koleksiyonlarini i¢eren atlasi olusturmustur.
Olusturdugu protein atlasi, internet dncesi donemde olusturulan bir veritabani niteligi
tasimasinin yani sira atlasin ortaya ¢ikis strecinde meydana gelen biyolojik problemlere
¢Ozlim bulmada matematiksel ve hesaplamali tekniklerin kullanilmasi ve donemin son
bilgisayar teknolojilerinin  uygulanmasi, giiniimiizde biyoinformatik  olarak

adlandirdigimiz yeni arastirma alaninin ortaya ¢ikmasina yardimei olmustur.

1970 yilinda  Hollandali biyologlar Hogeweg ve Hesper, biyoinformatik
kavramini “biyolojik sistemlerde bilisim siireclerinin ¢alisilmasi ve genomik verilerin
karsilagtirmali analizi i¢in hesaplamali yontemlerin uygulanmas1” olarak tanimlamistir

(Hesper and Hogeweg, 1970).



Gunumuzde biyoinformatik molekiler antropoloji, evrimsel biyoloji, biyokimya
ve biyofizik, matematik ve istatistik, farmasétik teknolojiler ve OMIK calismalar gibi pek

cok alan ile etkilesim halindedir.

2.5.2. Dizileme Teknolojileri

DNA’nin dizilenmesine yonelik ilk calismalar 1970’li yillarda iki boyutlu
kromatografiye dayali yontemlerle baslamistir. 1977 yilinda Sanger zincir sonlandirma
yonteminin (Sanger, 1988) gelistirilmesi ile birlikte DNA giivenilir ve tekrarlanabilir
sekilde dizilenebilmistir. Sanger dizileme, gene 6zgl primerler ve problar yoluyla hedefe
yonelik amplikasyon ile DNA’nin belirli bir segmentindeki niikleotitlerin dizilenmesinde
kullanilan yontemdir. Bu yontem, baska metodlarla tespit edilen mutasyonlarin
konfirmasyonunda, arastirmacilar tarafindan olusturulan sentetik biyoloji plazmid
yapilarinin  dizi konfirmasyonunda, gendeki insersiyonlarin ve delesyonlarin
konfirmasyonunda kullanilabilmektedir (Clark et al., 2019). Daha uzun okumalar elde
edilmesi ve giivenilirliginin yiiksek olmasi yontemin avantajlarindandir ancak, biytk
genomik bolgelerin dizilenmesinde zaman ve maliyet agisindan uygun bir ydntem
degildir. Sanger dizileme, “birinci nesil” bir DNA dizileme yontemidir. Yeni nesil
dizileme (NGS) tekniklerinde verimin cok daha yuksek olmasia, NGS testlerinin
konfirmasyonunda ve kapsanmayan bdélgelerin dizilenmesinde Sanger dizileme dnemli

bir aractir (Hagemann, 2015).

2.5.3. Yeni Nesil Dizileme Yontemi

Teknolojideki ilerlemeler ile birlikte veri toplama ve analiz adimlarin1 daha iyi
birlestiren, hem is giicii hem de zaman agisindan Sanger dizilemeye kiyasla daha verimli
calisan sistemler gelistirilmistir. Kisa okuma teknolojileri olarak bilinen ikinci nesil
dizileme yaklasimlar1 ile milyonlarca dizileme reaksiyonunu (150-400 baz ciftlik kisa
okumalar) ayn1 anda paralel olarak gerceklestirilebilmektedir (Roumpeka et al., 2017).
Yontem genellikle DNA fragmantasyonu, DNA ug-tamiri, adaptor ligasyonu, yiizeye
baglanma ve in-situ amplifikasyon ile baglamaktadir. Bu yontem genomun 150-400 baz
cifti boyutundaki kisa parcalarimin paralel olarak milyonlarca kez dizilenmesi, bu

dizilerin okunarak bir araya getirilmesi ve analiz edilmesi agamalarini igermektedir.

Dizilemede kisa okuma teknolojileri ile elde edilen kisa pargalarin yeniden

birlestirilmesinde ve genoma hizalanmasinda zorluklar ve GC oraninin yiiksek oldugu



bolgelerin yanlis dizilenebilmesi gibi yapisal farkliliklardan ve karmasikligindan
kaynaklanan zorluklar bu teknolojinin dezavantajlaridir. Kisa okuma uzunluklari, baz
dogrulugundan bagimsiz olarak, biiyiik ardisik tekrarlar ve segmental duplikasyonlar gibi
benzerligin yiiksek oldugu bolgelerde ve HLA (insan 16kosit antijeni) gen bdlgeleri gibi
cesitli immun sistem bilesenlerini kodlayan degiskenligi yiiksek gen bolgelerinde varyant

cagrilmasini engeller (Olson et al., 2023).

Uclincii nesil dizileme teknolojileri, 10 kilobaza kadar (6-20 kb) okuma
uzunluklarina ulasabilen uzun okuma teknolojileridir (Goodwin et al., 2016, Roumpeka
et al., 2017). Uzun okuma teknolojileri sayesinde genomdaki tekrar bolgeleri ve yapisal
degiskenlerin tespiti gibi kisa okuma teknolojileri ile dizilenmesinde zorluk yasanan
bolgeler dizilenebilmektedir. Ikinci nesil dizileme teknolojilerinden kiitiiphane hazirlama
adimlart ve fragmante edilmeyen DNA molekiillerinin ger¢ek zamanli olarak
hedeflenmesi gibi bazi konularda farklilik gdsterir. Ancak bu teknoloji ile dizileme
yapabilemek i¢in yiiksek molekiil agirlikli DNA’nin iiretilmesi gerekir (Hu et al., 2021).
Bu yontemin kisitliligi ise ikinci nesil dizileme teknolojileri ile kiyaslandiginda dogruluk
oraninin diisiik olmasiydi. Ilk uzun okumalar %15-30 arasinda degisen yiiksek hata
oranlarina sahipti ve bu yonteme ek olarak kisa okumalarin kullanimi gerekiyordu
(Morisse et al., 2021). Bu sekilde farkli yontemlerin hibrit kullanimi ile dogruluk oraninin
diizeltilmesi yaygindi. Ancak {i¢iincii nesil dizileme teknolojilerinde gelisim ile birlikte
hata oranlar1 da azaltilmistir. Daha diisiik maliyet ile daha yiiksek veri tiretimi a¢isindan
da bu teknolojinin gelisimi 6nemlidir ve hibrit diizeltme yerine kendi kendini diizeltme

verimli olarak kullanilabilir hale gelmistir (Morisse et al., 2021).

Her yontemin ¢esitli avantaj ve dezavantajlari olmakla birlikte yontem tercihi
arastirmaya veya klinik uygulamaya gore degisiklik gostermektedir. Yontemler gelistikce

mevcut kisithliklarin azalmasi ve farkli uygulamalarin yayginlasmasi miimkiin olacaktir.

2.5.4. Yeni Nesil Dizileme Yonteminin Prensileri

Temelde NGS teknolojilerinin altinda yatan teknikler kapiller elektroforez
dizilemesine benzer. Siral1 dongiiler gerceklesirken DNA polimerazi DNA kalip zincirine
floresan igaretli dort ¢esit deoksiriboniikleotid trifosfati (INTP) ekleyerek DNA sentezini
gerceklestirir. Her dongiide niikleotidler yaydig1 floresan 1s1ma ile tanimlanir.Yeni nesil

dizilemede milyonlarca niikleotidin yaydigi floresan 1s1ma paralel olarak



tanimlanmaktadir. Yeni nesil dizileme temel olarak kiitiiphane hazirligi, kiimeleme,

dizileme ve veri analizini iceren dort adimdan olusur.

2.5.4.1. Kiitiiphane Hazirhgi

DNA ve cDNA oOrneginin rastgele parcalar1 ayrilmasinin ardindan 5’ve 3’
uclarina adaptdrlerin eklenmesi ile kiitiiphane hazirlanir. Bu asama yeni nesil dizilemenin
kalitesi icin cok ©Onemlidir. Dizileme icin ilgilenilen molekiillere karsilik gelen
sablonlarin elde edilmesi ve daha sonra fragmentlerin kullanilan dizileme platformu ile
uyumlu olacak sekilde hazirlanmasi adimlarini igerir. Etiketleme, parcalama ve ligasyon
reaksiyonlarini birlestirerek kiitiiphane hazirlama siirecinin  verimliligini artirir.

Adaptorler baglanan fragmentler daha sonra PZR ile amplifiye edilir.

2.5.4.2. Kiime Olusturulmasi
Kiime olusturma i¢in kiitiiphane, fragment adaptorlerini tamamlayan ylizeye bagh
oligolardan olusan bir flow cell’e (6l¢iim kamarasi) ylklenir. Her fragment daha sonra

koprii amplifikasyonu yoluyla farkli klonal kiimelere amplifiye edilir.

2.5.4.3. Dizileme

Farkl1 teknolojilerde yontemler degisiklik gdstermektedir. Ornegin, Illumina SBS
teknolojisi, DNA kalip ipliklerine katilan tekli bazlari tespit eden tersinir sonlandirici
tabanli yontem kullanir. Her dizileme dongiisii sirasinda dort tersinir sonlandiriciya baglh
dNTP’nin tiimii mevcut oldugundan, yarigsmali olarak (A, C, G, T olmak {izere dort farkli
niikleotidin DNA ipligine es zamanli baglanma yetenegi) DNA polimeraz enziminin
yanlis niikleotidi eklemesinden kaynaklanan hatali eslesmeleri azaltir ve hatali baz
ekleme olasiligimi distiriir. Yiiksek verimli dizileme yontemlerinde bu sekilde hata

oranlarini azaltmaya yonelik mekanizmalar mevcuttur.

2.5.4.4. Veri Analizi

Veri analizi ve hizalama sirasinda, yeni tanimlanan dizi okumalar1 bir referans
genoma hizalanir. Hizalamay1 takiben, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) veya ekleme-
silme (indel) tanimlamasi, RNA yontemleri i¢cin okuma sayimi, filogenetik veya

metagenomik analiz ve daha fazlas1 yapilabilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Grubunun Secimi ve Ozellikleri

Istanbul Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda daha once yiiriitiilen
“Tekrarlayan Gebelik Kayiplar1 Olan Ciftlerde iliskili Tek Gen Mutasyonlarmin
Arastirilmas1  (Berkay, 2020)” ve “Sebebi Agciklanamayan Erkek Infertilitesinin
Acgiklanmasina Tiim Ekzom Analizlerinin Katkisi (Kale, 2021)” isimli tez ¢alismalari
kapsaminda 25 kadin olgu ve 10 gifte tiim ekzom dizilemesi yapilmistir. Bu ¢alismalar
kapsaminda kadin olgularm 10’u (Olgu 1-10) TUBITAK Marmara Arastirma
Merkezi’nde Illumina HiSeq 2500 cihaziyla, 251 ise (Olgu-11-35) Engin Tibbi Uriinler,
Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq platformunda dizilenmistir. Erkek hastalar
Engin Tip (Berry Genomics) araciligiyla Next Genetic Center’da (NGC) TWIST Core
Exome kiti ve MGI DNBSEQ-G400 cihazi kullanilarak dizilenmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda primer infertilite ve tekrarlayan gebelik kaybi ile
iligkili olgular retrospektif olarak incelenerek FASTQ formatindaki ham TED datalar
toplanmugtir. Elde edilen veriler, in-house akis semasina (Durmaz, 2024) gore olusturulan
veri 6n-isleme (data pre-processing) ve anotasyon igslemlerinin ardindan yeniden analiz
edilmistir. Belirlenen varyantlar arasindan klinkle olas1 iligkisi gozetilerek secilenler
Sanger dizileme ydntemi ile konfirme edilmistir. Etik kurul onay1 istanbul Tip Fakiiltesi

Klinik Arastirmalart Etik Kurulu’ndan alinmistir (Tarih: 11/02/2022 Sayz: 03).
3.2. Biyoinformatik Analizler: Varyant Analizi

Tum ekzom dizileme verisinin analizi birgok asamadan olusmakta ve
biyoinformatik araglarin kullanimini gerektirmektedir. Bu araglarin  kullanimi  ve
biyoinformatik analizler i¢in yliksek hacimli verileri yiiksek performansh olarak isleyen
ve analiz eden sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda TUBITAK ULAKBIM,
Yiiksek Bagarim ve Grid Hesaplama Merkezi TRUBA kaynaklari kullanilarak analizlere
baslanmigtir. TRUBA altyapist arastirmacilara, verilerin depolanabilmesi ve yliksek
basarimli hesaplamalar yapilabilmesi konusunda kaynak sunmaktadir. Tez verilerinin 6n-
isleme asamalar1 ve is akiglarinin deneme siireci TRUBA {izerinde gerceklestirilmeye

baslanmistir ancak yasanan teknik sorunlar sebebiyle kurum i¢i kaynaklar ile devam
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edilmistir. TED veri setinin biyoinformatik analizinde kullanilan is akist Sekil 3-1’de

gosterilmektedir.

@ LOEUF, PLI, Gnocehi
MultiVCF skorlar

Sekil 3-1: Tez calismasinda kullanilan biyoinformatik analiz is akis semasi

3.2.1. Veri On isleme Suireci ve Ham Verilerin Islenmesi

Infertilite calismalar1 i¢in ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda belirtilen
platformlar ile dizilenen hastalarin ham datalart FASTQ formatinda elde edilmistir. Veri
on isleme asamasinda FASTQC (v0.11.9) (Andrews, 2010)
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) yazilim araci kullanilarak
FASTQ dosyalarinin kalite kontrolii yapilmistir. FASTQC araci, TED yontemi
kullanilarak elde edilen ham verilerin dizi bilgilerinin kalite kontrolii i¢in kullanilmistir.
Bu Kalite kontrol arac1 ile her olguda baz basina kalite skoru, GC (Guanin/Sitozin) baz
okumalari, okumalarda baz dagilimlari, dizi okuma uzunluklarinin dagilimi, adaptor
icerigini gosterecek sekilde kalite kontrolii gergeklestirilmistir. Ornek bir FASTQC kalite
kontrol raporu Sekil 3-2’de gosterilmektedir.
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Sekil 3-2: FASTQC Kkalite raporu ornegi

3.2.2. Genomik Dizilerin Hizalanmasi ve Haritalanmasi

FASTQ dosya formatindaki genomik dizilerin insan genomunda karsilik gelen
bolgelerinin bulunmasinda Burrows-Wheeler algoritmasi temelli BWA MEM (Burrow-
Wheeler Aligner Maximal Exact Match) hizalama aract kullanilmigtir. FASTQ
formatindaki 150 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA pargalar1 GRCh38.p14 — hg38
(Karolchik et al., 2012) referans insan genomuna hizalanmistir. Hizalama sonucunda
haritalanan diziler SAM (Sequence Aligment Map, Dizi Hizalama Haritas1) dosya
formatinda elde edilmistir. Samtools v1.11 yazilim paketi (Danecek et al., 2021)
kullanilarak SAM dosyast BAM (Binary Aligment Map, Ikili Hizalama Haritas)

dosyasina doniistiiriilmiis ve lokal hizalama yapilmistir (indeksleme).

3.2.3. Varyant Cagirma

Hizalanan dizilerde genetik varyantlarin tanimlanabilmesi i¢in referans dizi baz
almarak degisimlerin belirlenmesi amaciyla, siklikla kullanilan GATK, FreeBayes,
Octopus, Clair3, Samtools ve DeepVariant varyant ¢agirma is akiglarindan (pipeline)
derin 6grenme tabanli DeepVariant tercih edildi. DeepVariant biyoinformatik is akisinin

tercih edilmesinde Barbitoff ve arkadaslarinin (Barbitoff et al., 2022) varyant ¢agirmada
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kullanilan mevcut biyoinformatik is akislarinin performanslarini karsilastirmali olarak ele

aldig1 calismadan faydalanilmistir.

Tools & Resources

Sy =B Mo BT-E2E - Bowtie2 (end-to-end)

BT-LOC - Bowtie2 (local)

[GH) GATK-HC (hard filter)
(OF| Octopus (RF filter)
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@) GATK-HC (1DCNN) (95 :d"":;("’"m’

| GATK-HC (2DCNN) (5T Strek

Gold standard variants from GIAB
High confidence regions from GIAB (v. 4.2, v. 3.3)

a
Analysis step Data types
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v19 CDS (35.1 Mb)

GIAB 4.2 (30.4 Mb) _
GIAB 3.3 (28.4 Mb) '

Sekil 3-3: TED ve TGD verisinde varyant ¢agirma asamasinda kullamlan is akiglar

(Barbitoff et al., 2022)

Sekil 3-3’te varyant ¢cagirmada kullanilan is akislar sistematik olarak karsilastirilmistir.

Sekil 3-3-a’da is akisinin analizi, Sekil 3-3-b’de giivenilirligi yliksek kodlayan dizi

bolgelerinin ortalama kapsami ve TED-TGD veri kimelerindeki toplam okuma

derinliginin en az 10 katin1 kaplayan bolgelerin baz fraksiyonunun dagilim grafigi, Sekil

3-3-c’de Orneklerin hepsinde ortak olan GENCODE v19 kodlayan dizi araliklari, GIAB

genom konsorsiyumu giivenilirliligi yiiksek verileri ve ClinVar’da patojenik ve olasi

patojenik olarak raporlanan varyantlarin kullanildig1 gosterilmektedir (Barbitoff et al.,

2022).
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Sekil 3-4: Varyant cagirma ve filtreleme metotlarimn performans Kkarsilastirmalar:

(Barbitoff et al., 2022)

Varyant ¢agirma ve filtreleme metotlarinin performans karsilastirmalart Sekil 3-4’te
gosterilmistir. TED ve TGD verilerinde SNP ve INDEL’lerdeki pozitif degisimler mavi
kutularda, varyant cagirmadaki negatif degiklikler sar1 kutularda gosterilmistir.
Filtrelemenin faydali oldugu durumlar gri renkle isaretlenmistir. Karsilastirma sonucunda
DeepVariant (DV), verilerin degisken filtrelemesinden etkilenmeyerek varyant bulmada
en yiiksek performansi gostermistir ve bu nedenle tez kapsaminda kullanilmistir. Bowtie2
ve FreeBayes ise digerleri ile kiyaslandiginda diisiik performans gostermektedir
(Barbitoff et al., 2022).

Amplifikasyon tabanli kiitliphane hazirlanmas1 sebebiyle varyant c¢agirma
adiminda duplike okumalarin isaretlenmesi ve silinmesi Picard — MarkDuplicates araci
(Institute, 2019) kullanilarak gergeklestirilmistir. Varyant ¢agirma islemi yukarida
Ozellikleri verilen derin 6grenme tabanli DeepVariant v1.6 aract (Poplin et al., 2018) ile
gerceklestirilmigtir. Sirali islemler sonucunda VCF (variant call format) ve gVCF

(genomic variant call format) dosya formatlarinda veriler elde edilmistir.

3.2.4. Varyantlarin Filtrelenmesi ve Anotasyon

VCF ve gVCF dosyalari elde edildikten sonra potansiyel olarak iligkili varyantlari
tutmak ve yanlis pozitif varyantlari uzaklastirmak igin filtre kalite ve kapsam (coverage)

kriterlerine gore filtre uygulanmistir. Beftools araci ile decompozisyon ve normalizasyon



islemleri yapilan varyantlar okuma derinligi (Depth>5), okuma kalitesi (Q>20) ve genotip
kalitesi (GQ>20) olarak sekilde filtrelenmistir. Elde edilen g.VCF dosyalari, genis kohort
dizileri i¢in ortak varyant cagirmadan gelen verilerin birlestirilmesinde kullanilan agik
kaynakli ve oOlgeklenebilir kohort birlestirme sistemi olan GLNexus (GL, Genotype
Likelihood) (Lin etal., 2018) kullanilarak MultiVCF formati haline getirilmistir ve kohort
icerisindeki her bir varyant i¢in allel siklig1 hesaplanmistir. Varyantlar Ensembl VEP

araci cache v110 ve dbNSFP v4.5 veritabani ile anote edilmistir.

Varyant anotasyonunda, varyant turii (missense, stop kodon, kirpilma varyanti,
cergeve kaymasi) American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
kriterlerine gore (Richards et al., 2015) varyantlarin klinik siniflandirmasi (benign, olas1
benign, klintkk 6nemi belirsiz (VUS), olas1 patojenik ve patojenik), degisimlerin
populasyon veritabanlarindaki (GnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/), dnSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) gibi) allel frekanslari, kohort igerisindeki allel
frekanslari, in silico tahmin araglarindaki patojenite skorlari, phyloway, phastCons4way
gibi omurgali, primat ve memelilerdeki filogenetik hesaplamalari iceren tahmin
araclarindaki korunmusluk skorlari, loss-of-function (LoF), LOEUF (loss-of-function
observed / expected upper bound fraction), pLI (probability of being loss-of-function
intolerant), Z skoru gibi (Karczewski et al., 2020) constraint metrikleri dahil edilerek
anote edilmistir. Anotasyon i¢in Ensembl VEP cache v110 ve dbNSFP v4.5 anotasyon

araclar kullanilmistir.

Tablo 3-1: TED yontemi ile elde edilen verilerin 6zellikleri
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3.2.5. Varyantlarin Onceliklendirilmesi ve Filtrelenmesi

TED yontemi ile edilen dizi verilerinin islenmesinin ardindan kadin ve erkek 45
olgudan (25 kadin ve 10 ¢ift) olusan veri setinde her olgunun ham veri dosyalar1 .fastq,
.bam, .bai elde edilmistir. Varyant anotasyonlar1 .vcf ve .xIsx formatlarinda elde
edilmistir. Gnomad v3 allel frekans1 (AF<0.005), ClinVar benign olmayan varyantlar,
kohort AF > 0,9 ve intronik olmayan varyantlar dncelikli olarak filtrelenerek ACMG
(Richards et al., 2015) kriterlerine gore analiz edilmistir. Tek Basina Benign (Benign
Stand-Alone (BA), Gugli Benign (Benign Strong, (BS)), Benign Destekleyici (Benign
Supporting (BP)), Patojeniteyi Destekleyen (Pathogenic Supporting (PP)), Ilimh
Patojenik (Pathogenic Moderate (PM)), Glgcli Patojenik (Pathogenic Strong (PS)) ve
Cok Gucli Patojenik (Pathogenic Very Strong (PVS)), olarak kisaltilan bu kriterlere Sekil

3-5’te yer verilmistir.



o1

* (i) 1 Tek basina benign (BA1): Populasvon siklig beklenenden gok daha yiksek varyantlar (>%5) veya
«(ii) 22 Giiclii bening (BS1-B54)

* (i) 1 Giiglid (BS1-BS4) ve 1 destekleyen (BP1-BP7) veya
* (i) = Destekleyici (BP1-BP7)

+ (i) Benign kriterlerini karsilamayan veya

+ (ii) Benign ve patojenik kriterleri celigkili

* (i) 1 Cok giglii (PVS1) ve 1 orta (PM1-PME) veya

= (ii) 1 Giigli (PS1-PS4) ve 1-2 orta (PM1-PME) veya

* (iv) 23 Orta (PM1-PMB) veya

+ (v) 2 Orta (PM1-PMB6) ve 22 destekleyici (PP1-PP5) veya
* (vi) 1 Orta (PM1-PM6) ve 24 destekleyici (PP1-PP5)

(D) 1 Cok giclii (PVS1) ve
*(a) =1 Giigli (PS1-P54) veya
+(b) =2 Orta ((PM1-PM6) veya
*{c) 1 Orta (PM1-PM6) VE 1 destekleyici (PP1-PP5) veya
+*(d) =2 Destekleyici (PP1-PP5)
(i) =2 Giglii (PS1-PS4) veya

(iii) 1 Giiglii (PS1-PS4) ve

*(a) =3 Orta (PM1-PM6) veya
«(b) 2 Orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)
*(c) =4 destekleyici (PM1-PM6) ve =4 destekleyici
Sekil 3-5: ACMG kilavuzu varyant simflandirma Kkriterleri (Richards et al., 2015)’ dan

uyarlanmistir.

Analizlerde hastaligin kalitim sekli, tahmin edilen fonksiyonel etkisi, varyantlarin
populasyon veritabanlarindaki ve in-house veritabanindaki sikligi ile literatlr
arastirmalar1 degerlendirilerek dnceliklendirilmis ve analiz edilmistir. Eslerin analizinde
ortak genler ve varyantlar karsilastirmali olarak analiz edildi. Varyantlarin analiz

algoritmasi gen ve varyant bazli analizi igerecek sekilde tasarlanmustir.

Gen temelli analiz kapsaminda; 1. MFN2 ve MFN1 genleri ile ayni yolakta
bulunan ve etkilesim gosteren genlerden olusan bir gen listesi ve 2. Human Phenotype
Ontology (HPO) veritabaninda infertilite ve gebelik kaybi ile iliskili oldugu bildirilen

genlerin listesi olmak tizere iki ayr1 liste olugturulmustur (HPO erisim tarihi: 01.10.2023).



Gen listesinin  olusturulmasinda StringDB  (https://string-db.org/), KEGG
(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html), Reactome (https://reactome.org/), UCSC
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGeneGraph), ZS Revelen (https://zs-revelen.com/),
BioGrid (https://thebiogrid.org/) ve Harvard BioPlex Interactome
(https://bioplex.hms.harvard.edu/) gibi gen — gen etkilesim aglarinin ve yolak
haritalariin  analiz edilebildigi veritabanlarindan yararlanilmistir. Gen listesi
hazirlanirken yukarida belirtilen yedi yolak haritalama veritabaninda MFN2 ve MFN1
genleri ile etkilesen genlerin listesi olusturulmustur. Listelenen genler farkli kaynaklarda
ortak olarak bulunmalarina ve literatiir analizi ile desteklenme durumuna gore birincil,
ikincil, tgilinciil ve diger olmak iizere dort smifa ayrilarak segmentasyon yapilmistir.
Onem derecesi birincil olarak smiflandirilan genler, ii¢ ve iizeri veritabaninda ortak olarak
goriilen ve literatiir analizi sonucunda iligkili yayinlar1 bulunan genlerden olugsmaktadir.
Onem derecesine gore birincil olarak siniflandirilan genler, olusturulan gen listesinde mor
renk ile isaretlenmistir. Ikincil olarak siniflandirilan genler, en az iki veritabaninda ortak
olarak bulunan ve literatiir analizi ile MFN2 ve MFN1 genleri iligkili oldugu tespit edilen
genlerden olusmaktadir. Onem derecesi ikincil olanlar yesil renk ile isaretlenmistir.
Ugiinciil olarak smiflandirilan genler en az bir yolak haritalama veritabaninda tespit
edilen ve literatir ile desteklenebilen genlerden olusmaktadir ve listede turuncu renk ile
isaretlenmistir. Diger genler ise yalniz bir veritabaninda yer verilen veya birden fazla
veritabaninda yer verilse de dogrudan yaymlarla desteklenmeyen genlerden
olusmaktadir. Diger olarak siniflandirilan genler listede gri renk ile isaretlenmistir.

Olusturulan gen listesi Sekil 3-6’da 6rneklenmektedir.



53

BIRINCIL | IKINCI DIGER
MOR | LYESIL GRi
Genin
Gene_ID  Gene - Kromo . . Yolak
(Sembol) ~Name | Diger - om Tamm ve Protein Fonksiyonu Veritabanlar:
simleri
InBioDiscover,
CMT2A2, Mitokondri organizasyonunun pozitif dilzenlenmesi, mitokondri otofajisi, mitokondri dig zari, ucsce,
mitofusin ~ CPRP1, ) mitokondriyal taginma, mitokondri pargalanmasi, mitofaji, mitokondriyal depolarizasyona yanit  StringDB,
- 2 KIAAD214, olarak mitokondrinin otofajisinin diizenlenmesi, mitokondriyal depolarizasyona yamit, ubikuitin -~ Reactome,
MARF benzeri protein ligaz baglanmast KEGG,
RinGRIT)
MpBIoUISCOVEr,
itafust HFZO1, Guanozin igeren bilesik metabolik siireg, mitokondriyal membranin tamamlayici bileseni, L!CSC’
m';nl S HFzO2, 3 mitokondriyal dis zarin igsel bileseni, mitokondriyal membran organizasyonu, piirin niikleosid s:mnthB’
FLI20693 trifosfat metabolik siireci, riboniikleosit trifosfat metabolik siireci wboa
Mitokondri lokalizasyonunun kurulmasi, mikrotiibiil aracili, guanozin igeren bilesik metabolik
. FLI12460, siireg, mitokondriyal membran organizasyonu, niikleozit trifosfat metabolik siireg, .
- optie KIAAD567, fosfatidilgliserol baglanmasi, protein polimerizasyonu, piirin riboniikleosit trifosfat metabolik StringDB,
OPALl atrophy 3 o N : .o . o UCsC,
1 MGM1, siireci, endoplazmik retikulum stresinin indiikledigi igsel apoptotik sinyal yolunun BioGRID
NPG, NTG diizenlenmesi, mitokondri organizasyonunun diizenlenmesi, mitokondriden sitokrom ¢
salimminin diizenlenmesi, tiibiilin baglanmasi
Mitokondriyal ve peroksizomal bélinmeye aracilik eder ve geligimsel olarak diizenlenen
fissh TTC1L: apoptoz ve programlanmig nekrozda rol oynar. Bu genin iglevsizligi Alzheimer hastahif da KEGG,
n';‘sc';lnl CG[-IS; 7 dahil olmak iizere gesitli nirolojik bozukluklarla ve kusurlu mitokondriyal ve peroksizomal StringDB,
P fisyona (EMPF) bagl éliimeiil olan otozomal dominant bozukluk olan ensefalopati ile ucsc
iliskilidir
Mitokondri organizasyonunun pozitif ditzenlenmesi, proteolizin pozitif diizenlenmesi,
endoplazmik retikulum stresine yamt olarak i¢sel apoptotik sinyal yolu, mitokondriyal fisyon,
AR-IP, mi A . . P P StringDB,
itokondriyal fiizyon, mitokondriyal tasinma, mitofaji, protein polimerizasyonu, -
S PARK2Z, . . . . .. P . . KEGG, InBio,
'REN | PARK2 PDI 6 mitokondriyal depolarizasyona yamt olarak mitokondrinin otofajisinin pozitif diizenlenmesi, Reactome
P AR[(’[N mitokondriden sitokrom ¢ salimiminin diizenlenmesi, viral genom replikasyonunun BinGR[D,
diizenlenmesi, sinaptik vezikiil lokalizasyonu, sinaptik vezikiil taginmasi, ubikuitin benzeri
protein ligaz baglanmasi, membrandan vezikiil tomurcuklanmasi, vezikiil lokalizasyonu
vacuolar BLTP5D, Vmpl, Vps13D ve Marf/Mfn2, gelisim ve hastalikta mitokondri ve ER temasim diizenlemek InBioDi
VPS13D E:::r:n FLI10619, 1 i¢in korunmus bir yolda iglev gériir. VPS13D, VCP/p97 ile etkilesime girer ve endoplazmik S:tﬂrinlsgjg =
13 B K1AA0453 retikulum-mitokondri etkilesimlerini negatif olarak diizenler. &
solute
Carrier Fosfat tagiyici protein, mitokondriyal insanlarda SLC25A3 geni tarafindan kodlanan bir
. PHC, PIC, Lo . . P . .
family PIP 12 proteindir. Kodlanmig protein, mitokondriyal i¢ zarda yer alan bir transmembran proteindir ve ucsc
25 oksidatif fosforilasyon amaciyla fosfat iyonlarinin bu zar boyunca taginmasim katalize eder.
memher
solute JFLANT2 ADP/ATP translokaz 2, insanlarda X kromozomu iizerindeki SLC25A5 geni tarafindan
;:;:rr T’2 . X kodlanan bir proteindir. Bu protein, mitokondriyal matris ve sitoplazma arasindaki ADP/ATP ucsc
25 Y ! degisimi igin bir antiporter olarak iglev goriir.

Sekil 3-6: Tez kapsaminda olusturulan gen listesinde yer alan gen dérnekleri

MFN2 ile iligkili yolak analizinde olusturulan gen listesi ve HPO’da hastalik
fenotipi ile iliskili gen listesinden olusan iki ayr1 liste, analiz filtresi olarak kullanilmak
tizere diise-yara (vlookup) formill ile .xlsx formatindaki final olgu dosyalarina
eklenmistir. Gen bazli analiz yaklasiminda once yolak iliskili genler standart filtre
(Gnomad v3 allel frekans1 (AF<0.005), ClinVar benign olmayan varyantlar, kohort AF >
0,9 ve intronik olmayan varyantlar) analiz edilmistir. Daha sonra HPO genleri standart

filtre de uygulanarak analiz edilmistir.

Varyant temelli analiz kapsaminda; 1.ClinVar’da patojenik ve olas1 patojenik
olarak bildirilen tim varyantlar, 2. In silico tahmin araglarinda patojenik ve olasi

patojenik olarak bildirilen varyantlar ve iligkili olduklar1 genler analiz edilmistir. In silico



analizlerde en optimal analizi gergeklestirebilmek icin BayesDel (Feng, 2017), CADD
(Rentzsch et al., 2019) DANN (Quang et al., 2015), DEOGEN (Raimondi et al., 2017),
FATHMM (Rogers et al., 2018), MetaLR (Dong et al., 2015), MetaRNN (Li et al., 2022),
MetaSVM (Dong et al., 2015), MutPred (Pejaver et al., 2020), MutationAssessor (Reva
et al., 2007), MutationTaster (Schwarz et al., 2014), PROVEAN (Choi and Chan, 2015),
Polyphen (Adzhubei et al., 2013), PrimateAl (Sundaram et al., 2018), REVEL (loannidis
et al., 2016), SIFT (Kumar et al., 2009) tahmin araglar1 farkli kombinasyonlarla
denenmistir. Yapilan analiz sirasinda patojenite tahminlemesinde BayesDel in silico
tahmin aracinin (esik deger>0.29) en iyi perfomans gosterdigi goriilmiistiir. Ardindan
yapilan literatiir arastirmasinda, in silico tahmin araglarindaki patojenik ve benign
varyantlara denk gelen tahmini esik degerlerinin karsilastirildig1 arastirmada, BayesDel
esik degerinin 0,29’un listiinde oldugu patojenite skorlarinin tahminlemede gii¢li kanitlar
saglayabilecegi bildirilmistir (Pejaver et al., 2022). Ayrica bu ¢alismada BayesDel ve
VEST4 araclarimin  patojenik  varyantlarimin  tahminlenmesinde, CADD ve
MutPred2/REVEL kombinasyonunun benign varyant tahminlenmesinde en iyi
performansi gosterdigi belirtilmistir (Pejaver et al., 2022). Giincel verilerden yararlanarak
belirlenen esik degerler ile varyant bazli in silico patojenite tahminlemeleri
gerceklestirilmistir.  Esik  degerlerin  iistiinde  olan  varyantlar  Franklin
(https://franklin.genoox.com/clinical-db/home), Varsome (https://varsome.com/), NCBI-
dbSNP  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) klinik veritabanlarinda arastirilmistir.
Patojenik ve olasi patojenik olarak siniflandirilan varyantlar infertilite, tekrarlayan
gebelik kayb1 ve mitokondriyal dinamige etkileri ve doku spesifik gen anlatim profilleri
acisindan degerlendirilmistir. Bu kapsamda literatiirdeki ¢aligmalardan yogun olarak

faydalanilmistir.

3.3. Biyoinformatik Analizler: Burden Analizi

Burden (ylik) analizi yaklasiminda, belirli bir gendeki varyantlari tasiyan
bireylerin sayisi, hastalik ve kontrol kohortlar1 arasinda karsilastirma yapilmaktadir.
Analiz sonucu elde edilen veriler nadir goriilen, proteini degistiren varyantlar i¢in
filtrelenebilmektedir. Bu analiz kapsaminda, in-house veritabanindaki n=367 olgu ile tez
olgu grubu karsilastirilmistir. Genlerdeki homozigot ve heterozigot varyant sayisini

iceren zigozite bilgisi, gen adi ve lokasyon igeren calisma dosyasi olusturularak p



degerine gore anlamli genler (p<0.05) siralanmustir. Ayrica MAF<0.05 olacak sekilde

filtreme yapilmistir.

3.4. Sanger Dizileme ile Varyantlarin Konfirmasyonu

Potansiyel gen varyantlar1 tanimlandiktan sonra hedef gen bolgelerine 0zgu
primer tasartmi yapilmis ve Sanger dizileme ile dizilenerek konfirme edilmistir.
Varyantlarin konfirmasyonunda olgu ve tespit edilen varyanlarin sayisinin yiiksek olmast
nedeniyle onceliklendirme yapilmistir. TED analizleri sonucunda olgularda ortak olarak
tespit edilen, mitokondriyal dinamik ve MFN2 geni ile iliskili olan ve klinik olarak

anlamli oldugu degerlendirilen varyantlarin indeks olgularda dogrulanmasi saglanmistir.

3.4.1. Sanger Dizileme Yontemi icin Primerlerin Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlanmasinda oncelikli olarak hedef bolgenin belirlenmesi igin
Ensembl veritabanindan (Ensembl Genom Browser, Release 111, Jan. 2024,
https://www.ensembl.org/index.html) yararlanilmistir. GRCh38.p14 — hg38 referans
insan genomunda hedef gen bolgesi ve degisim tespit edilmistir. Hedeflenen bolgeye
spesifik primerlerin tasarlariminda, polimorfik bolgelerin gogaltilmasindan kaginmak
amaciyla nadir varyantlar (MAF<%0.01) haricindeki varyantlar1 icerecek sekilde

filtrelenmistir.

Polimorfik degisimleri ve tekrar dizileri igermeyen yaklasik 18-25 nikleotid
uzunlugunda primerler tasarlanmustir. ileri ve geri primerlerin GC igerigi (yaklasik %40-
60 oraninda olmali) erime sicaklilar1 (TM, melting temperature) (en fazla 2-5 °C fark
olmal1), self-dimer, heterodimer ve sa¢ tokasi olusumlar1 OligoAnalyzer programi
Integrated DNA Technologies (IDT, https://www.idtdna.com/pages) kullanilarak kontrol

edilmistir.

Tasarlanan primerlerin hedeflenen genomik bolgeye spesifikliginin dogrulanmasi
icin  NBCI Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) araci

kullanilarak analiz yapilmstir.

Tez kapsaminda tasarlanan primerlerin dizileri Tablo 3-2’de gosterilmektedir.



Tablo 3-2: Primer bilgileri

) o Amplikon
Gen Ad1 Primer dizisi Tm
boyutu
MUTYH-
- 5’-TAC CACCTT CACCCTTGACC -3’ 59
504 bg
MUTYH-
R 5’- AAG AGT TAG CCT GGG CTG G -3’ 59
MUTYH-
L0F 5’-GTG GAT GGC AACGTAGCAC-3’ 59
475 be
MUTYH-
10R 5’- GAG AGG CACAGG GTTGAG T -3’ 59
WNT10A-
- 5’-CTCTCCTGC ATACTGGGCT -3’ 59
600 bg
WNT10A-
3R 5’- AGG TGT GAC ATG TGG GAG C -3’ 59

3.4.2. Sanger Konfirmasyonu i¢cin PZR Yoénteminin Kullanilmasi

PZR asamasinda 100 pM hacimdeki primer stok primer dilusyonu 2,5 uM olacak sekilde
sulandirilmastir. PZR  reaksiyonunda  kullanilarak  soliisyonlar  istenilen
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Her 6rnek icin 0,2 mL’lik PZR tiipleri hazirlanarak

etiketlenmistir. Final hacim 25 pM olacak sekilde PZR bilesenleri tiipe eklenmistir.



Tablo 3-4: PZR bilesenleri

PZR Bileseni Hacim (pL)
dH20 13,25

10X (NH4),SO4 tampon soliisyonu 2,5

25 mM MgCI2 2

25 uM dNTP 2

2 uM Tleri primer 2

2 uM Geri primer 2

0,25 Taq polimeraz enzimi 0,25
Ornege ait DNA 1

Toplam Hacim 25

BIORAD-T100 termal dongii cihazinda Tablo 3-5te verilen ¢alisma kosullarinda PZR
gerceklestirilmistir.

Tablo: 3-5: PZR kosullar:
Denatirasyon 98 °C 3 dakika
Denattirasyon 95 °C 45 sn

Primere 6zgu ]
Baglanma 45 sn 35 siklus
baglanma 1s1s1

Uzama 72 °C 60 sn

Uzama 72 °C 7-10 dakika



PZR sonrasinda her amplifikasyon iirlinlinden 5 pL ornek %1,2°lik agaroz jele
yiiklenmistir. Tampon ¢dzelti olarak 1X TBE kullanilmistir. Ornekler, jel elektroforez
sisteminde 120 voltta, 20 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Ardindan, jel gortntulemesi UV

15181 altinda yapilarak, PZR ¢alismasinin kalitesi ile elde edilen iiriin degerlendirilmistir.

3.4.3. PZR Uriiniiniin Saflastiriimasi

Sanger yontemi ile dizilenecek olgulara ait PZR iiriinlerin saflastirilma adiminda
enzimatik yontem kullanilmigtir. PZR amplifikasyonuna gore ayarlanan miktarda, PZR
urintine ekzonukleaz (Exonuclease-1, Thermo Scientific) enzimi 1 ul ve alkalen fosfataz
(Rapid Alkaline Phosphatase, Roche) enzimi 1 ul eklenmistir. Distile su eklenerek total
hacim 5 pl’ye tamamlanmustir. Saflastirma i¢in termal dongii cihazinin programi 37 °C’de
30 dk, 85 °C 15 dk ve 4 °C’de « olarak belirlenmistir. Termal dongii cihazina

yerlestirildikten sonra 6nceden belirlenmis olan program baslatildi.

3.4.4. Sanger Dizileme Sonrasi Analiz

Sanger yontemi ile elde edilen veriler SeqScape™ Software v3.0 programi

kullanilarak analiz edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Olgulara iliskin Bilgiler ve Tiim Ekzom Dizileme Analiz Sonuclari

Daha 6nceki iki tez ¢alismast kapsaminda TED yapilmis olan 25 kadin olgu ve 10
ciftin verilerinin yeniden analizinde mitokondriyal fiizyon-fisyon yolagi ile iliskili olan
389 gen arastirilmistir. Bu analiz sonucunda tespit edilen iligkili varyantlara bulgu

tablolarinda yer verilmistir.

Burden analizi sonucunda TED analizinde de tespit edilen GATAL1, CCDC141,
ABCA4, TTC21B, MUC4 ve MUC3A genlerindeki varyant yikun(n referans olgu grubu
ile kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek oldugu gorilmistiir (p<0.05). Bu verilere

olgular icerisinde yer verilmistir.
4.1.1. Olgu-1-TGK Kadin Olgu

Olgu-1, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 31 yasinda, G5AS5 gebelik dykiisii
ile basvurmustur. Ik gebeligi 20 yasinda olmustur. Akraba evliligi oOykiisii
bulunmamaktadir. Biitiin gebelikleri spontan olarak olusmustur ve gebelik kayb1 haftalari
Al: 13.GH, A2: 9.GH, A3-5: 8.GH seklindedir. Fetuslardan A3’lin karyotipi 46,XX
olarak saptanmistir. G4 ve G5 gebelikleri sirasinda asetil salisilik asit ve diisiik molekiiler
agirlikli heparin kullanmistir. Ailesinde annesi (G3P2A1) ve hala kiz1 (G4P1A3) olmak
tizere 2 olguda benzer sekilde tekrarlayan gebelik kayb1 dykiisii bildirilmistir.

Olgu 1, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’'nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agaci Sekil 4-1-1’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-1’de sunulmustur.
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Sekil 4-1-1: Olgu-1-TGK kadin olgu aile agaci (Berkay, 2020).

Tablo 4-1: Olgu-1-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili

olabilecek varyantlar

Gen Zigo Kahti
(Transkript) site m
modeli
KPNA7 Het OR
(NM_001145
715.3)

Varyant, dbSNP Varyant sinifi
Korunmusluk rsno
Skoru
(phyloP100)
KPNA7:c.607C  rs146752 VUS: ACMG/PM2
>T 157 Patojenik: MetaLR,

(p.Leu203Phe)

yanlig anlamli

phyloP100: 2.6
2

FATHMM, SIFT,
Polyphen, DANN,

MutationTaster



CDC20 Het OR CDC20:c.1434
(NM_001255 G>A
3) (p.Alad78=)
sinonim
phyloP100: -
3.27
HFM1* Het OR HFM1:c.2521C
(NM_001017 >T
975.6) (p.Arg841Trp)
yanlis anlamli
phyloP100: 2.4
5
ABCB8 Het Bilinmi ABCBS8:c.944G
(NM_007188 yor >A
.5) (p.Gly315Asp)
yanlig anlamli
phyloP100: 3.7
9
ABCA4 Het OR ABCAA4:c.5882
(NM_000350 G>A
3) (p.Gly1961Glu)

yanlig anlamli

phyloP100: 5.8
8

rs149511 VUS:
787 ACMG/PM2,BP7
rs775049 VUS: ACMG/PM2
733
rs373829 VUS:
198 ACMG/PM2,PP3
Patojenik: BayesDel,
Revel, DANN,
MutationTaster
rs180055 Olas1 Patojenik:
3 ACMG/PM2,PM5,PP3,
PP2,PP5

Patojenik: BayesDel,
Revel, AlphaMissense,
SIFT, FATHMM,
DANN, MetalR,
PrimateAl,

MutationTaster



DNAH14 Het Bilinmi DNAH14:c.243 rs: - Olasi Patojenik:

(NM_001367 yor 8C>G ACMG/PVS1,PM2
479.1) (p.Ser813*) Patojenik: BayesDel,
stop kodon DANN, MutationTaster
phyloP100: 2.3
9

CELSR2 Het Bilinmi CELSR2:c.3830 rs561330 Olas1 Patojenik:
C>T 579 ACMG/PVS1,PM2

(p.Prol1277Leu) Patojenik: BayesDel,
DANN, MutationTaster

(NM_001408 yor

3)
yanlis anlamli

phyloP100: 6.1
1

ACOX3 Het Bilinmi ACOX3:c.1579 rs146945 VUS: ACMG/PM2

(NM_003501 yor C>T 288 Patojenik: BayesDel,
3) (p.Arg527*) DANN, MutationTaster
stop kodon
phyloP100:
4.657
ANAPC2 Het Bilinmi ANAPC2:c.160 rs148910 VUS:
(NM_013366 yor 9C>T 7893 ACMG/PM2,PP3
4) (p.Arg537Trp) Patojenik: BayesDel,
yanlig anlamli DANN,
phyloP100: MutationTaster, Revel,
2.647 MutationAssessor,
PrimatAl
WNT4* Het AR WNT4:c.896C> rs126406 VUS:
(NM_030761 T 5222 ACMG/PM2,PP3
.5) (p.Thr299Met) Patojenik: Revel, Eve,

yanlig anlamli MutationAssessor,



CDC42BPB  Het Bilinmi
(NM_006035 yor
4)
WRAP53 Het  Bilinmi
(NM_001143 yor
992.2)
MED12 Het X’e
(NM_005120 bagli
3) domina
nt, X’e
bagh

phyloP100: 9.9
8

CDC42BPB:c.4
610C>G
(p.Pro1537Arg)
yanlis anlamli
phyloP100: 9.9
0

WRAP53:¢.655
C>T
(p.Arg219%)
stop kodon
phyloP100: 2.2
2

MED12:c.2425
G>T
(p.Gly809Trp)
yanlig anlamli
phyloP100:
7.799

SIFT, MutationTaster,
DANN, Primate Al

rs752024
361

VUS:
ACMG/PM2,PP2
Patojenik: BayesDel,
DANN, MutationTaster

rs773908
331

Olas1 Patojenik:
ACMG/PVS1,PM2
Patojenik: BayesDel,
DANN, MutationTaster

VUS:
ACMG/PM2,PP3
Patojenik: BayesDel,
DANN,
MutationTaster, Revel,
SIFT, PrimateAl

Is:-

* [saretli gen varyantlar1 dnceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Olgu 1’de ATP bagl kaset tastyicilart ailesinden ABCB8 ve ABCA4 genlerinde varyant

saptanmistir. ABCB8 geni, organik ve inorganik molekiillerin mitokondriden gecisine

aracilik etmektedir. ACMG siiflandirmasina gére VUS, in silico tahmin araglarinda

zarar verici varyant saptanan bu genin farelerdeki fonksiyon kaybi mutasyonlar

sonucunda mitokondri ve sitozol arasinda demir homeostazinin bozuldugu ve oksidatif

streste artig tespit edilmistir. Onceki galismalarda tekrarlayan gebelik kayiplarinda da rol

oynayabilecegi vurgulanan (Srivastava et al., 2023, Gourhant et al., 2021, Cao et al.,
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2022) ABCA4 geninde ACMG smiflandirmasma gore olasi patojenik bir varyant
saptanmistir. ABCA4 geni burden analizinde istatistiki olarak anlamli bulunmustur ve

analiz verilerine Sekil 4-1-2°de yer verilmistir.

Olgu_ | Olgu | VT_Hom | VT_Het Beklene Istatistik
Hom |_Het

ABCA4 163 285 8,592250 1 2422028 [[204.5542571
9314209 54490924 243.4457429]
6E-07

[342.4457429
407.5542571]]

Sekil 4-1-2: ABCA4 geni burden analiz sonucu

Literatiirde WES analizlerinde saptanan ve TGK i¢in aday gen olarak arastirilan
mikrotiibiil iligkili motor protein kompleksini kodlayan DNAH14 geninde ACMG

sinflandirmasina gore olasi patojenik bir varyant tespit edilmistir.

Yag asitlerinin peroksizomal B-oksidasyonunda gorevli olan ve mitokondri ile iligkili
oksidatif stres ve karnitin metabolizmasinda gérevli ACOX3 geninde (Szrok-Jurga et al.,
2023) ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak

siniflandirilan bir varyant tespit edilmistir.

Hiicre dongiisiinde metafazdan anafaza ubikitin aracili gegiste islev goren ve TGK ile
iliskili yapilan arastirmalarda tespit edilen (Karim et al., 2017) ANAPC2 geninde ACMG
kriterlerine gére VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siiflandirilan bir

varyant tespit edilmistir.

Tekrarlayan gebelik kayiplarinda da rol oynayan miillerian kanal gelisimi ile iligkili
WNT4 (Philibert et al., 2011) ve CDC42BPB (Santana Gonzalez et al., 2021) genlerinde
ACMG kriterlerine gére VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak

siiflandirilan varyant tespit edilmistir.

Memelilerde yumurtalik steroidogenezini, uterus gelisimini ve maternal etkileri
duzenleyen MED12 geninde (Wang et al., 2017) ve telomer homeostazi ile DNA hasar
tamirinde gorevli WRAP53 geninde (Bergstrand et al., 2020) ACMG kriterlerine gére
VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant tespit

edilmistir.



Erken embriyonik duraklamasi ve implantasyon kaybi ile iligkili KPNA7 (Wang et al.,
2023) ve CDC20 genlerinde (Huang et al., 2021), tekrarlayan implantasyon kaybi ve
primer overyan yetmezlik iligkili HFM1 (Yu et al., 2022) ve MCM8 genlerinde VUS

varyantlar tespit edilmistir.

4.1.2. Olgu-2-TGK Kadin Olgu

Olgu 2, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 37 yasinda, G14P1A13 gebelik
oykiisii ile bagvurmustur. Ilk gebelik yas1 22°dir. Esiyle arasinda 1. derece kuzen evliligi
mevcuttur. Butlin gebelikleri spontan olarak olusmustur ve gebelik kayb1 haftalar1 A1-2:
6. GH, A3-7,9-12:8.GH, A3-5:8.GH seklindedir. Fetuslardan A13’{in fetus muayenesinde
posterior fossada kistik genisleme (8,9x7 mm) mevcut olup array analizi 46,XY;arr(1-
22)x2,(X,Y)x1 olarak sonuglanmistir. Olgunun ek hastalik Oykiisiinde aritmi ve

Diltiazem HCI ilag kullanimi mevcuttur.

Olgu 2, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-2-1’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-2’de sunulmustur.

1
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Sekil 4-2-1: Olgu-2-TGK kadin olgu aile agac1 (Berkay, 2020).



Tablo 4-2: Olgu-2-TGK kadin olgu TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigo  Kalitim Varyant, dbSN Varyant sinifi
(Transkript) site modeli Korunmusluk Prs
Skoru no
(phyloP100)
MFN2 Het Bilinmiyor MFN2:c.1637C> rs:-  VUS:ACMG/PM2
(NM_014874 G ,PP3,PP2 Zarar
4) (p.Ser546Cys) Verici: BayesDel,
yanlis anlamli Revel,
ohyloP100: 7.57 AlphaMissense,
Eve, SIFT,
MutationTaster,
DANN, PrimateAl
MFN1 Het  Bilinmiyor MFN1:c.1387G> rs2003 VUS:
(NM_033540 A 58054 ACMG/PM2 Zarar
3) (p.Asp463Asn) Verici: DANN,
yanlig anlamli MutationTaster
phyloP100: 2.87
VPS13C Het  Bilinmiyor VPS13C:c.8443 rs7660 VUS:
(NM_020821 A>G 62581 ACMG/PM2,PP3
3) (p.Lys2815Glu) Zarar Verici:
yanlis anlamli SIFT, DANN,
phyloP100: 5.84 MutationTaster,
Eve
AMBRAL1 Het Bilinmiyor AMBRAL:c.285 rs1430 VUS:
(NM_001387 4A>G 74080 ACMG/PM2,PP2

011.1) (p-Met952Val) Zarar Verici:



yanlis anlamli

phyloP100: 7.88

UBB Het  Bilinmiyor UBB:c.-7+10del
(NM_001281 (p.?)
716.2) upstream varyant
phyloP100: -5.63
MSH4 Het OR MSH4:¢.205 20
(NM_002440 7dup
4) (p.Ser69dup)
inframe
insersiyon
phyloP100: 4.52
LMNB1 Het oD LMNB1:c.1361T
(NM_005573 >C
4) (p.11e454Thr)
yanlis anlaml
phyloP100: 7.67
PEX6 Het OR, OD PEX6:¢c.1136G>
(NM_000287 A (p.Arg379GIn)
4) yanlig anlamli

phyloP100: 0.76

DANN,

MutationTaster

VUS:
ACMG/PM2,PP3

Zarar Verici:

rs5713
49439

Aggregated
Prediction
Deleterious (0.71,
SpliceAl:Splice-

altering

VUS:
ACMG/PM2,PM4

rs7609
51616

rs7483
88376

Olasi patojenik:
ACMG: PP3,PM2
Zarar Verici:
Revel,
AlphaMissense,
MutationAssessor,
MutationTaster,
FATHMM,
DANN, MetalR,
BayesDel

rs7740 VUS:
86639 ACMG/PM2 Zarar
Verici: DANN



Olgu-2’de MFN2 geni ile ayn1 yolakta yer alan, gen-gen etkilesimi gisteren ve
mitokondriyal dinamikte gorevli olan MFN1, AMBRA1, VPS13C ve UBB genlerinde
ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak
siiflandirilan varyantlar saptanmaistir. Ayrica mayotik rekombinasyon, DNA hasar tamiri

ve oksidatif stres iligkili MSH4, LMNB1, PEX6 genlerinde de varyant tespit edilmistir.

MFN2 geni oksidatif metabolizma, mitofaji, apoptoz ve ER - mitokondri
etkilesiminde, mitokondriyal fiizyonda, yag, kalsiyum homeostazinda gorevlidir. MFN1
geni, mitokondriyal flizyonda, ER-mitokondri baglanmasinda gorevlidir. Yapilan
deneysel arastirmalar kapsaminda mitokondri dis membraninda yer alarak fiizyonda rol
oynayan Mfn2 ve Mfn1 genlerinin farelerde oosit spesifik delesyonu sonucunda kusurlu
folikiilogenez ve oogenez, reprodiiktif yaglanma ve mitokondriyal disfonksiyon iligkili
infertilite ve tekrarlayan gebelik kayb1 meydana geldigi tespit edilmistir (Zhang et al.,
2019, Zhao et al., 2022). Mfnl ve Mfn2'nin fare oositlerinde asir1 ekspresyonu, 6zellikle
mayoz boliinme sirasinda mitokondrilerin birikmesine neden olmustur. Mfnl veya
Mfn2'nin ya da her ikisinin birden knock-out edilmesi embriyonik lethalite ile
sonuglanmistir. VPS13C otozomal resesif Parkinson hastaligi ile iliskili olsa da, VPS13C
geninin susturulmas: sonucunda mitokondri membran potansiyelinin degistigi,
mitokondriyal fisyonun arttigi ve PINK1/Parkin bagimli mitofaji yolaginin uyarildig:
saptanmistir (Lesage et al., 2016).

AMBRAL1 geni, hasarli veya ¢esitli nedenlerle yok edilmesi gereken mitokondrinin
secici bir otofaji sekli olan mitofaji yoluyla uzaklastirilmasinda rol almaktadir. Hucre
homeostazi, yaslanma, tlimor gelisimi, ndrodejenerasyonda Onemlidir. AMBRA1
prootofajik bir molekiil olarak hem PINK 1/PARKIN bagimli ve hem de PINK1/PARKIN
bagimsiz yolaklarda mitofaji diizenleyicisidir. Farelerde normal gelisim i¢in gerekli
otofaji aktive edici genlerden AMBRAI’in delesyonu sonucunda embriyonik letalite

meydana geldigi bildirilmistir (Nakashima et al., 2023).

UBB geni, ubikitini kodlayan korunmus genlerden biridir ve hiicre 6limi ve

mitokondriyal dinamikte gorevlidir.

Olguda tespit edilen genlerin etkilesim haritasina Sekil 4-2-2’de yer verilmistir.
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Sekil 4-2-2: Olgu-3-TGK TED analizinde saptanan genlerin yolak ve etkilesim haritasi (ZS

Revelen yolak haritalama aract kullamlarak olusturulmugstur, cut-off:0.4)

Mayotik rekombinasyonda DNA ¢ift zincir kiriklarinin onariminda ve mayoz
boliinmede DNA yanlis eslesme tamir sisteminde gorevli olan MSH4 geninde (Wyrwoll
et al., 2021) ACMG kriterlerine goére VUS bir varyant saptanmistir. MSH4 geni OR
prematlr ovaryen yetmezlik ile iliskilendirilmistir. DNA hasar tamirinde meydana gelen
kusurlar sonucunda meydana gelen genomik instabilite tekrarlayan gebelik kayiplar ve

infertiliteye sebep olabilmektedir (Mukherjee et al., 2010).

Mutasyonlar1 kromozomal instabilite ve DNA hasar ile iligskilendirilmis olan
LMNBL1 geni, RAD51 geni ile etkileserek homolog rekombinasyon tamir sisteminde gérev

alir (Evangelisti et al., 2022). Embriyonik gelisimde, organogenezde ve 6zellikle beyin



gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Evangelisti et al., 2022). Varyant analizinde
LMNB1 geninde ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, in silico tahmin araglarinda

zarar verici olarak simiflandirilan bir varyant saptanmustir.

Peroksizom biyogenezinde gorevli olan ve oksidatif hasar iliskili PEX6 geninde
(Li etal., 2021) ACMG kriterlerine gore VUS ve DANN in silico tahmin aracinda zarar

verici olarak siniflandirilan bir varyant saptanmistir.

4.1.3. Olgu-3-TGK Kadin Olgu

Olgu 3, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 36 yasinda, G6P1AS5 gebelik dykiisii
ile basvurmustur. Ilk gebelik yasi 24’diir. Esiyle arasinda 1. derece kuzen evliligi
mevcuttur. Biitlin gebelikleri spontan olarak olusmustur ve gebelik kayb1 haftalar1 A1-4:
< 13.GH, AS: 13. GH seklindedir. Fetuslardan AS5’in fetal USG bulgularinda kistik
higroma (14,1 mm), generalize cilt ddemi, hipoplazik nazal kemik mevcut olup
kromozom ve array analizi 46,XY .arr(1-22)x2,(X,Y)x1 olarak sonu¢lanmistir. Olgunun
ek hastalik dykiisiinde aritmi ve Diltiazem HCI ila¢ kullanimi belirtilmistir. Ek klinik
bulgu olarak histerosalpinografi (HSG) gorintilemesinde gebelik kayiplarina sekonder

uterin sinesiler, tuba uterina acik bulgular1 yer almaktadir.

Olgu 3, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’'nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-3-1’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-3’de sunulmustur.
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Sekil 4-3-1: Olgu-3-TGK kadin olgunun aile agaci gorinttsi (Berkay, 2020)

Tablo 4-3: Olgu-3-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili

olabilecek varyantlar

Gen Zig Kalti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkrip = osit m Korunmusluk Skoru rs no
t) e  modeli (phyloP100)
RAD54L Het Bilinmi RAD54L:c.2044C>T  rs368105 VUS:
(NM_00357 yor (p.Arg682*) stop 178 ACMG/PM2,PVS
9.4) kodon phyloP100: 1
2.04

SERPINA1 Het Bilinmi SERPINAL:c.839A>T rs121912 Patojenik:

(M_000295. yor (p-Asp280Val) yanlis 714 ACMG/PM3,PM
5) anlamli phyloP100: 2,PP3,PS3,PP1,P
1.16 P5 Zarar Verici:

BayesDel, Revel,
SIFT,



GATA1 Het Bilinmi
(NM_00204 yor
9.4) anlamli phyloP100:
1.41

GATAL:c.337C>T

ABCG2 Het  Bilinmi ABCG2:c.884T>C

rs782263
(p-Argl13Cys) yanlis 736

rs134545

MutationTaster,
DANN, MetaLR

VUS:
ACMG/PM2
Zarar Verici:

FATHMM,
DANN, MetalLR

VUS:

(NM_00482 yor (p-Leu295Ser) yanlis 4334 ACMG/PM2,PP3
7.3) anlamli phyloP100: Zarar Verici:
8.85 BayelDel, Revel,
AlphaMissense,
MutationAssesor,
SIFT,
MutationTaster,
DANN
CiQL1 Het Bilinmi C1QL1:c.429C>A rs: - VUS:
(NM_00668 yor (p.Tyr143*) ACMG/PM2
8.5) stop kodon Zarar Verici:
BayesDel,
phyloP100: 1.49 DANN,

MutationTaster

Olguda oksidatif stres ve otofaji iligkili GATAL, RAD54L ve ABCG2 genlerinde
ACMG kriterlerine gore VUS varyantlar tespit edilmistir.

SERPINAL, proteaz inhibitori (PI) olarak da bilinen alfa-1-antitripsini (AAT)
kodlar. AAT proteininde uzun siireli artiglar saglayarak gebelik streslerine karsi
koyulmasina ve/veya fetiise karst maternal immiin toleransin basarili gebelik ig¢in
stirdiiriilmesine olanak taniyan ve ATT artisinin saglanmamasi sonucunda gebelik kayb1

ve erken membran riiptiirii gibi gebelik komplikasyonlar1 ile iligkilendirilmis olan
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SERPINAL geninde ACMG kriterlerine gore patojenik, in silico tahmin araglarinda zarar

verici olarak tahminlenen bir varyant saptanmustir.

GATA1l geni, hematopoetik hiicrelerin normal gelisiminde kritik rol
oynamaktadir. X kromozomu iizerinde bulunan genin mutasyonlar1 trombosit ve kirmizi
kan hiicresi anormalkleri ile iliskilendirilmistir. Onceki calismalarda GATAL genindeki
heterozigot mutasyonlarimin kadinlarda sik diisiiklere sebep oldugu ayrica erkek
hemizigotlarda fetal 6liim riskini artirdigi tespit edilmistir. Ayrica burden analizinde
GATA1 geninin istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05) ve burden

analizi sonuglarina Sekil 4-3-2°de yer verilmistir.

Olgu_ | Olgu | VT_Hom VT_Het Beklenen Istatistik
Hom | _ Het

GATAI 0,0081 1 6,991885 [[33.85245902
88003 83674264 1.14754098]
95245 [84.14754098
039 2.85245902]]

Sekil 4-3-2: GATAL geni burden analizi sonucu

RAD54L geni, DNA ¢ift zicir kiriklarinin homolog rekombinasyonla ilgili
onariminda rol almaktadir. Daha 6nceki ¢aligmalarda, farelerde yasli Germinal Vesikiil
ve MII oositlerinde azalmis Rad51 ekspresyonu, goriilmiistiir ve yasgh farelere kiyasla

geng farelerin primordial folikillerinde daha yiiksek Rad51 seviyeleri tespit edilmistir.

ABCG2 geni, biyolojik molekiillerin hiicre zarlar1 boyunca taginmasinda rol
oynayan ATP-baglayic1 kaset (ABC) siiper ailesine ait bir membran tasiyicisini
kodlamaktadir. Otofaji ve oksidatif stres mekanizmalarfi tizerinden tekrarlayan gebelik

kaybu ile iliskilendirilmistir.

Onceki calismalarda follikiil tikenmesi ile iliskilendirilen C1QL1 geninde
ACMG’ye gore VUS, in silico tahmin araglarina gore zarar verici bir varyant tespit

edilmistir.

4.1.4. Olgu-4-TGK Kadin Olgu

Olgu 4, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 39 yasinda, G4A4 gebelik dykiisii
ile basvurmustur. ilk gebelik yas1 29°dur. Akraba evliligi dykiisii bulunmamaktadir.

Biitiin gebelikleri spontan olarak olusmustur. Olgunun ilk esi ile olan gebeliginden



gebelik kaybi haftast A1: 6.GH olan bir gebelik kaybu; ikinci esinden ise A2-4: 4-5. GH
olan 3 gebelik kayb1 Oykiisii mevcuttur. Trombofili panel testinde Faktor 5 G1691A
heterozigot degisimi saptanmis, F2 geninde G2021A ise mutasyon saptanmamistir. Ek
Klinik bulgu olarak sag tubal oklizyon bulgusu mevcuttur.

Dérdiincii olgu TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-4-1’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-4-2’te sunulmustur.
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Sekil 4-4-1: Olgu-4-TGK kadin olgunun aile agaci1 (Berkay, 2020)

Tablo 4-4: Olgu-4-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili

olabilecek varyantlar

Gen Zigo Kahtim Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkri site  modeli Korunmusluk rs no
pt) Skoru

(phyloP100)



F2
(NM_000
506.5)

F5
(NM_000
130.5)

FER1L6
(NM_001
039112.2)

CD86
(NM_175
862.5)

SLC29A3
(NM_018
344.6)

Het AD F2:c.379A>G
(p.lle127Val)
yanlig anlamli

phyloP100: 8.18

Het AD F5:c.1601G>T
(p.Arg534Leu)
yanlig anlamli

phyloP100: 3.49

Het Bilinmiy FER1L6:c.2761C>
or T (p.Pro921Ser)
yanlis anlamli

phyloP100: 5.97

Het Bilinmiy CD86:c.112C>G
or (p.Leu38Val)
yanlig anlamli
phyloP100: 0.84
Het AR SLC29A3:¢.303_3

20dup
(p.Tyr102_LeulQ7
dup) cerceve igi
insersiyon,
kirpilma varyant

phyloP100:8.90

VUS:
ACMG/PM2,PP2
Zarar Verici:
MutationtTaster,
DANN

rs6025 VUS:
ACMG/PM2,PP2

Zarar Verici: Eve

VUS: ACMG/PM2
Zarar Verici:
BayesDel, DANN,
AlphaMissense,

rs: -

MutationAssesor,

MutationTaster

rs10474
93821

VUS:
ACMG/PM2,PP3
Zarar Verici: Revel,
SIFT,
MutationTaster,
DANN, BayesDel

rs: - Olasi1 Patojenik:
ACMG/PM2,PM4,P

PS



ABCA4 Het Bilinmiy ABCA4:c.5882G> rs18005 Olas1 Patojenik:

(NM_000 or A (p.Gly1961Glu) 53 PM2,PM5,PP3,PP2,
350.3) yanlis anlamli PP5 Zarar Verici:
phyloP100: 5.89 Revel, SIFT, MT,
DANN, MetalR,
PrimateAl,
BayesDel

G4A4 gebelik kaybr olan Olgu 4’de F2 geninde trombofili paneli kapsaminda
tespit edilemeyen ve rutin taramalarda yer almayan novel bir varyant tespit edilmistir. F2
geni, otozomal dominant tekrarlayan gebelik kayiplari ile iligskilendirilmistir. Bu varyant,
toplumda sik goriilen gen varyantlarinin rutin olarak tarandigi trombofili panelinde yer
almadigindan 6nceki analizler kapsaminda tespit edilemedigi belirlenmistir. Tekrarlayan
gebelik kayiplari ile iligkisi bilinen ancak trombofili panelinde tespit edilemeyen bu nadir

varyantin olgudaki TGK etiyolojisinin agiklanmasina katki sagladigi goriilmustiir.

Trombofili panel testinde saptanan Faktor V G1691A heterozigot degisimi WES
analizinde de tespit edilmistir. F5 geni otozomal dominant tekrarlayan gebelik kaybi ile
iliskilendirilmistir. F5 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, Eve in silico tahmin

aracinda zarar verici bir varyant tespit edilmistir.

Onceki calismalarda prematiir ovaryen yetmezlik ile iliskilendirilen FER1L
geninde ACMG kriterlerine gére VUS, in silico tahmin araglarina gore zarar verici olarak

siiflandirilan bir varyant tespit edilmistir.

TGK olgularinda Fas ligand aracili apoptozu indiikleyen makrofajlarda desidual
CDS86 + artis1 tespit edilmistir. CD86 M1 marker geninde ACMG kriterlerine gore VUS,
in silico tahmin araglarina gore zarar verici olarak siniflandirilan bir varyant tespit

edilmistir.

Hipergonadotropik hipogonadizm etiyolojisinde yer alan SLC29A3 geninde
ACMG kriterlerine gore olasi patojenik olarak siiflandirilan novel heterozigot varyant

saptanmistir.
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Onceki calismalarda tekrarlayan gebelik kayiplarinda da rol oynayabilecegi
vurgulanan (Srivastava et al., 2023, Gourhant et al., 2021, Cao et al., 2022) ABCA4
geninde ACMG siniflandirmasina gore olasit patojenik ve heterozigot bir varyant
saptanmistir. Bu gen burden analizinde de istatistiki olarak anlamli olarak tespit edilmistir

(p<0,05) ve burden analiz sonuglarina Sekil 4-4-2’de yer verilmistir.

Olgu_ [ Olgu [ VT_Hom | VT_Het Beklene Istatistik
Hom | _Het

ABCA4 163 285 384 8,592250 1 24,22028 [[204.5542571
9314209 54490924 243.4457429]
6E-07

[342.4457429
407.5542571]]

Sekil 4-5-2: ABCA4 geni burden analiz sonucu

4.1.5. Olgu-5-TGK Kadin Olgu

Olgu 5, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 34 yasinda, G4A4 gebelik dykiisii
ile bagvurmustur. {1k gebelik yas1 25°dir. Akraba evliligi dykiisii bulunmamaktadir. Biitiin
gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebeliginden gebelik kayb1 haftalar1 Al: 7. GH,
A2: 9. GH, A3-4: 5-6. GH seklindedir. Esiyle Rh (Rhesus faktorl) uyumsuzlugu
mevcuttur. Fetal bulgu olarak A4: 46,XY mevcuttur. Ailesinde benzer 6ykii ve ek klinik

bulgu tanimlanmamustir.

Olgu 5, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’'nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agaci1 Sekil 4-5-1’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-5’te sunulmustur.
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Sekil 4-5-1: TGK-5 kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)
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Tablo 4-5: TGK-5 kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar

Gen
(Transkript

)

DOCK?2
(NM_00494
6.3)

Zigo Kahti Varyant,

site m Korunmuslu
Model k Skoru
i (phyloP100)

Het AR DOCKZ2:c.36
82C>T
(p.Argl1228C

ys)
yanlig anlaml1

phyloP100:
0.85

dbSNP

rs no

rs75367
1821

Varyant Sinifi

VUS: ACMG/PM2,PP2
Zarar Verici:
MutationTaster, DANN,
PrimateAl



DOCK2 Het AR DOCKZ2:c.48 rs: - VUS: ACMG/PM2,PP2
(NM_004946 04A>G Zarar Verici:
3) yanhs anlamh MutationTaster, DANN
phyloP100:5.
16
ABCA4 Het Bilinm ABCA4:c.588 rs14225 Patojenik:
(NM_00035 iyor 1G>A 3670  ACMG/PM3,PP3,PM2,P
0.3) (p.Gly1961Ar M5,PP2,PP5
9) Zarar Verici: Revel,
yanlig anlamli AlphaMissense,
phyloP100: MutationAssesor,
7.64 DANN, MetalLR,
PrimateAl, BayesDel
RARS2 Het AR  RARS2:c.215 rs: - VUS: ACMG/PP3,PM2
(NM_02032 mito T>C Zarar Verici: BayesDel,
0.5) disease (p.Leu72Pro) Revel, MutationTaster,
yanlig anlamli DANN
phyloP100:
5.52
PNPLAG Het AR PNPLAG6:c.17 rs: - VUS:
(NM_00116 75A>G ACMG/PP3,PM2,PP2
6114.2) p.Asp592Gly Zarar Verici: BayesDel,

yanlig anlaml
phyloP100:
9.28

Revel, AlphaMissense,
MutationTaster, DANN,
MetalLR

Bir guanin-niikleotid degisim faktorii olan DOCK2, agirlikli olarak hematopoetik
hiicrelerde ifade edilir ve bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve gogilinii diizenler.

DOCK2 geninin immun sistem iligkili dogal o6ldiiriicii (NK hiicrelerini) diizenleyerek



80

tekrarlayan gebelik kaybi patogenezinde onemli rol oynadigi gosterilmistir. Tez
kapsaminda gergeklestirilen WES analizi sonucunda DOCK2 geninde biri novel olan 2

farkli missense varyant tespit edilmistir.

Onceki ¢alismalarda tekrarlayan gebelik kayiplarinda da rol oynayabilecegi
vurgulanan (Srivastava et al., 2023, Gourhant et al., 2021, Cao et al., 2022) ABCA4
geninde ACMG siniflandirmasina gore olasit patojenik ve heterozigot bir varyant

saptanmistir. Burden analizinde de istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edilmistir

(p<0,05).

Burden analizinde istatistiki olarak anlamli (p<0.05) oldugu tespit edilen ABCA4

geninin verilerine Sekil 4-5-2’de yer verilmistir.

Olgu_ [ Olgu [ VT_Hom | VT_Het Beklene Istatistik
Hom |_Het

ABCA4 163 285 384 8,592250 1 24,22028 [[204.5542571
9314209 54490924 243.4457429]
6E-07

[342.4457429
407.5542571]]

Sekil 4-5-2: ABCA4 geni burden analiz sonucu

Mitokondri iligskili RARS2 geni, tekrarlayan gebelik kayiplarinin biyoinformatik
olarak arastirildigi 6nceki ¢aligmalarda aday gen olarak tespit edilmistir. RARS2 geninde
ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak

smiflandirilan novel varyant saptanmustir.

Hipogonadotropik hipogonadizm ile iligkili PNPLA6 geninde ACMG kriterlerine
gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak simiflandirilan bir varyant

saptanmistir.

4.1.6. Olgu-6-TGK Kadin Olgu

Olgu 6, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 33 yasinda, G6P2A4 gebelik dykiisii
ile bagvurmustur. Ilk gebelik yas1 16°dir. Esiyle arasinda 1,5 derece kuzen evliligi
mevcuttur. Gebelikleri spontan ve yardimei {ireme teknikleri (YUT) ile (bir basarili ve bir
basarisiz) olusmustur. Gebelik kaybi haftalar1 Al: 4. GH, A2-3: 6-7. GH, A4: Parsiyel



mol gebeliktir. Dordlnci aborta ait (A4) fetal karyotip analizinde 69,XXY sonucu

mevcuttur. Ailesinde benzer 6ykii ve ek klinik bulgu tanimlanmamastir.

Olgu 6, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-6’da ve TED analizi sonucunda tespit

edilen varyantlar Tablo 4-6’da sunulmustur.
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Sekil 4-6: Olgu-6-TGK kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-6: Olgu-6-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigosit  Kahtim Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) e modeli  Korunmusluk rs no
Skoru

(phyloP100)



CD163 Het Bilinmiy CD163:c.1639 rs: - VUS:

(NM_203416 or T>C ACMG/PP3,PM2,
4) (p.Cys547Arg) PP2
yanls anlamh Zarar Verici:
phyloP100: BayesDel, Revel,
9.22 AlphaMissense,
MutationAssesor,
DANN,
PrimateAl
SGO1 Het Bilinmiy SGO1:c.67A> rs199815 Olasi Patojenik:
(NM_001199 or G 268 ACMG/PM3,PM
251.3) (p-Lys23Glu) 2,PP3,PS3,PP5
yanlig anlamli Zarar Verici:
phyloP100: Revel, Eve,
6.24 MutationTaster,
DANN
ABCC10 Het Bilinmiy ABCC10:c.169 rs: - VUS:
(NM_001198 or 6G>A ACMG/PP3,PM2
934.2) (p.Val566Met) Zarar Verici:
yanlig anlamli BayesDel, Revel,
phyloP100: MutationAssesor,
8.16 SIFT,

MutationTaster,
DANN, MetaLR

CD163, monositlerde ve makrofajlarda eksprese edilen sistein agisindan zengin
bir transmembran reseptdriidiir. inflamasyon sonucunda olusan hemoglobin (Hb) —
haptoglobin (Hp) komplekslerinin makrofajlar tarafindan yok edilmesinde ve
endositozda gorev alarak akut fazin diizenlenmesinde onemlidir. Hemoliz sonucunda

aciga cikan hemoglobinin haptoglobuline baglanarak uzaklastirilmasinda gorev alarak



serbest hemoglobin kaynakli oksidatif doku hasarinin 6nlenmesinde rol oynar. CD163
geni, TGK’nin immunolojik nedenlerinden olan desidual makrofajlarin islev bozuklugu
ile iligkilidir. IL-4, IL-10 ile aktive edilen M2 makrofajlari, maternal-fetal arayiizde
hamileligin devamliliginda, fetus i¢cin immun toleransin saglanmasinda ve CD163 gen
ekspresyonunda gorevlidir. CD163 gen ekspresyonundaki azalma sonucunda, kaspaz
aktivitesinin tetiklendigi, M2 makrofajlarinda apoptotik yolaklarin indiiksiyonu
sonucunda diisiiklere neden oldugu ve TGK etiyopatogenezinde rol oynadig
gosterilmistir (Yao et al., 2020, Zhao et al., 2022). TED analizinde CD163 geninde
ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak

siiflandirilan novel varyant saptanmistir.

SGOL1 geni, hiicre boliinmesinde kromatin yogunlagmasi esnasinda kardes
kromatitlerin arasint doldurarak kromatitlerin birbirine yapismasini engelleyen kohezin
proteinin fosforilasyonunda gorevlidir. SGO1 gen ekspresyonunun azalmasi sentromerik
kohezyonun erken kaybi, kardes kromatidlerin yanlis ayrilmasi ve mitotik arrest ile
iliskilendirilmistir. Analiz sonucunda SGO1 geninde ACMG Kkriterlerine gére VUS, in

silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan bir varyant saptanmstir.

Insan plasentasinda fetusun ilaglar gibi toksik ajanlardan korunmasinda énemli
rol oynayan ABC tastyicilarindan ABCC10 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in

silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan novel varyant saptanmustir.

4.1.7. Olgu-7-TGK Kadin Olgu

Olgu 7, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 41 yasinda, G7P1A6 gebelik dykiisii
ile bagvurmustur. Akraba evliligi oykiisii bulunmamaktadir. Gebelikleri spontan olarak
olusmustur. Gebelik kaybi haftalar1 bilinmemektedir (biyokimyasal gebelikler). Ek
hastalik Oykiisii olarak Hashimoto tiroidi nedeniyle tiroid hormon tedavisi

uygulanmaktadir.

Olgu 7, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nde Illumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-7-1’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-7’de sunulmustur.
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Sekil 4-7-1: TGK-7 kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-7: TGK-7 kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigosite  Kaliti Varyant, dnSNP rs  Varyant siifi
(Transkript) m Korunmusluk no
model Skoru
[ (phyloP100)

MUC3A Bilinmiy = Het MUC3A:c.8806C rs35212402 VUS:
(NM_005960 or >T ACMG/PM2,
2) (p.Arg2936Cys) BP4

yanlig anlamli Zarar Verici:
phyloP100: -0.67 DANN
MICALL1  Bilinmiy  Het = MICALL1:c.565 rs12952752 Olasi
or T>A 52 Patojenik:

(p.Phe189lle)
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yanlis anlaml ACMG/PP3/P
phyloP100: 8.01 M2
Zarar Verici:
Revel,

AlphaMissens
€,
MutAssesor,
SIFT, MT,
DANN,
MetalLR,
BayesDel

Onceki caligmalarda tekrarlayan gebelik kaybi ile iliskili olabilecegi saptanan
MUC3A geninde ACMG kriterlerine gore VUS varyant tespit edilmis olup burden
analizinde istatistiki olarak anlamli genler arasindadir (p<0,05). Ayrica endozom
biyogenezi ve siliyogenezde rol oynayan MICALL1 geninde ACMG kriterlerine gore

olas1 patojenik bir varyant tespit edilmistir.

Gen Olgu_| Olgu_ VT Hom | VT Het Beklenen istatistik
Hom Het - =

[[83.41211438

3764.58788562]

[339.58788562
15326.41211438]]

MUC34 205 3643 218 15448  1,34E-50 1 223,8093

Sekil 4-7-2: MUC3A geni burden analiz sonucu

4.1.8. Olgu-8-TGK Kadin Olgu

Olgu 8, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 44 yasinda, G6P1A4Ektopik1
gebelik oykiisii ile bagsvurmustur. ilk gebeligi 24 yasinda olmustur. Akraba evliligi
Oykiisli bulunmamaktadir. Gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebelik kaybi haftalar
Al: 12-13. GH, A2: 8-9. GH, A3:10. GH, A4: 18. GH (IUMF) seklindedir. Ek hastalik

Oykiist ve ek klinik bulgu bulunmamaktadir.



Olgu 8, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi'nde Illumina HiSeq 2500

cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-8’de ve TED analizi sonucunda tespit

edilen varyantlar Tablo 4-8’de sunulmustur.

O

O

8-9GH Ektopik
gebelik

[TIITL

10GH

Sekil 4-8: TGK-8 kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

18 GH O
IUMF

Tablo 4-8: TGK-8 kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigo Kahti
(Transkript site m
) model
[

ERCC8
(NM_00008 Het OR

2.4)

Varyant,
Korunmusl
uk Skoru
(phyloP100)

ERCC8:c.10
70A>G
(p.Asn357Se

Y

yanlig

anlamli

dbSNP

rs no

rs19959
0588

Varyant sinifi

VUS: ACMG/PM2,PP2
Zarar Verici:
MutationTaster, DANN



GFM2
(NM_03238 Het OR
0.5)
GDAP1 OR
(NM_01897 Het
2.4) oD
CTC1 N
Bilinm
(NM_02509 Het )
iyor
9.6)
PSMC4
Bilinm
(NM_00650 Het )
iyor
3.4)

phyloP100:
4.50

GFM2:c.767
_768del
(p.Phe256*)
cerceve
kaymast
phyloP100:
8.77

GDAP1:c.71
5C>T
(p.Leu239Ph

e)

yanlis
anlamli
phyloP100:
3.69

CTC1:c.275
A>G
(p.Tyr92Cys
) yanlis

anlaml
phyloP100:
2.56

PSMC4:c.39
1G>T
(p.Alal31Se
r) missense
phyloP100:

rs: -

rs10489
4080

rs75328
9258

Is: -

Olasi Patojenik:
ACMG/PVS1,PM2

Patojenik
ACMG/PM3,PM2,PM5,PP
3,PM1,PP2,PP5

Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, SIFT,
MutationTaster,
FATHMM, DANN,
MetalLR, BayesDel

VUS: ACMG/PM2
Zarar Verici: Eve, SIFT,
DANN, MetalR,
BayesDel

VUS:
ACMG/PM2,PP3,PP2
Zarar Verici: Revel,
MutationTaster, DANN,
MetalLR, PrimateAl



ZNF341:c.2

138G>A VUS: ACMG/PM2,PP3
ZNF341 . (p.Cys713Ty Zarar Verici: BayesDel,
Bilinm rs12989 )
(NM_00128 Het ) r) yanlig Revel, AlphaMissense,
iyor 85196 ]
2933.2) anlaml SIFT, MuttaionTaster,
phyloP100: PrimateAl
9.26
HSF2BP:c.6
93-2A>T
VUS: ACMG/PM2
HSF2BP (p.?) o
rs75400 Zarar Verici:
(NM_00703  Het OR kirpilma ]
3014 MutationTaster, DANN,
1.2) varyanti ]
SpliceAl
phyloP100:
5.35

Olgu 8’de mitokondriyal fonksiyonun devamliligi icin gerekli oksidatif fosforilasyon
sistemi ve oksidatif stres ile iligkili GDAP1 ve GFM2 genlerinde ACMG kriterlerine gore

sirasiyla patojenik ve olas1 patojenik varyant tespit edilmistir.

DNA hasar tamirinde gorevli ERCC8 geninde, erken embriyonik gelisimde gorevli
PSMC4 geninde, oksidatif stres iligkili telomer kisalmasi ve erken yaslanmada gorevli
olan ve Onceki caligmalarda prematlr ovaryen yetmezlik ile iligskilendirilen CTC1
geninde, STAT3 genini asagi yonlii regiile ederek plasentada trofoblast hicre
proliferasyonun azalmasi sonucunda implantasyon basarisizlig1 ve erken diisiiklere neden
olan ZNF341 geninde, mayotik rekombinasyon hatalart ve DNA replikasyonundan
kaynaklarin hasarlariin tamirinde gorevli alan prematlr ovaryen yetmezlik iliskili
HSF2BP geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici

olarak siniflandirilan varyantlar tespit edilmistir.



4.1.9. Olgu-9-TGK Kadin Olgu

Olgu 9, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 35 yasinda, G9P1A7Ektopik1
gebelik oykiisii ile bagsvurmustur. Ilk gebelik yas1 bilinmemektedir. Olgunun kendisi 1.
derece kuzen evliligi sonucunda meydana gelmistir. Olgu ile esi arasinda akrabalik
bulunmamaktadir. Gebelikleri spontan olarak olugsmustur. Gebelik kayb1 haftalar1 A1: 32.
GH (IUMF) A2: 9. GH, A3: 5. GH, A4:10. GH, A5-7 gebelik haftalar1 bilinmemektedir.
Kuzeninde G8P3A6 0ykusi mevcuttur.

Olgu 9, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nde Hlumina HiSeq 2500
cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agaci1 Sekil 4-9°da ve TED analizi sonucunda tespit

edilen varyantlar Tablo 4-9°da sunulmustur.

]

«AAAAALA] A

32 GH
IUMF

9GH 56 GH 10GH

2019
saglikl

Sekil 4-9: Olgu-9-TGK kadin olgunun aile agaci gériintisu (Berkay, 2020)

Tablo 4-9: Olgu-9-TGK olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili olabilecek

varyantlar



Gen
(Transkript)

HERC2
(NM_004667.
6)

VPS13D
(NM_015378.
4)

NOTCH2
(NM_024408.
4)

Zigos Kalitim Varyant, dbSNP rs  Varyant sinifi
ite modeli  Korunmusluk no
Skoru
(phyloP100)
Hom  Bilinmi HERC2:c.1195 rs: - VUS:
yor 4T>G ACMG/PP3,PM2
(p.Leu3985Arg) ,PP2
yanhs anlamh Zarar Verici:
phyloP100: BayesDel, Revel,
8.94

AlphaMissense,
SIFT,
MutationTaster,
DANN, MetalR,

PrimateAl
Het  Bilinmi VPS13D:c.8458 rs1412174 VUS:
yor A>SG 04 ACMG/PM2,PP2
(p-Met2820Val) ,BP4
yanlig anlamli
phyloP100:
1.71
Het  Bilinmi NOTCH2:c.542 rs1440859 VUS:
yor 3C>T 62 ACMG/PM2,PP3
(p.Thr1808lle) ,PP2 Zarar
yanlig anlamli Verici: Revel,

phyloP100:
9.92

AlphaMissense,

MutationTaster,

DANN, MetaLR,
PrimateAl



ULKA4
(NM_017886.
4)

ABCC10
(NM_0011989
34.2)

CHD7
(NM_017780.
4)

OTX2
(NM_021728.
4)

PIEZO1
(NM_0011428
64.4)

Het ULK4:c.338A>
yor G

(p.His113Arg)

Bilinmi

yanlig anlaml1
phyloP100:
7.31

Het Bilinmi ABCC10:c.4G>
yor A (p.Glu2Lys)
yanlig anlaml1
phyloP100:

5.61

AD CHD7:c.838C>
G

(p.Pro280Ala)

Het

yanlig anlamli
phyloP100:
2.25

Het 0OTX2:c.424C>
yor A

(p.Pro142Thr)

Bilinmi

yanlig anlaml
phyloP100:
8.05

Het OR PIEZO1:c.5389
C>T
(p.Argl797Cys)

yanlig anlaml1

rs1160918
713

Olasi Patojenik:
ACMG/PP3,PM2
Zarar Verici:
BayesDel, Revel,
AlphaMissense,
SIFT,
MutationTaster,
DANN, MetaLR

rs1006418
422

VUS:
ACMG/PM2
Zarar Verici:
SIFT, DANN,

BayesDel,

MutationTaster

VUS:
ACMG/PM2,PP2
BP4

Is: -

VUS:
ACMG/PM2,PM
5,PM1

rs: -

Zarar Verici:
DANN,

MutationTaster

1s5619367
87  ACMG/PP3PM2
PP2

Olas1 Patojenik:



phyloP100: Zarar Verici:
3.98 BayesDel, Revel,
Eve, SIFT,
MutationTaster,
DANN, MetaLR

TAOK1 Het  Bilinmi TAOKZL:c.854G rs1439895 VUS:
(NM_020791. yor >T 72 ACMG/PP3,PM2
4) (p.Arg285Leu) ,PP2

yanhs anlamh Zarar \erici:

phyloP100: BayesDel, Revel,
9.85 AlphaMissense,

SIFT,
MutationTaster,
DANN, MetalR,

PrimateAl

ZP1 Het OR ZP1:c.*206C>T rs: - VUS:

(NM_207341. (p?) ACMG/PM2,BP7
4) downstream

gen Varyantl,
phyloP100:

Hiicre dongiisii regiilasyonu, mitokondriyal fonksiyon, DNA hasar yanitinda ve
oksidatif streste rol oynayan HERC2 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico
tahmin araglarinda zarar verici olarak smiflandirilan homozigot novel varyant tespit

edilmistir.

Mitokondriyal dinamik iliskili VPS13D, ULK4 genlerinde ve gebeligin maternal
olarak taninmasi, korpus luteumun devamliligi ve progesteron dretimini ile gebeligin

strddrilmesinde gorevli NOTCH2 geninde varyant tespit edilmistir.



Insan plasentasinda fetusun toksik ajanlardan korunmasida énemli rol oynayan
ABC tastyicilarindan ABCC10 geninde ACMG kriterlerine gére VUS, in silico tahmin

araclarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant tespit edilmistir.

Hipogonadotropik hipogonadizm ile iliskili CHD7 ve OTX2 genlerinde ACMG

kriterlerine gore VUS varyant saptanmustir.

Embriyonik gelisimde vaskiilerizasyon, lenfatik sistem ile iligkili PIEZO1
geninde olas1 patojenik bir varyant saptanmistir. Embiyo, fetus gelisimi ve gebelik
kayiplart ile iligkili TAOK1 geninde ve kadin infertilitesi ile iligkili ZP1 geninde ACMG
kriterlerine gére VUS, in silico tahmin araglarina gore zarar verici varyant tespit

edilmistir.

4.1.10. Olgu-10-TGK Cifti

45 yasindaki kadi ve 45 yasindaki erkek olgu, ITF Tibbi Genetik Anabilim
Dali’na G10P2AS8 gebelik oykiisii ile basvurmustur. Cift 18 yillik evlidir. Kadin olgunun
ilk gebelik yas1 26°dir. Aile agacinda akraba evliligi Oykiisii bulunmamaktadir.
Gebeliklerinden G10 basarili YUT, digerleri ise spontandir. Gebelik kaybi haftalar1 Al:
32. GH (IUFO) A2: 9. GH, A3: 5. GH, A4:10. GH, AS5-7 gebelik haftalari
bilinmemektedir. Kadin olgunun kuzeninde G8P3A6 TGK 6ykilisu mevcuttur.

Olgu 10 ciftinde eslerden kadin olgu TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nde
Illumina HiSeq 2500 cihaziyla; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgunun aile agaci
Sekil 4-10’da ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-10’da

sunulmustur.
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Sekil 4-10: Olgu-10-TGK cifti aile agac: (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-10: Olgu-10-TGK ciftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar

Gen Zigos  Kalitim Varyant, dbSNP  Varyant sinifi

(Transkript) ite modeli Korunmusluk rs no

Skoru
(phyloP100)
Kadin Olgunun Varyantlan
ASPM Het  Bilinmiyo ASPM:c.4563C rs: - Olas1 Patojenik:
(NM_018136. r >G ACMG/PVSL,P
5) (p.Tyrl521%) M2

stop kodon Zarar Verici:

BayesDel,



SLC6A19
(NM_0010038
41.3)

SYNE1
(NM_182961.
4)

MUC17
(NM_0010401
05.2)

PEX13
(NM_002618.
4)

phyloP100:

0.99
Het  Bilinmiyo SLC6A19:c.51 rs121434
r 7G>A 346
(p.Aspl73Asn)
yanlig anlaml
phyloP100:
4.03
Het  Bilinmiyo SYNEZ1:c.9443 rs: -
r C>T
(p.-Thr3148lle)
yanlig anlamli
phyloP100:
0.019
Het Bilinmiyo MUC17:c.1340 rs142829
r 5C>T 628
(p.GIn4469%)
stop kodon
phyloP100:
0.45
Erkek Olgunun Varyantlar:
Het OR PEX13:¢c.880C rs373118
mitokondr >T 250
iyal (p.Arg294Trp)
disfonksiy  yanlig anlamli
on phyloP100:

5.65

MutationTaster,
DANN

Olas1 Patojenik:
PP1,PM2,PS3,P
P5

Zarar Verici:
MutationTaster,
DANN

VUS:
ACMG/PM2,PP
2,BP4

Zarar Verici:
DANN

VUS:
ACMG/PM2,BS
2

Zarar Verici:
BayesDel,
MutationTaster,
DANN,
SpliceAl

Olas1 Patojenik:
ACMG
PM3,PM2,PS3,
PP1, PP5 Zarar

Verici:



MutationTaster,

DANN
SLC25A1 Het  Bilinmiyo SLC25Al:c.52 rs: - Olas1 Patojenik:
(NM_005984. r 7G>C ACMG/PP3,PM
5) (p.Gly176Ala) 2,PP2
yanhs anlaml Zarar Verici:
phyloP100: BayesDel,
7.86 Revel,

AlphaMissense,
MutationAsseso
r, SIFT,
MutationTaster,
DANN,
MetalLR,
PrimateAl

Kadin olguda; follikiilogenezde ve ostrus siklusunda gorevli ASPM geninde olasi
patojenik, farelerde fetal donemde metabolik bozukluk ve NAD eksikligine bagli gebelik
kayiplart ile iligkili SLC6A19 geninde olas1 patojenik, 6nceki TED ¢aligmalarinda gebelik
kayiplari ile iliskilendirilmis SYNE1 geninde ve endometriozis iliskili MUC17 geninde
ACMG kriterlerine gore VUS varyant saptanmustir.

Erkek olguda; Onceki calismalarda otofaji, intrauterin biiyiime gelisme geriligi ve
disiikler 1le iliskilendirilmis olan peroksizom biyogenezi ve mitokondriyal fonksiyonda
gorevli PEX13 geninde ACMG kriterlerine gore olasi patojenik varyant saptanmistir.
Ayrica islev kaybt mutasyonlart mitokondriyal solunum zinciri ve metabolik
bozukluklarla iligkili olarak embriyogenezde bozulmalara neden olan SLC25A1 geninde

ACMG kriterlerine gore olas1 patojenik varyant saptanmistir.

4.1.11. Olgu-11-TGK Cifti

Olgu 11 TGK ifti ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G10P2AS gebelik dykiisii
ile bagsvurmustur. Kadin yas1 39, erkek yas1 43 ve evlilik siiresi bes yildir. Kadin olgunun



ilk gebelik yasi bilinmemektedir. Esler arasinda 1. derece kuzen evliligi vardir.
Gebeliklerinden G10 basaril1 YUT, digerleri ise spontandir. Gebelik kayb1 haftalar1 A1,3-
5: 8-9. GH, A2: 13.GH’dir. G3 (TT1)’iin fetal muayenesinde, iist ve alt ekstremitelerde
distal kemiklerin yoklugu, akrania, tek umbilikal arter, omfalosel, polidaktili, nazal kemik
yoklugu bulgulart mevcuttur ve karyotip analizi 46,-- olarak sonuglanmistir. A4(G6)’lin
fetal muayene bulgusu bulunmamakla birlikte fetal karyotip analizi 46,-- olarak

sonuclanmustir.

Olgu 11 ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan
Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu ¢iftinin aile
agaci1 Sekil 4-11-1’de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-11°de

sunulmustur.
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Sekil 4-11-1: Olgu-11-TGK-11 ¢iftinin aile agaci1 (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-11: Olgu-11-TGK-11 ¢iftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili

olabilecek varyantlar



Gen Zigosi Kahtim Varyant, dbSNP rs Varyant sinifi

(Transkript te modeli  Korunmusluk no
) Skoru
(phyloP100)

Kadin Olgunun Varyantlarn

TTC21B* Het OR TTC21B:c.1546 rs779134 Patojenik:
(NM_02475 C>T 983 ACMG/PVS1,PM
3.5) (p.GIn516%) 2,PP5 Zarar

stop kodon Verici:
phyloP100: 4.00 MutationTaster,

DANN, BayesDel

PTCH2 Het  Bilinmi PTCH2:c.563C rs372784  Olasi Patojenik:

(NM_00373 yor >A 104 ACMG/PP3,PM2
8.5) (p.Pro188His) Zarar Verici:
yanlis anlamli Revel,
phyloP100: 9.54 AlphaMissense,
SIFT,
MutationTaster,
FATHMM,
DANN, MetaLR,
PrimateAl,
BayesDel
NEK4* Het  Bilinmi NEK4:c.1972C  rs765561 Olas1 patojenik:
(NM_00315 yor >T (p.Arg658*) 559 ACMG/PVSL,
7.6) stop kodon PM2
phyloP100: 0.32 Zarar Verici:

MutationTaster,
DANN, BayesDel

Erkek Olgunun Varyantlari
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TTC21B* Het OR TTC21B:c.1546 rs779134 Patojenik:
(NM_02475 C>T 983 ACMG/PVS1,PM
3.5) (p.GIn516%) 2,PP5 Zarar
stop kodon Verici:
phyloP100: 4.00 MutationTaster,

DANN, BayesDel

* Isaretli gen varyantlar1 onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020 ve Kale, 2021) kapsanunda saptanmis olup

bu tez ile gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Eslerde primer siliyer diskinezi ile iligkili TTC21B geninde ACMG kriterlerine
gore patojenik olan ortak bir varyant saptanmistir. Bu gen, burden analizinde de istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu gen, asfikte edici torasik displazi tip-4 (MIM
#613091) ile iliskili olup benzer siliyopati bulgulari tasiyan gebelik kaybi dykiisiinii

aciklayabilecegi diistiniilmiistiir.

Gen UL UL VT Hom | VT Het Beklenen Istatistik
Hom Het - -

[[177.12168487
0,0071621 7,23184 83.87831513]

TTC2IB 161 100 274 106 468582308 1 7384716
8 93 [257.87831513

122.12168487]]

Sekil 4-11-2: TTC21B geninin burden analizi sonucu

Embriyonik gelisimi duzenlenleyicisi hedgehog (Hh) sinyal proteini ligand:
PTCH2 geninde ACMG kriterlerine gore olas1 patojenik bir varyant saptanmistir.
DNA hasarina yanit olarak hiicre boliinmesinin durdurulmas: ile hasar yanitininn

diizenlenmesinde gorevli olan ayn1 zamanda siliyopatilerle iliskili NEK4 geninde ACMG

kriterlerine gore olas1 patojenik bir varyant saptanmustir.

4.1.12. Olgu-12-TGK Kadin Olgu

Olgu 12, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dalr’na 30 yasinda, G10A10 gebelik
oykiisii ile bagvurmustur. {1k gebelik yas1 20°dir. Esiyle arasinda 1,5 derece kuzen evliligi
bulunmaktadir ve 10 yillik evlidir. Gebelikleri spontan olarak olugmustur. Gebelik kayb1
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haftalar1 A1-2: 6. GH A3-10: 8. GH seklindedir. Aile oykiisiinde kiz kardesinde
G10P6A4 TGK oykiisii ve erkek kardesinde azospermi ve YUT ile sonrasinda iki saglikli
cocuk hikayesi mevcuttur. Olgunun ek klinik bulgularinda uterus arkuatus, parsiyel septat
uteri vardir ve gebeliklerinin yarisi septoplasti operasyonundan sonrasi meydana

gelmistir.

Olgu 12 Engin Tibbi Uriinler, Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-12°de ve TED analizi sonucunda
tespit edilen varyantlar Tablo 4-12°da sunulmustur.

564
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Sekil 4-12: Olgu-12-TGK kadin olgunun aile agaci1 (Berkay, 2020)

Tablo 4-12: Olgu-12-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigo Kahti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript = site m Korunmusluk  rsno

) modeli



CD36
(NM_00100
1548.3)

ANO5
(NM_21359
9.3)

ACADS
(NM_00001
7.4)

BCHE
(NM_00005
5.4)

ZMPSTE2*
(NM_00585
7.5)

Het

iyor
Het

iyor
Het AR
Het  Bilinm

iyor
Het AR

Skoru
(phyloP100)

Bilinm CD36:¢.1079T

>G
(p.Leu360%)
stop kodon
phyloP100:

Bilinm = ANOb5:¢.1733T

>C
(p.Phe578Ser)
yanlig anlamli
phyloP100:
8.00

ACADS:c.114
7C>T
(p.Arg383Cys)
yanlig anlamli
phyloP100:
4.50

BCHE:c.1253
G>T
(p.Gly418Val)
yanlig anlaml1
phyloP100:
1.34

ZMPSTE24:c.1

105C>T
(p.Arg369)

rs56381

858

rs13785
4526

rs28940
872

rs28933
390

rs28187
5373

Patojenik:
ACMG/PVS1,PM3,PM
2,PP5 Zarar Verici:
DANN, BayesDel

Patojenik:
ACMG/PM3,PP3,PM2,
PP1,PP5 Zarar Verici:
Revel, AlphaMissense,
SIFT, MT, DANN,
BayesDel, PrimateAl,

Eve

Patojenik:
ACMG/PM3,PP3,PM2,
PP2,PS3,PP5 Zarar
Verici: Revel,
AlphaMissense, SIFT,
MT, DANN, BayesDel,

PrimateAl, Eve

Olas1 patojenik:
ACMG/PP5,PM2,PP2,
BP4 Zarar Verici: SIFT,
MutationTaster, DANN

Patojenik:
ACMG/PVS1,PM3,PM



stop kodon 2,PP5 Zarar Verici:
phyloP100: BayesDel, DANN, MT
7.38

NLRP3  Het Bilinm NLRP3:c.3059 rs:-  VUSTACMG/PM2,PP2

(NM_00124 iyor A>T
3133.2) (p.GIn1020Leu
) yanlis anlamli
phyloP100:
0.26

* fsaretli gen varyant1 onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Tekrarlayan diistiklerle iliskilendirilmis CD36 geninde, mitokondri iligkili ACOS
ve ACADS genlerinde ve letal restriktif dermopati ile iliskilendirilmis ZMPSTE24
geninde ACMG kriterlerine gore patojenik olarak siniflandirilan varyantlar saptanmistir.
Endometriyozis iliskili BCHE geninde olasi patojenik varyant saptanmistir. Trofoblastik
inflamazom aktivasyonuna aracilik ederek gebelik sirasinda T hiicre aracili yanitta ve
immunitede rol oynayan, inflamazom yolaginin anormal aktivasyonu sonucunda TGK’ya

neden oldugu saptanan NLRP3 geninde VUS varyant saptanmistir.

4.1.13. Olgu-13-TGK Kadin Olgu

Olgu 13, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 22 yasinda, G5P1A4 gebelik
oykiisii ile bagvurmustur. Ik gebelik yas1 17°dir. Esi ile arasinda uzak akrabalik
bildirilmistir. Gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebelik kayb1 haftalar1 A1-4: 8-9.
GH’dir. Olgunun ailesinde benzer gebelik oykiisii bulunmamaktadir. Ek klinik bulgusu

bulunmamaktadir.

Olgu 13 Engin Tibbi Uriinler, Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agaci Sekil 4-13-1’de ve TED analizi

sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-13’de sunulmustur.
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Sekil 4-13-1: Olgu-13-TGK aile agac1 (Berkay, 2020)

Tablo 4-13: Olgu-13-TGK TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili olabilecek

varyantlar

Gen Zigo Kaliti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkri = site m Korunmusluk s no

pt) modeli Skoru

(phyloP100)
VPS13D Het Bilinm VPS13D:c.646 rs: - VUS: ACMG/PM2,PP2
(NM_015 iyor 4G>A Zarar Verici: Eve, MT,
378.4) (p.Cys2155Tyr) DANN, BayesDel

yanlig anlaml
phyloP100:
9.36



VPS13D Het Bilinm VPS13D:c.102 rs36825 VUS:

(NM_015 iyor 88G>A 5830 ACMG/PM2,PP2,BP4
378.4) (p.Glu3430Lys) Zarar Verici: MT,
yanlis anlaml DANN
phyloP100:
7.72
ETFDH Het OR ETFDH:c.1130 rs38790 Patojenik:
(NM_004 T>C 7170 ACMG/PM3,PM2,PP3,P
453.4) (p.Leu377Pro) M1,PP2,PP5 Zarar
yanlig anlamli Verici: Revel, MT,
phyloP100: DANN, MetalLR,
8.01 PrimateAl, BayesDel
SERPINA  Het Bilinm SERPINA5:c.1 rs: - VUS: PM2,PP3 Zarar
5 iyor 058T>A Verici: Revel,
(NM_000 (p.-Val353Glu) AlphaMissense,
624.6) yanlig anlamli MutationAssesor, SIFT,
phyloP100: DANN, MetalLR,
6.51 BayesDel

Olguda mitokondri boyutu, sekli, mitokondri-ER etkilesimi ve otofajide gorevli

mitokondriyal dinamik iligkili VPS13D geninde birlesik heterozigot varyant saptanmustir.

Mitokondriyal matriste yer alan ve mitokondriyal elektron transfer sistemi
bilesenlerini kodlayan ETFDH geninde ACMG kriterlerine gore patojenik olarak

siniflandirilan bir varyant saptanmistir.

Onceki galigmalarda plasental anomaliler ve gebelik kayiplari ile iliskilendirilen
SERPINAS geninde ACMG Kkriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar

verici olarak siiflandirilan bir varyant saptanmistir.
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Sekil 4-13-2: TGK-13 olgusunda bulunan genlerin yolak etkilesim haritas1 (ZS Revelen

yolak haritalama aract kullanilarak olusturulmustur)

4.1.14. Olgu-14-TGK Kadin Olgu

Olgu 14, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 24 yasinda, G4A3Ektopik1 gebelik
oykiisii ile basvurmustur. ilk gebelik yas1 20°dir. Olgunun anne ve babasi 1. derece
kuzendir ve ayrica olgu ile esi ile arasinda 1,5. derece akrabalik iligkisi bulunmaktadir.
Gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebelik kaybi1 haftalart Al: 6-7. GH, A2-3: 4-5.

GH’dir. Olgunun ailesinde benzer gebelik dykiisti bulunmamaktadir.

Olgu 14, Engin Tibbi Uriinler, Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agaci1 Sekil 4-14’te ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-14’te sunulmustur.
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Sekil 4-14-1: Olgu-14-TGK aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-14-2: Olgu-14-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili
olabilecek varyantlar

Gen Zigosi  Kahtim Varyant, dnSNP rs  Varyant sinifi

(Transkript  te modeli Korunmusluk no
) Skoru
(phyloP100)
BCHE Het  AR/Bilinm BCHE:c.293A rs1799807 Patojenik:

(NM_00005 iyor >G ACMG/PP5,PM

5.4) (p.Asp98Gly) 5,PP2 Zarar

yanlig anlamli Verici:

BayesDel, Eve,



phyloP100: SIFT, MT,
7.23 DANN

VSP4B Het  Bilinmiyor VPS4B:c.1156 rs1447548 VUS: PP3,PM2

(NM_00486 C>T 931 Zarar Verici:
9.4) (p.Pro386Ser) Revel,
yanlig anlaml MutAssessor,
phyloP100: DANN, MetalLR,
9.89 BayesDel
SDHB Het AR,AD  SDHB:c.530G VUS:
(NM_00300 >A ACMG/PP3,PM
0.3) (p.Argl77His) rs1504377 2,PP2 Zarar
yanlig anlamli 93 Verici: Revel,
phyloP100: AlphaMissense,
7.37 Eve,
MutAssesor,
SIFT, MT,
FATHMM,
DANN, MetalR,
BayesDel

Endometriyozis iligskili BCHE geninde ACMG kriterlerine gore patojenik varyant
saptanmigtir. Protein degradasyonunda ve hiicre zar1 flizyonunda gorevli olan ve
embriyonik letaliteye neden oldugu bildirilen VPS4B geninde ve ilk trimesterda embriyo
implantasyonunun devamlilig1 i¢in gerekli yiiksek siiksinat seviyelerinin saglanmasinda
rol oynayan SDHB geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda

zarar verici olarak siiflandirilan varyant saptanmaistir.

4.1.15. Olgu-15-TGK Kadin Olgu

Olgu 15, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 36 yasinda, G5P1A4 gebelik

oykiisii ile basvurmustur. ik gebelik yas1 30°dur. Esi ile arasinda 1. derece kuzen evliligi
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bulunmaktadir. Gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebelik kayb1 haftalar1 A1: 6. GH,
A2-3: 8. GH, A4: 5. GH’dir. Olgunun kiz kardesinde G8P3AS5 TGK &ykiisii mevcuttur.
Ek klinik bulgu olarak 2011 ve 2016 yillarinda miyomektomi nedeni ile operasyon
gecirdigi bildirilmistir.

Olgu 15 Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq

platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-15’te ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-15’te sunulmustur.

3 6GH

1 LTIl

2016
saglkh

Sekil 4-15-1: Olgu-15-TGK kadin olgunun aile agaci gorintusu (Berkay, 2020)

Tablo 4-15-2: Olgu-15-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigos Kahti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) ite m Korunmuslu s no
modeli k Skoru

(phyloP100)



PATL2* Het OR PATL2:c.839 rs56972 VUS: ACMG/PM2,

(NM_001387 G>A 9547 PP5
263.1) (p-Arg280GlIn Zarar Verici: DANN,
) yanlis MutationTaster, Eve
anlaml
phyloP100:
6.59
RAD51D Het Bilinmi RAD51D:c.6 rs37022 Patojenik:
(NM_002878 yor 20C>T 8071 PS4,PP3,PM2,PM5,PS
4) (p.Ser207Leu 3,PP1,PP5
) yanls Zarar Verici: Revel,
gtamis Eve, SIFT, MT,
phyloP100:

DANN, BayesDel
5.07

* [saretli gen varyanti onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptannus olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Erken embriyonik gelisimin gastrulasyon evresinde embriyo DNA hasarina
oldukca hassastir ve meydana gelen ¢ift iplik kirigi hasarlar1 sonucunda apoptoz ve
embriyo Oliimii uyarilir. DNA hasar1 durumunda ¢ift zincir kirig1 bolgesinde homolog
rekombinasyonu baglatarak DNA onariminda gérev alan RAD51D geninin inhibisyonu
sonucunda reaktif oksijen tiirlerinde artis oldugu, ve oksidatif stres sonucunda anormal
mitokondri dagilimi meydana geldigi saptanmigtir. RAD51D geninde ACMG kriterlerine

gore patojenik bir varyant saptanmistir.

Oosit maturasyon defekti ile iligkili PATL2 geninde ACMG kriterlerine gore
VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan bir varyant
saptanmigtir. PATL2 geninin insanlardaki fonksiyon kaybi mutasyonlari, oositlerin
germinal vezikiillerinde duraklamaya yol agtigi gosterilmistir. Olgunun 1.derece kuzeni
olan esinde ve TGK 0Oykiisii bulunan kizkardesinde de PATL2 gen varyantinin

arastirilmasi planlamigstir.
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4.1.16. Olgu-16-TGK Cifti

Olgu 16 ifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G17P17 gebelik dykiisii ile
basvurmustur. Kadin olgu 40 yasinda, erkek olgu 39 yasindadir. Kadin olgunun ilk
gebelik yag1 24°diir. Esler arasinda 2. derece kuzen evliligi bulunmaktadir. Gebeliklerin
olusma sekli iki gebeliginde YUT ile, diger gebeliklerde ise spontandir. Gebelik kaybi
haftalar1 A1-12: 6-10. GH, A13: 15. GH, A14-17: 7-9. GH’dir. Fetal karyotip analiz
sonuglart; Al2: 46,XX, A13:46,XX, Al4: 46,XX seklindedir. Ek klinik bulgu olarak
kadin olguda gebeliklerinin yarisinda disiik molekiil agirlikli heparin kullanimi

mevcuttur.

Olgu 16 ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan
Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu ¢iftinin aile
agaci Sekil 4-16-1’de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-16’da

sunulmustur.
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Sekil 4-16-1: Olgu-16-TGK ciftinin aile agac1 (Berkay, 2020, Kale, 2021)



Tablo 4-16-2: Olgu-16-TGK ciftinin TED varyant analizinde saptanan ve TGK ile iligkili

olabilecek varyantlar

Gen Zigos  Kahti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) ite m Korunmusluk s no
modeli Skoru
(phyloP100)

Kadin Olgunun Varyantlarn

G6PD Het X’e G6PD:c.563C> rs503086  Olasi1 patojenik:
(NM_001360 bagl T 8 PM2,PP3,PM1,PP2
016.2) (p.Ser188Phe) PP5
yanlis anlamls Zarar Verici:
phyloP100: Revel. MT,
5.54 FATHMM,
DANN, MetalLR,
BayesDel
ACADM OR ACADM:c.127 rs147559 Olas1 patojenik:
(NM_000016. Het G>A 466 ACMG/PP5,PP3,P
6) (p.Glu43Lys) P2,BS2
yanhy anlaml Zarar Verici:
phyloP100: Revel. MT,
7.34 BayesDel,
FATHMM,

DANN, MetaLR



ATP4A

(NM_000704.

3)

WNT10A

(NM_025216.

3)

CCDC141*

Het  Bilinmi ATP4A:c.1886

yor G>A
(p.Gly629Asp)
phyloP100:

7.91

rs: -

WNT10A:c.487 rs368280
yor C>T 129
(p.Argl63Trp)

Bilinmi

Het

yanlis anlamli
phyloP100:
1.93

Het Bilinmi CCDC141:c.26
yor 11C>T
(p.GIn871%)
stop kodon
phyloP100:
2.17

rs764893
847

Erkek Olgunun Varyantlar:

Olas1 patojenik:
ACMG/PP3,PM2,P
P2

Zarar Verici:
Revel,
AlphaMissense,
SIFT, MT, DANN,
MetalLR,
PrimateAl,
BayesDel

VUS:
ACMG/PM2,PP5,P
P3,BP6

Zarar Verici:
Revel, MT, DANN,
BayesDel

VUS: ACMG/PM2
Zarar Verici:
BayesDel, DANN,
MT

TGK etiyolojisi ile iligkili varyant saptanmamugtir.

* Isaretli gen varyanti dnceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gergeklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Kadin olguda, oksidatif stres iligskili G6PD geninde, mitokondri iligkili agil-

CoA'larin  beta-oksidasyonunda goérevli ACADM geninde ve elektrolit tasimasini
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diizenleyerek uterus sivist kompozisyonunu, embriyo gelisimini ve implantasyonu etkilen
ATP4A geninde ACMG kriterlerine gore olas1 patojenik, in silico tahmin ara¢larinda zarar
verici olarak smiflandirilan varyant saptanmistir. Erken embriyonik gelisimde goérevli
WNT10A geninde ve hipogonadotropik hipogonadizm iliskili CCDC141 genlerinde
ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak
smiflandirilan varyant saptanmistir. CCDC141 geni burden analizinde de istatistiki olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Erkek olguda TGK etiyolojisi ile iligkili olabilecek varyant saptanmamustir.

-n
Hom | _Het = =

[[233.15970516
6,4420831 a36osag  198:84020484]
CCDCI4] 282 150 377 412 3838802E- 1 87040085
09 [425.84029484
363.15970516]]

Sekil 4-16-3: CCDC141 geni burden analizi sonucu

4.1.17. Olgu-17-TGK Kadin Olgu

Olgu 17, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 31 yasinda, G6P1A5 gebelik
oykiisii ile basvurmustur. Ik gebelik yas1 23°diir ve 8 yillik evlidir. Olgunun anne ve
babas1 arasinda akrabalik mevcuttur. Gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebelik
kaybr haftalart Al-3, 5: 8. GH, A4: 16. GH’dir. Ailesinde benzer bir oyki

bulunmamaktadir. Ek klinik oykiisii bulunmamaktadir.

Olgu 17, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agaci Sekil 4-17-1’de ve TED analizi

sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-17’de sunulmustur.
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Sekil 4-17-1: Olgu-17-TGK kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-17: Olgu-17-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili
olabilecek varyantlar

Gen Zigo Kahti Varyant, dbSN Varyant sinifi
(Transkript = site m Korunmusluk P rs
) modeli Skoru no
(phyloP100)

NDUFB10 Het OR NDUFB10:c.35 rs:-  VUS: ACMG/PP3,PM2

(NM_00454 6G>T Zarar Verici: Revel,

8.3) (p.Cys119Phe) AlphaMissense, SIFT,

yanlis anlamli MT, DANN, BayesDel

phyloP100:
9.63



CPT1B* Het Bilinm CPT1B:c.1237 rs7457 VUS: ACMG/PP3,PM2
(NM_15224 iyor G>A 02877 Zarar Verici: Revel,
6.3) (p.Glu413Lys) AlphaMissense,
MutationAssesor, SIFT,
MT, DANN, MetaLR,

yanlig anlaml1

phyloP100:
787 BayesDel
DOCK4 Het DOCK4:c.3890 rs:-  VUS: ACMG/PM2,PP3
(NM_00136 A>C Zarar Verici: BayesDel,
3540.2) (p.Asp1297Ala) Revel, AlphaMissense,
yanlig anlamli SIFT, MutationTaster,
phyloP100: DANN, PrimateAl
8.02
ABCA4 Het Bilinm ABCA4:c.3482 rs7682 Patojenik:
(NM_00035 iyor G>A 78935 ACMG/PM3,PM2,PM5,
0.3) (p.Arg1161His) PP3,PP2,PP5
yanhs anlaml Zarar Verici: Revel, MT,
phyloP100: DANN, MetaLR,
5.75 BayesDel

* [saretli gen varyanti onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptannus olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Olgu-17’de saptanan NDUFB10 (NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit
B10) geni, oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin neden oldugu iireme sorunlar ile
iliskilendirilmistir (Pizarro et al., 2020; Wang et al.,2020). Insan yumurtaliklarinda,
folikiiler s1vida, graniiloza ve kiimiiliis hiicrelerinde yiiksek oksidatif stres seviyelerinin
oosit kalitesinde, oosit dollenmesinde, embriyo gelisiminde ve dogurganlikta azalmaya
sebep oldugu belirlenmistir (Zhu et al., 2022). NDUFB10 geninin down regiilasyonunun
tekrarlayan erken gebelik kaybi ile iliskilendirildigi caligmalar da literatiirde mevcuttur
(Lietal., 2020).
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Oksidatif stres ve infertilite ile iliskili CPT1B geninde heterozigot bir varyant
saptanmistir. CPT1B (carnitine palmitoyltransferase 1B) geni tarafindan kodlanan
protein, karnitin/kolin asetiltransferaz ailesinin tyesidir ve uzun zincirli yag asitlerinin
beta oksidasyonunda ve acil-CoA’nin sitoplazmadan mitokondriye tasinmasi igin
gereklidir. Olgu 17°de bulunan CPT1B missense varyanti heterozigot formdadir ve
korunmusluk skoru yiiksektir (7.8, PyhloP100way).

Literatirde DOCK1 geni, anormal trofoblast fonksiyonu ve buna bagl tekrarlayan
spontan gebelik kaybu ile iligkilendirilmistir. Olgu, DOCKL1 geni ile primer etkilesimde
olan DOCK4 genini heterozigot olarak tasimaktadir (Xu et al., 2024) Plasentada gen
ekspresyonunun arastirildigi  ¢aligmalarda uterin hasar sonucunda, trofoblast
invazyonunun ve plasenta vaskiilarizasyonunun arttig1, desidualarda T ve NK (Natural
Killer) hiicrelerinin azalmasi ile bagisiklik hiicrelerinin profilinde degisimler oldugu ve
kontrol grubu ile karsilastirildiginda DOCK4 geninin ekspresyonun anlamli derecede
arttigr goriilmiistiir. Bu durumun uterusta meydana gelen hasarlar sonucunda immun
sistemdeki degisimler yoluyla anormal  trofoblast invazyonuna ve plasentada

vaskiilerizasyonun artmasina sebep oldugu diistinilmektedir.

Onceki calismalarda tekrarlayan gebelik kayiplarinda da rol oynayabilecegi
vurgulanan (Srivastava et al., 2023, Gourhant et al., 2021, Cao et al., 2022) ABCA4
geninde ACMG siniflandirmasina gore patojenik olan heterozigot varyant saptanmustir.
Burden analizinde istatistiki olarak anlamli (p<0.05) olan ABCA4 geninin verilerine Sekil

4-17-2’de yer verilmistir.

Olgu_ [ Olgu (| VT_Hom | VT_Het Beklene Istatistik
Hom | _Het

ABCA4 163 285 384 8,592250 1 24,22028 [[204.5542571
9314209 54490924 243.4457429]
6E-07

[342.4457429
407.5542571]]

Sekil 4-17-2: ABCA4 geni burden analiz sonucu

4.1.18. Olgu-18-TGK Cifti

Olgu 18 cifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G4P4 gebelik ykiisii ile
basvurmustur. Kadin olgu 26 yasinda, erkek olgu 28 yasindadir. Erkek olgunun kiz



kardesinin iki saglikli ¢ocugu ve iki abortusu vardir. Kadin olgunun ilk gebelik yasi
24°diir. Esler arasinda akraba evliligi bildirilmemistir. Gebelikler spontan olarak
olugsmustur. Gebelik kayb1 haftalart Al: 10. GH, A2-4: 5-6. GH’dir. Ek klinik bulgu

bulunmamaktadir.

Olgu 18 TGK ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics
tarafindan Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip
& Next Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu
ciftinin aile agac1 Sekil 4-18’da ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo

4-18’da sunulmustur.
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Sekil 4-18: Olgu-18-TGK ciftinin aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-18: Olgu-18-TGK ¢iftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigo Kahti Varyant, dbSNP  Varyant simifi
(Transkript) site m Korunmusluk s no

modeli Skoru
(phyloP100)



Kadin Olgunun Varyantlarn

HTRA2 Het Bilinm HTRAZ2:c.346du rs77945 Patojenik:
(NM_013247.5) iyor p 7274  ACMG/PVS1,PM
(p.Alal16Glyfs 3,PM2,PP5
*22)
cerceve kaymasi

phyloP100: 5.29

BCHE Het Bilinm BCHE:c.293A> rs17998 Patojenik:
(NM_000055.4) iyor G (p.Asp98Gly) 07 ACMG/PP5,PM5,
yanlis anlamli PP2
phyloP100: 7.22 Zarar Verici:
BayesDel, SIFT,
Eve, DANN
ATP7B Het  Bilinm ATP7B:c.3008C rs77505 Patojenik:
(NM_000053.4) iyor >T 5397 ACMG/PM3,PM
(p.Alal003Val) 2,PM5,PM1,PP3,
yanlig anlamli PP2,PP5 Zarar
phyloP100: 9.93 Verici: BayesDel,
Revel,

AlphaMissense,
Eve, SIFT,
DANN, MetaLR

Erkek Olgunun Varyantlari

TGK etiyolojisi ile iligkili variant saptanmamustir.

Kadin olguda, oosit olgunlagsmasinin temel diizenleyicisi olan disilerde iireme
basarisizligi ile iliskiendirilmis HTRA2 geninde ACMG kriterlerine gdre patojenik, in

silico tahmin araglarinda zarar verici olarak olarak smiflandirilan bir varyant tespit



edilmistir. HTRA2 geni mitokondriyal reaktif oksijen tirlerinin  Gretimini
duzenlemektedir ve oksidatif stres iliskili olarak tekrarlayan gebelik kaybinda rol
alabilecegi disiiniilmektedir. Endometriyozis iliskili BCHE geninde ve bakir
metabolizmasinda rol oynayarak biriken bakirin neden oldugu serbest radikal olusumu
sonucu oksidatif hasar iliskili fetal kayba neden oldugu bildirilen ATP7B geninde ACMG
kriterlerine patojenik, in silico tahmin araglarina gore zarar verici olarak siiflandirilan

varyant saptanmistir.

Erkek olguda, TGK iliskili varyant saptanmamustir.

4.1.19. Olgu-19-Pi Kadin Olgu

Olgu 19, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 31 yasinda, GO gebelik dykiisii ile
bagvurmustur. Esi ile dokuz yillik evlidir ve yakin yerlesim yerinden kdken almaktadir.
Olgunun anne ve babasi kuzenlerdir. Olgunun 4 basarisiz YUT denemesi olmustur. YUT
denemelerinde bos folikiil sendromu siiphesi olusmustur. Grafisinde bilateral proksimal
radioulnar sinostoz, hafif kisa ulna ve bos kisalig1 (-3,08 SD) bulunmaktadir. Anabilim
dalimizda daha once yiiriitillen tez arastirmasi kapsaminda ZP1 geninde bir varyant

bulunarak aile segregasyonu yapilmistir (Berkay, 2020).

Olgu 19, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-19°de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-19°de sunulmustur.
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Sekil 4-19: Olgu-19-Pi kadin olgunun aile agaci goriintiisii (Berkay, 2020)

Tablo 4-19: Olgu-19-Pi kadin olgunun TED varyant analizinde saptanan ve Pl ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigosit  Kahti Varyant, dbSNP rs  Varyant sinifi
(Transkript) e m Korunmuslu no
modeli k Skoru
(phyloP100)
ZP1* Hom AR ZP1:c.628C>  rs77651517 Patojenik:
(NM_207341.4 T (p.GIn210%) 2 ACMG/PVSL,
) stop kodon PM2,PP5
phyloP100: - Zarar Verici:
0.66 BayesDel,

DANN,



MutationTaste

r

* {saretli gen varyant1 onceki arastirmalar (Berkay 2020, Berkay 2023) kapsaminda saptanmis olup bu tez

ile gergeklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Olguda, oosit maturasyon defekti ile iliskili ZP1 geninde ACMG Kriterlerine gore
patojenik, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant tespit
edilmistir. Olgunun daha 6nce yapilan aile segregasyonu sonucunda anne ve babanin

varyanti heterozigot olarak tasidigi tespit edilmistir (Berkay 2020, Berkay 2023).

4.1.20. Olgu-20-TGK Cifti

Olgu 20 cifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na G10P10 gebelik &ykiisii ile
basvurmustur. Kadin olgu 44 yasindadir ve ilk gebelik yasi 19°dur. Erkek olgu 50
yasindadir. Esler arasinda 1,5. derece kuzen evliligi bulunmamaktadir. Gebeliklerden
ikisi YUT, digerleri spontan olarak olusmustur. Gebelik kayb1 haftalar1 A1-10: 6-7.
GH’dir. Ek klinik bulgu belirtilmemistir.

Olgu 20 giftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan
Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu g¢iftinin aile
agac1 Sekil 4-20’da ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-20’da

sunulmustur.
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Sekil 4-20: Olgu-20-TGK ciftinin aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-20: Olgu-20-TGK ciftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigos Kaliti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) ite m Korunmusluk rs no
modeli Skoru
(phyloP100)
Kadin Olgunun Varyantlan
COQ5 Het AR COQ5:c.332T>A rs: - Olas1 patojenik:
(NM_032314 (p.LeulllHis) ACMG/PP3,PM2
4) yanlig anlamli Zarar Verici:

phyloP100: 9.32 Revel,
AlphaMissense,



TOGARAM2
(NM_199280
4)

XRCC2
(NM_005431
2)

NOTCH2
(NM_024408
4)

TOGARAM1
(NM_001308
120.2)

Het Bilinm TOGARAM2:c.1 rs929758

iyor 543C>T 807
(p.GIn515%)

stop kodon
phyloP100: 1.07

Het OR XRCC2:¢.450C> -
A (p.Ser150Arg)
yanlis anlaml

phyloP100: 2.50

Erkek Olgunun Varyantlar:

Het OR NOTCH2:c.7120 rs137449
C>G 8324
(p.His2374Asp)

yanlis anlamli

phyloP100: 1.51

Het OR TOGARAM1:c.1 rs: -
10G>A
(p.Arg37GIn)

MutationAssesor,
SIFT,
MutationTaster,
DANN, MetaLR,
BayesDel

Patojenik:
ACMG/PVS1,PM2
,PS4,PP5
Zarar Verici:
MutationTaster,
DANN, BayesDel,
SliceAl

VUS:
ACMG/PP3,PM2
Zarar Verici:
Revel,
AlphaMissense,
Eve, MT, DANN,
BayesDel

VUS:
ACMG/PM2,PP2
Zarar Verici:
MutationAssesor,
DANN, BayesDel

VUS:
ACMG/PM2,BP4
Zarar Verici:
DANN — diger in



yanlis anlamli silico tahmin

phyloP100: 1.83 araglar1 benign

VUS: PM2
Zarar Verici: SIFT,
MutationTaster,
DANN

DNAH1 Het OR DNAH1:¢.3796C rs755852
(NM_015512 >T 298
.5) (p.Arg1266Cys)

yanlis anlamli

phyloP100: 1.68

Kadin olguda, mitokondriyal disfonksiyonla iligkili COQ5 geninde ACMG
kriterlerine gore olas1 patojenik novel bir varyant tespit edilmistir. Ayrica primer siliyer
diskinesi iliskili TOGARAM?2 geninde ve otozomal resesif prematir ovaryen yetmezlik
ile iligkili XRCC2 geninde ACMG kriterlerine gore patojenik, in silico tahmin

araclarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant saptanmustir.

Erkek olguda, erken gelisimde gorevli NOTCH2 geninde ve primer siliyer
diskinezi iliskili TOGARAM1 geninde ACMG Kkriterlerine gore VUS, in silico tahmin

araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant saptanmistir.

4.1.21. Olgu-21-TGK Cifti

Olgu 21 cifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G8P8 gebelik Oykiisii ile
bagvurmustur. Kadin olgu 36, esi 40 yasindadir. Esler arasinda akrabalik
bulunmamaktadir. Gebelikleri spontan olarak olugsmustur. Gebelik kaybi1 haftalar1 A1-2:
8. GH, A3-4: 12-13. GH’dir, A5-8: 4-5. GH’dir. Fetuslardan A3 (G3-TT1)’iin lomber
spina bifida ve kifolyoz bulgusu vardir ve fetal kromozom analizi sonucu 46,--

bulunmustur. A8’in kromozom analizi de 46,-- olarak sonuglanmastir.

Olgu 21 TGK ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics
tarafindan Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip
& Next Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu
ciftinin aile agac1 Sekil 4-21’de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo

4-21’de sunulmustur.
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Sekil 4-21: Olgu-21-TGK cifti aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-21: Olgu-21-TGK ciftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigo Kalti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) site m Korunmuslu rs no
modeli k Skoru
(phyloP100)
Kadin Olgunun Varyantlan
DCT Het Bilinm DCT:c.864-  rs75631 Olasi patojenik:
(NM_00192 iyor 2A>G (.p?) 4626 ACMG/PVS1,PM2
2.5) kirpilma Zarar Verici:
varyanti MutationTaster, DANN,
phyloP100: BayesDel

7.73



PAH AR PAH:c.1066-  rs50308 Olast patojenik:
(NM_00027 Het 11G>A (.p?) 55 ACMG/PM3,PM2,PS3,
7.3) kirpilma PPS
varyanti Zarar Verici: SpliceAl
phyloP100:
0.95
RDHS5 Het Bilinm RDH5:c.712G rs62638 Patojenik:
(NM_00290 iyor >T 191A  ACMG/PS4,PP3,PM2,P
5.5) (p.Gly238Trp S3,PP1,PP5
) Zarar Verici: Revel,
yanlig anlamli AlphaMissense, Eve,
phyloP100: MutationAsssesor,
9.96 SIFT, MutationTaster,
DANN, MetalR,
BayesDel
LRP1B Het Bilinm LRP1B:c.798 rs76745 Olas1 patojenik:
(NM_01855 iyor 1G>A 2254 PP3,PM2,PP2
7.3) (p.Gly2661Ar Zarar Verici: Revel,
9) MutationTaster,

yanlig anlamli Metal R, BayesDel

phyloP100:
7.61

Erkek Olgunun Varyantlar:

TRIM67 Het Bilinm TRIM67:c.22 rs76700 VUS: ACMG/PM2,PP3
(NM_00100 iyor 75C>T 2959 Zarar Verici: Revel,
4342.5) (p.Arg759Cys AlphaMissense,
) MutationTaster, DANN,
phyloP100: PrimateAl, BayesDel

1.71



ABCA12 Het Bilinm ABCA12:c.39 rs76350 VUS: ACMG/PM2,PP3

(NM_17307 iyor 38T>C 3708 Zarar Verici: Revel,
6.3) (p.Phel313Se AlphaMissense,
r MutationTaster, DANN,

yanlis anlamli Metal R, BayesDel

phylop100:
5.94

Olgu ¢iftinde dogrudan tekrarlayan gebelik kaybu iliskili varyant tespit edilmemis

olup tespit edilen diger patojenik, olas1 patojenik ve VUS varyantlara yer verilmistir.

4.1.22. Olgu-22-TGK Kadin Olgu

Olgu 22, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G7P1ASIUMF1 gebelik dykiisii ile
basvurmustur. Kadin olgu 37 yasindadir ve ilk gebeligi 23 yasindadir. Esi 38 yasindadir.
Esler arasinda akrabalik bulunmamaktadir ve evlilik stireleri 4 yildir. Gebelikleri spontan
olarak olusmustur. Gebelik kayb1 haftalari; Al: bilinmemektir, A2-4: 12-13. GH, A5-6:
7-8. GH ve A3: 22.GH abortus olmasi nedeniyle geg fetal kayip olarak tanimlanmaigstir.

Olgu 22, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agaci1 Sekil 4-22-1’de ve TED analizi
sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-22°de sunulmustur.
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Sekil 4-22-1: Olgu-22-TGK aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-22: Olgu-22-TGK TED analizinde saptanan ve TGK ile iligkili olabilecek

varyantlar
Gen Zigo Kahti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript = site m Korunmusl  rsno
) model  uk Skoru
i (phyloP100)
MUTYH Het Bilinm MUTYH:c.4 rs14335 Patojenik:
(NM_00104 iyor 61G>A 3451 ACMG/PM3,PM2,PM5,P
8174.2) (p.Argl54Hi M1,PP3,PS3,PP5
s) yanlis Zarar Verici: Revel,
anlaml MutationAssesor,
phyloP100: MutationTaster, DANN,

7.15 MetalR, BayesDel



CXCL8* Het Bilinm CXCL8:c.23 rs53677 VUS: ACMG/PM2,BS2

(NM_00058 iyor 1T>A 4132 Zarar Verici: MT, DANN,
4.4) (p.Cys77*p. BayesDel
Cys77*)
stop kodon
phyloP100:
0.25
PAX7 Het Bilinm PAX7:c.400 rs77572 Olas1 patojenik:
(NM_00113 iyor C>T 7650 ACMG/PP3,PM2
5254.2) (p.Argl34Tr Zarar Verici: Revel,

p) AlphaMissense, Eve, SIFT,
yanlis MT, FATHMM, DANN,
anlamls MetaLR, PrimateAl,

ohyloP100:4 BayesDel

.98

ALPL* Het OR  ALPL:c.931 Patojenik:
(NM_00047 G>A PM3,PP3,PM2,PM1,PP2,P
8.6) (p.Glu3llLy P5

S) Zarar Verici: Revel,
yanlig AlphaMissense, MT,
anlaml FATHMM, DANN,

phyloP100: MetalLR, BayesDel
7.57
HGD Het OR  HGD:c.157C rs75943 Patojenik:
(NM_00018 >T 5977  PM3,PP3,PM2,PM5,PP2,P
7.4) (p.Arg53Trp P5

) Zarar Verici: Revel,

yanlig AlphaMissense, Eve,

anlaml MutAssesor, SIFT, MT,



phyloP100: FATHMM, DANN,
1.2 MetaLR, BayesDel
MAN2B1 MANZ2B1:c. rs: - Olas1 patojenik:
(NM_00052 23C>A ACMG/PVS1, PM2
8.4) (p-Serg™) Zarar Verici: MT, DANN,
stop kodon BayesDel
phyloP100:
0.07
IFT80 Hom OR IFT80:c.869 rs13808 VUS: ACMG/PM2
(NM_02080 A>G 1429 Patojenik: MT, DANN
0.3) (p.Asn290Se
r
yanlis
anlamli
phyloP100:
7.31
MVK Het Bilinm MVK:c.1129 rs28934 Patojenik:
(NM_00043 iyor G>A 897 ACMG/PM3,PP3,PM2,PM
1.4) (p.Val377lle 5,PP2,PP5
) Patojenik: MutationTaster,
yanlig DANN, BayesDel
anlamli
phyloP100:
5.07

* Isaretli gen varyanti dnceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gergeklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Mitokondriyal dinamik, oksidatif stres ve DNA tamiri ile iligkili yolaklarda yer alan
MUTYH geninde ACMG kriterlerine gore patojenik ve in silico tahmin araglarinda zarar

verici olarak siniflandirilan varyant saptanmistir. MUTYH geni oksidatif stres kaynakl



DNA hasarmin oOnlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. MUTYH geni ekzon 7’°de
saptananan ¢.461G>A varyantinin Sanger konfirmasyonu goriintiisiine Sekil 4-22-2’de

yer verilmistir.

Olguda PAX7 ve MAN2BI genlerinde olast patojenik, ALPL, HGD, MVK,
genlerinde ACMG kriterlerine gore patojenik ve in silico tahmin araglarinda zarar verici
olarak siniflandirilan varyant saptanmistir. Ayrica CXCL8 ve IFT80 genlerinde ACMG
kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan

varyant saptanmistir.

Olgunun TED varyant analizinde saptanan genlerin yolak ve etkilesim haritasina

Sekil 4-22-3’te yer verilmistir.

AATCAACTCTGGGCTGGCCTGGGCTACTATTCTCRTIGGCCGGCGGCTGCAGGAGGGAGCTCGGAARG

aatcaactocrtgggotygocttyygoctactatiotogtgygcogyogyoctycagyagygyagetoggaag
i ] L 1) 4 £] L 5] T T 3 R G E E L ] E 5] A R E

ALTCAACTCTGEGC TGO CTO GG CTACTATTCTCR TG GO C GO C GG CTOGCAGRAGGGAGCTCGGALG
CTCTGGGCTGGCCTGGGCTACTATTCTCRTGGCCGECGGCTGCAGGAGGGAGETCRG

M_Mﬂﬂﬂ/\ﬁ At A et AN AL ML ﬂ

CTCTGGEGC TGO C TG GG L TACTATTCTCRIGGCOCGOECGECTOGCAGRAGGGLAGCTCEGG

sl N\f\ﬂ/\nm\ﬂw MMJQMBMMMN\/\ A

Sekil 4-22-2: Olgu-22 TGK kadin olgu MUTYH geninde ekzon 7°deki C.461G>A

varyantimin Sanger konfirmasyonu gorintsu
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Sekil 4-22-3: Olgu-22-TGK TED analizinde saptanan genlerin yolak ve etkilesim haritasi

(ZS Revelen yolak haritalama aract kullanilarak olusturulmugstur)

4.1.23. Olgu-23-TGK Cifti

Olgu 23 cifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G3P3 gebelik dykiisii ile
basvurmustur. Kadin olgu 43 ve esi 43 yasindadir. Esler 25 yillik evlidir ve aralarinda
1,5. kuzen evliligi bulunmaktadir. Spontan olarak olusan gebelikleri ve 3 basarisiz YUT
denemesi mevcuttur. Gebelik kaybi haftalar1 A1: 8-9. GH, A2-3: Biyokimyasal (TIK x3)
seklindedir. Ek bulgu tanimlanmamustir.

Olgu 23 ¢iftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan
Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu ¢iftinin aile
agaci Sekil 4-23-1’de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-23’de

sunulmustur.
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Sekil 4-23-1: Olgu-23-TGK ifti aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-23: Olgu-23-TGK ciftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigos Kaht1 Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) ite m Korunmusluk  rsno
modeli Skoru
(phyloP100)
Kadin Olgunun Varyantlan
MUTYH Het Bilinmi MUTYH:c.80 rs37495 Patojenik:
(NM_001048 yor 0C>T 0566 ACMG/PM3,PP3,PM
174.2) (p.Pro267Leu) 2,PS3,PP5

yanlis anlamli Zarar Verici: Revel,

MutAssesor, SIFT,



DHX34
(NM_014681
6)

ZAN
(NM_003386
3)

SETMAR
(NM_006515
4)

Het

Het

Het

phyloP100:
7.74

Bilinmi DHX34:c.121
yor 6C>T
(p.GIn406%)
stop kodon
phyloP100:
1.73

ZAN:c.4504G
yor >T
(p-Glu1502%*)
stop kodon
phyloP100: -
0.58

Bilinmi

Erkek Olgu

Bilinmi SETMAR:c.8
yor 60G>A
(p.Cys287Tyr)
yanlig anlamli
phyloP100:
9.40

rs:

rs:

rs:

MT, FATHMM,
DANN, MetalR,
BayesDel

Olasilik Patojenik:
PVS1, PM2 Zarar
Verici: MT, DANN,
BayesDel

VUS: ACMG/PM2
Zarar Verici: MT,
BayesDel, DANN

Olasi patojenik:
ACMG/PP3,PM2
Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, SIFT,
MT, FATHMM,
DANN, BayesDel,
MetalLR

Kadin olguda, oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin 6nlenmesinde onemli rol

oynamayan MUTYH geninde ACMG kriterlerine gore patojenik ve in silico tahmin

araclarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant saptanmistir. MUTYH geni ekzon

10°da saptananan ¢.800C>T varyantinin Sanger konfirmasyonu goriintiisiine Sekil 4-23-

2’de yer verilmistir. Ayrica DHX34 geninde olasi patojenik, ZAN geninde VUS novel

varyantlar saptanmustir.



Olgunun esinde, DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde gorevli SETMAR geninde

ACMG kriterlerine gore olas1 patojenik, in s

varyant saptanmistir.

ilico tahmin araglarina gore zarar verici novel

Olgunun TED varyant analizinde saptanan genlerin yolak ve etkilesim haritasina

Sekil 4-23-3’te yer verilmistir.

GGGGCCACAGTGTGTACCCCACAGCGCCFRCTGTGCAGCCAGTGCCCTGTGGAGAGLCL

15231 153241 15251 15328l 13271 1532581

dugggccacagtgtgtaccocacagogcooccactgbgoageocagbigococtgtggagagocs
Iz Fy T K C T P 1] 3 13 L C ] 1 C 13 X E 3

GGEGGCCACAGTGTGTACCCCACAGCGCCE

BCTGTGCAGCCAGTGCCCOTGTGGAGAGLDC

GGGEGCC GTGTGETLCCCC GCGCCRCTGTGCAGCCAGTGCCOCTGTGG & GCC
GGGEGCC GTGTGETLCCCC GCGECCRFRCTGTGC GTGCCCTGTGGAGAGED

and ﬂJWW\/\ Al VA

f

;“\N\A/\AJM&AM\_MM

Sekil 4-23-2: Olgu-23-TGK kadin

olgu MUTYH geninde ekzon 10’daki c.800C>T

varyantinin Sanger konfirmasyonu gorintdsu
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Sekil 4-23-3: Olgu-23-TGK TED analizinde saptanan genlerin yolak ve etkilesim haritas

(ZS Revelen yolak haritalama aract kullanilarak olusturulmugstur)

4.1.24. Olgu-24-TGK Kadin Olgu

Olgu 24, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G5A3Ektopik2 gebelik dykis ile

bagvurmustur. Kadin olgu 34 yasindadir ve ilk gebeligi 30 yasinda olmustur. Esi 42

yasindadir. Esler arasinda akrabalik bulunmamaktadir ve evlilik stireleri 4 yildir.

Gebelikleri spontan olarak olusmustur. Gebelik kayb1 haftalari; A1-5: 5-6.GH’dur.

Olgu 24, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq

platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-24’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-24’de sunulmustur.
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[TXTL A

Ektopik gebelik 5-6GH

Sekil 4-24: Olgu-24-TGK Kkadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-24: Olgu-24-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigos Kalitim Varyant,
(Transkript) ite modeli Korunmusluk
Skoru
(phyloP100)
TLE6 Het OR TLE6:c.1105C
(NM_0011439 >A
86.2) (p.Leu369Met
)
yanlig anlamli
phyloP100:

6.15

dbSNP

rs no

rs: -

Varyant sinifi

VUS: ACMG/PM2
Zarar Verici:
MutationTaster,
DANN



SOHLH1
(NM_0011016
77.2)

CPT1B*
(NM_152246.
3)

BRWD1
NM_033656.4

Het  Bilinmi
yor
Het  Bilinmi
yor
Het  Bilinmi
yor

SOHLH1:c.34
6-1G>A
phyloP100:
0.45

CPT1B:c.167
C>T
(p.Pro56Leu)
yanlis anlamli
phyloP100:
9.85

BRWD1:c.656
G>A
(p.Arg219His)
yanlis anlaml
phyloP100:
7.81

rs140132
974

rs374480
938

rs372595
428

VUS:
ACMG/PVS1,PP5,
BS2

Zarar Verici:

MutationTaster

Olasi1 Patojenik:
ACMG/PP3,PM2
Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense,
SIFT, MT,
FATHMM, DANN,
MetLR, BayesDel

Olasi patojenik:
ACMG/PS4,PM2,P
P2,PP5 Zarar
Verici: MT,
DANN, PrimateAl

* [saretli gen varyanti onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptannus olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Olguda, erken embriyonik letalite iligkili ve otozomal resesif oosit/zigot/embriyo

maturasyon defekti iliskili TLE6 geninde (novel) ve ovaryen yetmezlik iligkili SOHLH1

geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarina gore zarar verici

varyant saptanmistir. Mitokondriyal iligkili karnitin biyogenezinde gorevli ve artmis

spontan abortus iligskili CPT1B geninde ve mayotik kromozom stabilitesinde rol oynayan

BRWD1 geninde ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, in silico tahmin araglarina gore

zarar verici novel varyant saptanmastir.



4.1.25. Olgu-25-TGK Cifti

Olgu 25 ¢ifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G5A4Ektopik1 gebelik dykiisii
ile bagvurmustur. Kadin olgu 38 ve esi 32 yasindadir. Esler 3 yillik evlidir ve aralarinda
akrabalik bulunmamaktadir. Spontan olarak olusan gebelikleri ve 4 basarisiz YUT
denemesi mevcuttur. Gebelik kaybi haftalar1 A1-4: Biyokimyasal, 4 gebelikte tekrarlayan
implantasyon kusuru meydana gelmistir. Gebelikler sirasinda diisiik molekiiler agirlikli

hepatin kullanilmistir. Erkek olguda tek bobrek ve oligospermi oykiisii mevcuttur.

Olgu 25 ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan
Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu ¢iftinin aile
agac1 Sekil 4-25’de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-25’de

sunulmustur.

O O

0 56

Tek bobrek

A AL AAL

< biyokimyasal ~ Eopik
T gebelik

biyokimyasal D

Sekil 4-25: Olgu-25-TGK ciftinin aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)



Tablo 4-25: Olgu-25-TGK ciftinin TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigosi  Kalitim Varyant, dbSNP rs Varyant
(Transkript) te modeli  Korunmusluk no sinifi
Skoru
(phyloP100)
Kadin Olgunun Varyantlarn
TP73 Het OR TP73:¢c.1085G>  rs2003307 VUS:
(NM_005427.4) A 26 ACMG/PP3,P
(p.Arg362GIn) M2
yanlis gl Zarar Verici:
phyloP100: 9.78 Revel. MT,
FATHMM,
DANN,
MetalLR,
PrimateAl,
BayesDel
ZSCAN4 Het  Bilinmiy ZSCAN4:c.412 rs: - VUS:
(NM_152677.4) or C>T ACMG/PM2
(p.GIn138*) Zarar Verici:
stop kodon MT, DANN,
pyhloP100: 0.16 BayesDel
TLR3 Het  Bilinmiy TLR3:c.1660C> rs1214344 VUS:
(NM_003265.3) or T (.Pro554Ser) 31 ACMG/PM2
yanlig anlamli Zarar Verici:
phyloP100: 6.15 MT, DANN

Erkek Olgunun Varyantlar:



TBX18 Het OR TBX18:¢c.779T> rs: - Olasi

(NM_00108050 G Patojenik:
8.3) (p.Leu260Arg) ACMG/PP3,P
yanlis anlamli M2
phyloP100: 9.33 Zarar Verici:
Revel,

AlphaMissens
e, Eve,
MutAssesor,
SIFT, MT,
DANN,
MetalLR,
PrimateAl,
BayesDel

Kadin olguda, hiicresel stres yaniti, apoptoz ve onarimda gorevli TP73 geninde,
erken gelisim sirasinda implantasyon basarisizligina, telomer kusurlarina ve kromozomal
yeniden diizenlemelere yol agan ZSCAN4 geninde, agiklanamayan tekrarlayan spontan
gebelik kaybi iligkili TLE3 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin

araglarina gore zarar verici varyant saptanmistir.

Tek bobrek bulgusu olan erkek olguda, konjenital bobrek ve uriner kanal
anomalisi etiyolojisinde yer alan TBX18 geninde olasi patojenik novel varyant
saptanmistir. Erkek olguda tekrarlayan gebelik kaybi etiyolojisini agiklabilecek bir
varyant tespit edilmemistir.

4.1.26. Olgu-26-TGK Kadin Olgu

Olgu 26, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na GI11A11 gebelik Oykiisii ile
bagvurmustur. Kadin olgu 43 yasindadir ve ilk gebeligi 40 yasinda olmustur. Esi 41

yasindadir. Olgunun anne ve babasi 2. derece kuzendir. Gebelikleri spontan olarak
olusmustur. Gebelik kaybi haftalari; A1-8: Biyokimyasal, A9: 4-5. GH, A10-11: 7-9.
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GH’dir. Fetuslara yapilan karyotip analizlerinde; A9: 46,XY ve All: 47,XX,+15. Ek
hastalik 6ykiisiinde memede fibrokistik hastalik, tiroid sag lobda 5x3,5 mm nodiil tespit
edilmistir. ilag kullammi: Gebelikler esnasinda diisiik molekiiler agirlikli heparin

kullanimu, tiroid hormon replasmani yapilmaktadir.

Olgu 26, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-26-1’de ve TED analizi

sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-26’de sunulmustur.

2." buzen

O O

O O O

éJ\J\J\J\g

biyokimyasal 4-5GH B-9GH 7GH

Sekil 4-26-1: Olgu 26-TGK kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)



Tablo 4-26: Olgu-26-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen
(Transkrip te

t)

Zigosi

WNT10A
(NM_02521
6.3)

Het

MUC4
(NM_01840
6.7)

Hom

Kahtim Varyant,
modeli  Korunmusluk
Skoru
(phyloP100)
Bilinmi  WNT10A:c.682
yor T>A
(p.Phe228lle)
Yanlis anlamli
phyloP100:
7.94
Bilinmi  MUC4:¢c.11705
yor C>T

phyloP100:2.11

dbSNP Varyant sinifi
rs no
rs121908 VUS, Patojenik
120 (2023):
ACMG/PP5,PP3,BS
2,BAl
Zarar Verici: Revel,
BayesDel,
AlphaMissense,
Eve,
MutationTaster,
DANN, PrimateAl
rs192522 VUS:
651 ACMG/PM2,BP4

Zarar Verici: DANN

Olguda erken embriyonik gelisimde gorevli WNT10A geninde ACMG’ye gore

VUS, in silico tahmin araglarinda patojenik olan heterozigot bir varyant saptanmustir.

WNT10A geni ekzon 3’te saptananan ¢ ¢.682T>A varyantinin Sanger konfirmasyonu

goriintiisiine Sekil 4-26-2°de yer verilmistir.
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CATGGGECTTCGGGGAGC G CTTTTC TAAGGACW I TCTGGACTCCOCGOGRAGCCTCACAGAG

catgggcttocggggageogotttictaaggacftttotggacticoccgyggageoctcacagag
i o ] F ] E E F 3 K D F L i 3 E E 3 H E

CATGGGCTTCGGGGAGCGCTTTTC TAAGGAC T TCTGGACTCCCGGGAGCCTCACAGAG
CATGGGCTTCGGGGAGCGCTTTTCTAAGGRCH%TCTGGECTCCCGGGAGCCTCACAGAG

e

CAoTGGGCTTCGGGGAGCGCTTTTC TAAGGACITTCTGGACTCCCGGGAGCCTOACAGAG

Drnanaan an A Araa st a i s Al At AN AAAARA AN AN AN AR

Sekil 4-26-2: TGK-26 kadin olgu WNT10A geninde ekzon 3’deki ¢.682T>A varyantinin

Sanger konfirmasyonu gérintisu

Tekrarlayan gebelik kayb1 iliskili MUC4 geninde ACMG kriterlerine gore VUS
ve DANN in silico tahmin aracinda zarar verici olarak siniflandirilan homozigot bir
varyant saptanmistir. MUC4 geni burden analiz sonucunda istatistiki olarak anlamli

bulunmustur. (p<0,05). Burden analizi verilerine Sekil 4-26-3’te yer verilmistir.

Gen Olgu_ | Olgu | VT _Hom | VT_Het Beklene Istatistik
Hom | _ Het n

MUC4 573 2197 2252 7692 0,030033 1 4.707393 [[ 615.4829322
2154.5170678]

[2209.5170678
7734.4829322]]

Sekil 4-26-3: MUC4 geni burden analiz sonucu

4.1.27. Olgu-27-TGK Cifti

Olgu 27 cifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na G5A4Ektopik1 gebelik dykiisii
ile bagvurmustur. Kadin olgu 41 yasindadir, ilk gebelik yas1 35°tir. Anne ve babasi
arasinda 1.derece kuzen evliligi bulunmaktadir. Esi ile 7 yillik evlidir ve erkek olgu 34
yasindadir. Spontan olarak olusan gebelikleri ve 2 defa basarisiz YUT denemesi

mevcuttur. Gebelik kaybi haftalart A1-3: 12. GH, A2: 8-9. GH, 2 defa tekrarlayan gebelik
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kusuru (TIK) meydana gelmistir. Ek klinik &ykiisiinde Hashimoto tiroidi, 2019 yilinda
submukoz miyemektomi mevcuttur. ila¢ kullaniminda tiroid hormon replasmani altinda

oldugu belirtilmistir.

Olgu 27 TGK ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics
tarafindan Illumina NextSeq platformunda; erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip
& Next Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu

ciftinin aile agac1 Sekil 4-27°de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo

\
O O

4-27’de sunulmustur.

O O

om 2

23 yag

LT1 LXK

12 GH Ektopik 12 GH TiD
gebelik

Sekil 4-27: Olgu-27-TGK ciftinin aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)



Tablo 4-27: Olgu-27-TGK cifti kadin olgu TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen
(Transkript)

MUTYH
NM_001048
174.2

PPIF
(NM_00572
9.4)

PPIF
(NM_00572
9.4)

SLC2A7
(NM_20742
0.3)

Zigos

Kaht1 Varyant,

ite m Korunmusluk no
Skoru

(phyloP100)

modeli

Kadin Olgunun Varyantlarn

Het Bilinmi MUTYH:c.228
C>A
(p.Tyr76%)
stop kodon
phyloP100: -

0.36

rs121908

yor 380

Het  Bilinmi PPIF:c.357dup
(p.1le120Hisfs*

8) cerceve

rs745341
yor 136
kaymas1
phyloP100:
9.33

Het  Bilinmi PPIF:c.609 61
Odel
(p.Cys203Trpf

s*34) cergeve

rs770785

yor 858

kaymasi
phyloP100:
9.95

Het SLC2A7:¢c.307
G>A

(p.Gly103Ser)

Bilinmi rs773308

yor 377

dbSNP rs

Varyant sinifi

Patojenik:
ACMG/PVS1,PM2,
PP5,PS3 Zarar
Verici: MT, DANN,
BayesDel

VUS:
ACMG/PM2,BS2

VUS:
ACMG/PM2,BS2

VUS:
ACMG/PM2,PP3

Patojenik: Revel,



yanlig anlaml MT, DANN,

phyloP100: MetaLR, BayesDel
3.54
TTC12 Het Bilinmi TTC12:c.500T rs143152 VUS:
(NM_01786 yor >C 6602 ACMG/PM2,PP3
8.4) (p.Leul67Pro) Zarar Verici: Revel,
yanlig anlaml AlphaMissense,
phyloP100: MUT Assesor,
6.43 FATHMM, DANN,
BayesDel

SETMAR Het Bilinmi SETMAR:c.86 rs769001 Olas1 patojenik:

(NM_00651 yor 0G>A 939 ACMG/PP3,PM2
5.4) (p.Cys287Tyr) Zarar Verici: Revel,
yanlig anlamli AlphaMissense,
phyloP100: SIFT, MT,

FATHMM, DANN,
MetalLR, PrimateAl,
BayesDel

9.40

Erkek Olgunun Varyantlari

TGK etiyolojisi ile iligkili varyant saptanmamagtir.

Kadin olguda, oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin 6nlenmesinde énemli rol
oynayan MUTYH ve SETMAR genlerinde ACMG kriterlerine gore patojenik ve in silico
tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant saptanmistir. Ayrica
oksidatif stres iligkili nekrozda gorevli PPIF geninde, maternal dolasimdan gelen
glikozun ve farkli enerji kaynaklarindan gelen besinlerin transplasental olarak
tasinmasinda, hicreye aliminin katalize edilmesinde ve uygun fetal gelisimin
strdurtlmesinde 6nemli olan SLC2A7 geninde ve primer siliyer diskinezi iligkili TTC21

geninde VUS varyant saptanmustir.



Olgunun esinde, TED varyant analizinde TGK ile iliskili olabilecek anlamli

Varyant saptanmamistir.

4.1.28. Olgu-28-TGK Kadin Olgu

Olgu 28, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali'na G3A3 ve 7 IVF denemesi dykiisii
ile bagvurmustur. Kadin olgu 32 yasinda ve esi 39 yasindadir. Akrabalik 6ykiisii yoktur.
Gebelikleri YUT ile olusmustur. Gebelik kayb1 haftalari; A1-2: 6-7. GH dir ve 4 defa
TIK meydana gelmistir. Ek hastalik dykiisiinde PKOS vardir. ila¢ kullanimi olarak tiroid
replasmani yapilmaktadir. Anti-TPO ve anti-TG’si yiiksektir. Fetal USG bulgularinda
ense kalinliginda artis gézlenmistir ve fetusa ait DNA 6rnegi ile yapilan array analizinde;
A3:46,--.arrf[GRCh37Xp22.11(23755758 24259891)x0 sonucu vardir. Ek hastalik
Oykiisiinde memede fibrokistik hastalik bulgusu, tiroid sag lobda 5x3,5 mm nodiil tespit
edilmistir. ilag kullammi: Gebelikler esnasinda diisiik molekiiler agirlikli heparin

kullanimi, tiroid hormon replasmani yapilmaktadir.

Olgu 28, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agaci Sekil 4-28’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-28’de sunulmustur.

O O

AL +H A

TiD Suregelen
gebalik

67 GH

Sekil 4-28: Olgu-28-TGK aile agaci (Berkay, 2020)



Tablo 4-28: Olgu-28-TGK TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigosi  Kalitim Varyant, dbSNP rs Varyant
(Transkript) te modeli  Korunmusluk no sinifi
Skoru
(phyloP100)
Olasi1
Patojenik:
ACMG/PP3,P
M2 Zarar
ACAD9:c.1024 Verici: Revel,
ACADO A>T Eve,
Het AR (p.lle342Phe) rs: - MutationAsse
(NM_014049.5)
yanlis anlamli sor, SIFT,
phyloP100: 8.32 MT,
FATHMM,
DANN,
MetalLR,
BayesDel
Olasi
ROS1:c.191G> Patojenik:
ROSE Bilinmiy ~ A(Trp64*) 151219188 ACMGIPVSL
(NM_00137890  Het or stop kodon 453 , PM2 Zarar
2.1) Verici: MT,
phyloP100: 2.76 DANN.
BayesDel
TRAP1 Bilinmiy | "APLC34G  oarasag Olasi
(NM_0162023) O o A 25 Patojenik:

(p.Arg114GIn) PP3, PM2



yanlis anlamli Zarar Verici:
phyloP100: 7.36 Revel,
AlphaMissens
e, Eve,
MutationAsse
sor, SIFT,
MT,
FATHMM,
DANN,
MetalLR,
BayesDel

Mitokondri iliskili a¢il-CoA'larin beta-oksidasyonunda gorevli ACAD9 geninde,
serbest radikallere karsi antioksidan savunmasinda gorevli ROS1 geninde ve
mitokondriyal homeostaz ve antiapoptotik islevler i¢in 6nemli bir mitokondriyal saperon
olan TRAP1 geninde ACMG kriterlerine gore olas1 patojenik ve in silico tahmin

araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyantlar saptanmistir.

4.1.29. Olgu-29-Pi Kadin Olgu

Olgu 29, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali'na GO gebelik Oykiisii ile
basvurmustur. Kadin olgu 43 yasindadir. 4 defa basarisiz YUT denemesi olmustur. Erkek
olgu (esi) 45 yasindadir ve nonobstriiktif azoospermi (maturasyon arresti) tespit

edilmistir. Esler arasinda akrabalik yoktur ve evlilik siiresi 17 yildir.

Olgu 29, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-29°de ve TED analizi sonucunda
tespit edilen varyantlar Tablo 4-29°de sunulmustur.
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Sekil 4-29: Olgu-29-Pi kadin olgu aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-29: Olgu-29-Pi kadin olgunun TED analizinde saptanan ve PI ile iliskili olabilecek

varyantlar

Gen Zigo Kahti Varyant, dbSNP Varyant sinifi

(Transkript  site m Korunmusluk  rsno
) modeli Skoru
(phyloP100)

CYP17A1*  Het AR CYP17Al:c.l rs76339 Olasi Patojenik:
(NM_00010 487G>A 8879 ACMG/PM2,PM5,PP3,

2.4) (p.Arg496His) PM1,PP2,PP5

yanlis anlamli
phyloP100:
4.08

Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, SIFT,
MT, FATHMM, DANN,
MetalR, BayesDel



SQSTM1
(NM_00390
0.5)

OR51G1
(NM_00100
5237.1)

ACLY
(NM_00109
6.3)

HABP2
(NM_00413
2.5)

ABCC2
(NM_00039
2.5)

Het  Bilinm

iyor

Hom  Bilinm

iyor
Het  Bilinm

iyor
Het AD
Het  Bilinm

iyor

SQSTM1:c.13
16C>T
(p.Pro439Leu)
yanlig anlamli
phyloP100:
2.89

OR51G1:c.33
71G>T
(p.Glul113*)

ACLY:c.2078
C>T
(p.Pro693Leu)
yanlis anlamli
phyloP100:
9.85

HABP2:c.148
4G>A
(p.Gly495Glu)
yanlis anlaml
phyloP100:
9.07

ABCC2:c.323
6G>A
(p.Arg1079Gl
n) yanlis
anlaml
phyloP100:
6.25

rs19985 VUS: ACMG/PM2
4262 Zarar Verici: SIFT, MT,
DANN
rs35264 VUS: ACMG/PM2, BS2
256 Zarar Verici: MT,
DANN, BayesDel
rs53295 VUS:
2188  ACMG/PM2,PP3,PP2,B

S2 Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, SIFT,
MT, DANN, MetaLR,
PrimateAl, BayesDel

VUS: ACMG/PP3, PM2
Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, MT,
FATHMM, DANN,
MetaLR, BayesDel

rs14567 VUS: ACMG/PP3,PM2
2804  Zarar Verici: Revel, MT,
DANN, MetalR,
BayesDel

* Isaretli gen varyanti dnceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gergeklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.



17a-hidroksilaz eksikligi ile iliskili CYP17A1 geni, kortizol ve gonadal steroid
eksikligi ile iliskili olarak kadinlarda oligomenore, amenore ve infertiliteyi iceren genis
bir klinik spektruma neden olmaktadir. TED analizinde CYP17Al geninde ACMG
kriterlerine gore olas1 patojenik bir varyant tespit edilmistir. Otofaji iligkili tekrarlayan
gebelik kaybinda rol oynayan SQSTM1 geni, secici otofaji yoluyla ACLY degredasyonunu
indiikleyerek oosit olgunlagsmasinda rol almaktadir. SQSTM ve ACLY genlerinde ACMG
kriterlerine gére VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak smiflandirilan
varyant tespit edilmistir. Embriyo implantasyonunda ©6nemli olan endometriyal
fonksiyonlarda rol alan HABP2 geninde ve maternal-fetal etkilesimde rol oynayan ABC
tastyicilarindan ABCC2 geninde ACMG kriterlerine gdre VUS, in silico tahmin

araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant tespit edilmistir.

4.1.30. Olgu-30-TGK Cifti

TGK-30 cifti, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’na Gl1A1l gebelik ve 5 defa
basarisiz YUT 6ykiisii ile bagsvurmustur. Kadin olgu 42 yasindadir, ilk gebelik yas
30’dur. Esi ile 7 yillik evlidir ve erkek olgu 43 yasindadir. Spontan olarak ve YUT ile
olarak olusan gebeliklerinde iki defa TIK gdzlenmistir. Gebelik kaybi haftalar1 Al:8-

9.GH’dir. Esinin klinik bulgusunda spermiyogramda astenozoospermi mevcuttur.

Olgu-30 ciftinde, kadin olgu Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan
Illumina NextSeq platformunda, erkek olgu ise Berry Genomics / Engin Tip & Next
Genetic Center (NGC) MGI DNBSEQ-G400 cihaziyla dizilenmistir. Olgu giftinin aile
agac1 Sekil 4-30-1’de ve TED analizi sonucunda tespit edilen varyantlar Tablo 4-30°da

sunulmustur.
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Sekil 4-30-1: Olgu-30-TGK ciftinin aile agaci (Berkay, 2020, Kale, 2021)

Tablo 4-30: Olgu-30-TGK ciftinin TED varyant analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen
(Transkrip

f)

VPS13D
(NM_0153
78.4)

Zigo Kahti  Varyant, dbSNP Varyant sinifi

site m Korunmusl  rsno
model  uk Skoru
i (phyloP100)

Kadin Olgunun Varyantlar

VPS13D:c.3
283A>T
Bili (p.Asn1095 VUS: ACMG/PM2,PP2
ilin
Het ) Ty) yanlis rs: - Zarar Verici: Eve, DANN,
miyor
anlaml MT
phyloP100:

5.91



ABCA4:c.3
149G>A
(p.Gly1050
Asp) yanlis
anlamli
phyloP100:
4.00

ABCC8:c.3
326T>G
(p.Met1109
Arg)
yanlis
anlamli
phyloP100:
9.32

Patojenik:
ACMG/PM3,PM2,PM5,PM1
rs6175 [PP3,PP2,PP1,PP4
0062

Zarar Verici: Revel, DANN,
MetaLR, BayesDel

VUS: ACMG/PP3,PM2,PP2
Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense,
MutationAssesor, SIFT, MT,
DANN, BayesDel

Is: -

Erkek Olgunun Varyantlar:

ABCA4 N
Bilin
(NM_0003  Het )
miyor
50.3)
ABCCS8 N
Bilin
(NM_0003  Het )
miyor
52.6)
ABCB5 .
Bilin
(NM_0011  Het )
miyor
63941.2)
ABCA7 N
Bilin
(NM_0191  Het )
miyor
12.4)

ABCB5:c.1
646A>G
(p.Asp549G
ly)
phyloP100:
9.27

ABCAT:c.1
985T>G
(p.Leu662A
rg)
yanlig
anlamli
phyloP100:
7.86

Olas1 Patojenik:
ACMG/PP3,PM2 Zarar
Verici: Revel,
MutationAssesor, SIFT, MT,
FATHMM, DANN,
MetalR, PrimateAl,
BayesDel

rs7638
20363

VUS: ACMG/PP3,PM2
Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, SIFT, MT,
DANN, MetaLR, BayesDel

rs7497
84272
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Olguda mitokondri boyutu, sekli, mitokondri-ER etkilesimi ve otofajide gorevli
mitokondriyal dinamik iligkili VPS13D geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico

tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan novel varyant saptanmuistir.

ABCB5 geni, hicre flizyonu, yeni kan damarlarinin olusturulmasi ve ilag disa
atiminda (effliix) O©nemli bir aracidir. Hamilelik sirecinde, plasenta gelisiminde ve
gelisen fetusta artan oksijen ve metabolik talepleri destekleyebilecek karmasik bir
maternal-fetal vaskiiler aga ihtiyag vardir. Bu gende meydana gelen mutasyonlarin

tekrarlayan gebelik kaybi ile iliskisi olabilecegi belirlenmistir.

Bu olguda eslerden her ikisinde de saptanan ve membranlar aras1 tagimada gorevli
ABC-baglayic1 kaset tastyici membran proteinlerinin birlesik etkisinin tekrarlayan
gebelik kaybina yol agabilecegi iizerinde diistiniilmiistiir. Burden analizinde istatistiki
olarak anlamli (p<0.05) olan ABCA4 geninin burden analizi sonuglarina Sekil 4-30-2’de

yer verilmistir.

Olgu_ (Olgu | VT_Ho | VT_Het Beklene Istatistik
Hom |_Het

ABCA4 163 285 8,5922509 1 2422028 [[204.5542571
3142096E 54490924 243.4457429]
-07
[342.4457429
407.5542571]]

Sekil 4-30-2: ABCA4 geni burden analiz sonucu

4.1.31. Olgu-31-Pi Kadin Olgu

Olgu 31, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali'na GO gebelik Oykiisii ile
basvurmustur. Eslerin her ikisi de 43 yasindadir. Dért YUT denemesi basarisiz olmustur.

Aralarinda akrabalik yoktur.

Olgu 31, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agaci Sekil 4-31’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-31°de sunulmustur.
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Sekil 4-31: Olgu-31-Pi kadin olgunun aile agaci1 (Berkay, 2020)

Tablo 4-31: Olgu-31-Pi kadin olgunun TED analizinde saptanan ve Pl ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigos Kaliti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) ite m Korunmusluk  rsno
modeli Skoru
(phyloP100)
NOBOX* Het oD NOBOX:c.106 = rs74917 VUS:
(NM_001080 71G>A 2175 ACMG/PP3,PM2
413.3) (p.Arg356GIn) Zarar Verici: Revel,
yanlig anlamli AlphaMissense, Eve,
phyloP100: SIFT, MT,
5.68 FATHMM, DANN,

MetalLR, BayesDel

ABCC2 Het  Bilinmi ABCC2:c.2303 rs53684 Olas1 Patojenik:
(NM_000392 yor G>A 0524  ACMG/PP3,PM2,PM
.5) (p.Arg768GIn) 5

yanlhs anlamli Zarar Verici: Revel,

AlphaMissense, Eve,



ACADS
(NM_014384
3)

SERPIN1A
(NM_000295
5)

DUOX2*
NM_001363
711.2

MTOR*
(NM_004958
4)

Het AR
Het | Bilinmi
yor
Het AR
Het | Bilinmi
yor

phyloP100:
8.15

ACADS8:c.112
9G>A
(p.Gly377Ser)
yanlis anlamli
phyloP100:
9.75

SERPINAl:c.1

87C>T
(p.Arg63Cys)
yanlis anlamli
phyloP100:
2.87

DUOX2:c.112
6C>T
(p.Arg376Trp)
yanlig anlamli
phyloP100:
2.85

MTOR:c.307C
>T
(p.Argl103*)
stop kodon
phyloP100:
3.91

rs12190
8419

rs28931
570

rs11947
2029

rs76837
4086

MutationAssesor, MT,
DANN, BayesDel

Patojenik:
ACMG/PM3, PP3,
PM2, PP5
Zarar Verici: Revel,
AlphaMissense, Eve,
MutationAssesor, MT,
FATHMM, DANN,
MetaLR, PrimateAl,
BayesDel

Patojenik:
ACMG/PP5,PM2,PP3
Zarar Verici: Revel,
SIFT, MT, DANN,
MetalLR, BayesDel

Olas1 Patojenik:
ACMG/PM3,PM2,PS
3,PP1,PP5

Zarar Verici: Eve,
SIFT, MT, DANN,
BayesDel

Olas1 Patojenik:
ACMG/PVS1,PM2
Zarar Verici: MT,
DANN, BayesDel



TP73 Het AR TP73:c.1747A rs: - VUS:

(NM_005427 >G ACMG/PM2,PP3
4) (p.Met583Val) Zarar Verici: Revel,
yanlig anlamli MT, DANN,
phyloP100: BayesDel
8.78

* [saretli gen varyant1 onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Prematir overyan yetmezlik etiyolojisinde rol oynayan otozomal dominant
kalitmli NOBOX geninde ve hiicresel onarim, hiicre dongiisii, follikil rezervi, ovulasyon
oran1 ve genomik stabilitede nemli TP73 geninde ACMG kriterlerine gore VUS, insilico

tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant tespit edilmistir.

Maternal-fetal etkilesimde rol oynayan ABC tasiyicilarindan ABCC2 geninde,
hiicresel stres yanitint kontrol edilmesi, onarim, hayatta kalma sinyalleri ve hiicre 6liimii
stireclerinde 6nemli olan MTOR geninde ve tiroid dishormonogenezi ile iliskili DUOX2
geninde ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, in silico tahmin araglarinda zarar verici
olarak siniflandirilan varyant tespit edilmistir. Endometriyozis iliskili SERPINA1 geninde

patojenik varyant tespit edilmistir.

4.1.32. Olgu-32-TGK Kadmn Olgu

Olgu 32, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali'na G1A2 gebelik oykiisii ile
bagvurmustur. Kadin olgu 61 yasindadir ve ilk gebelik yasi 31°dir. Erkek olgu 63
yasindadir. Bes defa basarisiz YUT denemesi olmustur. Gebelik kayb1 haftalari; A1-2:
9.GH ve 4 defa TIK seklindedir. Esler arasinda akrabalik yoktur ve evlilik siiresi 30
yildir.

Olgu 32, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-32°de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-32°de sunulmustur.
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Sekil 4-32: Olgu-32-TGK kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-32: Olgu-32-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigo Kaliti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) = site m Korunmusluk s no
model Skoru
[ (phyloP100)
MSH5 Het OR  MSH5:c.868G>A rs1455192 VUS: ACMG/PM2
(NM_172166 (p.Val290lle) 00 Zarar Verici:
4) yanlig anlamli DANN

phyloP100: 6.40

NOBOX Het OD NOBOX:c.1418C rs: - VUS:
(NM_001080 >T (p.Ala473Val) ACMG/PM2,BP4
413.3) yanlig anlamli Zarar Verici:

phyloP100: 1.27 DANN



ZPBP Het = Bilin ZPBP:c.810del rs: - Olas1 Zarar Verici:
(NM_007009 miyor (p.Phe270Leufs*5 ACMG/PVS],

3) ) gergeve kaymasi PM2
phyloP100: 5.85

HEXA Het OR  HEXA:c.1496G> rs1219079 Patojenik:
A (p.Arg499His) 56 ACMG/PM3,PM2,
yanlig anlaml1 PM5,PP3,PM1,PP2
phyloP100: 7.56 ,PP5
Zarar Verici:
Revel,

AlphaMissense,
Eve,
MutationAssesor,
SIFT, MT,
FATHMM,
DANN, MetalLR,
PrimateAl,
BayesDel

Mayoz bolinme ve DNA tamirinde rol oynayan otozomal resesif prematir
ovaryen yetmezlik iliskili MSH5 geninde ve erken folikiilogenezde kritik bir rol oynayan
oosit spesifik homeobox geni olan ve otozomal dominant primer overyan yetmezlik
etiyolojisinde rol oynayan NOBOX geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico

tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan varyant tespit edilmistir.

Oositi gevreleyen ve glikoproteinlerden olusan yapi olan Zona Pellucida (ZP),
oosit se¢iminde gorev alir. ZPBP (Zona Pellucida Binding Protein), sperm akrozomal
membranina lokalize olarak akrozom reaksiyonunun ardindan oositin ZP proteinine
baglanmasinda gorevlidir. ZBBP geninin otozomal resesif erkek infertilitesine neden
oldugu bilinmektedir. Yakin zamanda yapilan arastirmalarda serin proteaz olan ZPBP

proteininin implantasyon slireci icin gerekli uterin luminal epitelyuma baglanarak



desidualizasyonun saglanmasinda gorev alarak kadin infertilitesinde ve implantasyonda
ve desidualizasyonda gorev alabilecegini bildirmistir (An et al., 2019). ZPBP geninde
ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak

siiflandirilan varyant tespit edilmistir.

4.1.33. Olgu-33-TGK Kadin Olgu

Olgu 33, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na G9P2A7 gebelik oykiisii ile
basvurmustur. Olgu 46 yasindadir, ilk gebelik yas1 25°tir. Olgunun esi 45 yasindadir ve
aralarinda 1. derece kuzen evliligi vardir. Evlilik siireleri 21+ yildir. Gebelikleri spontan
olarak olugsmustur. Gebelik kaybi haftalari; A1-4: 12.GH, A5:28. GH (geg fetal kayip),
A6: 10.GH ve A7: 17.GH’dir. G9’a ait fetal ultrasonografide 17. GH erkek fetus, major
anomali ve sendromik bulgu saptanmamustir. Iki kiz kardesinde G8P4A4 ve G4P2A2

tekrarlayan gebelik kayb1 dykiisii mevcuttur.

Olgu 33, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-33’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-33’de sunulmustur.



O,

O O O

I

O

65 yas

A [
[407

1999
saghkl

28 GH
IUMF

2004
saglkh

10 GH 17 GH

Sekil 4-33: Olgu-33-TGK kadin olgu aile agaci1 (Berkay, 2020)

Tablo 4-33: Olgu-33-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili
olabilecek varyantlar

Gen
(Transkript)

TMLHE
(NM_018196
4)

Zigosit

e

Het

Kalitim

modeli

XR

Varyant,
Korunmusluk
Skoru
(phyloP100)

TMLHE:c.730G
>C
(p.Asp244His)
yanlig anlaml

phyloP100: 6.78

dbSNP

rs no

rs869320
708

Varyant sinifi

Olas1
Patojenik: PP3,
PM2 Zarar
Verici: Revel,
AlphaMissense
, Eve,

MutationAsses



or, SIFT, MT,
DANN,
MetalLR,
PrimateAl,

BayesDel

Olguda, mitokondri iligkili karnitin biyosentezinde gorevli TMLHE geninde
ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak

siiflandirilan varyant tespit edilmistir.

4.1.34. Olgu-34-TGK Kadin Olgu

Olgu 34, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali'na G9A9 gebelik oykiisii ile
basvurmustur. Olgu 40 yasindadir, ilk gebelik yas1 bilinmemektedir. Olgunun esi 39
yasindadir ve aralarinda akrabalik bulunmamaktadir. Spontan olarak olusan gebelikleri
ve yedi adet basarisiz YUT denemesi bulunmaktadir. Gebelik kaybi haftalari
bilinmemektedir (TIK x7).

Olgu 34, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agact Sekil 4-34’de ve TED analizi sonucunda
tespit edilen varyantlar Tablo 4-34’de sunulmustur.



Sekil 4-34: Olgu 34-TGK kadin olgunun aile agac (Berkay, 2020)

Tablo 4-34: Olgu-34-TGK kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili

olabilecek varyantlar

Gen Zigos Kaliti Varyant, dbSNP Varyant sinifi
(Transkript) ite m Korunmusluk rs no
mode Skoru
li (phyloP100)

GNRHR* Het OR  GNRHR:c.317 rs104893 Olas1 Patojenik:

NM_000406.3 A>G 836 ACMG/PM2,PM1,P
(p.GIn106Arg) P2,PP5 Zarar Verici:
yanlig anlamli SIFT, MT, DANN,

phyloP100: BayesDel
7.95
BMP15 Het OD, BMP15:c.538G rs104894 VUS:
X’e >A 767 ACMG/PP5,BP1,BP

bagli  (p.Alal80Thr) 2



yanlis anlamli

phyloP100:
0.02
DUOX2 Het OR DUOX2:c.3319 rs: - VUS: ACMG/PM2,
(NM_0013637 A>G PP3 Zarar Verici:
11.2) (p.Thr1107Ala) Revel,
yanlig anlamli AlphaMissense, Eve,
phyloP100: MT, DANN,
7.90 BayesDel
EGFR* Het OR,O0 EGFR:c.2884C rs173374 VUS: ACMG/PM2
(NM_005228. D >T phyloP100: 51 Zarar Verici: SIFT,
5) 3.70 DANN, MetalLR,

PrimateAl

* [saretli gen varyanti onceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptannus olup bu tez ile

gerceklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.

Hipodonadotropik hipogonadizm etiyolojisinde rol oynayan GNRHR geninde
ACMG kriterlerine gore olasi patojenik, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak
siiflandirilan varyant tespit edilmistir. Follikiil gelisimi ve mitokondriyal dinamik ile
iliskili BMP15, tiroid dishormonogenezi ile iligkili DUOX2, plasentasyon ve
anjiyogenezde rol alan embriyonik gelisimde énemli EGFR genlerinde VUS varyantlar

saptanmistir.

4.1.35. Olgu-35-TGK Kadin Olgu

Olgu 35, ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na G6A6 gebelik oykisu ile
bagvurmustur. Olgu 46 yasindadir, ilk gebelik yas1 24°diir. Olgunun esi 55 yasindadir ve
aralarinda akrabalik bulunmamaktadir. Spontan olarak olusan gebelikleri ve bir adet
basarisiz YUT denemesi bulunmaktadir. Gebelik kayb1 haftalart Al: 16. GH, A2-6: 8-9.
GH’dr.



Olgu 35, Engin Tibbi Uriinler / Berry Genomics tarafindan Illumina NextSeq
platformunda dizilenmistir. Olgunun aile agac1 Sekil 4-35’de ve TED analizi sonucunda

tespit edilen varyantlar Tablo 4-35’de sunulmustur.

O 9

63 yag 55 yag

MI acca

“o0pdoe

3yag 45 yag 36yay
? Beyin tm ?
8-9GH
16GH FIGH ¥UT gebelik

Sekil 4-35: TGK-35 kadin olgunun aile agaci (Berkay, 2020)

Tablo 4-35: TGK-35 kadin olgunun TED analizinde saptanan ve TGK ile iliskili olabilecek

varyantlar
Gen Zigosi  Kahtim Varyant, dbSNP rs Varyant simifi
(Transkript) te modeli Korunmusluk no
Skoru
(phyloP100)
VPS13B Het  Bilinmiy VPS13B:c.11158G rs: - Patojenik:
(NM_152564 or >T (p.Glu3720%*) ACMG/PVS1,PM2,
.5) stop kodon PP5

phyloP100: 7.47 Patojenik: MT,

DANN, BayesDel



ATPAF2 Het AR

ATPAF2:c.281G>  rs9699057 Olas1 Patojenik:
(NM_145691 A (p.Trp94%*) stop 24 ACMG/PVS1, PM2
4) kodon pyhloP100: Patojenik: MT,
7.86 DANN, BayesDel
CRYBB2 Het  Bilinmiy CRYBB2:c.22C>T rs: - Olas1 Patojenik:
(NM_000496 or (p.GIn8*) PVS1, PM2
3) stop kodon
phyloP100: 4.38
SETMAR Het  Bilinmiy SETMAR:c.869G> rs: - VUS:
(NM_006515 or C (p.Gly290Ala) ACMG/PP3,PM2
4) yanlig anlaml1 Patojenik: Revel,
phyloP100: 6.36 MT, FATHMM,
DANN, MetaLR,
BayesDel
MCM2* Het  Bilinmiy MCM2:c.1670C>G rs: - VUS:
(NM_004526 or (p.Thr557Arg) ACMG/PM2,PP3
4) yanlig anlaml Patojenik: Revel,
phyloP100: 7.81 AlphaMissense,
Eve,
MutationAssesor,
SIFT, MT, DANN,
PrimateAl,
BayesDel
RASGEF1B Het  Bilinmiy RASGEF1B:c.613 rs: - VUS: ACMG/PM2
(NM_152545 or G>T Patojenik:
3) (p.Asp205Tyr) MutationAssesor,

yanlis anlamli

DANN, PrimateAl,
phyloP100: 7.57

BayesDel

* [saretli gen varyanti nceki tez arastirmasi (Berkay, 2020) kapsaminda saptanmis olup bu tez ile

gergeklestirilen yeniden analizde de tespit edilmistir.



Antifosfolipid sendromu ile iliskili tekrarlayan gebelik kaybi1 ve trombositopeniye
sebep olabilen VPS13B geninde ACMG kriterlerine gére novel patojenik varyant

saptanmistir.

Mitokondriyal ATP sentezi ile iliskili ATPAF2 geninde ve farelerde yumurtalik
ve follikiil yapisini etkileyen CRYBB2 geninde ACMG Kkriterlerine gore olasi patojenik

novel varyant saptanmuistir.

DNA ¢ift zincir kiriklariin  tamirinde gorevli SETMAR  geninde,
desidualizasyonda ve progesteron saliniminda gorevli MCM2 geninde ACMG
kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar verici olarak siniflandirilan novel

varyant tespit edilmistir.

Pan ve ark. tarafindan, tekrarlayan gebelik kayiplarinda desidual dogal 6ldiiriicii
hiicrelerin (ANK) polarizasyon bozukluklarinin incelendigi arastirmada (Pan et al., 2022),
maternal-fetal arayiizde immun tolerans: saglayan desidual natural Killer hicrelerin
(ANK) dagilimmnin TGK’da 6nemli oldugu ve RASGEF1B geninin dogal oldiiriicii
hiicrelerin immun toleransinda rol alarak TGK’y1 etkileyebilecegi tespit edilmistir.
RASGEF1B geninde ACMG kriterlerine gore VUS, in silico tahmin araglarinda zarar

verici olarak siniflandirilan novel varyant tespit edilmistir.
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4.2. Varyant Analizinde Tespit Edilen Gen Varyantlarimin Siniflandirilmasi

f +r r r+r +r ++ 1 1 1 1 [ 1

MFN2 # MUTYH
MUTYH # ABCG2
AMBRAI1 # CD163
VPS13C # GFM2
DOCK2 # TLE6
GDAP1 # CYP2B6
VPS13D { ACADS
VPS4B # G6PD
NDUFB10 { CTC1
HTRAZ2 # CPT1B
GLDC { ROS1
COQ5 # ACAD9

1 1 1 1 1
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TEX11
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MSH5

NLRP5

TLE6

Tamiri

Hicre Ici
k

Membran
Trafigi
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—
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 CE—
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—
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Em—
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5. TARTISMA

Infertilite, tiim diinyada iireme ¢agindaki ciftlerin %12,6’sm etkileyen yaygin bir
sorundur ve %50’si genetik nedenlerden kaynaklanmaktadir. Bununla beraber iliskili
molekiiler mekanizmalar heniiz kesin olarak tanimlanmis degildir. Primer infertilite ve
tekrarlayan gebelik kayiplarinin (sekonder infertilite) altinda yatan genetik etiyolojinin
aciklanmasinin tan1 ve tedavi siirecine saglayacagi katkinin yani sira toplumsal ve

sosyolojik ac¢idan aileler ve anne aday1 iizerine etkileri Gnemlidir

MFN2 geni, mitkondriyal flizyon siirecine aracilik ederek mitokondriyal
dinamigin diizenlenmesinde 6nemli rol oymaktadir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinda ve
primer infertilitede ¢esitli mekanizmalar tizerinden etki etmektedir. MFN2 nin primer
infertilitedeki rolii incelendiginde, farelerde MFN2 gen mutasyonlarinin telomer
kisalmasina ve apoptoza rol agarak iireme yaslanmasina neden oldugu ve oosit
kalitesindeki bozulma sonucunda follikiiler deplesyonun hizlandig1 anlagilmistir. MFN2
geninin islevindeki bozulma sonucunda mitokondrilerin ooplazma igerisinde
kiimelendigi, ig ipliklerinin olusumunda ve kromozomal hizalanmada diizenlensizlikler
oldugu saptanmistir. MFN2 geninin artan ekspresyonunda ise ig ipliklerini ¢evreleyen
mitokondrilerde artis oldugu ve kromozom segregasyonunun olumsuz etkilenmesi
sonucunda mayoz gelisimde duraklamaya neden oldugu anlasilmistir. MFN2 geninin
tekrarlayan gebelik kayiplarindaki rolii incelendiginde insan trofoblastik hucrelerinde
MFN2 protein seviyelerindeki azalma sonucunda otofajinin tetiklendigi, embriyo

kalitesinin bozuldugu ve erken gebelik kayiplarinin meydana geldigi tespit edilmistir.

Tez kapsaminda ele alinan olgu grubundaki her birey ve ¢ift i¢in primer infertilite
veya tekrarlayan gebelik kaybina neden olan faktdrlerin degiskenlik gosterdigi ve gesitli
biyolojik siireglerle iliskili kompleks bir yapida oldugu goriilmiistiir. Faktorler her birey
i¢in son derece ¢esitli ve kisiye 6zel olmakla birlikte, iireme sistemi disinda immiinolojik,
endokrin, hemotolojik ve ndrolojik siireglerle iliskili genlerde de patojenik varyantlar
tespit edilmistir. Tespit edilen gen varyantlar1 dahil olduklar1 yolaklar ve biyolojik
stiregler agisindan incelendiginde mitokondriyal dinamik, oksidatif stres, mayotik
rekombinasyon, DNA tamiri, mitotik hiicre dongiisii, hiicre trafigi ile ilgili olan yedi ana
grupta smiflandigr belirlenmistir. Olgu grubu igerisinde primer infertilitesi olan

bireylerin sayisi az oldugundan (n=3) tez kapsaminda tekrarlayan gebelik kaybu ile iliskili



varyantlar daha detayli yorumlanabilmistir. Ancak, her iki olgu grubunun analizlerinde
saptanan varyantlarin farkli hiicresel siireclerle iligkili ve oldukc¢a heterojen yapida oldugu

tespit edilmistir.

Literatiirde kadin infertilitesi konusunda MFN2 geni ve iligkili yolaktaki diger gen
varyantlariin arastirildigi ¢alismalar oldukga sinirhidir. Tez kapsaminda gergeklestirilen
varyant analizlerinde TGK-2 olarak adlandirilan olguda, MFN2 gen yolag: ile iliskili
olarak belirlenen birincil gen listesinde yer alan MFN2’ye ek olarak, MFN1, VPS13C,
AMBRAL, UBB gibi MFN2 ile gen-gen etkilesimi olan mitokondriyal dinamik iligkili
yolak genlerinde VUS ve patojenik olarak siniflandirilan birden ¢ok gen varyanti tespit
edilmistir. Olguda GI14P1A13 tekrarlayan gebelik kaybi fenotipinin olusumunda
mitokondriyal dinamik iligkili yolakta yer alan bu dort gendeki heterozigot varyantlarin

birlesik etkisinin rol oynayabilecegi olabilecegi diigiiniilmiistir.

Belirlenen siniflandirma igerisinde MUTYH geni, birden fazla yolak ve siireclerle
iliskisi olan genlerden biridir ve bu genin farkli patojenik varyantlar: ii¢ hastada
heterozigot formda saptanmustir. Patojenik MUTYH gen varyanti i¢in tasiyict olan
olgularin hepsi sekonder infertilite sinifinda degerlendirilen tekrarlayan gebelik kaybi
endikasyonu olan kisilerdir. MUTYH geni, bakterilerden memelilere kadar farkli
organizma siniflarinda evrimsel olarak korunmus bir gendir ve genom stabilitesinin
korunmasinda temel islevlere sahiptir. MUTYH geni oksidatif stres kaynakli DNA
hasarinin 6nlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu genin patojenik varyantlarinin
insanlik tarihinin yakin dénemlerinde ortaya ¢iktigini ve bir boliimiiniin Neandertallerden
miras kaldigin1 gosteren aragtirmalara rastlanmistir (Xiao et al., 2023). MUTYH geni
oksidatif stres ile iligkili olmakla birlikte guanin oksidasyonundan kaynaklanan oksidatif
stres sonucunda hasar géren DNA’da baz eksizyon tamir (BER) mekanizmasinda ve
replikasyon hatalarinin tamirinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu gende meydana gelen
fonksiyon bozukluklar1 sonucunda oksidatif stres birikimi veya hasarin tamir
edilememesi nedeniyle mitokondri yapisinin degistigi ve mitokondriyal fiizyonda gorevli
MFN2’nin azalacak sekilde diizenlenmesi (down-regulation) sonucunda mitokondriyal
fonksiyonun bozuldugu gosterilmistir (Chen et al., 2022). MUTYH geni, 7,8-dihidro-8-
oksoguanin (8-oksoG) ciftlerinde yanlis eslesen adenin nikleotidinin ortadan
kaldirilmasin1 ve Guanin - Sitozin ve Timin - Adenin baz doniisiimlerinin

indlklenmesinde gorevli bir adenin DNA glikosilazidir ve kolorektal kanserlerle



iliskilendirilmis olsa da oksidatif stres sonucunda meydana gelen DNA hasaryla iligkili
kanser ve kanser dis1 patolojilerde rol alabilecegi iizerinde durulmustur (Curia et al.,
2020). Sistemik ve plasental oksidatif stresin TGK etiyopatogenezinde de rol oynadigi
bilinmektedir (Davies et al., 2023, Zejnullahu et al., 2021). MUTYH geninin; oksidatif
stres, DNA tamir sistemi ve mitokondriyal dinamik siireclerinde birbiri ile baglantili
olarak rol oynamasi ve kadin olgularin %8.57’sinde (n=3) patojenik, olas1 patojenik
formda tespit edilmesi, ayn1 zamanda yiiksek oranda korunmus bir gen olmasi nedeniyle
tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisinde O6nemli bir aday gen olabilecegi
distiniilmustir. MUTYH disinda oksidatif stres ile iliskili olan G6PD, GFM2, TLESG,
CYP2B6, CD163, ABCG2, CTC1, CPT1B, ROS1, ACADS5 ve ACAD?9 genlerinde de VUS

/ patojenik varyantlar tespit edilmistir.

Mitokondriyal disfonksiyon enerji iiretiminde kayiplara, yag asidi birikimine ve
reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimine, membran stabilitesinde bozulmalara ve glikoz
metabolizmasinda bozukluklara yol agmaktadir. Mitokondriyal fonksiyonda énemli rolii
olan bilesenlerden biri de L-karnitindir. L-karnitin, yag asitlerinin oksidasyonu yoluyla
enerji tiretimini saglar. Ayrica, toksik matabolitlerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar ve
antioksidan aktivite gosterir. Karnitin, lizin ve metiyonin aminoasitlerinin birlesiminden
olugan esansiyel olmayan bir aminoasittir. Karninin, D-karnitin formunda toksik etki
gosterir ve L-karnitini inhibe eder. L-karnitin ise vicutta aktif olarak depolanan ve
uretilen formudur. Karnitin mitokondriyel siireclerde, yag asidi metabolizmasinda ve
ATP iiretimi i¢in kritik Ooneme sahiptir. Kan sekeri homeostazi, bobrek hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve mitokondriyal bozukluklarla iligkili olan karnitinin
tekrarlayan gebelik kayiplarinda ve infertilitede rol oynadigi 6ne siirlilmiistiir. Tez
aragtirmasi kapsaminda karnitin ile iligskili CPT2, TMLHE, ACOX3, CPT1B genlerinde
VUS/patojenik varyantlar tespit edilmesinin karnitin biyogenezi ve oksidasyonu
kusurlarinin mitokondriyal disfonksiyona neden olarak tekrarlayan gebelik kayiplarinin

etiyolojisinde rol oynayabilecegini gdstermistir.

Siiflandirmada alt1 ana grubun disinda kalan ve diger basligi altinda yer alan
ABCA4 genindeki varyantlar, tekrarlayan gebelik kaybi olan 5 olguda (Olgu 1-TGK, Olgu
4-TGK, Olgu 5-TGK, Olgu 17-TGK ve Olgu 30-TGK) heterozigot olarak tespit
edilmistir. ABCA4 geni, retinaya 0zgu 151k reseptorii hiicrelerinde ekspresyonu olan ABC

tasiyicisint  kodlamaktadir. Bu genin makula denejerasyonu ile iligkili Stargardt



hastaliginda ve retinopatilerde rolii oldugu bilinmektedir. Ayrica dudak-damak yarigi ve
kraniyofasiyal gelisimde rolii oldugu belirtilmektedir (Gourhant et al., 2021). Intrauterin
adezyonlar ve folik asit tiiketimi mekanizmalar1 {izerinden tekrarlayan gebelik
kayiplarinda da rol oynayabilecegine deginilmistir (Gourhant et al., 2021). ABCA4
geninin tekrarlayan gebelik kaybina etkisi konusunda mevcut literatiirdeki ¢aligmalar
smirli olmakla birlikte (Srivastava et al., 2023, Gourhant et al., 2021, Cao et al., 2022)
kendi olgu grubumuzdaki kadin hastalarin %14.28inde tespit edilmistir. Ileride
gerceklestirilecek ¢aligmalarla birlikte TGK etiyolojisinde rolii daha iyi anlagilabilecektir.

Mitokondriyal dinamik ile iligkili yolaklar ve genler bu tezin ana hipotezinde yer
alsa da analizlerde tespit edilen ve belirlenen siniflandirma igerisinde birden fazla yolak
ve siiregle iliskisi olan genler de mevcuttur. Ozellikle baz1 olgularda, yolaklarina ve
islevlerine gore siniflandirilan genler i¢ ice gegmis durumdadir ve yolak i¢i genlere ait
heterozigot varyantlarin bir olguda daha yogun olarak yigilim gosterdigi saptanmuistir.
Olgularda benzer fenotip ile iliskili birden fazla patojenik, olas1 patojenik ve VUS gen
varyantinin heterozigot formda birlikteliginin potansiyel hastalik iligkilerini aciklamada
onemli olabilecegi digiiniilmektedir. Genel olarak, resesif kalitima sahip hastaliklarda
heterozigot varyant tasiyicilarinin klinik bulgu gostermedigi varsayilmaktadir (Kalyta et
al., 2023). Ancak, nadir olarak bazi hastaliklar igin heterozigot olarak da klinik bulgulara
etki gosterebildigi belirtilmektedir (Kalyta et al., 2023). Tez kapsaminda tespit edilen ve
benzer yolaklarda bulunan veya benzer fonksiyonlarla iligkili VUS, patojenik ve olasi
patojenik formdaki birden fazla heterozigot gen varyantinin fenotip lizerinde etkili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplarinda oldugu gibi klinik bulgu ile iliskili
olan nadir varyantlarin arastirildigi ¢alismalarda WES verilerini analiz etmek ve
yorumlamak icgin Ozel filtrelerin uygulanmasit onemlidir. Tez kapsaminda nadir
varyantlarin tespiti icin Gnomad populasyon veritabaninda allel frekansi 0,005 ten kiigiik
olan varyantlar filtrelenmistir. Benign ve olasi benign varyantlar filtrelemelerde
dislanmigtir. Ayrica okuma hatasindan kaynakli olarak kendi kohortumuz iginde sik
goriilen varyantlar1 diglamak i¢in kohort filtresi eklenmistir. Arastirilan genlerin bir
kisminda kalitim sekli bilinmediginden hem homozigot hem de heterozigot varyantlarin
incelenemesi i¢in filtre uygulanmamastir. Bu filtreler sonucunda G4A4 gebelik kaybi olan

Olgu-4-TGK’da F2 (coagulation factor II, thrombin) geninde trombofili paneli



kapsaminda tespit edilemeyen ve rutin taramalarda yer almayan novel bir varyant tespit
edilmistir. Bu gendeki varyantlarin tekrarlayan gebelik kayiplar ile iliskili ve otozomal
dominat kalitim bigimine sahip oldugu ancak trombofili panelinde, hastanin ilk
degerlendirmesinde toplumda sik goriilen gen varyantlarmin rutin olarak taranmasi
nedeniyle tespit edilemedigi belirlenmistir. Tekrarlayan gebelik kayiplart ile iligkisi
bilinen ancak trombofili panelinde tespit edilemeyen bu nadir varyantin olgudaki TGK
etiyolojisinin agiklanmasina katki sagladigi goriilmistiir. Bu bulgu, analiz ve yorumlama

icin olgu grubuna 6zel olarak uygun filtrelemenin 6nemini vurgulamaktadir.

Tez calismasindan elde edilen bulgular sonucunda dikkati ¢eken noktalardan
birisi de verilerin yeniden analizinin énemi olmustur. Genomik dizilemeler sonucunda
saptanan varyantlarin yeniden analizinin hastanin klinigini aydinlatmada 6énemli oldugu
bilinmektedir. Genetik alanindaki ilerlemeler ve veri artis hiz1 diisiiniildiigiinde yeniden
analizin belirli araliklarla ve standart yontemlerle tekrar edilen bir siire¢ haline getirilmesi
tan1 koyulamamis hastalarin tan1 almasinda ve daha once Saptanan gen varyantlarinin
yeniden degerlendirilmesi konusunda 6nemli sonuglar saglama potansiyeline sahiptir. Bu
arastirmadaki yeniden analiz kapsaminda, onceki doktora ve uzmanlik tezlerinde kadin
ve erkek olgularda WES analizi yapilarak infertilite ve tekrarlayan gebelik kaybi
acisindan ele alinan olgular hem bireysel hem de birlikte karsilastirmali olarak analiz
edilerek ele alinmustir. Gegen siirede primer infertilite ve tekrarlayan gebelik kayb iliskili
yeni genler ve varyantlarin patojenite smiflamasi agisindan giincel statiisii dikkate
alinarak veriler incelendiginde olgularda daha once tespit edilmis olan VUS/patojenik
varyantlarin bir kismimin benign veya olasi benign olarak giincellendigi goriilmiistiir.
Yeniden analizlerde, Greme ile iligkili gen varyantlarinin genel bir yaklagimla analizinin
yani sira spesifik olarak mitokondriyal dinamigi etkileyen genlerin de analiz edilmesi
o6nemli olmustur. Bu yoniiyle hem mitokondriye spesifik analiz edilmesi hem de ¢iftlerin
birlikte de degerlendirilmesi ile daha 6nceki ¢aligmalarda yapilan analizleri tamamlayan
bir arastirma olmustur. Bu analizlerin sonucunda olgularin %37,77’sinde mitokondriyal
dinamigi etkileyen gen varyantlar tespit edilmistir. Kadin infertilitesine yonelik olarak
bir kadin olguda (%2,85) MFN2 geni ve iliskili diger yolak genlerinde VUS/patojenik
varyant tespit edilmistir. Gelisen veri analizi yontemleri ve guncel verilerden
yararlanilarak ¢6ziimsiiz kalan olgularin yeni yaklasimlarla tekrar analiz edilmesi klinigin

aciklanmasi acisindan 6nem tagimaktadir.



Bu tez ¢alismasi1 sonucunda mitokondriyal dinamik ile iliskili genlerin 6zellikle
tekrarlayan diisiik olgularindaki potansiyel roliinlin agcilanmasinda 6nemli bulgular elde
edilmistir. Ancak, tespit edilen varyantlarin aile i¢i segregasyonlarinin yapilmasi, daha
biylk bir populasyonda karsilastirmali olarak analiz edilmesi ve fonksiyonel ¢aligsmalar

ile iliskilerinin daha detayli olarak incelenmesi gerekmektedir.
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