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OZET

Retrospektif olarak gerceklestirdigimiz caismamizda, 6rnek grubumuz 2008-2012 Sifa Universitesi Tip
Fakultesi Genetik Tani Merkezi'ne Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi'nden tekrarlayan gebelik kaybi
nedeniyle gonderilen diisiik materyallerinden olusmustur. 96 adet disik materyalinden uzun sireli hticre
kultara yapilmistir. 84 ornekte hlicre kultird basarili, 12 6rnekte basarih olmamistir. 84 6rnegin
sitogenetik analizi sonucunda 6rneklerin 56’sinda (%67) normal kromozom kurulusu, 24’'Unde (%?29)
anormal kromozom kurulusu, 2'sinde (%2 ) mozaik kromozom kurulusu ve 2 ‘sinde (%?2) polimorfizm
saptanmistir. Anormal kromozom kurulusunun % 96’sinda sayisal anomali, %4’linde yapisal anomali
saptanmistir. Sayisal anomaliler iginde %82.5 andploidi ve andploidiler iginde en sik trizomi 16 ‘ya (%16)
rastlanilmistir. Normal karyotip saptanan olgularda %84 oraninda 46,XX kromozom kurulusu, %16
oraninda 46,XY kromozom kurulusu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan gebelik kaybi, sitogenetik analiz
ABSTRACT

Our study was done retrospective, sample group has consisted abort materials that have received a
diagnosis of recurrent pregnancy loss sent from Sifa University Faculty of Medicine, Department of
Obstetrics and Gynecology between 2008 and 2012. The long term cell culture has been done on 96
abort materials. The cell culture has became succesful in 84 materials, culture has became failure in 12
materials. The result of cytogenetic analysis on 84 materials has been presented that in 56 of them
(67%) normal karyotype, in 24 (29%) anormal karyotype, in 2 (2%) mosaic karyotype and in 2 (2%)
polymorphism. It has been determined 96% numerical abnormality, 4% structural abnormality. It has
been observed 82.5% aneuploidy in numerical abnormalities and so most common trisomy 16 (16%0) in
aneuploides. In the cases where normal kayotype have been determined 84% of them are 46,XX
karyotype and 16% of them are 46,XY karyotype.
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GiRiS

Gebeliklerin  9%15-20'si  kayipla  sonuglan-
maktadir. Blyuk kismi erken gebelik doneminde
olmakla birlikte, 2. ve 3. trimestr gebeliklerinde
kayip gok nadir dedildir. Tekrarlayan gebelik
kaybi 2 veya daha fazla gebelik kaybi olarak
tanimlanmaktadir  (1). Tekrarlayan gebelik
kaybini geleneksel olarak menstriiasyon sonrasi
20. gebelik haftasindan 6nce ortaya cgikan (g
veya daha fazla ardisik diislik olarak tanimlayan
arastirmalar da mevcuttur (2). Yaklasik
kadinlarin %?2-2,5 kadarinda iki veya daha fazla
gebelik kaybr gortlmektedir. Erken gebelik
kayiplarinin  %50’den fazlasinda sitogenetik
anomaliye rastlaniimaktadir(3,4,5). Tekrarlayan
gebelik kayiplarinin sitogenetik incelemesinde
en sik sayisal anomaliye rastlaniimaktadir(6).
Sayisal kromozom anomalileri igerisinde ise
trizomiler en sik gézlenen anomalilerdir(6-9).

GEREG VE YONTEM

Calismayi olusturan 6érnek grubu 2008-2012
Sifa Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Tani
Merkezine Kadin Hastaliklari ve Dogum
Kliniginden tekrarlayan gebelik kaybi 6ykusi ile
(2. veya Uzeri meydana gelen gebelik kaybi
olarak dikkate alindi) go6nderilen dlsik
materyallerinden olusmustur. Ornek grubunu
olusturan tim olgulardan bilgilendirilmis onam
alinmistir.

Sitogenetik galisma igin distk materyalleri,
icerisinde transport besiyeri bulunan falkon
tiplerinde sitogenetik Unitemize ulastirildi.
Koryonik villilerin  ayristirlmasindan  sonra
standart uzun sureli kdltir ve harvest uygulama
si gergeklestirildi. 3 ml besiyeri (BIOAMF-2
Medium-Biological Industries) ve 25 cm2 kultur
kaplari kullanilarak hucreler 37 °C'de CO?li
etlivde inklibe edildi. Harvest isleminden 2,5
saat 6nce 100 mikrolitre kolsemid (colcemid
solution, Gibco) uygulamasi yapildi.

Hicreler bu slre sonunda santrifij edildi,
stpernatant atildiktan sonra 10 ml hipotonik
solisyon (0,075 mol/I KCI) eklendi ve 35 dakika
37 °C de bekletildi. Sire sonunda 1:3 oraninda
asetik asit:metanol ile hazirlanan fiksatif
solusyonu ile 3-4 kez muamele edildi. Fiksatif
sollisyonu igerisindeki hicrelerin  lamlarin
Uzerine damlatilarak yayilmasi ile hazirlanan
preparatlarda Giemsa-Tripsin bantlama ydntemi
ile  boyanmasi  gergeklestirildikten  sonra
karyotyping sistemi ile kromozom analizi
gergeklestirildi. Analiz sonuglarn International
System For Human Cytogenetic Nomenculature
(ISCN) 1995 ve 2009’a gore rapor edildi. Her
ornek icin kromozom analizinde 20 metafaz
plagi incelendi.

BULGULAR

2008-2012 yillan arasinda tekrarlayan gebelik
kaybr ornedi olan 96 adet duslk materyali
sitogenetik analiz amaciyla  merkezimize
gonderildi. Haftasi belirtilerek génderilen disik
materyallerinin en az haftalik olani 7, en fazla
olani 15 haftalik idi. Olgular icinde en az 2, en
fazla 6 dlslik 6yklisl mevcuttu. 96 adet diistuk
materyali 6rnedinden uzun sureli hlicre kaltara
gerceklestirildi. Orneklerin 12 tanesinde hiicre
klltiri  sonucunda hiicre c¢odalmasi elde
edilemedi.

Uzun sdreli kaltlrt basarili olan 84 06rnedin
sitogenetik analizi gergeklestirildi, drneklere ait
kromozom  kurulusu oranlari grafik 1'de
belirtildi.
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Grafik 1: Abortus materyallerinin sitogenetik analiz sonuglarina ait oranlar

Normal kromozom kurulusu saptanan materyallerin 47’sinde (%84) 46 XX kromozom kurulusu, 9" unda (%16) 46 XY
kromozom kurulusu saptandi.

Anormal kromozom kurulusunun % 96’sinda sayisal anomali, %4’linde yapisal anomali saptandi (Grafik 2)
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Grafik 2: Abortus materyallerinde saptanan anormal kromozom kurulusu oranlari

Sayisal anomalilerin  %82.5" inde andploidi % 17.5 ‘inde poliploidi saptandi. 6 olguda anéploidi (%26.1), 13 olguda
mozaik anoploidi

(%56.5), 3 olguda poliploidi (%13) ve 1 olguda mozaik poliploidi (%4.4) olarak saptandi (Grafik 3).
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Grafik 3: Abortus materyallerinde kromozomal sayisal anomali oranlari

Anoploidiler igcinde Monozomi X olgusu bir 6rnekte tek kromozom kurulusu seklindeyken, doért olguda mozaik
kromozom kurulusu seklindeydi (%26). X kromozomal mozaik andploidi bir olguda gozlendi. Andploidiler iginde en sik
16. kromozoma ait trizomiye (%16) rastlanildi. Ayrica 2,4,8,10,12,13,14,15 ve 21. kromozoma ait trizomiler (%47.3)
saptandi. GCalisma grubumuzda sadece bir érnekte 8. ve 21. kromozomlarin double andploidisi saptandi (tim olgular
icinde %01,2, anoploidiler i¢cinde %5), triple antploidi gozlenmedi (Grafik 4).
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Grafik 4: Abortus materyallerinde sayisal anomalilerin dagilim oranlari

Poliploidi saptanan olgular, triploidi karyotiplerini icermekteydi. Ayrica tetraploidiye rastlaniimadi.

XX/XY mozaik kromozom kurulusu saptanan 2 olguda maternal kontaminasyon olasiligi dikkate alindi.

Yapisal kromozom anomalisi olarak tek o6rnekte 46,XX / 46,XX, del(15)(q?) karyotipi saptandi (%4). Calisma
grubumuzda translokasyona rastlaniimadi.

Polimorfizm olarak 1. ve 16. kromozoma ait heterokromatin artisi saptandi. Double anéploidi saptanan mozaik karyotipe
sahip 6rnekte 9. kromozoma ait perisentrik inversiyon saptandi.
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TARTISMA

Erken gebelik kayiplarinin %50’den fazlasinda
sitogenetik anomaliye rastlaniimaktadir (3,5).
Tekrarlayan gebelik kayiplarinin  sitogenetik
incelemesinde en sk sayisal anomali
saptanmaktadir (6). Literatliirde sayisal anoma
liler icinde andploidiler yaklasik % 82, poliploi
diler %14 oraninda verilmistir(5). Bizim calisma
grubumuzda andéploidi oranimiz  (%82,5)
literatlirdeki ile hemen hemen ayni oranda,
poliploidi oranimiz (%17) ise yaklasik degerler
dedir. Sayisal kromozom anomalileri igerisinde
trizomiler en sik gézlenen anomalilerdir(6-9).
Bizim calisma serimizde de en sik trizomi
olgulari g6zlenmistir. Trizomi olgularinda en sik
16. kromozomun trizomisine rastlaniimaktadir
(3). Kendi grubumuzda trizomi ve mozaik
trizomiler icinde en sik 16. kromozom trizomisi
(%16) tespit edilmistir. Literatirde double
trizomi rastlanma orani % 0.21-2.8 arasinda-
dir(10). Ornek grubumuzda (tim olgular iginde)
tek oOrnekte 8. ve 21. kromozomlarin double
anéploidisi (%1.2) saptanmistir. Andéploidilerin
yaklasik %12’ sinde monozomi gdzlenmektedir
ve vyaklasik %10 kadarini monozomi X
olusturmaktadir, bunu takiben de monozomi 21
gelmektedir(5). Ornek grubumuzda monozomi
X olgularina yaklaskk % 26 oraninda
rastlanmistir. Bu oran literatirdeki oranin
yaklasik iki katidir. Calismamizda monozomi 21
olgusuna rastlaniimamistir.

Anomali saptanan disik materyallerinde
yapisal kromozom anomalileri yaklagik %4
oranindadir(5). Ornek grubumuzda bu oran
literatUrdeki ile ayni orandadir. Kromozomal
polimorfizmler kromozomlarin spesifik segment-
lerinde gosterilen yapisal varyantlardir.1,9,16
numarali  kromozomlarin oldukga dedisken
sentromerik bdélgelerini, Y kromozomunun distal
ucunu ve akrosentrik kromozomlarin satellitleri
ni ve kisa kollarini ilgilendirmektedir (11-
12).Polimorfizmlerin gogunlukla klinik 6nemi
olmadidi ve popllasyondaki genetik varyasyon-
larin  gogundan sorumlu oldugu bilinmekte
dir(13). Son zamanlardaki galismalar polimor
fizmlerin reproduktif yetersizlik ve spontan
dusuklerle olasi iliskisinden bahsetmektedir
(14-16). Analiz gergeklestirdigimiz grubumuz
da 1. ve 16. kromozomlarin sentromerik
bodlgelerindeki heterokromatin  bdlge artis
seklinde polimorfizm tespit edilmistir.

Normal kromozom kurulusu saptanan
orneklerde 46, XX karyotip %84 oraninda,
46 XY karyotip %16 oraninda belirlenmistir.
Literatlrde 46, XX sonuglarin 46,XY olanlardan
fazla oldugu ortaya konulmustur(9,17-19).
Genellikle maternal kontaminasyon neden
olarak dusinulmustir ancak genomik imprintig,
X inaktivasyon kusurlari ile ilgili calismalar
mevcuttur. Evdokimova (2000) XY embriyo
larda maternal X kromozomu genlerinin
ekspresyonunun XX embriyolarla karsilastiril
diginda erken embriyonik dénemde daha stabil
gelisimi  destekledigini ileri surmektedir(16).
Eiben (1987) bazi o6ploid disi gebeliklerin
abortusla sonlanmasinin X kromozomu
inaktivasyonundaki kusur ile ilgili oldugunu ileri
surmustur (20). Hem Xic (X inactivation cen

ter)mutasyonu hem de disi konsepsiyonlardaki
X kromozom genlerinin artmis dozaji erken
donemde o6liume neden olmaktadir. Edward
(2004) disi preimplantasyon fare embriyo
larinda X inaktivasyon kusuru sonucunda
komplet gelisim bozuklugu oldugunu gézlemistir
(21). 46, XX kromozom kurulusunun ylksek
oranda gorulmesinin sadece maternal
kontaminasyon sonucu olmayip farkli nedenlerle
de ortaya cikabilecedi akla gelmelidir.
Calismamizda uzun sureli hicre kiltir basarisi
elde ettigimiz dustk materyali Orneklerinin
sitogenetik analiz sonuglarimiz monozomi X
olgulari disinda literatirde yer alanlarla
karsilastirildiginda yaklasik benzer oranlardadir
Disik materyali 6rneklerinden gergeklestirilen
hiicre kultirié her zaman basarih olamamak
tadir. Bizim galisma grubumuzda da 12 mater
yalin hicre kultirtd basarli olmamistir. Bu
durumlarda array CGH (Array Comparative
Genomic Hybridization), array tabanli genomik
kazang ve kayiplarin belirlenmesine olanak
saglayan bir test secenedi (22,23) olarak
onerilebilir.

Sonuc¢ olarak konvansiyonel sitogenetik analiz
tekrarlayan gebelik kaybr 06ykisid olanlarda
disik materyallerindeki olasi  kromozomal
dizensizliklerin  ortaya konulmasinda temel
genetik calisma olma 0zelligini korumaktadir.
Ortaya konabilen kromozomal dedisimler
genetik danismanin odak noktasini olusturarak
ailelerin sonraki gebelik planlamalarinda yol
gosterici olacaktir.
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