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OZET

{leri anne yas1 ve kromozomal andploidi arasindaki iliski ve bunun iireme iizerine olan olumsuz etkisi uzun yillardir bilinmektedir. Bu ve-
riler, gerek abort materyallerinden elde edilen sitogenetik analiz sonuglarindan gerekse de ivf embriyolarinin analizlerinden elde edilen ve-
riler ile dogrulanmigtir. IVF uygulamalarinda implantasyon ve eve saglikli bebek gotiirme oranlarinin artirilmas i¢in Preimplantasyon
Genetik Tarama yonteminin kullanilmas: giindeme gelmistir. Bu uygulama ile kromozomal anomalili embriyolarinin transferden aliko-
nulmasi ve normal embriyolarin transferi ile bu saglanmaya ¢aligilmistir. {1k olarak Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) yéntemi ve si-
nirh sayida kromozom analizleri ile taramalar yapilmis ancak elde edilen sonuglar tatmin edici bulunmamistir. Giintimiizde tiim
kromozomlarin analizine yonelik aCGH ve Yeni Nesil Dizileme gibi test yontemleri gelistirilmis ve bu yontemler ile taranan embriyolarin
transferi ile daha ytiksek implantasyon ve canli dogum oranlari elde edilmeye baslanmigtir. Ancak bu yontemlerin kullanilmasr ile ilgili farkla
kaynaklardan randomize kontrollii caligmalar devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Preimplantasyon genetik tarama; in vitro fertilizasyon; aCGH; SNP array; qPCR; yeni nesil dizileme

ABSTRACT

The relation between advanced maternal age and the aneuploidy rate and the negative impact on fertility has been known for long time.
This has been proven from the cytogenetic analysis of the abort material and genetic analysis from the ivf embryos as well. For the aim of
improving the implantation and the take home healthy baby rates, preimplantation genetic screening has been introduced to ivf procedures.
By this way, it is aimed to transfer the chromosomally normal embryos and eliminate the abnormal ones. Floresant In Situ Hybridization
(FISH) technique has been used for this purpose but the results obtained has not been satisfactory. Today, new techniques such as quanti-
tative real time PCR, aCGH and next generation sequencing has been introduced to ivf procedures and after the transfer of the embryos
screened with these new technologies, higher implantation and live birth rates have been obtained. But the randomized controlled clini-
cal trials are still ongoing from different groups.

Key Words: Preimplantation genetic screening; in vitro fertilization; aCGH; SNP array; qPCR; next generation sequencing

TJRMS 2017;1(2):99-103

uygulamalarinda, FISH yontemi diizeylerde bulunmamasi ve dahasi yapilan islem-
I s ’. Fﬂe siirh sayida kromozomun ta- lerin basar1 oranlarini disiirdiigiintin ileri stirtil-
ranmasl ve sonrasinda yapilan  mesi bu alanda ¢alisan bilim adamlarini yeni analiz
transferlerden elde edilen sonuglarin tatmin edici ~ y6ntemlerinin gelistirmeye yonlendirmistir.! Ge-
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netik alaninda ki bilimsel gelismeler ve bu gelis-
meler sonucu elde edilen teknik olanaklar, hizla
IVF alanina aktarilmigtir. Bu kapsamda, X ve Y kro-
mozomlari ile 22 otozom kromozomun (24 kromo-
zom) analizine yonelik Preimplantasyon Genetik
Tarama (PGS) amaci ile real time kantitatif PCR,
aCGH ve yeni nesil dizileme yontemleri giindeme
gelmistir.?

I SNP ARRAY

SNP arrayler insan genomunda 40 milyon kadar ol-
dugu saptanan tek niikleotid polimorfizmlerinin
analizine dayanmaktadir. Bu polimorfizmler fonk-
siyonel fark yaratmayan degisikliklerdir. Dort pa-
rental kromozomdaki tek niikleotid farkliklarinin
saptanmasi ve bu verilere dayanarak embriyonik
kromozomlarin tanimlanmasi ile analizler gercek-
lestirilebilmektedir. Bunlarin analizi genomdaki
kiiciik degisikliklerin saptanmasina ve kromozomal
anomalilerin parental kokenlerine ait bilgilerin
elde edilmesine de olanak vermektedir. Bu yolla
uniparental dizomi gibi genetik anomalilerin sap-
tanmasi da miimkiin olmaktadir. Ayni zamanda bu
bilgilerin kullanimi tek gen hastaliklar1 ve translo-
kasyon olgularinda preimplantasyon genetik tani
olanag1 sunmakta ayni zamanda da tiim kromozo-
mal andploidilerin analizine olanak saglamaktadir.
Ancak ayn1 polimorfizmleri tagiyan kromozomala-
rin varligi durumunda yontemin galigmasi miim-
kiin olmamaktadir. Benzer sekilde post mitotik
anomalilerin neden oldugu mozaik olgularin da
embriyolarda tanimlanmasi bu yontem ile saglana-
mamaktadir. Bugiin ki bilgilerimiz mitotik anoma-
lilerin neden oldugu embriyonik mozaisizmin
olduk¢a 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.*>

I REAL TIME KANTITATIF PCR

Real time PCR yontemi de SNP arrayler gibi tek
niikleotid farkliliklarinin belirlenmesi temeli ile
caligmaktadir. Ancak tiim genom DNA amplifi-
kasyonu gerekmeksizin PCR ile hedef SNP bolge-
lerinin amplifikasyonu ve elde edilen veriler
kullanilarak her iki ebeveynden gelen kromozom-
larin tanimlanmasi esasina dayanmaktadir. Her bir
kromozom icin 4 bolge olmak {izere toplam 96
bolge icin tek bir PCR tiipii i¢inde analiz yapil-

maktadir. Her bir bolge ayni reaksiyonda kontrol ve
veri kalitesi agisindan dort kez ¢alisilmaktadir. PCR
plate’inin 384 kuyucuklu olmas: her bir ¢alismada
sadece iki embriyoya ait 6rnegin caligilmasina ola-
nak tanimaktadir. Validasyon ¢aligmalar1 oldukg¢a
tutarh veriler saglamistir. Dort saat gibi oldukea kisa
stirede tiim kromozomlarin analizini saglamaktadir.
Bu da az sayida embriyosu olan olgularda ayni sik-
lus i¢inde transferi miimkiin kilmaktadir. Diger yan-
dan tiim genom amplifikasyonu gerekmemesi ve
SNP array yontemi gibi parental DNA analizi iste-
memesi de avantajlar olarak vurgulanabilmektedir.
Bununla birlikte, analizin bu kadar siirede sonugla-
nabilmesi i¢in sistemin IVF merkezi i¢inde konus-
lanmas1 ve verilerin uzman bir ekip tarafindan
analizi gerekmektedir. Ayrica, bir defada sadece iki
ornegin ayni anda ¢aligilabilmesi, cihaz yatirim ma-
liyeti ve siirekli pcr sarflarinin transferi gibi konular
y6ntemin yaygin kullanimim kisitlamigtir.”

I ARRAY CGH

Array CGH, farkl eksitasyon ve emisyon dalga bo-
yuna sahip floresan maddeler ile isaretlenmis test
ornegi ile normal yapida oldugu bilinen bir refe-
rans DNA’nin mikroskop lamlari iizerine yapisti-
rilan normal bireye ait DNA’dan hazirlanmig
arrayler icin yaristirilmasina dayanmaktadir. Hib-
ridizasyon ve hibridizasyon sonras: yikama iglem-
lerinden sonra lamlar lazer tarayicilar ile analiz
edilmekte ve her bir noktadaki floresan sinyaller
matematiksel verilere doniistiiriilmektedir. Elde
edilen veriler 6zel analiz programlar1 yardimi ile
analiz edilmektedir. Bu yontem, embriyolarda tiim
genom amplifikasyonu sonrasi 24 kromozomun
analizini olas1 kilan ilk yéntemdir ve tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaklagik 3000
hedef bolgenin iki kez analizi i¢in hazirlanan ar-
rayler 10 megabazlik degisiklikleri saptama giiciine
sahiptir. Bu yolla kromozomlarin say1 anomalileri
kadar yapisal anomalileri de saptanabilmektedir.
aCGH yontemi, dengeli kromozomal diizensizlik-
leri ve triploidi/tetraploidi tanimlayamamaktadar.
Yoéntem rutin laboratuvar uygulamalarinda 12/24
saat icerisinde sonug verebilmekte 3. giin biyopsi-
lerinin analizi ve 5. giin transferi ile ayni siklusta
transfer olanagini saglamaktadir.® 1
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| YENI NESIL DiZILEME
(NEXT GENERATION SEQUENCING)

Yontem biyopsi ile elde edilen polar body, blasto-
mer veya trofoektoderm 6rneklerine uygulanabil-
mektedir. Biyopsi materyalleri daha sonra tiim
genom amplifikasyon islemine alinmakta ve sonra-
sinda 100-200 baz ¢iftlik parcalara boliinmektedir.
Bu islem sonrasinda her bir 6rnegi kimliklendir-
mek icin kisa DNA barkodlari eklenmekte ve son-
rasinda bu DNA dizileri referans alinarak DNA
dizilemesi gerceklestirilmektedir. Yeni diziye ek-
lenen her bir niikleotid farkli floresan dalga bo-
yunda bir molekiil tasidig: i¢in ileri goriintiileme
teknikleri kullanilarak yeni sentezlenen dizinin
niikleotid sekans: elde edilmektedir. Bu islem aymni
anda yiiz binlerce DNA molekiilii i¢in yapilabil-
mektedir. Elde edilen dizi referans dizileri ile 6zel
programlar araciligi ile karsilagtirilmakta ve test 6r-
negine ait dizi elde edilmektedir. Kromozomal
anoploidilerin tanimlanmasi i¢in genellikle geno-
mun %5 kadarinin dizilenmesi ile elde edilen veri-

ler yeterli olmaktadir.''?

N vozaisizu

Yukarida tanimlanan analiz yontemlerinin hepsi
kromozomal andploidiler i¢in oldukga yiiksek dog-
ruluk oranlarina sahiptirler. Bununla birlikte pre-
implantasyon genetik tarama amaglh galismalarda
bugiin i¢in 6nemli zorluklardan birisi embriyonik
mozaisizim olarak gorinmektedir.”® Bugiin ki bil-
gilerimiz gerek klivaj evresinde gerek blastosist ev-
resinde mozaisizmin embriyolarda 6nemli bir
fenomen oldugunu ve analiz sonuglar: {izerinde et-
kili oldugunu gostermektedir. Ayrica, saptanan
mozaisizmin trofoektoderm ile sinirli m1 oldugu
yoksa i¢ hiicre kitlesinde de var olup olmadig1 son
derece 6nemlidir. Farkli gruplar tarafindan yapilan
caligmalarda andploid hiicrelerin trofoektoderm
hiicre grubuna yo6nlendirildigi ile ilgili hi¢bir bul-
guya rastlanmamugtir.'*'” Anéploid embriyolar tii-
moral dokulardaki mekanizmaya benzer sekilde
invazyon i¢in gerekli dogal bir fenomen oldugu da
ileri siiriilmisgtiir.'”® Ancak, bu embriyonik gelisim
evresinde i¢ hiicre kitlesine zarar vermeden bunu
saptamak olas1 goriinmemektedir. Diinyada genel
egilim bu embriyolarin normal 6ploid embriyo bu-

lunmasi halinde transfer edilmemesi yontindedir.'
Ancak transfer i¢in uygun 6ploid embriyo bulun-
mamas1 durumunda bu mozaik embriyolarin trans-
feri konusunda tartismalar devam etmektedir.?’
Her ne kadar mozaik embriyolarin transferi sonrasi
canli dogumlar bildirilmekte ise de bu olgularin
ileriki yasamlarinda mozaisizm kaynakli bir sorun
yasaylp yasamayacagl bilinmemektedir.?! Diger
yandan saptanan mozaisizmlerin, hiicre boliinme-
sinin S fazinda yakalanan hiicrelere ait yalanci mo-
zaik tamimlamalar olabilecegi de bildirilmektedir.'*
Mozaisizm ©ncelenerek yapilacak c¢aligmalarda,
yeni nesil dizilemeye dayali platformlarin kullani-
minin daha verimli oldugu goriilmektedir. Bu yon-
temin aCGH yontemine gore daha hassas sekilde
mozaisizmi tanimladig1 gosterilmistir. Yeni nesil
dizileme yonteminin kullanilmaya baglanmas: ile
embriyolarda segmental kromozomal antploidile-
rin (kromozomun bir kismini ilgilendiren anéploi-
diler) tiim hiicrelerde oldugu kadar mozaik yapida
da bulunabildigi saptanmistir.” Bu bulgu da trans-
fer icin secilecek embriyolar i¢in ilave bir kisitlama
veya tartigmay1 giindeme getirmistir. Transfer i¢in
uygun bagka 6ploid embriyo bulunmamasi duru-
munda, hastalara bu embriyolar ile ilgili danisma
verilmeli, riskin gerceklesmesi durumunda oluga-
bilecek diisiik veya anomalili gebelikler gibi olas:
sonuglar agitklanmali ve yazili onamlar: alindiktan
sonra istemeleri durumunda transfer edilmelidir.
Tleriki yillarda bu embriyolarin sonuglari ile ilgili
veriler incelendiginde yeni kriterler ile degerlen-
dirmelerin yapilmas: uygun olacaktir."”

I KLINIK UYGULAMALAR

IVF merkezinin embriyo biyopsisi i¢in hangi yon-
tem ve gelisim evresini tercih ettigi de bir 6nemli
faktordir. Hatta bu yontem ayn1 merkezde farkli
hastalar i¢in de farkliliklar gosterebilmektedir.
Uciincii giin biyopsi yapilan ve blastosist transferi
hedeflenen olgularda analiz i¢in yeterli zaman bu-
lunurken, blastosist biyopsisi uygulanan olgularda
embriyo dondurma iglemine gereksinim duyul-
maktadir. Ancak sinirli sayida embriyonun oldugu
olgularda bu kez real time kantitatif PCR ile kisa
stirede sonug alinarak transfer ayni siklusta ger-
ceklestirilebilmektedir. Daha fazla embriyosu olan
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ve ayni siklus icinde blastosist transferi hedeflenen
olgularda ise en etkin yontem aCGH gibi goriin-
mektedir. Zira yeni nesil dizileme, laboratuvar is-
lemleri agisindan ¢ok daha uzun zaman almaktadir.
Yeni nesil dizileme yonteminin yaygin rutin kulla-
nimu ile ilgili devam eden randomize ¢aligmalarin
sonuglar1 6nemli gériinmektedir.

Lee ve ark. 2015 yilinda yayinladiklar: derle-
mede, pgs ile ilgili yayinlanan randomize, gézlemsel
ve prospektif caligmalar1 6zetlemislerdir. Eldeki ve-
riler, gerek genc hasta grubunda gerekse de ileri yag
hasta grubunda PGS ve tek embriyo transferinin
daha yiiksek klinik sonuglar verdigini gostermistir.”
Forman ve ark. da, tek 6ploid embriyo transferleri-
nin ancak iki test edilmemis embriyo transferi ile
ayni1 oranda canli dogum saglayabildigini randomize
calisma ile gostermiglerdir. Caligma grubunda daha
az gebelik komplikasyonlari ve yeni dogan sorunlar
da yine ayni ¢aligmada gosterilmistir. Bu sonuglarin,
cogul gebelik komplikasyonlarina bagh oldugu ileri
striilmustiir.** Vaiarelli ve ark. da 2016’da yayinla-
diklar1 derlemede PGS’in gerek geng hasta grubunda
gerekse de ileri yas hasta grubunda etkili olarak kul-
lanilabilecegini vurgulamiglardir. Ancak hala tekrar-
layan implantasyon basarisizligi ve tekrarlayan
gebelik kayiplarn ile ilgili randomize kontrollii ¢a-
lisma bulunmadigim bildirmektedirler. PGS yakla-
siminin etkili olarak kullanilabilmesinin de belirli
kosullara bagh oldugunu vurgulamaktadirlar. Bun-
lar, yiiksek standartlarda genetik analiz laboratuvar
sartlarinin olusturulmasi, maksimum sayida blasto-
sist gelisimi i¢in uygun bir kiiltiir sistemi ve embriyo
derecelendirme sistemidir. Diger yandan etkin bir
vitrifikasyon ve ¢6zme protokoliiniin varligi ile tro-
foektoderm biyopsisini yapabilecek yetismis embri-
yologlarin bulunmasinin 6nemi vurgulanmstir.
Ayni zamanda uygun bir genetik analiz platformu ve
genetik analiz ekibi de yanls pozitif ve negatif hata
oranlari ile DNA amplifikasyon basarisizliklarinin si-
nirlandirilmasi i¢in 6nemli oldugu vurgulanmgtir.”>

I MALIYET

Diger yandan, iilkemizdeki diizenlemeler bu tiir
testlerin bakanlik¢a ruhsatlandirilmis genetik tani
merkezlerince yapilmasini gerektirdiginden ve bu
merkezlerin IVF merkezleri ile ayn1 ortamda bu-

lunmas: az sayida kurum icin gegerli oldugundan
bu da 6rnek taginmas: ve zaman kaybi gibi sorun-
lan1 giindeme getirecektir. Ayrica her bir yontem
i¢in kullanilan teknolojilerin uygulanmasi i¢in ge-
rekli olan cihaz parki maliyetinin yiiksek olmasi
genetik tan1 merkezleri i¢in maliyet sorunlar: olus-
turmaktadir. Bu kapsamda testin hastaya maliyeti
de onemli bir faktoér olarak degerlendirilmelidir,
zira ayni1 hastanin polar body analizi ti¢lincii giin bi-
yopsi sayilari ile blastosist sayilar1 ve buna bagh ola-
rak maliyetleri de ¢ok farklidir ve dikkate alinmasi
gerekmektedir. Blastosist biyopsisi uygulanan olgu-
larda, embriyolarin gelisimleri senkronize olmadi-
gindan farkl giinlerde biyopsi geregi ve laboratuvar
is ytikii ile biyopsi materyallerinin, analiz laboratu-
varina transportu da sorun olusturmaktadir. Blasto-
sist analizlerindeki bir bagka maliyet zorlugu da
biyopsi edilen embriyolarin kimliklendirilerek tek
tek dondurulmas: zorunlulugudur. Biyopsi sonrasi
dondurma ve sonraki siklusta transfer protokolleri-
nin uygulandig sistemlerde aCGH kullanildig: du-
rumlarda en etkin maliyetin 28 biyopsi 6rneginin
birlikte calisilmasi ile saglanirken, yeni nesil dizi-
leme platformunda bu sayinin 24 6rnegin birlikte
caligilmasi ile en diisiik maliyet saglanmaktadir.

Sonug olarak PGS amaci ile kullanilan plat-
formlarin spesifite ve sensitivitesi ile ilgili caligma-
lar yontemlerin biiylik oranlarda biri birilerini
dogruladigini gostermektedir. Ancak PGS’in hangi
olgularda kullanilmas: gerektigi ile ilgili tartigmalar
stirmektedir. Tyi cevapli ileri yas ve geng hastalarda
uygulanmast ile ilgili pozitif bildirimler ¢ogunluk-
tadir. Bu hasta grubunda canli ve saglikli bebek elde
etme siiresine pozitif katkis1 oldugu gosterilmistir.
Diger yandan anoploid embriyolarin neden oldugu
medikal, psikolojik ve zaman kayiplar1 da énlen-
mektedir. Ayrica bu hasta grubunda uygulanan tek
embriyo politikasinin sonucu olarak, cogul gebelik-
ler ve bunlara bagh komplikasyonlarda anlaml
oranda azalmigtir. Ancak “poor prognosis”, tekrar-
layan gebelik kayiplari ve tekrarlayan implantasyon
basarisizliklarinda kullanimi tartigmalidir ve ran-
domize kontrollii ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir. Mozai-
sizmden kaynaklanan yanlig pozitif sonuglarin, az
embriyo gelistirebilen bu hasta grubunda implan-
tasyon ve canl dogum potansiyeli olan embriyolar1
transferden alikoyabilecegi ileri stiriilmiistiir.
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