
uygulamalarında, FISH yöntemi
ile sınırlı sayıda kromozomun ta-
ranması ve sonrasında yapılan

transferlerden elde edilen sonuçların tatmin edici

düzeylerde bulunmaması ve dahası yapılan işlem-
lerin başarı oranlarını düşürdüğünün ileri sürül-
mesi bu alanda çalışan bilim adamlarını yeni analiz
yöntemlerinin geliştirmeye yönlendirmiştir.1 Ge-

TJRMS 2017;1(2)

99

PGS: Güncel Durum

Muhterem BAHÇEa

aMB GENLAB Genetik Hastalıklar Tanı Merkezi, Ankara

ÖÖZZEETT
İleri anne yaşı ve kromozomal anöploidi arasındaki ilişki ve bunun üreme üzerine olan olumsuz etkisi uzun yıllardır bilinmektedir. Bu ve-
riler, gerek abort materyallerinden elde edilen sitogenetik analiz sonuçlarından gerekse de ivf embriyolarının analizlerinden elde edilen ve-
riler ile doğrulanmıştır. IVF uygulamalarında implantasyon ve eve sağlıklı bebek götürme oranlarının artırılması için Preimplantasyon
Genetik Tarama yönteminin kullanılması gündeme gelmiştir. Bu uygulama ile kromozomal anomalili embriyolarının transferden alıko-
nulması ve normal embriyoların transferi ile bu sağlanmaya çalışılmıştır. İlk olarak Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) yöntemi ve sı-
nırlı sayıda kromozom analizleri ile taramalar yapılmış ancak elde edilen sonuçlar tatmin edici bulunmamıştır. Günümüzde tüm
kromozomların analizine yönelik aCGH ve Yeni Nesil Dizileme gibi test yöntemleri geliştirilmiş ve bu yöntemler ile taranan embriyoların
transferi ile daha yüksek implantasyon ve canlı doğum oranları elde edilmeye başlanmıştır. Ancak bu yöntemlerin kullanılması ile ilgili farklı
kaynaklardan randomize kontrollü çalışmalar devam etmektedir.

AAnnaahh  ttaarr  KKee  llii  mmee  lleerr:: Preimplantasyon genetik tarama; in vitro fertilizasyon; aCGH; SNP array; qPCR; yeni nesil dizileme

AABBSS  TTRRAACCTT
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.
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netik alanında ki bilimsel gelişmeler ve bu geliş-
meler sonucu elde edilen teknik olanaklar, hızla
IVF alanına aktarılmıştır. Bu kapsamda, X ve Y kro-
mozomları ile 22 otozom kromozomun (24 kromo-
zom) analizine yönelik Preimplantasyon Genetik
Tarama (PGS) amacı ile real time kantitatif PCR,
aCGH ve yeni nesil dizileme yöntemleri gündeme
gelmiştir.2

SNP ARRAY

SNP arrayler insan genomunda 40 milyon kadar ol-
duğu saptanan tek nükleotid polimorfizmlerinin
analizine dayanmaktadır. Bu polimorfizmler fonk-
siyonel fark yaratmayan değişikliklerdir. Dört pa-
rental kromozomdaki tek nükleotid farklıklarının
saptanması ve bu verilere dayanarak embriyonik
kromozomların tanımlanması ile analizler gerçek-
leştirilebilmektedir. Bunların analizi genomdaki
küçük değişikliklerin saptanmasına ve kromozomal
anomalilerin parental kökenlerine ait bilgilerin
elde edilmesine de olanak vermektedir. Bu yolla
uniparental dizomi gibi genetik anomalilerin sap-
tanması da mümkün olmaktadır. Aynı zamanda bu
bilgilerin kullanımı tek gen hastalıkları ve translo-
kasyon olgularında preimplantasyon genetik tanı
olanağı sunmakta aynı zamanda da tüm kromozo-
mal anöploidilerin analizine olanak sağlamaktadır.
Ancak aynı polimorfizmleri taşıyan kromozomala-
rın varlığı durumunda yöntemin çalışması müm-
kün olmamaktadır. Benzer şekilde post mitotik
anomalilerin neden olduğu mozaik olguların da
embriyolarda tanımlanması bu yöntem ile sağlana-
mamaktadır. Bugün ki bilgilerimiz mitotik anoma-
lilerin neden olduğu embriyonik mozaisizmin
oldukça önemli olduğunu ortaya koymaktadır.3-5

REAL TIME KANTİTATİF PCR

Real time PCR yöntemi de SNP arrayler gibi tek
nükleotid farklılıklarının belirlenmesi temeli ile
çalışmaktadır. Ancak tüm genom DNA amplifi-
kasyonu gerekmeksizin PCR ile hedef SNP bölge-
lerinin amplifikasyonu ve elde edilen veriler
kullanılarak her iki ebeveynden gelen kromozom-
ların tanımlanması esasına dayanmaktadır. Her bir
kromozom için 4 bölge olmak üzere toplam 96
bölge için tek bir PCR tüpü içinde analiz yapıl-

maktadır. Her bir bölge aynı reaksiyonda kontrol ve
veri kalitesi açısından dört kez çalışılmaktadır. PCR
plate’inin 384 kuyucuklu olması her bir çalışmada
sadece iki embriyoya ait örneğin çalışılmasına ola-
nak tanımaktadır. Validasyon çalışmaları oldukça
tutarlı veriler sağlamıştır. Dört saat gibi oldukça kısa
sürede tüm kromozomların analizini sağlamaktadır.
Bu da az sayıda embriyosu olan    olgularda aynı sik-
lus içinde transferi mümkün kılmaktadır. Diğer yan-
dan tüm genom amplifikasyonu gerekmemesi ve
SNP array yöntemi gibi parental DNA analizi iste-
memesi de avantajları olarak vurgulanabilmektedir.
Bununla birlikte, analizin bu kadar sürede sonuçla-
nabilmesi için sistemin IVF merkezi içinde konuş-
lanması ve verilerin uzman bir ekip tarafından
analizi gerekmektedir. Ayrıca, bir defada sadece iki
örneğin aynı anda çalışılabilmesi, cihaz yatırım ma-
liyeti ve sürekli pcr sarflarının transferi gibi konular
yöntemin yaygın kullanımını kısıtlamıştır.6,7

ARRAY CGH

Array CGH, farklı eksitasyon ve emisyon dalga bo-
yuna sahip floresan maddeler ile işaretlenmiş test
örneği ile normal yapıda olduğu bilinen bir refe-
rans DNA’nın mikroskop lamları üzerine yapıştı-
rılan normal bireye ait DNA’dan hazırlanmış
arrayler için yarıştırılmasına dayanmaktadır. Hib-
ridizasyon ve hibridizasyon sonrası yıkama işlem-
lerinden sonra lamlar lazer tarayıcılar ile analiz
edilmekte ve her bir noktadaki floresan sinyaller
matematiksel verilere dönüştürülmektedir. Elde
edilen veriler özel analiz programları yardımı ile
analiz edilmektedir. Bu yöntem, embriyolarda tüm
genom amplifikasyonu sonrası 24 kromozomun
analizini olası kılan ilk yöntemdir ve tüm dünyada
yaygın olarak kullanılmaktadır. Yaklaşık 3000
hedef bölgenin iki kez analizi için hazırlanan ar-
rayler 10 megabazlık değişiklikleri saptama gücüne
sahiptir. Bu yolla kromozomların sayı anomalileri
kadar yapısal anomalileri de saptanabilmektedir.
aCGH yöntemi, dengeli kromozomal düzensizlik-
leri ve triploidi/tetraploidi tanımlayamamaktadır.
Yöntem rutin laboratuvar uygulamalarında 12/24
saat içerisinde sonuç verebilmekte 3. gün biyopsi-
lerinin analizi ve 5. gün transferi ile aynı siklusta
transfer olanağını sağlamaktadır.8-10

Muhterem BAHÇE PGS: GÜNCEL DURUM

TJRMS 2017;1(2)

100



YENİ NESİL DİZİLEME 
(NEXT GENERATION SEQUENCING) 

Yöntem biyopsi ile elde edilen polar body, blasto-
mer veya trofoektoderm örneklerine uygulanabil-
mektedir. Biyopsi materyalleri daha sonra tüm
genom amplifikasyon işlemine alınmakta ve sonra-
sında 100-200 baz çiftlik parçalara bölünmektedir.
Bu işlem sonrasında her bir örneği kimliklendir-
mek için kısa DNA barkodları eklenmekte ve son-
rasında bu DNA dizileri referans alınarak DNA
dizilemesi gerçekleştirilmektedir. Yeni diziye ek-
lenen her bir nükleotid farklı floresan dalga bo-
yunda bir molekül taşıdığı için ileri görüntüleme
teknikleri kullanılarak yeni sentezlenen dizinin
nükleotid sekansı elde edilmektedir. Bu işlem aynı
anda yüz binlerce DNA molekülü için yapılabil-
mektedir. Elde edilen dizi referans dizileri ile özel
programlar aracılığı ile karşılaştırılmakta ve test ör-
neğine ait dizi elde edilmektedir. Kromozomal
anöploidilerin tanımlanması için genellikle geno-
mun %5 kadarının dizilenmesi ile elde edilen veri-
ler yeterli olmaktadır.11,12

MOZAİSİZM

Yukarıda tanımlanan analiz yöntemlerinin hepsi
kromozomal anöploidiler için oldukça yüksek doğ-
ruluk oranlarına sahiptirler. Bununla birlikte pre-
implantasyon genetik tarama amaçlı çalışmalarda
bugün için önemli zorluklardan birisi embriyonik
mozaisizim olarak görünmektedir.13 Bugün ki bil-
gilerimiz gerek klivaj evresinde gerek blastosist ev-
resinde mozaisizmin embriyolarda önemli bir
fenomen olduğunu ve analiz sonuçları üzerinde et-
kili olduğunu göstermektedir. Ayrıca, saptanan
mozaisizmin trofoektoderm ile sınırlı mı olduğu
yoksa iç hücre kitlesinde de var olup olmadığı son
derece önemlidir. Farklı gruplar tarafından yapılan
çalışmalarda anöploid hücrelerin trofoektoderm
hücre grubuna yönlendirildiği ile ilgili hiçbir bul-
guya rastlanmamıştır.14-17 Anöploid embriyoları tü-
möral dokulardaki mekanizmaya benzer şekilde
invazyon için gerekli doğal bir fenomen olduğu da
ileri sürülmüştür.18 Ancak, bu embriyonik gelişim
evresinde iç hücre kitlesine zarar vermeden bunu
saptamak olası görünmemektedir.  Dünyada genel
eğilim bu embriyoların normal öploid embriyo bu-

lunması halinde transfer edilmemesi yönündedir.19

Ancak transfer için uygun öploid embriyo bulun-
maması durumunda bu mozaik embriyoların trans-
feri konusunda tartışmalar devam etmektedir.20

Her ne kadar mozaik embriyoların transferi sonrası
canlı doğumlar bildirilmekte ise de bu olguların
ileriki yaşamlarında mozaisizm kaynaklı bir sorun
yaşayıp yaşamayacağı bilinmemektedir.21 Diğer
yandan saptanan mozaisizmlerin, hücre bölünme-
sinin S fazında yakalanan hücrelere ait yalancı mo-
zaik tanımlamalar olabileceği de bildirilmektedir.14

Mozaisizm öncelenerek yapılacak çalışmalarda,
yeni nesil dizilemeye dayalı platformların kullanı-
mının daha verimli olduğu görülmektedir. Bu yön-
temin aCGH yöntemine göre daha hassas şekilde
mozaisizmi tanımladığı gösterilmiştir.  Yeni nesil
dizileme yönteminin kullanılmaya başlanması ile
embriyolarda segmental kromozomal anöploidile-
rin (kromozomun bir kısmını ilgilendiren anöploi-
diler) tüm hücrelerde olduğu kadar mozaik yapıda
da bulunabildiği saptanmıştır.22 Bu bulgu da trans-
fer için seçilecek embriyolar için ilave bir kısıtlama
veya tartışmayı gündeme getirmiştir. Transfer için
uygun başka öploid embriyo bulunmaması duru-
munda, hastalara bu embriyolar ile ilgili danışma
verilmeli, riskin gerçekleşmesi durumunda oluşa-
bilecek düşük veya anomalili gebelikler gibi olası
sonuçlar açıklanmalı ve yazılı onamları alındıktan
sonra istemeleri durumunda transfer edilmelidir.
İleriki yıllarda bu embriyoların sonuçları ile ilgili
veriler incelendiğinde yeni kriterler ile değerlen-
dirmelerin yapılması uygun olacaktır.19

KLİNİK UYGULAMALAR

IVF merkezinin embriyo biyopsisi için hangi yön-
tem ve gelişim evresini tercih ettiği de bir önemli
faktördür. Hatta bu yöntem aynı merkezde farklı
hastalar için de farklılıklar gösterebilmektedir.
Üçüncü gün biyopsi yapılan ve blastosist transferi
hedeflenen olgularda analiz için yeterli zaman bu-
lunurken, blastosist biyopsisi uygulanan olgularda
embriyo dondurma işlemine gereksinim duyul-
maktadır. Ancak sınırlı sayıda embriyonun olduğu
olgularda bu kez real time kantitatif PCR ile kısa
sürede sonuç alınarak transfer aynı siklusta ger-
çekleştirilebilmektedir. Daha fazla embriyosu olan
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ve aynı siklus içinde blastosist transferi hedeflenen
olgularda ise en etkin yöntem aCGH gibi görün-
mektedir. Zira yeni nesil dizileme, laboratuvar iş-
lemleri açısından çok daha uzun zaman almaktadır.
Yeni nesil dizileme yönteminin yaygın rutin kulla-
nımı ile ilgili devam eden randomize çalışmaların
sonuçları önemli görünmektedir.

Lee ve ark. 2015 yılında yayınladıkları derle-
mede, pgs ile ilgili yayınlanan randomize, gözlemsel
ve prospektif çalışmaları özetlemişlerdir. Eldeki ve-
riler, gerek genç hasta grubunda gerekse de ileri yaş
hasta grubunda PGS ve tek embriyo transferinin
daha yüksek klinik sonuçlar verdiğini göstermiştir.23

Forman ve ark. da, tek öploid embriyo transferleri-
nin ancak iki test edilmemiş embriyo transferi ile
aynı oranda canlı doğum sağlayabildiğini randomize
çalışma ile göstermişlerdir. Çalışma grubunda daha
az gebelik komplikasyonları ve yeni doğan sorunları
da yine aynı çalışmada gösterilmiştir. Bu sonuçların,
çoğul gebelik komplikasyonlarına bağlı olduğu ileri
sürülmüştür.24 Vaiarelli ve ark. da 2016’da yayınla-
dıkları derlemede PGS’in gerek genç hasta grubunda
gerekse de ileri yaş hasta grubunda etkili olarak kul-
lanılabileceğini vurgulamışlardır. Ancak hala tekrar-
layan implantasyon başarısızlığı ve tekrarlayan
gebelik kayıpları ile ilgili randomize kontrollü ça-
lışma bulunmadığını bildirmektedirler. PGS yakla-
şımının etkili olarak kullanılabilmesinin de belirli
koşullara bağlı olduğunu vurgulamaktadırlar. Bun-
lar, yüksek standartlarda genetik analiz laboratuvar
şartlarının oluşturulması, maksimum sayıda blasto-
sist gelişimi için uygun bir kültür sistemi ve embriyo
derecelendirme sistemidir. Diğer yandan etkin bir
vitrifikasyon ve çözme protokolünün varlığı ile tro-
foektoderm biyopsisini yapabilecek yetişmiş embri-
yologların bulunmasının önemi vurgulanmıştır.
Aynı zamanda uygun bir genetik analiz platformu ve
genetik analiz ekibi de yanlış pozitif ve negatif hata
oranları ile DNA amplifikasyon başarısızlıklarının sı-
nırlandırılması için önemli olduğu vurgulanmıştır.25

MALİYET

Diğer yandan, ülkemizdeki düzenlemeler bu tür
testlerin bakanlıkça ruhsatlandırılmış genetik tanı
merkezlerince yapılmasını gerektirdiğinden ve bu
merkezlerin IVF merkezleri ile aynı ortamda bu-

lunması az sayıda kurum için geçerli olduğundan
bu da örnek taşınması ve zaman kaybı gibi sorun-
ları gündeme getirecektir. Ayrıca her bir yöntem
için kullanılan teknolojilerin uygulanması için ge-
rekli olan cihaz parkı maliyetinin yüksek olması
genetik tanı merkezleri için maliyet sorunları oluş-
turmaktadır. Bu kapsamda testin hastaya maliyeti
de önemli bir faktör olarak değerlendirilmelidir,
zira aynı hastanın polar body analizi üçüncü gün bi-
yopsi sayıları ile blastosist sayıları ve buna bağlı ola-
rak maliyetleri de çok farklıdır ve dikkate alınması
gerekmektedir. Blastosist biyopsisi uygulanan olgu-
larda, embriyoların gelişimleri senkronize olmadı-
ğından farklı günlerde biyopsi gereği ve laboratuvar
iş yükü ile biyopsi materyallerinin, analiz laboratu-
varına transportu da sorun oluşturmaktadır. Blasto-
sist analizlerindeki bir başka maliyet zorluğu da
biyopsi edilen embriyoların kimliklendirilerek tek
tek dondurulması zorunluluğudur. Biyopsi sonrası
dondurma ve sonraki siklusta transfer protokolleri-
nin uygulandığı sistemlerde aCGH kullanıldığı du-
rumlarda en etkin maliyetin 28 biyopsi örneğinin
birlikte çalışılması ile sağlanırken, yeni nesil dizi-
leme platformunda bu sayının 24 örneğin birlikte
çalışılması ile en düşük maliyet sağlanmaktadır.

Sonuç olarak PGS amacı ile kullanılan plat-
formların spesifite ve sensitivitesi ile ilgili çalışma-
lar yöntemlerin büyük oranlarda biri birilerini
doğruladığını göstermektedir. Ancak PGS’in hangi
olgularda kullanılması gerektiği ile ilgili tartışmalar
sürmektedir. İyi cevaplı ileri yaş ve genç hastalarda
uygulanması ile ilgili pozitif bildirimler çoğunluk-
tadır. Bu hasta grubunda canlı ve sağlıklı bebek elde
etme süresine pozitif katkısı olduğu gösterilmiştir.
Diğer yandan anöploid embriyoların neden olduğu
medikal, psikolojik ve zaman kayıpları da önlen-
mektedir. Ayrıca bu hasta grubunda uygulanan tek
embriyo politikasının sonucu olarak, çoğul gebelik-
ler ve bunlara bağlı komplikasyonlarda anlamlı
oranda azalmıştır. Ancak “poor prognosis”, tekrar-
layan gebelik kayıpları ve tekrarlayan implantasyon
başarısızlıklarında kullanımı tartışmalıdır ve ran-
domize kontrollü çalışmalara ihtiyaç vardır. Mozai-
sizmden kaynaklanan yanlış pozitif sonuçların, az
embriyo geliştirebilen bu hasta grubunda implan-
tasyon ve canlı doğum potansiyeli olan embriyoları
transferden alıkoyabileceği ileri sürülmüştür.
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