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OZET

Amag: Preimplantasyon Genetik Tani (PGT)'da tek gen hastaliklari taramasi ile kombine HLA doku tiplemesi tayini Talasemi
Major gibi yasami tehdit eden ve kordon kani ve /veya kemik iligi nakli ile tam olarak tedavi edilebilen genetik hastaliklara
sahip ¢ocuklar icin etkin bir ydntemdir. Bu ¢alismada, Saglik Bilimleri Universitesi Digskapi Yildirim Beyazit Egitim Arastirma
Hastanesi Genetik Tani Merkezi Preimplantasyon Genetik Tani Laboratuvarinda 2014-2017 Mayis doneminde galigilan
vakalarin verileri sunulmustur.

Gereg ve Yontem: Laboratuvarimiza Saglhk Bilimleri Universitesi Etlik Ziibbeyde Hanim Kadin Hastaliklari Tip Bebek
Merkezinden gelen 6-8 blastomer asamasindaki 3. Giin embriyolarindan alinan biyopsi 6rneklerinde preimplantasyon
genetik tani uygulamalari yapilan 91 vakanin genetik analiz sonuglari, mutasyon tipleri, implantasyon ve gebelik basarisi ile
canli dogum oranlari degerlendirildi. Biyopsi 6rneklerine uygulanan lizis isleminin ardindan REPLI-g Advanced DNA Single
Cell Kit (Qiagen, USA) ile Whole Genom Amplification (Biorad T100, USA) gergeklestirildikten sonra mutasyonu tasiyan
DNA fragmentlerinin ve HBB geni ile iliskili 11 markirin belirlenebilir seviyeye kadar multiplex Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile gogaltiimasi yapildi. Amplifikasyondan sonra DNA, normal DNA fragmentlerini mutasyonu tasiyan fragmentlerden
ayirt etmeye olanak saglayan mini-sekanslama teknigi ile kapiller elektroforez kullanilarak analiz edildi. Segilmis Linked
Markerlar (STR: Short Tandem Repeat/ Kisa tekrar dizileri) mutasyonun tanisi igin bir destek olusturma ve bazi DNA
kontaminasyonlarinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. HLA tipleme analizlerinde uyumlu HLA genotiplerinin belirlenmesi
icin HLA kompleksi ile iliskilendirilen 32 markir, multipleks PZR ile galisilarak DNA fragmentleri kapiller elektroforez
kullanilarak analiz edildi

Bulgular: 86 vaka Beta Talasemi (HBB geni) , bir vaka Orak Hiicreli Anemi (HBB geni), bir vaka Blackfan Diamond Anemisi
(RPS19 geni), bir vaka akut lenfoblastik 16semi, bir vaka Agir Konjental Notropeni (HAX1 geni) ve bir vaka Fankoni Aplastik
Anemisi (FANCA geni) olmak tizere toplamda 91 vaka galisildi. Toplam ¢alisilan blastomer sayisi 328, transferi yapilan vaka
sayisi 41, gebelik gergeklesen vaka sayisi 12, gergeklesen canli dogum sayisi 8 ve kemik iligi nakil islemi yapilan vaka sayisi 6
olarak saptandi. Canli dogumlarin timinde gergeklestirilen ikinci genetik analizde saglikli/tasiyici gen ve HLA tipinde hasta
kardes ile tam uyum goéruldu.

Sonug: Sonuglarimiz kemik iligi nakli ile tam kir saglanan genetik hastaliklarin tedavisinde ailede saglikli ve HLA uyumlu
gocuk varliginin 6nemi agisindan anlamlidir. Diger preimplantasyon genetik test uygulanan hastaliklarla karsilastirildiginda
transfer edilebilir blastomer bulma oraninin disiik oldugu gorilmis ve bunun blastomerde iki farkl genetik segilim
yapilmasi gerekliliginden kaynaklandigi distinulmustur.

Anahtar Kelimeler: Preimplantasyon genetik tani; HLA uyumu; Tek gen hastaligi; Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu;
Kisa tekrar dizileri markiri; DNA sekans analizi

ABSTRACT

Purpose: Preimplantation Genetic Diagnosis (PGD) of single gene disorders combined with HLA typing is an effective
method for life-threatening genetic diseases such as Beta thalassemia major which can be treated with bone marrow
transplantation. The aim of this study is to present the data of the cases evaluated between May 2014-May 2017 in the PGD
Laboratory of Genetic Diagnosis Center, Digskapi Yildirim Beyazit and Research Hospital, Health Sciences Faculty.

Material and Methods: We evaluated the results of genetic analysis, the success of implantation and pregnancy, and the
rate of live births of 91 cases which was biopsied from blastomeres of 6-8 stage of the 3th day embryos. After the Whole
Genome Amplification with REPLI-g Advanced DNA Single Cell Kit (Qiagen, USA) preceded by the lysis of biopsy samples,
DNA fragments and HBB related 11 markers were amplified until the predicted level with polymerase chain reaction (PCR).
After the amplification, DNA was analyzed with mini-sequencing technique using capillary electrophoresis in order to
distinguish normal DNA fragments from the mutated ones. Selected linked markers were used to support the diagnosis
of mutation and determinate DNA contaminants. HLA complex related 32 markers were studied with multiplex PCR and
DNA fragments were analyzed using capillary electrophoresis in order to determinate compatible HLA genotypes in HLA
typing analyses.

Results: We studied a total of 91 cases consisting of 86 cases of beta thalassemia (HBB gene), one case of sickle cell
disease (HBB gene), one case of acute lymphoblastic lymphoma, one case of severe congenital neutropenia (HAX1 gene)
and one case of Fanconi aplastic anemia (FANCA gene). The total number of blastomeres studied were 328, 41cases were
transferred, and there were 12 successful pregnancies with 8 live births. There were also 6 cases which were treated with
bone marrow transplantation. The second genetic analysis of all live births revealed that healthy/carrier gene and HLA
typing of affected sibling was full matched.

Conclusion: Our results have significant importance for the treatment of genetic disease which cure is possible with bone
marrow transplantation in the presence of HLA matched sibling. The rate of transferable blastomere were lower than other
genetically tested diseases; however, the reason of this difference was probably the necessity of making two different
genetic selections.

Key words: Preimplantation Genetic Diagnosis, HLA Matching, Single Gene Disorder, Multiplex polimeraz chain reaction,
Short Tandem Repeat Marker, Sequence analysis DNA
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GIRiS

Yardimci Greme tekniklerinin ve tip bebek yonteminin
gelismesi ile birlikte, elde edilen embriyolarda heniiz
gebelik olusmadan genetik inceleme yapmanin
mimkiin oldugu 1967’de ilk kez Edwards ve Gardner
tarafindan sican blastokistlerinde gosterilmis ve
diinyada ilk defa 1990 yilinda ingiltere’de tek hiicre
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi kullanilarak
kahtsal bir hastalik icin uygulanmistir (1, 2). Hastaliga
sebep olan geni veya kromozomal bozuklugu gebelik
olusmadan once test ederek saglikli embriyolarin
transfer edilmesi islemine “Preimplantasyon Genetik
Tani (PGT)” adi verilir. Bu islem, yardimci lreme
teknikleri ile birlikte kullanildiginda, elde edilen
embriyolarin transfer 6ncesi genetik agidan incelenerek
sadece saglikli olan embriyolarin transfer edilmesi
ile bircok tek gen hastaligl ya da kromozomal nedenli
genetik hastaligin 6nlenmesini saglar (3).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2001 yilinda gelistirilen
embriyoda “Human Leukocyte Antigen (HLA)”
tipleme ve genetik tani galismalari ile PGT, sadece
tani yontemi olmakla kalmayip, ailelerin saghkli bir
bebege kavusmasinin yani sira hasta ¢ocuklarin dogan
kardeslerinden alinan HLA uyumlu kok hicreler ile
tedavi olabilmesini de saglamistir (4). Etik kaygilarin
varligina ragmen, PGT ile kombine gergeklestirilen
preimplantasyon HLA analizi saghkli ve HLA uyumlu
kardesin dogmasi ile hasta kardesler icin bir tedavi
secenegidir ve Beta Talasemi, Fankoni Anemisi,
Wiscot Aldrich sendromu, Hiperimmiinglobulin M
sendromu ve X’ e Bagh Adrenoldkodistrofi gibi birgok
hastalikta basarili bir sekilde uygulanmaktadir (5, 6).
PGT+ HLA tiplemesi degerli bir tani yontemi olmakla
birlikte bazen siklusa 6zel kisitlamalar ve hastaya ya
da hastalik tiplerine bagh nedenler ile tim ciftler
icin uygun olmayabilir. Bunun yani sira teorik olarak
hem HLA uyumlu hem de mutasyon tasimayan
embriyo bulma oraninin 1/16 (1/4 x1/4) oldugu goz
onlne alindiginda, uygulanan sikluslarda fazla sayida
oosit ve biyopsi yapilabilecek kalitede embriyo elde
edilmesi gerekliligi de ayrica bir zorluk olarak karsimiza
cikmaktadir. PGT + HLA tiplemesi ¢cok basamakl ve
karmasik bir teknik gerektirmektedir; bu uygulamaya
gecmeden hematoloji ve transplantasyon uzmanlarinca
endikasyon dogrulanmali, aile hasta ¢ocugu tedavi
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eden hekim tarafindan aydinlatilmali, reproduktif
kapasiteleri bir yardimci tireme teknikleri (YUT) uzmani
tarafindan incelenmeli, klinik tani igin tek hiicre PZR
protokoli bulunan bir PGT laboratuvari tarafindan
genetik degerlendirme yapilmalidir. Aileye potansiyel
YUT/PGT sinirlamalari, islem givenligi, kesinlik ve
basari oranlarini kapsayan ayrintili genetik danisma
verilmelidir. Her asamada psikolojik degerlendirme
ve destek saglanmali, bu siregte ¢alisan olan tim
uzmanlar aileyi ayrintili olarak bilgilendirmelidir (7, 8).
Tum dinyada bugline kadar vyapilan PGT+HLA
uygulamalarinda alinan sonuglar yiz guldirictadar
ve bircok hasta cocugun transplantasyon sonrasi
saghklarina kavustugu bildirilmistir. Biz de bu ¢alismada,
Saglk Bilimleri Universitesi Diskapi Yildirim Beyazit
Egitim Arastirma Hastanesi Genetik Tani Merkezi
Preimplantasyon Genetik Tani Laboratuvarinda 2014-
2017 Mayis doneminde calisilan vakalarin verilerini
sunmayi amagladik.

GEREC ve YONTEM

Laboratuvarimiza  Saglik  Bilimleri  Universitesi
Etlik Zubeyde Hanim Kadin Hastaliklari Tip Bebek
Merkezi’'nden gelen 6-8 blastomer asamasindaki 3.
GUn embriyolarindan alinan biyopsi 6rneklerinde
PGT uygulamalari yapilan 91 vakada genetik analiz
sonuclari, implantasyon ve gebelik basarisi ile canh
dogum oranlari degerlendirildi. Calismaya dahil edilen
vakalarin kullanilacak verilere ait bilgilendirilmis onami
alinarak Diskapi Yildirnm Beyazit Egitim Arastirma
Hastanesi Klinik Etik Kurulundan 25.12. 2107 tarih ve
44/22 sayi ile etik kurul onayi alindi.

Biyopsi 0rneklerine uygulanan lizis isleminin ardindan
REPLI-g Advanced DNA Single Cell Kit ( Qiagen, USA) ile
Whole Genom Amplification ( Biorad Thermal Cycler T
100, USA) gerceklestirildikten sonra mutasyonu tasiyan
DNA fragmentlerinin ve HBB geni ile iliskili 11 marker,
diger genler icin ise 10 markerin belirlenebilir seviyeye
kadar PCR ile ¢ogaltilmasi yapildi. Amplifikasyondan
sonra DNA, normal DNA fragmentlerini mutasyonu
taslyan fragmentlerden ayirt etmeye olanak saglayan
mini-sekanslama teknigi ile kapiller elektroforez (ABI
3130, USA) kullanilarak analiz edildi. Segilmis Linked
Markerlar (baglanti belirtegleri) mutasyonun tanisiicin
bir destek olusturma ve bazi DNA kontaminantlarinin
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belirlenmesi amaciyla kullanildi.  HLA  tipleme
analizlerinde; uyumlu HLA genotiplerinin belirlenmesi
icin  HLA kompleksi ile iliskilendirilen 32 marker,
multipleks PZR ile ¢alisilarak DNA fragmentleri kapiller
elektroforez (ABI3130; USA) kullanilarak analiz edildi.
Tum sonuglar; ¢alisilan blastomer, cogaltilan blastomer,
Allel Drop Out (ADO, tek bir alel bolgesinin PCR ile
cogaltilip diger allel ile ilgili bilginin elde edilememesi),
heterozigosite, homozigosite, c¢alisilan hastaliklar,
genler, transfer edilen blastomer, klinik hamilelik,
canli dogum ve gergeklestirilen kemik iligi nakli sayisi
tablolar haline getirilerek sunuldu (Tablo I-IV). Veriler
IBM SPSS Statistics 16.0 istatistik programi kullanilarak
analiz edildi.

BULGULAR

Calismaya 2014-2017 yillari arasinda 86 vaka Beta
Talasemi (HBB geni), 1 vaka Orak Hiicreli Anemi (HBB
geni), 1 vaka Blackfan Diamond Anemisi (RPS19 geni),
1 vaka Akut Lenfoblastik Loésemi (ALL), 1 vaka Agir
Konjental Notropeni (HAX1 geni) ve 1 vaka Fankoni
Aplastik Anemisi (FANCA geni) olmak (izere toplam
91 vaka dahil edildi (Tablo I). Beta Talasemide (HBB
geni) 17 farkh mutasyon, Orak Hiicreli Anemide (HBB
geni) bir, Blackfan Diamond Anemisinde (RPS19 geni)
bir, Fankoni Aplastik Anemisinde (FANCA geni) bir,
Agir Konjental Notropenide (HAX1 geni) bir mutasyon
calisildi (Tablo Il). Toplam galisilan blastomer sayisi
328 , PZR irinil elde edilen blastomer sayisi 302
(analiz edilebilen blastomer orani %92), ADO orani
%9,47, kromozom 6 anoploidisi 26, kromozom 11
anoploidisi 21 olarak bulundu. Etkilenmis heterozigot
blastomer sayisi 112, homozigot blastomer sayisi 138,
etkilenmemis blastomer sayisi ise 78 olarak tespit edildi
(Tablo 1l1). Etkilenmemis ve heterozigot etkilenmis
blastomerlerden (ALL harig ¢alisilan vakalarin hepsinin
kaliimi otozomal resesif oldugu icin heterozigot
blastomerler tasiyici olarak kabul edilmektedir) HLA
uyumlu olup transferi yapilan vaka sayisi 41, gebelik
gerceklesen vaka sayisi 12, gergeklesen canl dogum
sayisi 8 ve kemik iligi nakil islemi yapilan vaka sayisi ise
6 olarak saptandi (Tablo IV).
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Tablo I: PGT+ HLA Tipleme Yapilan Vakalarda Hastalik Tipleri
ve Sayilari.

HASTALIK Gen n
Beta Talasemi HBB 86
Orak Hiicreli Anemi HBB 1
Blackfan Diamond Anemisi RPS19 1
Fanconi Aplastik Anemisi FANCA 1
Agir Konjenital Notropeni HAX1 1
Akut Lenfoblastik Losemi - 1
Toplam 91

Tablo II: Toplam Caligilan Blastomer Sayisi ve Genetik Testler
Agisindan Galismanin Sonuglarinin Siniflandiriimasi.

BLASTOMER TURU n
Toplam Blastomer 328
Amplifiye Olan Blastomer 302
Amplifiye Olmayan Blastomer 26
Kromozom 6 Andploidisi 26
Kromozom 11 Anéploidisi 21
Heterozigot Etkilenen Blastomer 112
Homozigot Etkilenen Blastomer 138
Etkilenmemis Blastomer 78
Allel Drop Out Orani (%) 9,47

Tablo IlI: Calisilan genlerdeki mutasyon tipleri.

GEN Mutasyon
HBB (Beta Talasemi) IVS-I-1 G>A
IVS-1-110 G<A

-30 T>A + CODON 8 del AA
CODON 44del C

-30T>A

CODON 9ins G

HBB Tuim Gen Delesyonu
CODON 5del CT
1VS-11-745 C>G

CODON 37del T

IVS-1-6 T>C

IVS-1-5 G>C

CODON 27 G>T

CODON 6del CT

CODON 9del A

5’UTR + 22 G>A

CODON 39 C>T

HBB (Orak Hiicreli Anemi) | CODON 7 A>T
RPS19 c.13dup A
HAX-1 EXON 2 (p.W44X
€.130_131insA)
FANCA EXON 6 del
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Tablo IV. Calismanin genel sonuglari.

CALISMA SONUCLARI n Oran (%)
Calisilan Blastomer 328

Amplifiye Olan Blastomer 302 | 302/328=92
Transfer Edilen Blastomer 41 41/302=13,5
(saghikh/tagiyici gen+ HLA

uyumu)

Klinik Hamilelik 12 12/41=29,2
Canli Dogum 8 8/41=19,5
Gergeklesen Kemik iligi 6/8=75
Transplantasyonu

TARTISMA

Preimplantasyon genetik tani, in vitro fertilizasyon
yontemleri kullanilarak gelistirilmis olan embriyolarda
var olan genomik degisimleri belirlemek amaciyla
embriyolarin transfer dncesi donemde genetik testler
araciligiile analiz edilmesidir (9). Tek gen hastaliklarinda
HLA uyumu ile birlikte PGT yapilmasi, bu genetik
hastaliklarin sik gorildigu toplumlarda gercekei bir
¢6zUm yaklasimi olarak glindeme gelmistir. PGT’yi HLA
testi ile beraber uygulamak talasemi ve benzeri kalitsal
kemik iligi hastaliklarinin kemik iligi transplantasyonu
ile tedavisinde iyilesme saglayabilecegi gibi ayni
zamanda kemik iligi transplantasyonu ile tedavi edilen
edinsel kemik iligi hastaliklarinin (aplastik anemi,
malign kemik iligi hastaliklari v.b.)  sagaltiminda,
ozellikle doku tipi uyumlu verici bulunamadig
durumlarda etkin bir ¢dzim yontemidir. Yardimci
treme teknikleri kullanilarak gerceklestirilen PGT'de
implantasyon o6ncesi evrede c¢ok sayida embriyo
olusturulur ve biyopsi ile alinan embriyonik hiicrelerde
genetik testler yapilarak secilmis embriyolar ile gebelik
gerceklestirili. HLA tiplemesi tek basina yapilabildigi
gibi, baska bir hasta cocuk dogma olasiligini dislamak
icin PGT ile beraber de yapilabilir; bazi llkelerde etik
kaygilar nedeniyle HLA tiplemesi ancak PGT ile birlikte
uygulanabilmektedir (7, 8).

Goreceli eski tarihine karsin, ilk PGT-HLA klinik olgulari
ancak 2001 yihinda bildirilmeye baslanmistir. Her yil
gerceklesen siklus sayisi artmakla beraber, PGT-HLA
halen az sayidaki merkezde gerceklestiriimektedir. Bu
nedenle bu teknigin sonuglarina iliskin veriler hem

PINARLI ve ark
HLA Uyumlu Preimplantasyon Genetik Tani.

sayica azdir hem de boélinmis durumdadir. Metodoloji
Uzerine sistematik ve ayrintili yayinlarin yapilarak
yardimci Ureme teknikleri ile genetik analizde farkli
metodlarin karsilastirildigi ve kemik iligi nakli basarisini
bildiren yayinlarin artmasi, PGT-HLA tekniginin gercek
klinik yararini saptamada yardimci olacaktir (9).

PGT dlkemizde de belirli merkezler tarafindan
uygulanmakta ve sonuglari bildirilmektedir. Gllhane
Askeri Tip Akademisi’nden Goktolga ve ark.in 2007
yilinda yayinlanan 18 vakalik serisinde embriyolar
arasinda iyi morfolojiye sahip olan 101 embriyodan
Gglinct ginde blastomer biyopsisi alinmis, andploidi
acisindan 13, 16, 18, 21 ve 22. kromozomlara
“Fléresan in-situ Hibridizasyon (FiSH)” ydéntemi ile
bakilarak normal sonuca sahip 37 embriyo (%29,1)
transfer edilmistir. PGT uygulanan 18 hastanin ikisinde
kromozomal olarak normal embriyo bulunamamasi
nedeni ile embriyo transferi yapilamamistir. Diger
16 hastanin 8'inde kimyasal gebelik olustugu (%50),
bes hastada klinik gebelik saptandigi (%31,3), klinik
gebeliklerin ikisi abortus ile sonuglanirken (bir erken
abortus, bir geg¢ abortus) (%12,5), Uglinin terme
kadar ulastigi ve canli dogum gerceklestigi (%18,8)
bildirilmistir (10). Bu sonuglar bizim verilerimiz ile
karsilastirildiginda  klinik gebelik (sirasiyla %31,3;
%29,2) ve canli dogum oranlarinin (sirasiyla %18,8;
%19,5) ¢ok yakin oldugu gorilmektedir. Transfer
edilen embriyo oranlari karsilastirildiginda ise bizim
oranlarimizin daha diisik oldugu (sirasiyla %29,1 ve
%13,5), bunun da embriyoda hem tek gen mutasyonu
hem de HLA taramasi yapilmasindan kaynaklandigi
distunitlmektedir.

Aydin ve ark. da merkezlerinde farkli tek gen
hastaliklari nedeniyle PGT uygulanan hastalarinin
degerlendirmesini 2017 yilinda yayinlamislardir. Bu
calismaya 16 farkli tek gen hastahgi icin 29 siklusta PGT
uygulanan 22 hasta dahil edilmistir. Ebeveynlerden
birinde bilenen tek gen hastalig bulunan 12
hastada, 16 siklusta toplam 114 embriyo Uzerinde
yapilan PGT sonrasi 24 saglikli, 25 taslyici, 65 hasta
embriyo saptanmistir. Embriyo transferi yapilan 14
siklusta 10 gebelik elde edilmis ve 9’u canli dogumla
sonuglanmigtir. Hastalardan 10 gifte PGT beraberinde
HLA doku tiplemesi yapilmis, 13 siklusta elde edilen
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toplam 130 embriyonun; 22’si saghkh, 18'i taslyici,
90’1 ise tek gen hastaligina sahip olarak bulunmustur.
Embriyo transferi yapilan 10 siklusta 5 gebelik elde
edilmis, 4’G canli dogumla sonuglanmistir (11).

Kahraman ve ark. 2014 vyilinda yayinladiklari c¢ok
merkezli retrospektif calismalarinda 10 farkl
tanidaki 44 hasta cocugun tedavisinde HLA uyumlu
PGT teknigi kullanilarak dogan bebeklerden elde
edilen hematopoietik kok hicre kullanildigini
bildirmislerdir. Bu seride 242 ciftte toplam 461 siklus
gerceklestirilmistir: 192 ciftte (Grup 1) 371 siklusta
(80,5%) HLA uyumu ve mutasyon taramasi; 50
giftte (Grup 2) 90 siklusta (19,5%) yalnizca HLA testi
yapilmistir. Biyopsi yapilan toplam 3973 embriyodan
3556’sinda  (%89,5) tani basariyla konulmustur.
Yalnizca HLA testi yapilan 2. Grupta, analiz edilen
embriyolarin %17’si HLA uyumlu ve transfer edilebilir
bulunurken, mutasyon testi de gerceklestirilen 1.
Grupta embriyolarin %11,9’u hastaliksiz ve HLA uyumlu
olarak belirlenmistir. Siklislerin 275’inde (%59,6) en
azindan bir embriyo uygun bulunarak transfer edilmis
ve transfer basina gerceklesen gebelik orani %52.98
olmustur. Gergeklesen 80 dogumda 94 saglkli bebek
diinyaya geldigi, 90 bebegin kardesleri ile HLA uyumlu
oldugu bildirilmistir. iki ailenin iic bebegi HLA identik
olmayan embriyolardan ailelerin onayi ile diinyaya
gelmis, bir HLA identik olmayan bebegin ise hatali
tani sonucu dogdugu bildirilmistir (6). Bu veriler bizim
sonuglarimizla karsilastirildiginda tani koyma (sirasiyla
%89,5; %92) ve saghkli/ tasiyici gen + HLA uyumlu
embriyo bulma oraninin (sirasiyla %11,9; %13,5) ¢ok
yakin oldugu goruldi. Bizim verilerimizde farkli olarak
canli dogan bebeklerde tekrarlanan genetik testlerde
saghkh/tasiyict gen + HLA tiplemesinde tam uyum
oldugu saptandi.

Kakourou ve ark’nin. Agustos 2001-Eylul 2015 tarihleri
arasinda bagvuran olgulari inceledikleri uluslararasi
¢ok merkezli retospektif calismalarina 364 ciftten
704 siklis alinmistir. Bu seride giftlerin %81,3'G HLA
tiplemesi ile tek gen hastaliginin (%58,6 beta-talasemi)
mutasyon taramasini talep etmislerdir. Toplamda 5532
embriyo analiz edilmistir. SiklUslarin cogunda taze oosit
kullanilarak (%94,9) Ugilinct glinde embriyo biyopsisi
(%85,3) yapilmistir. 4343 embriyoya genetik analiz

56

Bozok Tip Derg 2019;9(2):52-7
Bozok Med J 2019;9(2):52-7

yapilabilmis (%78,5) ve 677’si genetik olarak uygun
bulunmustur (yalnizca HLA uyumu olanlar %15,4,
saglikl/ tastyici gen + HLA uyumlu olanlar %11,6) (9).
Bu veriler bizim sonuglarimizla karsilagtinildiginda
saglkh/tasiyict gen + HLA uyumunun (sirasiyla %11,6;
%13,5) benzer oldugu gorilmustir. Calismada
toplam 598 embriyonun transferi gerceklestirilmis
ve bunlarin iginde tek basina HLA uyumu ve saglikli/
taslyict gen+HLA uyumlu bulunarak transfer edilen
embriyolarin sayisi 397 olmustur. Bu transferlerden
164 HCG porzitif gebelik tespit edilmis (gebelik/embriyo
transferi orani %41,3 ) ve bunlarin 136’si canli dogumla
sonuglanmistir (canh dogum/embriyo transferi orani
%34,4) (9). Bu verileri kendi sonuglarimiz ile birlikte
degerlendirdigimizde ise gebelik oraninin (sirasiyla
%41,3; %29,2) ve canli dogum oranin (sirasiyla %34,4;
%19,5) bizim sonuglarimizdan daha ylksek oldugu
gorilmistir. Bunun nedeninin Kakourou ve ark.in
yayinladigl seride hem sadece HLA uyumlu embriyo
hem de saghkh/tasiyici gen+ HLA uyumlu embriyo
verilerinin birlikte verilmesi oldugu diistintlmustr.
PGT adayhgi bulunan giftlerde implantasyon ve gebelik
eldesi yoniinde basariyi etkileyen birgcok faktor soz
konusudur. Aradaki en 6nemli fark genetik hastalik ve
kromozom bozuklugu olan ve yliksek oranda anormal
embriyo tanimlanan olgularda, transfer edilebilecek
embriyo olmamasi veya ¢ok disik sayida normal
embriyo bulunabilmesidir. Ozellikle yumurtalik rezervi
kisith olan geng veya ileri yastaki kadinlar ile embriyoda
genetik hastalik icin mutasyon analizi ve HLA doku
tiplemesi yapilan ciftlerde transfer icin uygun embriyo
az sayida elde edilmektedir. Azalmis yumurtalik
rezervi, ileri kadin yasi, ge¢ veya erken yumurtahk
yetmezligi, gegcirilmis yumurtalik cerrahisi, siddetli
endometriozis, agir sigara kullanicisi olmak, obezite,
PGT ve HLA doku tiplemesinin birlikte yapildigi olgular,
PGT endikasyonuna ilaveten ciftin infertilite sorununun
bulunmasi PGT basarisi yoniinden riskli olan durumlar
arasinda sayllmaktadir. (12)

Biz bu calismada toplam 91 vakadan elde edilen 328
blastomerden (ortalama blastomer orani = 328/91=
3,6) genetik analizi yapilabilmis 302 blastomerin
sonuglarini iceren verileri sunduk. PZR sonrasi
blastomer sayisinin 302 oldugu, bunlardan sadece
41 tanesinin (saghkli /tasiyici +HLA uyumlu) transfere
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uygun olarak bulundugu goz 6niine alindiginda yaklasik
olarak %13,5 oraninda bir uygunluk vyakalandigi
saptandi. Teorik olarak iki otozomal resesif alleli bir
arada saptama olasiligi (6rn: saghk beta globilin geni
ve HLA uyumu) 1/4 x 1/4=1/16= % 0,06 iken tasiyici
ve saglam allelin birlikteliginin HLA uyumu ile birlikte
kabul gérebilmesi sayesinde beklenen tahmini oran 3/4
x 1/4=3/16= %18,7’dir. Bizim de transfere uygun olarak
saptadigimiz %13,5 blastomer oraninin beklenen
orana (genetik sans faktori de hesaba katildiginda)
yakin gerceklestigi gorildi. Bu blastomerlerin timu
nakledildi ve bunlardan 12’sinde klinik hamilelik gelisti
(~% 29-30). Klinik hamilelik gelisenlerden 8’i dogumla
sonuglandi ve dogan bebeklerden 6’sindan kemik iligi
nakli gergeklestirildi (%75). Kalan iki vakanin birinde
hasta ¢ocuk kaybedildi, biri ise makale yazildigi sirada
heniz nakile alinmamist.

SONUC

Calismamizda, tek gen hastaligi ve HLA uyumunun
belirlenmesinde 3. glin blastomerlerinden; 91 ailede,
328 blastomer lzerinde gergeklestirilen multipleks PZR
+ STR markir + Sanger Dizileme yontemlerini kullanarak
elde ettigimiz verileri sunarak tlkemizdeki bu konuda
yapilan yayinlara katki sunmayi hedefledik. Bu verilerin
en 6nemli Ozelliklerinden biri tek gen hastaliginda
mutasyon taramasi ve HLA tiplemesi yaptigimiz bu
vakalarda 3.guin biyopsisinin kisitl zaman ve hiicreye
olanak vermesi nedeniyle ayni anda anoploidi
taramasinin yapilmamis olmasidir. Gelisen embriyo
dondurma ve genetik analiz teknolojileri sayesinde
5. glin embriyosundan (blastokistlerden) biyopsi alip,
embriyoyu test tamamlana kadar dondurup, Yeni
Nesil Dizileme (Next Generataion Seqencing; NGS)
teknolojileri kullanarak ayni anda andploidi taramasi,
tek gen analizi ve HLA uyumu bakmak mimkin hale
gelmistir (13-15). Bu teknikle transfer edilebilecek
embriyo sayisi daha az bulunabilecek olmakla birlikte
implantasyon oraninin artmasi canli dogum oranini
da birlikte artiracaktir. NGS hassas, kapsayici ve
yarar-maliyet orani yiksek bir genetik analiz yontemi
olarak, invazif olmayan prenatal tani da dahil olmak
lizere yaygin olarak kullanilir hale gelmistir. (16). HLA
tiplemesi ile PGT/PGS (Preimplantasyon Genetik
Screening) uygulamalarina ayni anda olanak vermesi
sayesinde NGS teknolojilerine ilgi giderek artmaktadir
ve PGT uygulamalarinda daha ¢ok yer bulacaktir.

PINARLI ve ark
HLA Uyumlu Preimplantasyon Genetik Tani.
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