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GIRIS

B -Talasemi, dinyada en sik gorllen tek gen hastaliklarindan biri olarak kargimiza gikmaktadir.
Dinya nufusunun yaklasik %3 Unun talasemik bir geni tasidigi tahmin edilmektedir.

Talasemi tasiyicisi aileler igin, gebeligin erken doénemlerinde, 6rnegin gebeligin 10. haftasi civarinda
CVS (koryonik villis érneklemesi) veya 16. haftasi civarinda amniosentez yontemleri ile prenatal
tani mumkUn olmakla beraber, eger bebek etkilenmis ise, aile gebeligin sonlandiriimasi riski ile
bas basa kalmaktadir. Bunun yaninda, talasemi hastasi gocuga sahip olan aileler, ¢ocuklarinin
tedavisinde kullanimak Uzere HLA uyumlu kok hicre transplantasyonu igin uygun dondr
aramaktadirlar.

Yardimcr Greme teknikleri (YUT) ve genetik alanlarindaki ilerlemeler genetik gegis gdsteren
hastaliklarin tani ve tedavisi icin yeni olanaklar saglamaktadir. Preimplantasyon genetik tani (PGT)
sadece embriyodaki genetik hastaligin taninmasina imkan saglamakla kalmayip ayni zamanda,
hematopoetik kok hicre transplantasyonuna ihtiyac duyan hasta birey icin human leukocyte
antigen (HLA) uyumlu embiyolarin secimine imkan saglayan alternatif bir yontem olarak karsimiza
clkmaktadir .(1).

Gundmduzde bir cok tek gen hastaliginin PGT ile tanisi mimkun olmakla birlikte en ¢ok uygulama
alani hematopoetik sistem hastaliklar 6zellikle, talasemiler olmaktadir (2). Bu durum, bulundugu
cografi konum ve akraba evliliklerinin sikligi nedeniyle, Ulkemiz i¢in ayrica 6nem kazanmaktadir (3).
PGT, talasemi taslyicisi veya hasta gocuga sahip olan aileler icin oldukga umut veren bir tedavi
yaklasimi olmaktadir. Bununla beraber, mutasyon analizi ve/veya HLA tiplemesi icin yapilacak PGT
uygulamalarinda; HLA uyumlu ve mutasyon tasimayan embriyo bulma zorunlulugu, yuksek sayida
oosit ve biopsi i¢in uygun kalitede embriyo eldesi gibi basarly! etkileyen birgok parametre daha
onceki calismalarimizda degerlendirilmistir (4). Bunun yaninda, 6zellikle HLA tiplemesi yapilan
olgularda, olasi ileri kadin yasi, embriyolarda andploidi testlerinin eklenmesi gerekliligini
getirmektedir (5)

Bu calismada, istanbul Memorial Hastanesi IVF ve Genetik Tani merkezinde, talasemi ve/veya HLA
tiplemesi tanisi amaciyla YTU siklusuna alinan olgularin dederlendirilmesi yapilmistrr .

MATERYAL VE METOD

2004 -2008 yillan arasinda, talasemi icin PGT yapilan 26 ¢ift 35 siklus, talasemi ve HLA tiplemesi
icin PGT yapilan 75 ¢ift 155 toplamda 190 siklus degerlendirilmistir.

Ciftler, 2005 ESHRE PGD Consortium ‘da onerildigi sekilde, 6ncelikle, klinik genetik ve IVF uzmani
tarafindan degerlendiriimis, talaseminin &zellikleri, tek hicre Uzerinde tanimlanabilirligi, basari
sanslari, riskler ve alternatif ydntemler hakinda bilgilendiriimis ve yazili onay formlari alinmistir (6) .
HLA calismasininda vyapilacagl olgularda HLA kompleksindeki informatif markerlar tespit
edebilmek amaciyla, aile bireyleri (anne, baba ve hasta gocuk) icin STR haplotiplemesi yapilmistir.
Yapilan bu calisma sonucunda, HLA kompleksi Uzerinde homojen olarak dagitabilecegimiz
minimum 12 STR marker secilmistir. Talasemi tasiyiciigi olan vakalar igin ayrica anne, baba ve
hasta ¢ocuga ait mutasyonlar da 6n hazirlk calismasi sirasinda tespit edilmis ve bu sayede

61



OP. DR. GUVENG KARLIKAYA, PROF. DR. SEMRA KAHRAMAN

mutasyon spesifik minisequencing primerleri dizayn ediimis ve blastomer calismasi sirasinda
kullaniimistir. Mutasyon taramasi igin ayrica baglanti analizi yapiimistir. Bunun igin mutasyonun
bulundugu genle baglanti gbsteren STR markerlari HLA 6n hazirlik calismasinda oldugu gibi
calisilarak informatif olanlar tespit edilmis ve klinik calismada kullaniimistir. Baglanti analizi
sayesinde Alelik Drop Out (ADO) ve kontaminasyon gibi riskler ekarte edilebilmektedir. Yas
endikasyonu olan vakalarda (yas=37) 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarina ait STR markerlar da
anoploidi tespiti icin galismaya dahil edilmistir. (1)

Kullanilan standart stimulasyon protokollerinin  detaylari Kahraman ve ark. 2002 yilindaki
makalelerinde tarif edilmistir. (7). BUtin sikluslarda, diger spermatozoa ve kimdulls hicrelerinin
kontaminasyon riskini azaltmak igin ICSI uygulanmistir .(6). Embriyo biyopsisi, embriyo gelisiminin
3. gununde yapiimistir. Biyopsi yapilacak embriyo segimi ve politikasi, baska yerde ayrintilari ile
anlatiimistir (8) Kisaca, embriyo gelisiminin 72. saatinde incelenecek olan embriyolardan bir veya
iki blastomer alinmistir.

Embriyo biyopsisi sonrasinda, her bir blastomer, igerisinde 5 ml alkaline lysis buffer (200 mmol/l
KOH, 50 mmol/l DTT) igeren 0,2 ml'lik steril PCR tlUplerine aktarildi ve hiicreler 65°C’'de 10 dakika
inkUbe edilerek lysis islemine tabi tutuldu .Sonrasinda 5 ml nétralizasyon solisyonu (900 mmol/l
Tris-HCI, 300 mmol/I KCI, 200 mmol/I HCI) ilave edilerek alkaline lysis buffer'in notralizasyonu
gerceklestirildi. Secilen tim bdlgelerin amplifikasyonu igin nested multiplex PCR protokoll
kullanildi. Birinci PCR siklusunda informatif HLA STR markerlarinin, mutasyonu iceren gen
bolgesinin, Alel Drop Out'un (ADO) tespit edilebilmesi icin mutasyon bdlgesiyle baglanti gosteren
STR markerlarinin amplifikasyonu igin gerekli harici primerler kullanildi. Birinci PCR siklusu, 1.5
mmol/l MgClI2, 200 mmol/l her bir dNTP (Roche Diagnostics), 2.5 IU AmpliTag Polymerase
(Applied Biosystems), her bir bdlge icin 10 pmol external primerleri igceren 50 ml'lik son hacimde
gerceklestirildi. ikinci PCR sikluslari, icerisinde 5 ml 10X PCR Buffer Il (500 mmol/l KCI, 100 mmol/|
Tris=HCI, pH 8.3; Applied Biosystems), 1.5 mmol/l MgCI2, 200mmol/I her bir dNTP (Roche
Diagnostic), 2.5 IU AmpliTag Gold Polymerase (Applied Biosystems), 10 pmol dahili primer ve son
hacmi 50 ml'ye tamamlayacak kadar ultra saf su olan 0,2 ml PCR tlplerine ik PCR siklusu
artndnden 2 ml eklenerek gergeklestirldi (8). Floresan PCR UrUnleri, otomatik DNA dizi analizi
cihazi ABI Prism 3100 (Applied Biosystems)’de 20 dakikalik kapiller elektroforezi yapilarak analiz
edildi. Mutasyon analizi ise Minisequencing metodu kullanilarak gerceklestirildi (9)
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Hasta cocukla HLA uyumlu embriyoyu gosteren fragman analizi gorinttsu
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Hasta cocukla HLA uyumsuz embriyoyu gosteren fragman analizi goérintusu.
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Galigilan IVSI-1 G/A mutasyonu igin normal, -87 C/T mutasyonu
icin tastyici bir embriyoya ait Minisequencing analizi géruntisu

Secilen embriyolar, 4. veya 5. GUn transfer edilmigtir. Transfer edilecek embriyo sayisina, kadin
yasl, embriyo morfolojisi, etkilenmemis ve/veya taslyici embriyo sayisina ve endike ise HLA uyumlu
embriyo sayisina gore karar verilmistir. Fazla sayida etkilenmemis embriyo varsa dondurularak
saklanmasi cifte 6nerilmistir. Transfer sonrasi, etkilenmis ve/veya dusUk kalitedeki transfer
edilmemis embriyolar, sonuglarin konfirmasyonu igin tekrar analiz edilmigtir.

Gebelik sonucu olumlu gelen ciftlere, tanilarin konfirmasyonu igin, klasik prenatal tani yéntemlerine
basvurmasi énerilmistir .

BULGULAR

Sadece mutasyon analizi yapilan grupta anne yasl ortalamasl 33+4.7 idi. Toplam 310 embriyo
biopsi igin uygundu ve bunlarin 281'inden (%90.6) sonu¢ alindi. 71 (%25.2), 130 (%46.3), 80
(%28.5) embriyo, sirasiyla, etkilenmemis, tasiyici ve etkilenmis olarak bulundu. Butin olgularda
embriyo transferi basarili bir sekilde uygulandi. Bu olgulardaki ortalama transfer edilen embriyo
sayisl 2.3+0.8 idi. 16 olguda (46%) gebelik gerceklesti. Bu gebeliklerin 6’si tekil, 3’0 ikiz, 1 tanesi
ise UgUz olarak gergeklesti. 3 gebelik spontan dusUk ile seyrederken, halen 3 gebelik daha saglikli
olarak devam etmektedir.
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Mutasyon analizi ve HLA tiplemesinin beraber yapildigi olgularda anne yasi ortalamasi 32+4.9 idi.
1592 embriyoya biopsi uygulandi. 1300 (%81.6) embriyodan mutasyon analizi sonucu, 1436
(%90.2) embriyodan da HLA tiplemesi sonucu elde edilebildi. Bunlardan sadece 193 embriyonun
HLA acisindan uygun ve saglkl oldugu ve 60 embriyonun ise HLA uyumlu olmasina karsin hasta
oldugu belirlendi. Sonug olarak 34 tedavi siklusu (%22) transfer yapilamadan iptal edilmek zorunda
kalinildi. Bu gruptaki ortalama transfer edilen embriyo sayisi 1.5=0.8 idi. 111 transfer siklusunun
44’0nde (%40) gebelik elde edildi. 16 gebelik spontan dusuk ile sonuglandi, 3 tekil gebelik ve 2 ikiz
gebelik devam etmektedir. 20 tekil ve 3 ikiz dogum gergeklesmistir. Bilgilerimiz dahilinde simdiye
kadar 8 olguda kordon kanindan elde edilen kok hicre transplantasyonu basarn ile
gerceklestirilmistir.

TARTISMA

Gundmduzde, yardimer Ureme teknikleri ve preimplantasyon genetik tani alanindaki ilerlemeler,
sadece infertil vakalarda sonuglarin iyilestiriimesine yardimci olmakla kalmayip, genetik hastalik
tastyiciigr olup bunu kendilerinden sonraki nesillere aktarma riski olan ailelerde saglikli gocuk veya
bu tlrde hasta ¢ocuklara doku uyumlu kardes sahibi olmalarina imkan veren alternatif bir yontem
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (10) Merkezimize bu amagcla basvuran ciftlerin blytuk ¢ogunlugunu
talasemi nedeniyle basvuran olgular olusturmaktadir. Gergektede, dinyada ve Ulkemizde en sik
gorilen tek gen hastaligi olarak talasemiler, dnemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Ulkemizde
bu konuyla ilgili olarak daha 6nce yapilan ¢alismalarda beta talasemi tasiyiciliginin ortalama %2,2
oldugunu ancak bazi bolgelerde bu oranin %11 lere ¢iktigini ortaya koymaktadir (11) Genetik
bolimumuzde talasemi veya baska cok degisik tek gen hastaliklari nedeniyle basvuran ailelerin
genetik calismalari ve konsultasyonlar yapiimaktadir. Preklinik genetik calismalar daha 6énce
calisiimis genetik hastaliklar igin ortalama 1 ila 1,5 ay kadar stirmektedir.

Dlnya literatiri ve bizim bulgularmiz dikkatli incelendiginde, birgok sinirlayici faktérdn bu
olgulardaki basaryi etkiledigini gortrtz. Daha énce yayinlanan calismalarimizda, tek htcre DNA
galigmalarinin zorluklari (amplifikasyon guclugu veya basarisizligl, kontaminasyon, ADO vb.)
yaninda YUT siklusunun ézelliklerininde  (kadin yas! ,elde edilen oosit sayisi, biyopsiye uygun
embriyo sayisl, alinan blastomer sayisi, transfer ginu vb.) sonuclarn etkiledigi tartisiimisti (1,4).
Daha fazla sayida olgunun degerlendirildigi bu calismada, her iki grupta da kadin yaslari
ortalamasi farkliik gdéstermemekle birlikte, ileri kadin yasi ,6zellikle az sayida matir oosit elde
edilen HLA olgularinda, iptal oranlarinin daha yUksek oldugu dikkati cekmektedir. Ayni zamanda
ileri kadin yas! olgularinda embriyolarda artmis anéploidi oranlarinin varligi tanimlamayi bu yénde
de genigletmek gerekliligini getirmektedir(5). Sadece mutasyon analizi yapilan olgularin mutasyon
analiz sonugclarina bakildiginda, mutasyon tasimayan veya heterozigot tasiyici embriyo oranlarinin
%715 ile, bir resesif karakterli genetik hastalikta teorik oran olan %75’ yakin oldugu
gortlmektedir. Buna karsilik, mutasyon analizi sonuglarina HLA uyumu da eklendiginde transfer
edilebilir embriyo bulma olasiligi teorik olarak yaklasik %18 olmakla birlikte bizim ¢aligmamizda bu
oran %13,4’e dusmektedir . Bu oranlar daha énceki galismalarla da uygunluk gostermektedir(12).
Elde edilen sonuclar gostermistir ki 6zellikle HLA uyumununda incelenmesi gereken durumlarda
biyopsi icin uygun yaklasik on embriyodan sadece bir tanesi transfer icin uygun bulunabilmektedir.
Goruldugu Uzere her iki grup arasindaki en dnemli farklligi tedaviye baglatilan sikluslarin transfer
asamasina ulagabilme oranlan olugturmaktadir. Sadece mutasyon analizi yapilan sikluslarda,
olgularin hepsi transfer asamasina ulasirken, mutasyon analizi ve HLA tiplemesi yapilan olgularda,
baslatilan sikluslarin %22’si transfer yapilamadan iptal olmustur. Transfer yapilabilen sikluslarda ise
gebelik oranlarinin birbirine yakin oldugu goridlmektedir, dolayisiyla ézellikle HLA uyumlulugu
bulunan hasta grubunda transfer igin uygun embriyo bulundugunda kabul edilebilir gebelik
oranlarina ulasilabilmektedir (%45,7 ve %39,6). Bu durumun ailelerle islem &ncesinde konsulte
edilmesi, sonuglarin tartisiimasi gereklidir.
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LiteratUr bilgilerine gére bu galisma, talasemi ve HLA tiplemesi icin PGT yapilan en genis seridir.
Bu bilgiler 1siginda PGT nin, talasemi hastaligini aktarabilme riski olan aileler ve hasta gocuklari igin,
hem saglkli hemde doku uyumlu kardesler elde edebilmek agisindan gok 6nemli bir teknik
oldugunu sdéyleyebiliriz. Bunun yaninda, ileri anne yasi ve dusuik over rezervi gibi IVF tedavisinin
basarisina etki eden faktdrler, dahada dnemlisi hem HLA uyumlu hemde saglikli embriyo bulma
konusundaki kisithik ve buna bagll tedavi iptalleri riski ciftlerle tedavi 6ncesinde mutlaka
tartisiimalidir. Bu konu ile ilgili jinekologlar yaninda, klinik genetik uzmanlari, hematoloji uzmanlari,
pediatri uzmanlari talasemi taglyicisi aileleri bu teknik konusunda bilgilendirmelidir.
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