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Genetik hastalik tasiyicisi olan aileler veya daha 6nce genetik hastaligi olan bir gocuga
sahip ailelerde dogacak bebegin hasta olma riskini anlayabilmek igin amniosentez veya
koryon villus biyopsisi yapilmaktadir. Bu uygulamalar, olusmus bir gebeligin 3. veya 4.
ayinda yaplimakta ve sonuclar ileri gebelik haftalarinda elde edilmektedir. Etkilenmis bir
bebegin tanimlanmasi gebeligi sonlandirmayi gerektirmekte, bu durum ailede fiziksel ve
psikolojik travmalara yol agmaktadir. Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) hentz gebelik
olusmadan, implantasyon Oncesi embriyolarda genetik hastaliklarin tanimlanmasini
saglayan bir yontemdir. Hasta embriyolar gebelik dncesi elimine edildiklerinden ilerleyen
haftalarda gebelik terminasyonu engellenmis olmaktadir. PGT bu yonu ile prenatal taniya
alternatif olusturmaktadir. Ancak bu yontemin uygulanabilmesi icin in-vitro fertilizasyon
(IVF) tekniklerinin kullaniimasi gereklidir. Bdylece elde edilen embriyolar arasindan saglikli
olanlar secilerek transfer edilip gebelik olusmasi amaglanmaktadir.

“Talasemi major” Ulkemizde en sik gorulen genetik hastaliktir. PGT ile talasemi dahil tim
hemoglobinopatiler ve molekuler tanisi yapilmis birgok genetik hastalik tanimlana-
bilmektedir.

Kalitsal hastalik tastyicisi olan ciftlerin tip bebek yontemi ile elde edilen embriyolarindan
alinan blastomerlerin DNA’sI “tek hucreden PCR” yéntemi ile cogaltimakta ve taranan
hastaliga ait gen bolgesi dizi analizi ydntemi ile tanimlanabilmektedir. Sonucta, kalitsal
hastaligi tasiyan embriyolar elenirken saglikli embriyolarin transferi ile etkilenmemis
cocuklarin dunyaya gelmesi saglanabilmektedir.

Talasemi ve lésemi gibi hastalklarda, dizi analizi yontemi ile saglikli embriyolarin
saptanmasinin yani sira doku tiplemesi (HLA-typing) islemi de ayni anda uygulanabilmekte
ve embriyolarin doku tipi belirlenebilmektedir. Talasemi hastaligi saptanmis cocuklara
sahip ailelerde, anne, baba ve cocug@a ait doku tiplerinin belirlenmesinden sonra, hastalig
tasimayan embriyolar arasindan doku tipi hasta gocuk ile uygun olanlar secilebilmektedir.
Bu yontemle saglanan gebeliklerde, saglikl dogan ¢ocuklarin kordon kani ve/veya kemik
iliginin kullanilabilmesi sayesinde hasta ¢ocuklar tedavi edilebilmektedir. Aile bu sekilde
prenatal tani islemi sonrasinda uygulanabilecek gebelik sonlandiriimasina bagl tibbi ve
psikolojik travmalardan da korunmaktadir.

Ayrica; gebelik Oncesi tani, hasta kisilerin yasam boyu karsilastiklarn saglik problemleri,
hastaliklarin tedavisindeki guglukler ve yuksek tedavi maliyetleri nedeniyle ailelerin saglikli
cocuk sahibi olmalarini saglamasi ve hasta kisiler igin tedavi sansi sunmasi nedeniyle gok
6nemli bir tekniktir. GUnumuzde yapiimakta olan calismalar sonucunda hastaliklarin
genetik yapisinin belirlenmesiyle birlikte ¢ok daha fazla sayida hastaligin embriyolarda
tanimlanmasi mumkuin olmustur. Gunumuzde 150’den fazla genetik hastalikta PGT
yapilabilmigtir.
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PGT Uygulanmis Tek Gen Hastaliklar

Achondroplasia (FGFR3)

Hypophosphatasia (ALPL)

ADA (Adenosine Deaminase) deficiency

Incontinentia Pigmenti (KBKG-NEMO)

Adrenal hyperplasia

Kennedy Disease (AR)

Adrenoleukodystrophy (ABCD1)

Krabbe (GALC)

Agammaglobulinemia-Bruton (TyrsKnse)

LCHAD

Alpha Thalassemia (HBA1)

Lesch-Nyhan (HPRT1)

Alpha-Antitrypsin (AAT)

Leukemia, Acute Lymphocytic (for HLA)

Alport Syndrome (COL4A5)

Leukemia, Acute Myelogenous (for HLA)

Alzheimer (very early onset-PSEN1)

Leukemia, Chronic Myelogenous (for HLA)

Beta Thalassemia (HBB)

Leukocyte Adhesion Deficiency (ITGB2)

Bloom Syndrome (BIm)

Li-Fraumeni Syndrome (TP53)

Canavan Disease (ASPA)

Lymphoproliferative Disorder (X-linked)

Charcot-Marie-Tooth, type IA - 1B

Marfan Syndrome (FBN1)

Charcot-Marie-Tooth Neuropathy - 2E

Menkes (ATP7A)

Charcot Marie Tooth Neuropathy - XL

Metachromatic Leukodystrophy (ARSA)

Choroideremia (CHM)

Mucaolipidosis 2 (I-Cell)

Chronic Granulomatous Dz (CYBB)

Multiple Epiphyseal Dysplasia

Citrullinemia (ASS)

Myotonic dystrophy

Cleidocranial Dysplasia (RUNX2)

Myotubular myopathy

Congen. Adrenal Hyperplasia (CYP31A2)

Neurofibromatosis (NF1 & NF2)

Congen. Erythropoietic Porphyria (UROS)

Niemann-Pick type C (NPC1)

Crigler Najjar (UGT1A1)

Ornithine Transcarbamylase Deficiency (OTC)

Cystic Fibrosis (CFTR)

Osteogenis Imperfecta (COL1A1)

Darier Disease (ATP2A2)

Pachyonychia Congenita (KRT16 & KRT6A)

Diamond Blackfan (DBA-RSP19)

Periventricular Heteropia (PH)

Duchenne muscular dystrophy (DMD)

Phenylketonuria (PKU)

Dystrophy Myotonica (DMPK)

Polycystic Kidney Disease (AR-PKD1) Polycystic

Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy

Kidney Disease (PKD1) Retinoblastoma 1 (RB1)

Epidermolysis bullosa

Retinitis pigmentosa

Epidermolytic Hyperkeratosis (KRT10) Factr

Rhesus blood group D (RHD)

F13 Deficiency (F13A1)

Rhizomelic Chondrodysplasia Puncta RCDP1

Familial Adenomatous Polyposis (APC)

Sacral Agenesis (HLXB9)

Familial Dysautonomia (IKBKAP)

Sanfilippo A (MPSIIIA)

Fanconi Anemia A (FANCA)

Sandhoff disease

Fanconi Anemia C (FANCCQC)

SCID-X1 (SevereCmbndimmuneDefic - IL2RG)

Fanconi Anemia F (FANC F)

Shwachman-Diamond Syndrome (SBDS)

Fanconia Anemia G (FANCG)

Sickle Cell (HBB)

Fragile X (FMR1)

Smith-Lemli-Opitz (SLOS)

Friedreich Ataxia | (FRDA)

Spinal muscular atrophy (SMN1)

Gaucher Disease (GBA)

Spinocerebellar Ataxia-3 (SCA3)

Glycogen Storage disease, type 1A

Spinocerebellar ataxia? (SCA2)

Glutaric Acidemia - 2A

Tay-Sachs (HEXA)

Hemophilia A (F8)

Treacher Collins (TOCF1)

Hemophilia B (F9)

Tuberous Sclerosis 1 (TSC1)

Hunter syndrome (IDS)

Von-Hippel Lindau

Huntington Disease (HD)

Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS)

Hurler Syndrome (MPSI-IDUA)

X-linked hydrocephalus

Hyper IgM (CD40-ligand; TNFSF5)
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Tek Gen Hastaliklar1 ve/veya HLA tiplemesi igin
Preimplantasyon Genetik Tani Algoritmasi

Endikasyonlar:

Otozomal Resesif (OR) hastaliklar igin tasiyici aileler

Otozomal Dominant (OD) hastali@in varhig

ileri yaslarda ortaya cikan hastaliklar icin mutasyon tasiyiciligs
Ailesinde kansere yatkinligi olanlar

Ailede OR veya X’e bagl gecis gosteren hasta cocugun varligi
Lésemi ve benzeri hasta gocugu olan aileler igin HLA tiplemesi

Genetik Danisma ve

Mutasyon analizi ve/veya HLA tiplemesi i¢cin 6rnek alimi
(EDTA’li ttpe 5 ml. periferik kan veya bukkal epitel hlicreleri)

Molekiiler Genetik Laboratuvari
* Mutasyon ve/veya HLA tiplemesi icin hazirlik (sire: 10 ila 30 glin)
* Bilinmeyen mutasyonlar igin (sure: 3 ila 6 ay)

Ciftlerin Yardimci Ureme
Teknikleri icin
degerlendirilmesi

Kontrollii over hiperstimiilasyonu

Oosit toplama

Bilgilendirilmig
Onay Formu

Tek hiicre PCR

Molekuler analiz ve/veya HLA tiplemesi

(sure: 24 saat)

—

Blastomer biyopsisi
(7 veya Uzeri blastomer iceren
3.gln embriyolarindan)

Embriyo Transferi
(normal ve/veya HLA uyumlu embriyo
bulunur ise)

Embriyo Freezing

J

(Transfer sonrasi kalan etkilenmemis
embriyolarin dondurularak saklanmasi)
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Kalitsal bir hastaliga neden olan genetik bozuklugun embriyolarda tanimlanmasi igin
hastaliga neden olan genin yapisinin belirlenmis olmasi gerekmektedir. Yapilan
arastirmalar sonucu B-talasemi, Hemofili, Kistik Fibrosis, Orak Hucre Anemisi gibi
hastaliklara sebep olan ve ayrica p53 ve retinoblastoma gibi kanserle iligkisi olan bir gok
genin yapisi belirlenmis ve bunlarin genetik tanisina yonelik yontemler gelistirilmistir.
Hastaliga neden olan gene ait DNA yapisi incelenmeden énce o gen bdlgesinin
cogaltiimasi gerekmektedir. PCR adi verilen 6zel bir ydbntem sayesinde incelenen gene ait
bolgenin gok kisa bir sure icerisinde milyonlarca kopyas! elde edilebilmekte ve yapisi
incelenebilmektedir. Cogaltimis olan bu gen bdlgeleri 6zel sistemler kullanilarak dizi
analizi (DNA sequencing) islemine alinmakta ve tUm baz dizileri belirlenebilmektedir.

Dizi analizi ydntemiyle hastaliga neden olan ve mutasyon adi verilen kalici degisiklikler cok
daha hassas ve etkili bir sekilde saptanabilmektedir. Bu sistemde DNA &rnekleri dncelikli
olarak Ozel bazi boyalarla isaretlenir. Sonrasinda isaretlenmis DNA Ornekleri bir lazer
okuyucu tarafindan belirlenir ve elde edilen veriler bilgisayara aktarilir. BOylece genetik
yapidaki bozukluk belirlenmis olur. GUnimuzde B-talasemi, orak hucre anemisi, kistik
fibrozis, hemofili gibi hastaliklara neden olan mutasyonlar belirlenmistir. Bu hastaliklarda
dizi analizi yonteminin kullaniimasi ile diger DNA analizlerinin aksine mutasyonlarin bUyudk
bir kismi tespit edilebilmektedir.

PGT ile tek gen hastaliklarinin tanisi ve HLA tiplemesi ilk kez Turkiye'de istanbul Memorial
Hastanesi (IMH) Genetik Tani Merkezinde yapilmis, yaklasik (¢ yilda 237 PGT siklusunda
29 farkl hastalik icin ¢alisilimigtir. 2006 yili sonuclarmiz itibar ile merkezimiz bu konuda
calisan dunyadaki dort merkezden biri konumundadir.

Hastaliklara gore dagilim asagdida tabloda verilmistir: isaretlenmis olanlarda HLA tiplemesi

de calisilimistir.
Hastalik Adi Siklus Hastalik Adi Siklus
1 B Thalassemia 156 16 |Fragile-X 2
2 Cystic Fibrosis 7 17 |Huntington 1
3 Sickle Cell Anemia 7 18 [H-IGM 1
4 SMA Type1 8 19 [MTHFR 1
5 San Filippo Type llIA 5 20 [Neimann Pick (SMPD1) 1
6 San Filippo Type llIB 1 21 | Li-Fraumeni (p53) 1
7 NF1 3 22 | Charcot-Marie Tooth 1
8 FMF 3 23 |Retino Blastoma 1
9 l(\l/\l/lusgg)olysaccandoms 2 24 | Wiscott Aldrich Syndrome |1
10 |G6PD 1 25 |Histiocytosis 3
11 | Spastic Paraplasia 1 26 | Diamond Blackfan Anemia | 8
12 |LMD 1 27 | X Linked ALD 3
13 | Tuberosclerosis 1 28 [ALL 7
14 | Tay Sacs 1 29 [AML 8
15 |FVII 1 TOPLAM 237
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Beta-Talasemide Genetik Yapi
Hemoglobini olusturan fraksiyonlar Anormal Hemoglobinler bahsinde verilmistir. Bu genler
11. ve 16 kromozomda yer almaktadirlar. 11. kromozomda Beta globin kumesi yer
almaktadir ve bu bolgeyi LCR bolgesi "Locus Controlling Region" kontrol etmektedir.
Bu genlerin dizi analizi gergeklestirimis olup, bu gune kadar 150'nin Uzerinde Beta
Thalassemia mutasyonu tanimlanmistir. Bunlarn analizi degisik molekudler teknikler
kullanilarak yapiimaktadir. Turkiye’de en sik gortlen beta talasemi mutasyonlari:

* IVSI-110 G/A (41.07 %)

e IVSII-1G/A

* IVSII-745C/G

« COD 8-AA

» COD8/9 +G

* IVSI-6T/C

e IVSI-1 G/Adr.
Bu mutasyonlar ile klinik gidis arasinda ¢ok yakin bir iliski mevcuttur Bunlarin disinda
sadece Tirkiye'de belirlenen mutasyonlar bulunmaktadir. Or: COD 74/75 -C; 22-24
delesyon; 13 bp del; COD 9/10 +C.

Beta-Talasemide Klinik- Mutasyon iligkisi

Klinik B-Talasemi Aleli
1. Sessiz B-Talasemi -101 C/T
2. Hafif B-Talasemi -87 C/G
-30 T/A Promotor
-28 A/C mutasyon
IVSI -6 T/C
AATAAA-AATGAA (Poly A mutasyonu)
3. Orta Agirlikta COD8 -AA
IVS I -1 G/A (YUksek HbF)
4. Ciddi B-Talasemi VS 1-110 G/A
IMH Genetik Tani Merkezinde calisilmis Talasemi mutasyonlari asagida verilmistir;
1 IVSI-110 G/A 11 COD8/9 +G
2 IVSI -6T/C 12 IVSI -5 T/C
3 VSl -1 G/A 13 IVSI -5 G/C
4 COD39 C/T 14 Poly A
5 COD6 A/T 15 COD82 -G
6 COD8 -AA 16 COD44 —C
7 IVSII -1 G/A 17 IVSI -130 G/C
8 IVSII -745 C/G 18 COD17 A/T
9 COD5 -CT 19 COD30 G/C
10 -30 T/A 20 - 86 C/A
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Dizi Analizi ile embriyoya ait hiicrede IVS 1-110 mutasyonunun saptanmasi
HLA nedir?
Ik kez I6kositlerde gosterilimis olmalarindan dolayr “Human Leukocyte Antigens-insan
Lokosit Antijenleri (HLA)” olarak adlandirlan antijen grubudur. HLA antijenlerinin olusmasi,
organizmada “Major Histokompatibilite kompleksi-(MHC)” adi verilen bir gen bdélgesinin
kontrolii altindadir. Ug ana gruba aynlan bu bdlgede;

*  MHC Sinif-I (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G),

*  MHC Sinif-Il (HLA-DR, -DP, -DQ, -DO, -DN) ve

*  MHC Sinif-lll (C2, C4A, C4B, PF, TNF- a, b) antijenleri yer almaktadir.
Insanda 6 nolu kromozom (6p21.3) (izerinde bulunan MHC gen bdlgesindeki HLA allelleri
ve Urunleri HLA antijeni olarak ifade edilirler. HLA antijenleri kigiye goére farklilik gosterirler.
HLA antijenlerinin en 6nemli kullanim yeri doku ve organ transplantasyonlarinda, doku
uygunlugunun arastirimasidir. Ayrica, baballk tayininde, kan grubu antijenleri ile birlikte
kullanilabilir. Son zamanlarda Uzerinde en ¢ok caligilan diger konu HLA antijenlerinin
hastaliklarla olan baglantisidir. Belirli HLA tipleri bazi hastaliklarda yUksek siklikta
gorilmektedir. insanlarda enfeksiyonlara yatkinliktan genetik faktorler sorumlu oldugu
kadar, patojen antijenlere karsi hicresel ve sistemik bagisiklikta da yine genetik gegis s6z
konusudur.

6 nolu kromozomun kisa kolundaki HLA bolgesi ve alt gruplari
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HLA Uyumlu olan embriyolarin secimi ve transferi

PGT yontemi ile belirli HLA tipine sahip embriyolar saptanarak transfer edilebilmektedir. Bu
teknik ilk olarak Verlinsky ve ekibi tarafindan (2001) kizlari Fankoni anemisi olan bir cgiftte
PGT yontemi kullanilarak uygulanmistir (otozomal resesif gegis 6zelligi gdsteren bu tur
hastaliklarda kemik iligi etkilendiginden hematopoiesis icin transplantasyona gerek vardir).
Kord kani transplantasyonu, sayet verilen kord kani HLA agisindan aliciya uygunsa etkin
bir secenektir.

GUnumUzde bu tdr hamileliklerde uygulanan PGT sonucuna gore her IVF denemesinde
sinirl sayida embriyonun transfer edilece@i dustnulecek olursa, embriyolarin sadece tek
gen hastaligi agisindan degil HLA uygunlugu acisindan da secilmesi gerekmektedir.
Boylelikle yizde 18’ i HLA agisindan uygun olacak embriyolarin secimi yapilir.

ART ve PGT kombinasyonu uygulanacak ciftlerde 6nceden yapilacak degerlendirmeler
tedaviden elde edilecek sonuclarin belirlenmesi ve ciftlerin dogru bilgilendiriimesi
acisindan énemlidir. Ozellikle embriyoda PGT ve HLA doku tiplemesi yapilacak olgularda
bu kosullara uygun embriyo elde etme orani %18 civarinda oldugundan bu ciftlerin
yumurtalik rezervi yonunde ¢ok iyi degerlendiriimesi gerekmektedir.

Taslyiciigin yuksek oldugu Ulkelerde, Preimplantasyon Genetik Tani talasemili ¢cocuk
dogumlarini 6nlemede prenatal tani yontemlerine gbére avantajli bir secenek haline
gelmistir. PGT islemiyle beraber HLA doku tiplemesi de yapildiginda, genetik hastalik
acisindan saglikli ve etkilenmis kardesiyle HLA uyumlu bir doguma olanak tanimaktadir.
Dogum sirasinda gébek kordonundan elde edilen verici kok hucreleri veya kemik iliginden
elde edilecek hematopoetik kok hucreler hastalikli kardese nakledilerek kalici tedavi
saglanabilmektedir.

PGT islemi icin 7 veya daha fazla blastomer iceren, tup bebek yontemi ile elde edilmis
embriyolardan blastomer biyopsisi yapiimasi gerekir. Daha az sayida blastomer varliginda
biyopsi ile alinacak bir veya iki blastomer embriyonun ileri gelisimini yavaslatabilmektedir.
Embriyo biyopsisi icin uygun embriyo gelisiminin saglanmasinda secilecek ovulasyon
induksiyon protokolt kadar IVF embriyoloji laboratuvarindaki in-vitro kosullarin uygun
olmasi da 6nemli rol oynamaktadir.

—
- y
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Embriyo Biyopsisi Asamalari
PGT yonteminde hasta ¢gocuk ile doku (HLA) uyumlu embryolarin tespit edilmesi;
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Hastalik Adi Siklus (n) |Vaka (n) [Gebelik (n)
1 | B Thalassemia 127 68 31
2 | Wiscott Aldrich Syndrome 1 1 1
3 | Histiocytosis 3 1 1
4 | Diamond Blackfan Anemia |8 2 2
5 | X-Linked ALD 3 3 1
6 |ALL 7 7 1
7 |AML 8 4 2
TOPLAM 157 86 39 (%36.1)

IMH Genetik Tani Merkezinde HLA tiplemesi calisiimis hastaliklar

IMH Genetik Tani Merkezinde HLA tiplemesi ¢alisiimis hastaliklar

PGT adaylgi bulunan ciftlerde implantasyon ve gebelik eldesi yénunde basarlyi etkileyen
birgok faktdr s6z konusudur. Bu faktorler PGT yapilmaksizin ART uygulanacak ciftlerdeki
basarly! etkileyen faktorlerle benzerlik gostermektedir. Aradaki en Onemli fark genetik
hastallk ve kromozom bozuklugu olan ve yuksek oranda anormal embriyo tanimlanan
olgularda, transfer edilebilecek embriyo olmamasi veya cok dustk sayida normal embriyo
bulunabilmesidir. Ozellikle yumurtalik rezervi kisitl olan geng veya ileri yastaki kadinlar ve
embriyoda genetik hastalik igin mutasyon analizi ve HLA doku tiplemesi yapilan ciftlerde
az sayida transfer icin uygun embriyo elde edilmektedir.

PGT basarisi ydninden riskli olan durumlar:
* Azalmis yumurtalik rezervi
* ileri kadin yas|
* Geg veya erken yumurtalik yetmezligi (POF)
*  Gegirilmis yumurtalik cerrahisi
* Siddetli endometriozis
* Daha dnce ART’ ye kotu yanit
* Agrr sigara kullanicisi olmak
*  QObezite
* PGT ve HLA doku tiplemesinin birlikte yapildigi olgular
* PGT endikasyonuna ilaveten ciftin infertilite sorununun bulunmasi

ART ve PGT kombinasyonu &zellikle talasemi tanisi ve HLA doku grubu uygunlugu
saptanmasi amaci ile uygulandiginda ciddi teknolojik alt yapr ve bilgi birikimi
gerektirdiginden zaman alici, yorucu ve yuksek maliyetli islemler oldugundan secilecek
ciftlerin ART icin uygunlugu énem kazanmaktadir.
PGT ve ART uygulamasi yaplilacak ciftlerde yumurtalik rezervi yontinden énemli kriterler:

* Yas

* Yumurtallk rezervinin degerlendiriimesi

* USG ile bazal antral folikul saymi

* Bazal hormon degerleri
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 Onceki ART uygulamasina yanit

* Detayl pelvik ultrasonografi

* Detayli semen analizi

* VUcut kitle indeksinin belirlenmesi
* Mutasyon taramasi

Bu amacla menstruel siklusun erken doneminde (2. veya 3. gun) yapilacak olan
ultrasonografik yumurtalik rezerv de@erlendirmesi ve bazal hormon incelemesi (FSH ve
E2) ART’ ye alinacak yaniti nceden tahmin etmek yoninde degerli bilgiler saglamaktadir.
Her iki yumurtalikta toplamda 10’un altinda folliktlu bulunan ve/veya E2 ve FSH hormon
degerlerinin normalden yUksek bulundugu olgularda muhtemel kétd yumurtalik yaniti
hakkinda dnceden bilgilendirme yapilmasi gereklidir.

Yas ve yumurtalik rezervinin degerlendiriimesi gifte verilecek olan uygun Konrolli Ovaryan
Hiperstimulasyon (KOH) protokoluntn secilmesi icin 6énemlidir. Kotl yanit verebilecek
olgularda hentz ideal bir ilag protokolu gdsteriimemis olmasina ragmen yumurtalik
baskilanmasinin daha ilimli oldugu protokoller tercih edilmelidir.

Elde edilen sonuglar ve islemin guvenilirligi, genetik hastalik tagtyicisi giftlerin saglkli cocuk
sahibi olmalarinin yolunu acmaktadir, saglikli ve/veya HLA uyumlu embriyolar bulundugu
taktirde kabul edilebilir gebelik sonuglarina ulagsmak mumkundur,

Sonug olarak; Preimplantasyon Genetik Tani ve HLA tiplemesi islemi, hematopoetik kdk
hdcre transplantasyonuna ihtiyac duyan hemoglobinopatili cocuklarin tedavisi igin umut
verici ve etkili bir tedavi yontemidir.
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