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Array CGH Tabanlı PGS: 
Güncel Durum ve Gelecek Beklentileri 



Array	
  CGH	
  tabanlı	
  PGS;	
  	
  
Güncel	
  durum	
  ve	
  gelecek	
  beklen0leri	
  

•  Neden	
  PGS	
  

•  Array	
  pla5ormları	
  

•  NGS	
  teknolojisi	
  ve	
  açılımları	
  

•  CCS:	
  Comprehensive	
  Chromosome	
  Screening	
  



	
  
Kompetan	
  Embriyo	
  	
  

	
  
Gebelik	
  oluşturma	
  potansiyeli	
  olan,	
  çiEleri	
  sağlıklı	
  çocuk	
  
sahibi	
  yapabilen	
  kusursuzluktaki	
  embriyodur.	
  

	
  

•  Morfolojik	
  kriterlere	
  dayalı	
  embriyo	
  seçimi	
  

•  FerLlizasyon	
  için	
  kullanılacak	
  spermin	
  seçimi	
  (IMSI)	
  	
  

•  Time	
  lapse	
  moniterizasyon	
  ve	
  Anöploidi	
  

•  Proteomics,	
  (sekrotom	
  proteinler	
  _	
  anöploidi	
  _	
  Lipocalin	
  -­‐1)	
  



Başarılı	
  bir	
  IVF	
  uygulaması	
  için….	
  

•  Blastokist	
  aşamasına	
  gelen,	
  morfolojik	
  olarak	
  kaliteli	
  bir	
  embriyo	
  
öploid	
  demek	
  değildir	
  (Fragoulietal.,2008;AlfarawaLetal.,2011)…	
  

•  Morfoloji	
  ile	
  embriyo	
  seçimi	
  arasındaki	
  bu	
  zayıf	
  korelasyon	
  

embriyonun	
  transfer	
  öncesi	
  sayısal	
  kromozomal	
  oluşumunu	
  
gösteren	
  PGS	
  yöntemini	
  doğurmuştur….	
  

–  İleri	
  anne	
  yaşı	
  

–  Tekrarlayan	
  IVF	
  başarısızlığı	
  

–  Tekrarlayan	
  düşükler	
  (Wilton	
  2002)	
  

–  Ağır	
  erkek	
  faktörlü	
  inferLlite	
  	
  

–  eSET	
  sikluslarda	
  tek	
  embriyo	
  seçimi	
  için	
  	
  



PGS	
  eve	
  bebek	
  götürme	
  oranını	
  ar^ran	
  
etkin	
  bir	
  yöntem	
  mi?	
  

•  Harper	
  et	
  al.,	
  2010;	
  	
  

•  Mastenbroek	
  et	
  al.,	
  2011;	
  	
  

•  Mastenbroek	
  and	
  Repping,2014	
  

•  Rubio	
  et	
  al.,2011	
  

–  Limitasyonlar	
  

•  FISH	
  analizi	
  

•  Biyopsi	
  günü	
  (trofektoderm	
  biyopsiye	
  yönelim)	
  

•  Klivaj	
  embriyosunda	
  self	
  correcLon	
  ihLmali	
  	
  	
  

(Bazrgar	
  et	
  al.,2013)	
  

	
  



PGS	
  embriyo	
  gelişiminin	
  üç	
  farklı	
  aşamasında	
  uygulanabilir…	
  

1.	
  Polar	
  Body	
  

•  Daha	
  çok	
  tanısal	
  

•  paternal/mayoz2/post	
  zigoLk	
  bilgi	
  yok	
  

•  İleri	
  test	
  gerekebilir	
  (3/5.	
  gün)	
  

2.	
  Polar	
  body	
  

• Mayoz	
  2	
  hatalarını	
  gösterir	
  

•  paternal/post	
  zigoLk	
  bilgi	
  yok	
  

•  Tanı	
  için	
  pahalı	
  bir	
  yöntem	
  

Blastomer	
  

Biyopsi	
  hasarı	
  yüksek	
  

Yaygın	
  kromozomal	
  mozaisizm	
  (%55-­‐73)	
  

	
  

• 3-­‐6	
  hücre	
  (güvenirliliği	
  yüksek)	
  

• Düşük	
  mozaisizm	
  

• Hasta	
  başı	
  düşük	
  maliyet	
  

• Vitrifikasyon	
  gerekLrir	
  

Trofektoderm	
  



Preembriyonik	
  mozaisizm	
  

Robberecht	
  C.	
  et	
  al.,	
  2010	
  



Mekanik	
  blastomer	
  biyopsisi	
  



Mekanik	
  trofektoderm	
  biyopsisi	
  



Hangi	
  aşama?	
  

	
  	
  	
  	
  	
  Tuzaklar:	
  
–  Amplifikasyon	
  kaybı	
  (AK)	
  

–  Kontaminasyon	
  	
  

•  Reaksiyona	
  farklı	
  bir	
  DNA	
  karışması	
  

–  PreferanLal	
  amplificaLon	
  

•  Bir	
  alelin	
  diğerine	
  göre	
  daha	
  fazla	
  amplifiye	
  olması	
  

–  Allel	
  dropout	
  	
  (ADO)	
  
•  Heterozigot	
  örneklerdeki	
  bir	
  alelin	
  rasgele	
  amplifiye	
  
olmaması	
  

– Mozaisizm	
  	
  



Blastokistlerde	
  mozaisizm	
  

Johnson	
  et	
  al.,	
  2010	
  



Blastokistlerde	
  Anöploidi	
  

embriyo	
  oluşumuna	
  ka/lmayan	
  hücreler	
  biyopsi	
  edilir	
  

Tanya	
  Milachich,	
  2014	
  



Blastomer	
  ve	
  trofektoderm	
  hücrelerinde	
  
değerlendirme	
  güvenirliliği	
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   Array	
  CGH	
   NGS	
  



Blastosöl	
  sıvısı	
  aspirasyonu	
  
Biyopsi	
  yapılmadan	
  embriyonik	
  DNA	
  eldesi	
  

•  Blastosöl	
  sıvı	
  örneklerinin	
  
%90’ında	
  fetal	
  genomik	
  

DNA	
  saptanmışsr.	
  	
  

•  Embriyonik	
  hiçbir	
  hücre	
  
alınmadan	
  bu	
  sıvı	
  ICSI	
  

pipetle	
  aspire	
  
edilebilmektedir.	
  	
  

Palini	
  et	
  al.,	
  	
  2012	
  



PGS	
  TEKNOLOJİLERİ	
  

FISH	
  ANALİZİ	
   NGS	
  ARRAY-­‐CGH	
  

Ø 8-­‐12	
  Kromozom	
  tarar	
  
Ø Öploid	
  embriyo	
  seçiminde	
  

sınırlıdır	
  

Ø 24	
  kromozom	
  tarar	
  
Ø IVF	
  başarısını	
  ar^rır	
  

Ø Son	
  teknoloji	
  
Ø Güvenirliliği	
  yüksek	
  

Ø HassasiyeL	
  yüksek	
  



Array	
  CGH	
  PlaYormları	
  

•  24	
  sure	
  Array	
  CGH	
  
(Illumina)	
  

•  Agilent	
  

•  RHS	
  	
  

	
  

•  Cytosure	
  Oxford	
  
gene	
  techhologies	
  

•  BAC	
  	
  (Bacterial	
  ArLficial	
  
Chromosome)	
  	
  

•  SNP	
  

•  Chromosome	
  Library	
  
Arrays	
  

•  Oligonükleo^d	
  	
  
Arrays	
  



24	
  Sure	
  Array	
  CGH	
  (Illumina)	
  



planner	
  



24	
  Sure	
  Array	
  CGH	
  (Illumina)	
  -­‐	
  Uygulama	
  süresi	
  12	
  saat	
  



24	
  sure	
  görüntüler	
  ve	
  yorumları	
  

Trizomi	
  21	
   Trizomi	
  9,	
  Monozomi	
  12,17	
  



24	
  sure	
  görüntüler	
  ve	
  yorumları	
  



Kromozom	
  Kütüphanesi	
  –RHS	
  Arrayleri	
  	
  





14	
  Saat	
  uygulama	
  



RHS	
  –	
  Tek	
  seferde	
  kaç	
  embriyo	
  analiz	
  edilebilir?	
  

•  Her	
  bir	
  slayva	
  4	
  farklı	
  array	
  alanı	
  bulunmaktadır.	
  

•  Test	
  edeceğimiz	
  örnek	
  ve	
  bilinen	
  bir	
  erkek	
  referans	
  
kombine	
  edilerek	
  her	
  bir	
  mikroarraye	
  hibridize	
  edilir.	
  	
  

•  Referansa	
  göre	
  oluşan	
  kromozom	
  sayısındaki	
  farklılıklar	
  
test	
  ve	
  refransın	
  floresan	
  sinyallerinde	
  farklılık	
  oluşturacak	
  

ve	
  ilgili	
  kromozomda	
  arsş	
  ya	
  da	
  azalışı	
  gösterecekLr	
  	
  





RHS	
  Klinik	
  çalışması	
  	
  

	
  

PlaYorm	
  

	
  

WGA	
  

	
  

EMBRİYO	
  

SAYISI	
  

	
  

RHS	
  

EmbriyoCellect	
  DOP	
  

PCR	
  

	
  

65	
  

	
  

24	
  Sure	
  

	
  

Rubıcon	
  WGA	
  

	
  

35	
  

	
  

NGS	
  Veriseq	
  

	
  

Rubıcon	
  WGA	
  

	
  

30	
  



Cytosure	
  Embryo	
  Screen	
  Array	
  (8x60K)	
  

Ø Cytosure	
  embryo	
  screen	
  array’ler	
  8’li	
  ve	
  14’lü	
  mikroarray	
  opsiyonları	
  ile	
  her	
  	
  
hibridizasyonda	
  sadece	
  2	
  referansa	
  ihLyaç	
  olduğundan	
  112	
  örnek	
  birkaç	
  gün	
  
içerisinde	
  	
  
bir	
  yada	
  iki	
  personelle	
  çalışılabilmekte.	
  	
  
Ø Daha	
  az	
  labelling	
  ve	
  hibridizasyon	
  solusyonları	
  ile	
  işlem	
  tamamlanabiliyor	
  ve	
  	
  
Ø daha	
  az	
  slays	
  scan	
  edip	
  analiz	
  etme	
  kolaylığı	
  sağlıyor.	
  



Ø İncelenen	
  101	
  örnekten	
  7’si	
  farklı	
  sonuç	
  vermişLr.	
  
Ø Farklılıklar	
  embriyonun	
  öploid/anöploid	
  olma	
  durumunda	
  bir	
  değişiklik	
  olarak	
  kaydedilmemişLr.	
  
Ø Daha	
  çok	
  aynı	
  kromozomun	
  delesyon	
  yerine	
  duplikasyon	
  olarak	
  saptanması	
  söz	
  konusu	
  olmuştur.	
  

Ø Bu	
  durum	
  duplikasyondaki	
  şiddeLn	
  delesyondakinden	
  düşük	
  olmasından	
  kaynaklanmışsr.	
  	
  
Ø Hangi	
  pla5ormun	
  doğru	
  sonucu	
  verdiği	
  ile	
  ilgili	
  ileri	
  çalışma	
  yapmak	
  gerekmekte.	
  	
  

Ø Bu	
  çalışmada	
  düşük	
  kalite	
  örnek	
  denk	
  gelmemiş	
  olup	
  değerlendirilemeyen	
  embriyo	
  olmamışsr.	
  	
  
Ø Bu	
  çalışma	
  ile	
  PGD’nin	
  yasal	
  olmadığı	
  ülkeler	
  için	
  ve	
  non	
  invaziv	
  biyopsi	
  yöntemi	
  düşünüldüğünde	
  	
  
polar	
  body	
  taraması	
  ile	
  gebelik	
  başarısının	
  ar^rılabileceği	
  önerilmişLr.	
  	
  

	
  
	
  



	
  
	
  



NGS	
  teknolojisi	
  çalışma	
  prensibi	
  

Flow	
  cell	
  yüzeyi	
  

•  Oligo	
  çiElerinin	
  çimen	
  gibi	
  

yüzeye	
  dizildiği	
  flow	
  cell…	
  

•  Sekanslama	
  flow	
  cell	
  deki	
  
clusterlar	
  üzerinden	
  
yapılmaktadır	
  





hvps://www.youtube.com/watch?
v=womKfikWlxM	
  



Veriseq	
  NGS	
  –PGS	
  iş	
  akışı	
  ve	
  test	
  süresi	
  



Embriyoda	
  NGS	
  sonuçlarının	
  yorumlanması	
  

NGS	
  	
   Array	
  CGH	
  



Ağustos-­‐Ekim	
  2015	
  NGS	
  Hasta	
  verileri	
  

41	
  

21	
  

39	
  

6	
  
2	
  

8	
  

VERISEQ	
  EMBRİYO	
  
DEĞERLENDİRMELERİ	
  

Normal	
  

Anöploid	
  

Kompleks	
  anöplodi	
  

Mozaik	
  

Parsiyel	
  

AK	
  

Sütun1	
   Sütun2	
  
VERISEQ	
  HASTA	
  

VERİLERİ	
   	
  	
  

Toplam	
  Hasta	
  Sayısı	
   34	
  

Taranan	
  Embriyo	
  Sayısı	
   117	
  

Hasta	
  Başı	
  Ort.	
  Embriyo	
  3,44	
  

Değerlendirilen	
  
	
  Embriyo	
  sayısı	
   109	
  (%93,2)	
  

VERİSEQ	
  EMBRİYO	
  SAYILARI	
  

Normal	
   41	
  (%35)	
  

Anöploid	
   21	
  (%18)	
  

Kompleks	
  anöplodi	
   39(%33)	
  

Mozaik	
   6(	
  %5)	
  

Parsiyel	
   2	
  (%1,5~)	
  

AK	
   8	
  (%6,8)	
  



FISH	
  uygulansaydı?	
  

21	
  

47	
  

VERISEQ	
  /	
  FISH	
  KARŞILAŞTIRMA	
  

8	
  Lİ	
  FISH	
  İLE	
  NORMAL	
  

ANÖPLOİD	
  



t(5:8)(p13;p12)	
  	
  



NGS	
  teknolojisinin	
  array	
  teknolojilerine	
  
olan	
  avantajları:	
  	
  

•  (i)	
  yüksek	
  ölçekli	
  dizileme	
  kapasitesi	
  sayesinde	
  aynı	
  anda	
  daha	
  
fazla	
  örneğin	
  (24	
  embriyo	
  için)	
  test	
  edilebilmesine	
  olanak	
  
sağlamakta	
  ve	
  daha	
  düşük	
  maliyetle	
  çalışma	
  imkanı	
  
vermektedir;	
  	
  

•  (ii)	
  kromozomal	
  analiz	
  rezolusyonunun	
  yüksek	
  olması	
  sonucu	
  
parsiyel	
  veya	
  segmental	
  anöploidileri	
  daha	
  iyi	
  yakalamaktadır	
  
(birkaç	
  megabaza	
  kadar	
  düşebilir);	
  	
  

•  (iii)	
  birden	
  fazla	
  hücrenin	
  incelendiği	
  çalışmalarda	
  mozaisizmi	
  
daha	
  net	
  bir	
  biçimde	
  ortaya	
  koymaktadır;	
  	
  

•  (iv)	
  kütüphane	
  hazırlığı	
  sırasındaki	
  otomasyon	
  sayesinde	
  
insan	
  hatalarını	
  ve	
  çalışma	
  süresini	
  azaltmaktadır	
  	
  



NGS	
  teknolojisi	
  embriyolarda	
  detaylı	
  
anöploidi	
  taramasında	
  güvenilir	
  bir	
  

şekilde	
  kullanılabilir	
  mi?	
  



NGS	
  ile	
  PGS	
  	
  



FiorenLno	
  et.	
  al.,	
  2014	
  

Array	
  CGH	
   NGS	
  	
  

(+3p,7*,8*,+9p,	
  29q,10*,14*,+15	
  ve	
  +19)	
   	
  (+3p,7*,8*,	
  +9p,	
  29q,	
  10*,	
  14*,+15,+19	
  ve	
  -­‐22)	
  



NGS	
  ile	
  mozaik	
  embriyo	
  transfer	
  kararı!	
  

	
  

(Van	
  Echten-­‐Arends	
  et	
  al.,	
  2011)	
  

•  NGS	
  ile	
  kromozom	
  12	
  de	
  %46	
  mozaisizm	
  tespit	
  edilmişLr.	
  

Yang	
  et	
  al.	
  BMC	
  Medical	
  Genomics	
  2015	
  8:30	
  



NGS	
  teknolojisi	
  neler	
  geLriyor?	
  

•  NGS	
  embriyoda	
  24	
  kromozom	
  taramada	
  yüksek	
  güvenilirlikte	
  bir	
  
teknikLr.	
  

•  Array	
  teknolojisi	
  ile	
  tespit	
  edilemeyen	
  mozaisizmleri	
  yakalar	
  

•  NGS	
  yüksek	
  çözünürlükte	
  bir	
  tarama	
  yapabildiğinde	
  14Mb’lık	
  
kromozomal	
  dengesizliklere	
  kadar	
  	
  yakalamaktadır.	
  	
  

•  Daha	
  yüksek	
  okuma	
  derinliğine	
  sahip	
  bu	
  teknoloji	
  embriyo	
  başı	
  

daha	
  düşük	
  bir	
  maliyetle	
  servis	
  vermektedir.	
  	
  

•  NGS	
  teknolojisi	
  aynı	
  wga	
  örneğinden	
  translokasyon,	
  anöploidi	
  

tarama	
  ve	
  tek	
  gen	
  hastalıklarını	
  belirleme	
  şansı	
  tanımaktadır.	
  (Treff	
  
et	
  al.,	
  2013;	
  Wellsetal.,2013)	
  

•  Tüm	
  prosedür	
  24	
  saat	
  içerisinde	
  tamamlanabilmektedir.	
  	
  



NGS	
  teknolojisinin	
  limitasyonları	
  

•  Embriyo	
  başı	
  maliyeLn	
  uygun	
  seviyede	
  tutulabilmesi	
  ancak	
  aynı	
  run	
  
da	
  24	
  embriyonun	
  çalışmaya	
  alınmasını	
  ile	
  sağlanabilmektedir.	
  
Yetersiz	
  numune	
  örnek	
  başı	
  yüksek	
  maliyeL	
  ortaya	
  çıkaracaksr.	
  

•  Total	
  DNA	
  içeriğinde	
  dengesizlik	
  olmadığı	
  için	
  diğer	
  pla5ormlar	
  gibi	
  
sadece	
  dengesiz	
  translokasyonları	
  görüntüleyebilmekyedir.	
  

•  NGS	
  haploidi	
  ve	
  bazı	
  poliploidileri	
  alel	
  oranlarını	
  kullanarak	
  tespit	
  
edebilme	
  potansiyeline	
  sahip	
  olmasına	
  rağmen	
  bu	
  protokolün	
  
sekans	
  kapsamı	
  ve	
  okuma	
  derinliği	
  alel	
  tespiL	
  için	
  yetersizdir.	
  

•  NGS	
  uygulaması	
  için	
  gerekli	
  cihaz	
  parkı	
  maliyeL	
  çok	
  yüksekLr.	
  
Yetersiz	
  numune	
  kapasitesi	
  bu	
  teknolojinin	
  kurulabilirliğini	
  
azaltmaktadır.	
  



Teşekkürler	
  



Teşekkürler	
  


