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Giincel Dur'um ve Gelecek Beklermler'l
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Array CGH tabanli PGS;
Guncel durum ve gelecek beklentileri

* Neden PGS
* Array platformlari

* NGS teknolojisi ve acilimlari
* CCS: Comprehensive Chromosome Screening
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Gebelik olusturma potansiyeli olan, ciftleri saglikli cocuk
sahibi yapabilen kusursuzluktaki embriyodur.

Morfolojik kriterlere dayali embriyo secimi
Fertilizasyon icin kullanilacak spermin secimi (IMSl)
Time lapse moniterizasyon ve Anoploidi

Proteomics, (sekrotom proteinler _ anéploidi _ Lipocalin -1)




Basarili bir IVF uygulamasi icin....

* Blastokist asamasina gelen, morfolojik olarak kaliteli bir embriyo
oploid demek degildir (Fragoulietal.,2008;Alfarawatietal.,2011)...

* Morfoloji ile embriyo secimi arasindaki bu zayif korelasyon
embriyonun transfer dncesi sayisal kromozomal olusumunu
gosteren PGS yontemini dogurmustur....

— lleri anne yasl

— Tekrarlayan IVF basarisizligi

— Tekrarlayan dusikler (Wilton 2002)

— Agir erkek faktorla infertilite

— eSET sikluslarda tek embriyo secimi icin




PGS eve bebek goturme oranini arttiran
etkin bir yontem mi?

Harper et al., 2010;
Mastenbroek et al., 2011;
Mastenbroek and Repping,2014
Rubio et al.,2011
— Limitasyonlar
* FISH analizi
* Biyopsi glinl (trofektoderm biyopsiye yonelim)

 Klivaj embriyosunda self correction ihtimali

(Bazrgar et al.,2013)
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PGS embriyo gelisiminin ug¢ farkli asamasinda uygulanabilir...

1. Polar Body

e Daha cok tanisal

e paternal/mayoz2/post zigotik bilgi yok
e ileri test gerekebilir (3/5. giin)

2. Polar body

e Mayoz 2 hatalarini gosterir

e paternal/post zigotik bilgi yok
e Taniicin pahali bir ydntem

Blastomer
Biyopsi hasari yuksek
Yaygin kromozomal mozaisizm (%55-73)

Trofektoderm

*3-6 hiicre (glivenirliligi ylksek)
e Disik mozaisizm




Preembriyonik mozaisizm
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Robberecht C. et al., 2010



Mekanik blastomer biyopsisi




Mekanik trofektoderm biyopsisi




Hangi asama?

Tuzaklar:
— Amplifikasyon kaybi (AK)
— Kontaminasyon

* Reaksiyona farkli bir DNA karismasi

— Preferantial amplification

 Bir alelin digerine gore daha fazla amplifiye olmasi

— Allel dropout (ADO)

* Heterozigot 6rneklerdeki bir alelin rasgele amplifiye
olmamasi

— Mozaisizm




Blastokistlerde mozaisizm

Klivaj Blastokist ICM

Johnson et al., 2010



Blastokistlerde Anoploidi

Klivaj Blastokist

Tanya Milachich, 2014

embriyo olusumuna katilmayan hiicreler biyopsi edilir



TROFEKTODERM

BLASTOMER

Blastomer ve trofektoderm hucrelerinde

Array CGH

degerlendirme guvenirliligi

NGS
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Blastosol sivisi aspirasyonu
Biyopsi yapiimadan embriyonik DNA eldesi

* Blastosdl sivi 6rneklerinin
%90’ Inda fetal genomik
DNA saptanmistir.

* Embriyonik hicbir hicre
alinmadan bu sivi ICSI
pipetle aspire
edilebilmektedir.

Palini et al., 2012



FISH ANALIZzi ARRAY-CGH NGS

>§-12 .Kromoz.om tar.ar_ %24 kromozom tarar »Son teknoloji
»Oploid embriyo segiminde >|VF basarisini arttirir > Glvenirliligi yiksek
sinirhdir » Hassasiyeti ylksek



BAC (Bacterial Artificial

Chromosome)

SNP

Chromosome Library P
Arrays

Oligoniikleotid
Arrays

®

24 sure Array CGH
(llumina)

Agilent

RHS

Cytosure Oxford
gene techhologies



24 Sure Array CGH (lllumina)
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Labelling 8-well strip Dats Wadueaday Ostobes 34, 2411 Comments
Time started
1 2 3 4 H 5 7 8
strip 1 Male HasTAL(1) HASTA3(3S |Female HasTas(s| HASTA7{7) HAasTAS{S] HASTA11(11) Cy3
strip2  |Male hasTaz{2) HASTAS{4) Female HASTAG(S) hASTAS{8) HASTAIO[1D}  |Wastatapizy  [©Y3
strip 3 Y3
strip 4 2 4
strip s Gys
strip 6 Cy3
strip 7 v
strip 8 Cva
strip 9 Cy3
strip 10 i
strip 11
strip 12
Slide layout
Labelling master mix (pl)
Mais HASTASI3) HASTAS(S) HASTAS(9) Cy3 CyS
top X1 X8* X1 X8+
Maie HASTAA{4), HASTAS(5) HASTA10{10} reaction buffer 5.0 429 5.0 4290
dCTP lab. Mix 5.0 420 50 420
HASTAL(1) Female HASTAT(7) HASTAI1{11) Cy3 dCcTP 10 2.4 . g
bottom CyS dCTP : s 10 82
HASTA2(2) Femals HASTAB(E) HASTA12(12) Klenow 1.0 84 1.0 54
total 12:0 100.8 12:0 100.8
barcode | [ERIRISRINN omEK *inc. 5% excess

planner

Operamrl |




24 Sure Array CGH (lllumina) - Uygulama siiresi 12 saat

Figure 1: 24sure Laboratory Workfiow
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Figure 2: BlueFuse Multi Software Delivers a Complete Data Analysis and Information Management System
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24 sure goruntuler ve yorumlari

Trizomi 21 Trizomi 9, Monozomi 12,17
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24 sure goruntuler ve yorumlari
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Kromozom Kutuphanesi —RHS Arrayleri

‘*//I;;r}nciples of the RHS Array

> —c— —

Individual microdissected
human chromosomes

Probe bound to array

Unknown test cell Euploid male reference cell

Any DOP-PCR bias
is shared by all components
| of the test




:,“’. -lﬂxgzi

. \ o { ‘ Collect multiple copies
. 5
.p"’ ° v Dissect metaphase chromosomes %
L w/ f
~

Patented process ]

"‘ﬂ 'v. ‘h.
»

Whole genome amplify

_ _ Repeat deplete ,
using COT-1 DNA

Further amplify

Mikroarray Uzerindeki her bir spotta tim kromozom icerigi vardir.
Mikroarray Uzerinde her bir kromozom i¢in 8 replika yer almaktadir.

Her bir spot icerdigi kromozoma 6zgi 1.2 milyon 6zglin sekans icermektedir.

[RHS
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14 Saat uygulama

Lysis

Whole Genome
Amplification (WGA)

Labelling PCR

Hybridisation

Washing and
Scanning

30 min set-up
15 min program

2 hr 30min PCR program
30 min agarose gel

15 min set-up
1 hr program
1 hr clean-up and agarose gel

2-3 hr set-up

3 hr to overnight incubation

15-40 min wash
1 hr to scan and analyse 4 arrays




RHS — Tek seferde ka¢c embriyo analiz edilebilir?

Y R — ... ... ... ...
hybridisation Reproductive Health Science

dred

* Her bir slaytta 4 farkli array alani bulunmaktadir.

* Test edecegimiz 6rnek ve bilinen bir erkek referans
kombine edilerek her bir mikroarraye hibridize edilir.

* Referansa gore olusan kromozom sayisindaki farkhliklar
test ve refransin floresan sinyallerinde farklilik olusturacak

ve ilgili kromozomda artis ya da azalis| gosterecektir



EmbryoCellect™ result arr(16,21)x3,(X,Y)x1

Outliers; Extra copies of chromosomes 16 & 21

Equal number of chromosomes
: Male
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Example of the resuilts graph produced by the RHS Excel macro




RHS Klinik calismasi

Platform EMBRIYO
SAYISI

EmbriyoCellect DOP
PCR 65

Rubicon WGA 35

NGS Veriseq Rubicon WGA 30




Cytosure Embryo Screen Array (8x60K)

Eubiyo A v Ref Embryo B v Raf Embryo C v Ref Embryo D v Ref

Embryn Ey Raf Euubryo F v Ref Eimbryo 6 v Ref Embryo H v Ref

Byl Embiyo Av Embiyo Cv Emnbuyo £ ¥
Rof CyS Embiryo B Embryo D Embryo F
Embiyo G v Embryo | ¥ Embyo K ¥ Embrya M v
Embeyo H Embryo J Emtiryo L Erbryo N

» Cytosure embryo screen array’ler 8'li ve 14’1t mikroarray opsiyonlari ile her
hibridizasyonda sadece 2 referansa ihtiyac oldugundan 112 6rnek birkac gtin
icerisinde

bir yada iki personelle calisilabilmekte.

»Daha az labelling ve hibridizasyon solusyonlari ile islem tamamlanabiliyor ve
»daha az slayti scan edip analiz etme kolayligi saghyor.
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>incelenen 101 érnekten 7’si farkli sonug vermistir.

» Farkhliklar embriyonun 6ploid/andploid olma durumunda bir degisiklik olarak kaydedilmemistir.
»Daha ¢ok ayni kromozomun delesyon yerine duplikasyon olarak saptanmasi s6z konusu olmustur.
»Bu durum duplikasyondaki siddetin delesyondakinden diisiik olmasindan kaynaklanmistar.
»Hangi platformun dogru sonucu verdigi ile ilgili ileri calisma yapmak gerekmekte.

»Bu calismada distk kalite 6rnek denk gelmemis olup degerlendirilemeyen embriyo olmamistir.
»Bu calisma ile PGD’nin yasal olmadigi tlkeler icin ve non invaziv biyopsi yontemi disintldigiinde
polar body taramasi ile gebelik basarisinin arttirilabilecegi 6nerilmistir.

Table 2: Wwwummmmmm moryo
Screen armays platiorm @ = whole chromasome. §¢ = single chromatid




James Watson (2007)
NGS ile ilk genom sekanslamas:




NGS teknolojisi calisma prensibi

Flow cell ylizeyi
e Oligo ciftlerinin cimen gibi
yiuzeye dizildigi flow cell...

e Sekanslama flow cell deki
clusterlar Uzerinden

1111 i ; yapilmaktadir
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P7 PS
Grafted flowcell

_—

Li 11

1st cycle
denaturation

Li 11 1

— —_—

L T LY 11 i 11

Template
hybridization

lmlleL I

1st cycle 1st cycle 2nd cycle
annealing extension denaturation

Initial extension Denaturation

2" cycle
denaturation

m
274 cycle 2hd cycle
annealing extension




https://www.youtube.com/watch?
v=womKfikWIxM

__SamplePep | | |




Veriseq NGS —PGS is akisi ve test suresi

Sample Library MiSeg BlueFuse
Preparation Preparation Instrument Analysis

« Total 2.5 hours « Total 3.5hours « Totsl 2.5 hours - Tatsl 10 mins

v Hands-on 45 mins « Handson 1.5hours « Hands-on 10 nuns i Hands-on <1 mi




Embriyoda NGS sonuclarinin yorumlanmasi

NGS Array CGH

Copy Numbe v | Chromosomal Position Log2 Ratio Ch1/Ch2 v Chromosomal Position v
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Agustos-Ekim 2015 NGS Hasta verileri

Siitun2
VERISEQ HASTA
VERILERI
Toplam Hasta Sayisi 34
Taranan Embriyo Sayisi 117

Hasta Basi Ort. Embriyo

3,44

Degerlendirilen
Embriyo sayisi

109 (%93,2)

VERISEQ EMBRIiYO SAYI

LARI

Normal 41 (%35)
Anoploid 21 (%18)
Kompleks anoplodi 39(%33)
Mozaik 6( %5)
Parsiyel 2 (%1,57)
AK 8 (%6,8)

VERISEQ EMBRIYO
DEGERLENDIRMELERI

B Normal
B Andploid
Kompleks andplodi
B Mozaik
B parsiyel
AK



FISH uygulansaydi?

VERISEQ / FISH KARSILASTIRMA

M 8 LI FISH ILE NORMAL
M ANOPLOID

13,16,17,18,21,22, X ve Y



t(5:8)(p13;p12)




NGS teknolojisinin array teknolojilerine
olan avantajlari:

(i) yiksek olcekli dizileme kapasitesi sayesinde ayni anda daha
fazla ornegin (24 embriyo icin) test edilebilmesine olanak
saglamakta ve daha dusuk maliyetle calisma imkani
vermektedir;

(ii)) kromozomal analiz rezolusyonunun yiksek olmasi sonucu
parsiyel veya segmental andploidileri daha iyi yakalamaktadir
(birkac megabaza kadar dusebilir);

(iii) birden fazla hiicrenin incelendigi calismalarda mozaisizmi
daha net bir bicimde ortaya koymaktadir;

(iv) kittphane hazirligi sirasindaki otomasyon sayesinde
insan hatalarini ve ¢alisma suresini azaltmaktadir



NGS teknolojisi embriyolarda detayli
anoploidi taramasinda guvenilir bir
sekilde kullanilabilir mi?

Human Reproduction, VolL.0, No.0O pp. 1 -12, 2014
doi 10,1093/ humrep/deu 77

h Reproductive
ORIGINAL ARTICLE genetics

Application of next-generation
sequencing technology for
comprehensive aneuploidy screening
of blastocysts in clinical preimplantation
genetic screening cycles

Francesco Fiorentino'*, Sara Bono!, Anil Biricik'!, Andrea Nuccitelli',
Ettore Cotroneo!, Giuliano Cottone!, Felix KokocinskiZ,
Claude-Edouard Michel?, Maria Giulia Minasi3, and Ermanno Greco?



ile PGS

Table I Characteristic of patients involved in the study
and clinical outcomes.

No. of couples treated 55

Mean female age in years (SD)’ 39.9(+24)

No. of PGS cycles performed 55

Indication Table Il Comprehensive aneuploidy screening results

Advanced maternal age (=38 years) 45 (81.8%) hm ﬂw em h'sﬂs“d.

Repeated implantation failures 10 (18.2%) blas{okﬁlﬂ Uéﬂsffl l
No. of cocytes retneved 629

No. of mature cocytes injected? 512 (81.4%) Samples No. (%) anoploidiy ekarte eder
No. of oocytes fertilized® 410 (BO.1%)

No. of embryos biopsied No. of embryos diagnesed 192

Mean per cyde (SD)* 35(+20)

No. of embryos analysed 195 Fuplaid 74 (385)

No. of embryos with a WGA failure

Ansuplok b
No. of emmbryos diagnosed ”d' I“‘ SJ}
No. of euploid blastocyst transferred Inconclusive 12 (63)
Mean (SD) 1.1 (+02)

No. of embryo transfers 47 (85.5%) No. of chromasomes isessed 4608

No. of '+ hCG pregnances 34 (72.3%) No. of chromasames with 3 conclusive diagnosis 1545

No. of biochemical pregnancies 3

No. of early miscarriages 1 No. of chromasome with an inconcheiive diagnesls 63
oy o i -
No. of fetal sacs 32

No. of fetal sacs with heart beats 31 lejbw 21 (4 {,)
Implantation rate 64.0%

Ongoing implantation rate Trsomies &0 (37 9)
No. of pregnancies went 1o term 30 Mantsomies 90(4) ])
No. of babies borm 31

ET, embryo transfer; PGS, presmplantanon genatic screening: WGA, whole genome
amplification; N, Number of clinical pregnancies.

'Median age (years): 39.3 (range 32.5—46.1)

*Calculated on no. of cocytes retrieved.

*Calculated on no. of mature oocytes injected.

“*Median number of embryo biopsied per cycle: 4 (range: 1 —10).

Segmantal imbalances 11 (194)




Logd Metie NGNS

Fiorentino et. al., 2014

Array CGH NGS
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NGS ile mozaik embriyo transfer karari!

‘ m—

(Van Echten-Arends et al., 2011)

Yang et al. BMC Medical Genomics 2015 8:30
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* NGSile kromozom 12 de %46 mozaisizm tespit edilmistir.



NGS teknolojisi neler getiriyor?

NGS embriyoda 24 kromozom taramada yliksek gltvenilirlikte bir
tekniktir.

Array teknolojisi ile tespit edilemeyen mozaisizmleri yakalar

NGS ylksek cozinurliukte bir tarama yapabildiginde 14Mb’lik
kromozomal dengesizliklere kadar yakalamaktadir.

Daha yuksek okuma derinligine sahip bu teknoloji embriyo basi
daha dusuk bir maliyetle servis vermektedir.

NGS teknolojisi ayni wga orneginden translokasyon, andploidi

tarama ve tek gen hastaliklarini belirleme sansi tanimaktadir. (Treff
etal., 2013; Wellsetal.,2013)

Tum prosedir 24 saat icerisinde tamamlanabilmektedir.



NGS teknolojisinin limitasyonlar

Embriyo basi maliyetin uygun seviyede tutulabilmesi ancak ayni run
da 24 embriyonun calismaya alinmasini ile saglanabilmektedir.
Yetersiz numune ornek basi yiksek maliyeti ortaya cikaracaktr.

Total DNA iceriginde dengesizlik olmadigi icin diger platformlar gibi
sadece dengesiz translokasyonlari géruntileyebilmekyedir.
NGS haploidi ve bazi poliploidileri alel oranlarini kullanarak tespit

edebilme potansiyeline sahip olmasina ragmen bu protokolin
sekans kapsami ve okuma derinligi alel tespiti icin yetersizdir.

NGS uygulamasi icin gerekli cihaz parki maliyeti cok yuksektir.
Yetersiz numune kapasitesi bu teknolojinin kurulabilirligini
azaltmaktadir.
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