DERLEME (Review)

TEKRARLAYAN iVF BASARISIZLIKLARINDA GENETIK FAKTORLERIN
KLINiK VE PROGNOSTIK ONEMi

Zeynep OCAK!, Tiilay ZL?

1 Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Bolu.
2 Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali, Bolu.

(ZET

1978 yilinda in-vitro fertilizasyon sonucu elde edilen bir gebelikten ilk bebegin dogmasi sonucunda infertilite tedavisinde
yeni bir donem baslamistir. Bunu takiben, in-vitro fertilizasyon gibi yardimci iireme teknikleri sayesinde ¢ ocuksuz
¢iftlerin 6nemli bir yiizdesi saglikl gebelikler elde edebilmislerdir.

Yardimci tireme tekniklerindeki tiim gelismelere ragmen, gebelik hizlar: beklendigi sekilde artmamis ve ne yazik ki
transfer edilen emriyolarda implantasyon basarisi diisiik yiizdelerde kalmistir (%15). Etiyolojisi net olarak bilinmeyen
ve muhtemelen multifaktoriel nedenlerden kaynaklanan rekiirren gebelik kayiplarina benzer sekilde, tekrarlayan
implantasyon basarisizligi olan hastalarin da degerlendirilmesi zor ve komplekstir. Cifilerde yada embriyoda genomik
yeniden diizenlenmeler, sperm DNA hasari ve imprinting hatalar: gibi genetik risk faktorleri tekrarlayan implantasyon
basarisizligi nedenleri arasinda kabul edilmektedir.

Genetik tarama, genetik bir hastalik tanisi konulan hastalara ve ailelere iyi bir tibbi bakim verilebilmesi i¢in gerekli
bir uygulamadir. Prekonsepsiyonel genetik taramanin amact fertiliteyi degerlendirmek, infertilite tedavilerinin
basarilarini artirabilmek, ve fatal ve/veya ¢ oklu konjenital anomaliler ile etkilenmis ¢ ocuk dogurabilecek saglikl
tasiyicilari tespit edebilmektir. Bu derlemede, tekrarlayan implantasyon basarisizligi ile iliskili muhtemel genetik

faktorler giincel literatiir bilgileri is18inda tartisilmistir.

Anahtar kelimeler: anéploidi, DNA metilasyonu, karsilastirmali genom hibridizasyonu, kromozom aberasyonlari, preimplantasyon tani, tiip bebek,
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CLINICAL AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF GENETIC FACTORS IN RECURRENT IN-VITRO
FERTILIZATION FAILURES

SUMMARY

In 1978, a new era has started in the treatment of infertility by the birth of the first baby from a pregnancy achieved
by in-vitro fertilization. Following this, healthy pregnancies have been achieved by assisted reproductive techniques
such as in-vitro fertilization by an important percentage of the childless couples.

Despite all developments in assisted reproductive techniques, pregnancy rates haven't increased as expected, and
unfortunately the rate of implantation success of transferred embryos remained at low levels (15%). Similar to
recurrent pregnancy loss in which the etiology is not clear yet and the causes are probably multifactorial, evaluation
of patients with recurrent implantation failure is difficult and complex. Genetic risk factors such as genomic
rearrangements in the couples and the embryo, sperm DNA damage and imprinting defects have been considered
among the causes of recurrent implantation failure.

Genetic screening is an integral part of providing good medical care of patients and families receiving a diagnosis
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of a genetic disorder. The aim of preconceptional genetic screening is to asses the fertility, to be able to increase
succes rate of infertility treatments and to detect the healthy carriers who may have a baby with the risk of fatal and/or
multiple congenital anomalies. In this review, possible genetic factors associated with recurrent implantation failure

are discussed in the light of the current literature.
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TANIM VE ONEM temel nedenler arasinda sayilmaktadir. Artan yagla
birlikte IVF basar1 oranlarinin ve canli dogum
Tekrarlayan in-vitro fertilizasyon basarisizligi oranlarmin azaldig1 6nceki calismalarda gdsterilmistir(!)
(RIF), ardisik en az ii¢ in-vitro fertilizasyon (Resim 1). Yine annede endometrial polipler ve
(IVF)/Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)- submiikdz fibroidler gibi anatomik degisikliklerin,
Embriyo Transferi (ET) uygulamasi sonrasi iyi kalitede embriyoya karst immun reaksiyon olugmasina neden
embriyo transfer edilmesine ragmen gebelik elde olabilen antitroid antikor ve antiniikleer antikor
edilememesi olarak tanimlanmistir{!-2). Yardimei iireme varliginin da RIF ve tekrarlayan gebelik kayiplarina
tekniklerindeki tiim gelismelere ragmen ET sonrasi (RPL) neden olabildigi gosterilmistir. Ciftlerde
implantasyon basar1 oran1 %15 gibi diisiik seviyelerde kromozomal anomaliler, tek gen hastaliklari,
kalmistirG-4). Bu durumun etiyolojisi tam olarak multifaktoriyel hastaliklar ve sperm andploidileri gibi
aydinlatilabilmis degildir ve muhtemelen altta yatan genetik anomalilerin varli§1(5-%), suboptimal ovarian
bir ¢ok neden vardir. Bu nedenle RIF olan hastalarin stimulasyon protokolleri, suboptimal kiiltiir kosullari,
degerlendirilmesi oldukg¢a zor ve karmasiktir. uygun olmayan embriyo transfer teknikleri ve
IVF uygulamalarinda genetik faktorlerin de embriyoya ait intrensek nedenlerin de implantasyon
incelenmesi hem islem basarisina olan etkisi hem de basarisini etkiledigi gosterilmistir(7-8)(Resim 2).

ciftlere 6zgii izlenecek yolun belirlenebilmesi agisindan
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Resim 2: Implantasyon basarisim etkileyen temel faktirler.
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1) Tekrarlayan IVF Basarisizliklarinda Etkili

Genetik Faktorler

a. Kromozomal anomaliler:

Yapilan galigmalarda gebelik kayiplarinin %80'den
fazlasinin birinci trimesterde olustugu ve fetiis ya da
aborta ait materyallerin analizinde yaklasik %53 oraninda
kromozomal anomali saptandig1 bildirilmistir ). Benzer
sekilde RIF olan ¢iftlerden elde edilen embriyolarda da
preimplantasyon genetik tarama (PGS) ile oldukga yiiksek
oranda kromozomal bozukluk tespit edilmistir. Bu
kromozomal bozukluklardan en sik goézlenenler
andploidilerdir. Bunun yaninda 3 veya daha fazla
kromozomu igeren sayisal ve kompleks anomaliler de
bildirilmistir(-19). RPL'll annelerin abort materyallerine
kromozom analizi yapildiginda andploidili fetus dogurma
riskinin ileri anne yaginda normalden daha yiiksek oldugu
birgok ¢alismada gosterilmistir(>). RPL'li annelerin hem
kan hem de bukkal smear 6rneklerinde X alfa satellit
problart kullanilarak yapilan FISH analizinde yastan
bagimsiz olarak diigiik oranda X monozomi mozaisizminin
de RPL igin dnemli bir risk faktorii oldugu tespit

edilmistir!D. Bu nedenle IVF uygulanacak ciftlerde ileri
anne yagt veya mozaik X kromozom monozomisi tespit
edildiginde aileye PGS ve prenatal tan1 6nerilmesi gerektigi
distinilmiistiir.

Normal karyotip ve anormal spermiyogram
saptanan infertil erkeklerde yapilan sperm FISH
caligmalarinda, kromozom say1 anomalisi ile diploid
sperm oraninda artig gézlenmis olup bu bulgularin
sperm say1 ve motilitesi ile iligkili oldugu bildirilmis-
tir12), Yapilan sperm andploidi calismalarinda, cinsiyet
kromozomlart ile 21 ve 22 nolu kromozomlara ait
anomalilerinin sikliginin daha yiiksek oranda bulundugu
bildirilmistir(13). Mozaik olmayan XXY-Klinefelter
olgularinda yapilan bir ¢aligmada cinsiyet kromozom
dizomisinin %7.69; mozaik (XY/XXY) olgularda
%2.54 ve XYY olgularinda ise %3.97 oraninda oldugu
gosterilmistir(14-16), Bu nedenle erkek faktor nedeniyle
IVF uygulanmasi diisiiniildiigiinde sperm FISH
caligsmalari ile sperm andploidisinin olup olmadig:
arastirilmali gerekirse aileye PGS, prenatal tani
onerilmelidir (Resim 3).
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Resim 3: Erkek faktorii nedeniyle IVF uygulamas diisiiniildiigiinde genetik yaklagim.
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RPL 6ykiisii olan giftlerde, eslerden en az birinin
yapisal kromozom anomali igin tagtyict olma sikligimimn
%3-11 arasinda degistigi bildirilmistir(!7). Bu yapisal
anomaliler i¢inde en sik otozomal kromozom
translokasyonlar1 yer almaktadir. RIF olan giftlerde
kromozomal translokasyonlarin goriilme siklig1 oran
%2.5, RPL olan giftlerde %9.2, yenidoganlarda ise
%0.2 olarak tespit edilmistir®>-11). Yapisal kromozomal
anomali tastyicisi olan giftlerde IVF ve gebelik basari
oraninin diigebilecegi ve diisiik i¢in artmis riskin
bulunabilecegi bildirilmistir(10). Yine bu giftlerin
gebeliklerinde fetusun ¢oklu konjenital anomali, mental
retardasyon ve kisa yasam siiresi ile sonuclanacak bir
kromozomal anomaliye sahip olabilecegi bildirilmis-
tir(17),

Robertsonian translokasyon tastyicisi erkeklerde
anormal sperm oranin %3.4-40, resiprokal translokas-
yon tasiyicilarinda %47.5-81 arasinda degisdigi
gosterilmistir(18), Translokasyon tasiyicist olgular
anormal sperm iiretimine bagh olarak beklenenden

daha fazla oranda anormal embriyo tiretebilmektedirler.

Inversiyonlar diger bir yapisal kromozomal degisiklik-
lerdendir(19-20), Tagtyic1 bireylerin dengesiz gamet
olusturma olasilig1 nedeniyle 6nemlidir. RPL olan
giftlerde saptanan major kromozomal anomalilerin
%35-10'unu perisentrik inversiyonlar olusturmaktadir.
Inversiyon tastyicist erkeklerde inversiyonun uzunlugu
ve ilmek olusturup olusturmama durumuna gore
anormal spermatosit frekanst % 0-54.3 arasinda
degismektedir(19:20),

Telomerik bdlgeyi etkileyen kromozomal yeniden
diizenlenmelerin de dengesiz gamet olusturma
nedeniyle RIF ve RPL'larina yol acabilecegi
bildirilmistir. Tiim bu sebeplerden dolayi eslerden en
az birinde yapisal bir anomali tespit edildiginde bu
giftlere preimplantasyon genetik tan1 (PGD) yapilmasi
onerilmistir2D) (Resim 3,4). Konvansiyonel sitogenetik
tetkiklerle saptanamayan anormalliklerin subtelomerik
FISH veya Array-Comparative Genomic Hibridization
(a-CGH) gibi FISH'den daha hassas yontemler ile
calisilmas 6nerilmistir(2D),
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Resim 4: Kadin faktorii nedeniyle IVF uygulamas: diisiiniildiigiinde genetik yaklasim.
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bdlge polimorfizmlerinin de tireme saglig1 lizerine olan
etkisi arastirilmistir. Bu polimorfik degisikliklerin
bilinen genetik bir hastaliga yol agmadigi halde
reprodiiktif basarisizlik ve RPL'den sorumlu
olabilecekleri diisiiniilmiistiir(!7). Yine heterokromatin
polimorfizmi bulunan erkek hastalarda sperm FISH
ile andploidi oranlarinda artis tespit edilmistir(17.22.23),

Heterokromatin degisikliklerinin sperm iiretimin-
deki mekanizmalart nasil etkiledigi heniiz bilinmemekle
birlikte, normal varyant oldugu diisiiniilen degisiklik-
lerin detaylandirilmalar: ile sperm iiretiminde rol
oynayan genlerin nasil etkilestikleri agiga kavusturula-

caktir.

b. Y Kromozomu Mikrodelesyonu:

Y kromozomu delesyonuna sahip olgularda
fertilizasyon ve gebelik oranlarinin diisiik oldugu
bidirilmistir. Y mikrodelesyonu vakalar1 gogunlukla
de novo'dur(?4). Delesyonlarin en sik goriildiigii bolge
Y kromozomunun uzun kolu iizerinde lokalizedir
(Yql1). Y kromozomu iizerinde delesyonun bulundugu
yer spermatogenezi etkilemesi bakimindan 6nemlidir.
Y kromozomu mikrodelesyonu, azoospermi ya da
siddetli oligozoospermisi olan vakalarda %10-15
sikliginda goriilmektedir(20:24). Azoospermisi olan
vakalarin %16'sinda ve agir oligozoospermili vakalarin
%5'inde AZFc delesyonu saptanmaktadir. AZFc
delesyonlarinin toplumdaki sikliginin 1/4000 oldugu
diisiiniilmektedir(2?). AZFb delesyonlar ise vakalarin
%2'sinde goriilmektedir(18:21),

Fertil ancak nedeni aciklanamayan RPL olan
ciftlerde de etiyolojide Y kromozomu delesyonunun
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. RPL ile proksimal
AZFc delesyonu arasindaki iliskiyi inceleyen bir
calismada RPL olan 17 olgunun 14'inde (%82) Y
kromozomu proksimal AZFc bolgelerinde delesyon
saptanirken canli dogumu olan grupta delesyon
goriilmemigtir(20,23.24),

Bununla birlikte AZFc delesyonlar1 saptanan
erkeklerde Y kromozomunun kaybi sonucunda babanin
gonadlarinda 45,X/46,XY mozaisizmi bulunabilmek-
tedir. Bu sekilde ICSI ile X agisindan monozomik
embriyo olusabilmekte veya embriyonun erken
donemlerinde erkek embriyoya aktarilan stabil olmayan
Y kromozomu nedeniyle 45,X/46,XY mozaisizmi
olusabilmektedir. Olugan mozaisism nedeniyle siipheli
eksternal genitalya veya mikst gonadal disgenezili
erkek cocuk dogabildigi bildirilmistir?4). IVF adayi

185

olan g¢iftlere IVF/ICSI uygulamalarindan 6nce
endikasyona gore karyotip analizine ilave olarak Y
kromozomu mikrodelesyon testleri yapilmasi

Onerilmistir.

c. Sperm DNA Hasar:

Erkek infertilitesini indirekt olarak degerlendiren
sperm say1, morfoloji ve motilitesini igeren testler fertilite
kliniklerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda
anormal semen parametrelerine sahip hastalarda sperm
DNA hasarinin yiiksek oldugunun tespit edilmesi ile
yeni yaklagimlar giindeme gelmistir(25). Sperm DNA
hasar1 anormal kromatin paketlenmesi, reaktif oksijen
tirevleri (ROS), sperm apopitozisi gibi farkh
mekanizmalar ile olusabilmektedir (26). Sperm DNA
biitiinliigliniin erkek infertilitesi tizerindeki potansiyel
etkisi bilinmektedir. Tamir edilemeyen hasarlanmig
spermlerin apoptozis siirecine girerek fertilite yetenegini
kaybettikleri bildirilmistir27). Baba yast ile artan erkek
germ hiicrelerindeki DNA hasar1 normal kosullarda
DNA tamir mekanizmalar: ile diizeltilerek
{ireme/fertilizasyon devam ettirilmektedir(28). Ancak
normal semen paramatrelerine sahip hastalarin da
%§8'inde sperm DNA hasart bulundugundan IVF ve ICSI
sonuglarina olan etkisi halen tartismalidir.

Sperm Kromatin Yapisi Tayini (SCSA) testi ile
Olgiilen ve DNA denatiirasyonunu gosteren DNA
fragmantasyon indeksi (DFI) %30'a kadar olan
fertilizasyonlarda, oositin sperm DNA fragmantasyon-
larin1 kompanse edebildigi bildirilmistir(29). DFI<%30
olan infertil ¢iftlerde ICSI ve rutin IVF'a bagli gebe
kalma ihtimalinin 2 kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir39). Ancak, sperm DNA fragmantasyonu
> 9% 30 olan olgularda, her ne kadar ilk {i¢ giinliik
embriyo gelisimi pek de olumsuz etkilenmeyecekse
de, daha sonra bunu saglikli blastokiste gidis ve gebelik
oranlarinin takip etmeyecegi gosterilmistir(31.32),
Bungum ve arkadaslarinin yaptiklar1 387 intrauterin
inseminasyon (IUI) siklusunu igeren bugiine kadarki
en genis seride DFI >%30 olan hastalarda biyokimyasal
gebelik, klinik gebelik ve dogum oranlar1 anlaml
oranda diisiik bulunmustur(2®). Ancak bu konuyla ilgili
caligmalarda DFI ile sperm andploidi arasinda saptanan
korelasyonlar geliskilidir. DFI ve sperm andploidi
arasindaki iligkiyi inceleyen iki ¢alismada pozitif
korelasyon goriiliirken son yillarda yapilan farkli bir
calismada bu korelasyon bulunamamistir. Her iig
calismada da embriyo andploidileri degerlendirilmemis-
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tir3). Yine Balaban ve arkadaglarmim yaptig1 prospektif
randomize bir ¢aligmada morfolojik olarak segilen
sperm ile intrasitoplazmik enjeksiyon (IMSI) sonrast
implantasyon ve klinik gebelik orani ICSI sonuglar1
ile karsilastirilmistir. Calisma sonucunda ICSI'de
strasiyla %19.5 ve %54.0 olarak bulunan oranlarin
IMSI ile % 28.9 ve %54.0'e arttig1 gézlenmistir(34),
Bu nedenle bes veya tizerinde siddetli RIF olan giftlere
rutin IMSI yapilmas1 6nerilmistir(34).

Andploidi oran yiiksek embriyo olusumu, erken
donem gebelik kayiplari, epigenetik degisimlere baglt
olarak metabolik hastalik riski, cocukluk ¢ag1 kanserleri
gibi problemler halen aragtirma konusudur. ICSI i¢in
kullanilan sperm DNA'sinin hasarli olmasi ile dogacak
¢ocukta olusturabilecegi potansiyel etkiler arasindaki
iliski net degildir, ileri arastirmalar gerektirmektedir.
Sperm DNA hasarinin olusum mekanizmalarini ve
IVF basarisi iizerine olan etkilerini ortaya koyacak

genis serili ¢aligmalara ihtiyag vardir.

d. Tek Gen Hastaliklari ve Multifaktoriyel

Hastaliklar:

Tek gen hastaliklari, 6zellikle aile dykiisii olan
bireylerde RPL'laria ve IVF basarisizliklarina yol
acabilmektedir. Tek gen hastaliklarinin iki sekilde gebelik
kayiplarinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunlardan ilki fetiiste var olan hastaligin hayatla
bagdagmayan bir soruna yol agabilmesi digeri ise annede
mevcut tek gen hastaliginin gebeligi olumsuz
etkileyebilme ihtimalidir. Akraba evliliklerinde goriilme
sikliklar1 artan orak hiicre anemisi, alfa talasemi, zelweger
hastaligi, glutarik asidiiri gibi tek gen hastaliklarmin
gebelik kayiplarina yol acabildigi gdsterilmistir(23),
Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) PGD
Consortium'un 2012 yilindaki verilerine gére son on
yilda tek gen hastaliklari igin 4733 siklus yapilmustir.
Bu rapora gore giinlimiizde en yaygin olarak sirastyla
kistik fibrozis, orak hiicreli anemi ve spinal muskuler
atrofi i¢gin PGD yapilmistir. Otozomal dominant
hastaliklar iginde ise en ¢ok miyotonik distrofi igin PGD
yapilmaktadir(30).

X kromozomu iizerindeki resesif kalitilan defektler
etkilenen erkek fetiis i¢in intauterin donemde letal
seyredebilir. RPL olan kadimlarda X-linked letal genlerin
arastirilldig1 bir galigmada kontrol gurubuna gore yiiksek
oranda kaymig X inaktivasyon paterni saptanmigtir(22-23),
Hiicrelerin %90'dan fazlasinda belli bir X kromozom-

unda inaktivasyon oldugu test edilmistir. Lokositler,
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oral mukoza hiicreleri, kas biyopsilerinde de ayni1
sonuglar elde edilmistir. Genetik defektin oldugu lokus
X(q28 bolgesine haritalanmistir(23).

Giintimiizde X'e bagl hastaliklardan engok Frajil
X sendromu, Duchenne muskiiler distrofi (DMD) ve
hemofili igin PGD yapilmaktadir3®). Direkt olarak
fetal 6limlere yol agabilen bu gibi durumlar IVF

uygulamasindan 6nce arastilmalidir.

e. Polimorfik Degisiklikler:

Calismalardan elde edilen verilere gore p53, HLA-
G, VEGF ve IL-1RN gibi baz1 genlerde gosterilen
mutasyon ve polimorfizmler IVF sonrasi meydana
gelen RIF'e genetik yatkinlikta rol oynamaktadir. Sipak-
Szmigiel ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada,
fetiisten orijin alan trofoblast hiicrelerinde eksprese
olan HLA-G antijeninin gen polimorfizmi ile RIF
arasinda herhangi bir iliski olup olmadig1 arastirilmistir
(7). Gebelik fizyolojisinde énemli bir rol oynayan bu
antijen gebelik esnasinda maternal immiin sistemin
olusumuna katkida bulunmaktadir. HLA-G antijeni
ayrica bazi blastokislerde de saptanabildiginden
implantasyonda da rol oynayabilmektedir. HLA-G gen
polimorfizminin pre-eklampsi, RPL ve RIF'a neden
olabildigi gosterilmistirG7). Sipak-Szmigiel ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada s6z konusu HLA-G
gen polimorfizmi ile artmis RIF riski arasinda bir
baglant1 bulundugu tespit edilmistir3?). Goodman ve
arkadaslariin yaptig1 bir ¢alisma anjiyogenezin en iyi
karakterize edilmis regiilatorii olan VEGF geninin -
1154A/A polimorfizminin RIF olasiligini etkilemede
yatkinlik faktorii olabilecegini gdstermistir(38).
Goodman ve arkadaslarinin farkli bir ¢alismasinda ise;
fertiliteyle iliskili oldugu ve iliremeyi diizenledigi
distiniilen p53 geninin Pro72, koagiilasyonda rol
oynayan proteinleri kodlayan PAI geninin 4G/4G ve
VEGF geninin -1154A/A polimorfizmlerinin RIF ile
iligkili oldugu vurgulanmistir39),

Tiim bu verilerden yola gikarak, RIF gelisiminde
polimorfizmlerin rol oynayabilecegi ve bu gen
polimorfizmleri igin ¢esitli testlerden olusacak bir
panelin, IVF sonrasi1 RIF igin risk tagiyan bayanlarin

belirlenmesinde yararli olabilecegi diigiiniilmektedir.

[f. Mitokondrial Degisiklikler:
mtDNA genomunda yeniden diizenlemeler, biiyiik
parga delesyonlar1 ve nokta mutasyonlari sperm

hareketliligi ve morfolojisinde dnem tagimaktadir.
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Sperm mtDNA'sinda olusan genetik degisikliklerin,
sperm fonksiyonunu, dolayisiyla da normal
fertilizasyonu etkiledigi gosterilmistir(40). Infertil
erkeklerde, anormal sperm ile sperm mtDNA'sinda
artis goriilmekte ve bu artig ICSI sirasinda ciddi sorunlar
olusturmaktadir. Mitokondrial rRNA veya tRNA'larin
tam kaybinin mitokondrial protein sentezini durdurarak
erken embriyonik gelisimi etkiledigi veya fetal 6liimle
sonuglanabildigi bildirilmistir(55:56). Ayn1 zamanda
kadinlarda yag ilerledik¢e yumurtalik disfonksiyon-
larinda defektif mtDNA artis1 da literatiirde

tanimlanmustir(40),

g. Metilasyon-Imprinting Bozukluklar::

Germ hiicre genomunun metilasyonu, gerek
spermatogenezin normal devam etmesinde gerekse
fertilizasyonu takiben embriyo gelisiminde 6nemli role
sahiptir. Hiicre genomunun iglevini gérebilmesi igin
major epigenetik diizenleyicinin DNA'nin metilasyonu
oldugu bildirilmistir. Genom imprinting bozukluklarmin
hipospermatogeneze yol actig1 ve oligozoospermik
erkeklerin bu imprinting defektlerini gocuklarina da
gecirdikleri gozlenmistir(4D).

Sperm ve oosit fertilizasyon sirasinda metilasyona
ugramalari nedeniyle transkripsiyon yapamazlar. Oysa
diploid olduktan sonra embriyonun somatik gelisimini
siirdlirebilmesi i¢in kromatin DNA's1 metilasyon
durumunda degisiklik yaparak yeniden sekillenir.
Bunun igin erken embriyo devresinde babadan gelen
genom fertilizasyonun ilk birkag¢ saati igerisinde
demetilasyon gegirirken, anneden gelen genom iki-
hiicreli embriyo dénemini takiben sadece pasif bir
demetilasyon siireci izler. Morula ve blastokist
gelistikten sonra ise artik her iki genom da esit metil
kaybina ugramislardir ve daha sonra yeni metilasyonlar
olusur(#2). Benchaib ve arkadaglarinin yaptigi bir
caligmada metilasyon bozukluklarinin anormal fetal
gelismeye, Angelman sendromu ve Beckwith-
Wiedemann sendromu gibi hastaliklara neden olabildigi,
metilasyonun arttig1 olgularda ise gebelik basarisinin
artt1g1 gosterilmistir(42:43),

h) Immiinolojik faktirler ve trombofililer

Giinlimiizde implantasyon basarisinda maternal ve
fetal ylizde meydana gelen lokal immun fonksiyonlardaki
diizensizliklerin etkisi giderek artan bir ilgi alani
olmustur(#4). Son yillarda immiinoloji alanindaki

gelismelerle birlikte yapilan arastirmalar, nedeni
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bilinmeyen diistiklerin %80'inin immiinolojik faktorlere
bagli olabilecegini gostermistir. Fetal veya plasental
antijenlere kars1 anormal maternal immun yanit olugturan
alloimmun bozukluklar maternal sitotoksik antikorlar,
"natural killer" hiicre fonksiyon ve dagilimlarindaki
anormallikler IVF basarisini etkileyebilen immiinolojik
faktorlerdendir(®4). Bunlarm birgogunun yeni tedavi
yontemleri ile 6nlenebilecegi bildirilmistir(7). Eger
ciftlere IVF uygulamasi dncesinde yapilan tiim testler
normalse implantasyonu etkileyebilecek immiinolojik
faktorlerinde goz Oniine alinmasi gerektigi 6nerilmistir.
Bu amagcla ilk yapilmasi gereken sey giftlerin
lenfositlerinin cross-match testi yapilarak immiinolojik
reaksiyonun gozlenmesidir. Eger erkegin antijenlerine
kars1 bayanda bir reaksiyon yoksa bunlarda insan 16kosit
antijen (HLA) benzerligi oldugu disiinilebilir.
Literatiirde bu benzerligin RPL ve RIF'a yol agabilecegi
bildirildiginden g¢iftin Klas I ve Klas II HLA'larinin
incelenmesi ve bu vakalarin yiiksek doz iv
immiinglobulin ile tedavi edilmesi 6nerilmistir(46).

Herediter veya kazanilmis trombofilinin,
implantasyon yiizeyindeki maternal vaskiiler yapilarda
lokal mikrotrombiisler olusturarak mikrosirkiilasyonu
bozup RIF ve erken gebelik kayiplarina neden
olabilecegi bildirilmistir(47). Kazanilmis trombofili
nedenlerinden olan antifosfolipid antikor sendromu
(AFS), arteryel ve vendz tromboz nedeniyle fetal 6liim
ve RPL'na yol agan otoimmun klinik bir patolojidir.
Antifosfolipid antikorlar genel popiilasyonun %14'inde,
sistemik lupus eritamatozis (SLE) hastalarinin ise
%30-50'sinde goriiliirler. Ayrica Sifiliz, Lyme hastaligi,
sik goriilen viriis ve mikoplazma enfeksiyonlari ile
klorpromazin, klonidin, fenitoin, prokainamid gibi bazi
ilaglarm kullaniminda gegici antifosfolipid antikorlart
bulunabilir. Fakat bu gibi durumlarda tromboz
olusumunun goriilmedigi bildirilmistir(48).

Yapilan ¢aligmalarda SLE'li kadinlarda goriilen
fetal o6liimlerin hemen hepsinin AFS (lupus
antikoagtilani-L A ve antikardiolipin antikorlari-AKA)
ile iliskili oldugu gosterilmistir(7-48), Bu antikorlar
fetal distres ve 6liimde en duyarli gostergelerdir. Klinik
yaninda LA ve orta veya yliksek seviyelerdeki AKA
(IgG veya IgM) seviyelerinin gosterilmesi onemli
laboratuar tani kriteridir. AFS'nun RPL ile olan bu
iligkisine karsin 2008 yilinda Amerika T1bbi Ureme
Dernegi (ASRM) tarafindan AFS'nun IVF basarisini
etkilemedigi bildirilmistir9). Bu raporda yaklasik 16
derleme ile 2053 vaka hem bireysel hem de toplu olarak
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degerlendirilmis ve AFS ile IVF basarisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedigi
bildirilmistir(49),

Literatiirde herediter trombofilik gen mutasyon-
larinin RPL ve IVF basarisi iizerine olan etkisi ile igili
en az 694 calisma bulundugu bildirilmistir(50), Bu
calismalar i¢inde derlemeler, meta analizler, vaka
sunumlari toplu olarak géz oniine alindiginda en az
6092 vakanin degerlendirilebildigi goriilmiistiir. Vaka
kontrol ¢alismalarinda birden fazla AFS antikoru
bulunma durumunda IVF basarisizliginin normalden
iic kat daha fazla oldugu gdzlenmistir(>®). Kohort
caligmalarinda ise AFS nin canli dogum ve gebelik
orant ile iligkili olmadig1 saptanmistir®0). Sekiz vaka
kontrol ¢alismasinda Faktor V leiden mutasyonu olan
hastalarda IVF basarisinin normalden iig kat azaldig
gosterilmistir®0). ki kohort ¢alismasinda ise bu iligki
tespit edilememistir. Metilen tetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) geni homozigot mutasyonunun
hiperhomosistinemi gelisimine zemin hazirladigt koryon
villus vaskiilarizasyonunda bozulmaya neden olarak
erken gebelik kaybi riskini arttirdigi gosterilmistir
(51.52), Yine bu mutasyonun fetusde NTD riskini de
1.9 kata kadar arttirdig1 bildirilmistirGD). Folat-
metabolizmasini etkileyebilecek MTHFR mutasyonun
fetiisdeki tiim bu etkilerine ragmen RIF ile olan iligkisi
kanitlanmamig-tir. Yakin zamanda Laanpere ve
arkadaslarinin yaptigi bir g¢alismada folat
metabolizmasinda gorevli genlerin heterozigot
degisikliginde over stimiilasyonu ve IVF basarisinin
kontrol gurubuna gére diistiigii bildirilmis-tir(50).

Fetiiste trombofili oldugu zaman gebelik kayb1
ihtimalinin arttigin1 diigiinenler olmakla birlikte bu
konuda heniiz kesin kanitlar elimizde bulunmamaktadir
(53). Literatiirde birkag vaka ile sinirli gebelik kaybr,
erken dogum, serebral palsi tanimlanmigtirG4),

Multiple trombofilik gen mutasyonu, RPL olan
kadinlarda %74 iken kontrol grubu kadinlarda %20
olarak bulunmustur(>2). Tiim bu verilerden yola ¢ikarak,
RIF olan hastalarda IVF/ICSI uygulamalarindan 6nce
trombofili taramasinin faydali olabilecegi diistiniilmek-
tedir (Resim 4).

2) Subklinik Enfeksiyonlar:

Klamidya trakomatis, Ureoplazma ve
Mikoplazma, Toksoplazma gondii, Listeria
Monositogenez, Herpes virlis ve Sitomegaloviriis
enfeksiyonlarinin RPL'larina yol acgabilecegi
bildirilmistir>3). Ancak erken gebelik kayiplarmin
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nedeni olarak servikovaginal infeksiyonlarmn olasiligini
bildiren veriler yetersiz ve celigkilidir(>®).

Kamiyama ve ark. subklinik iist genital sistem
enfeksiyonlari ile IVF-ET basarisizlig1 arasinda iliski
olup olmadigini degerlendirmis, IVF-ET yapilan 38
hasta arasinda menstriiel kanda endotoksin
konsantrasyonu belli bir diizeyin ilizerinde olan
hastalarin hig birinde gebelik olmazken, endotoksin
diizeyleri kabul edilen sinir degerin altinda olanlarin
1/3'iinde gebelik oldugunu gdrmiislerdir(37).
Endometriumun gram negatif bakterilerle 6nceden
kolonizasyonunun implantasyonu bozarak ya da erken
spontan diisiikleri indiikleyerek IVF-ET basarisizligina
yol agabilecegini savunmuslardir. Bu bulgulardan yola
¢ikan Romero ve ark. IVF-ET basarisizliginda genital
kanal enfeksiyonlarin muhtemel roliinii yaptiklart bir
derlemede desteklemislerdir(58).

Bu bilgiler 151g1nda, giiniimiizde klinik enfeksiyon
bulgulari olmayan yada cinsel yolla bulagan hastaliklar
agisindan risk faktorii olmayan bir hastada IVF 6ncesi
icin bahsedilen enfeksiyon ajanlar1 agisindan tarama
yararlt olabilir gibi gériinse de, heniiz bunun rutin
olarak Onerilmesine yetecek diizeyde genis caplt
¢aligmalar mevcut degildir. Bu konuda degerlendirme
hastanin risk faktorlerine gore yonlendirilmelidir. Ote
yandan, IVF uygulamasindan 6nce her iki partnerin
HIV, hepatit B, hepatit C enfeksiyonu agisindan rutin
taramalar1 yapilmalidir. Bu tibbi ve laboratuvar ekibinin
ve IVF sonucu elde edilecek fetiisiin korunmasi ve
dondurulmus embriyolar arasinda ¢apraz kontaminas-

yon olmamasi agisindan 6énemlidir.

IVF BASARISIZLIKLARINDA
PREIMPLANTASYON GENETIK TANI VE
ARRAY-CGH UYGULAMALARI

ESHRE PGD Konsorsiyumu' nun yayinladigi
raporda, 39 farkli merkezden alinan verilere gore 27
000'den fazla siklusun %61'inin andploidi igin,
%17'sinin tek gen hastaliklari, %16'sinin kromozomal
anomaliler, %4'linlin X'e bagl hastaliklar, son olarak
%?2'sinin sosyal endikasyon nedeni ile yapildig1 belirtil-
mistir(30).

PGS, embriyodaki andploidilerin degerlendirilerek
IVF sonucu elde edilen en iyi embriyoyu segip aktarma
amaciyla kullanilan bir tekniktir. TVF merkezlerindeki

implantasyon basarisinin arttirilmasi veya diisiiklerin
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azaltilmasi PGS'nin kullanimindaki temel uygulama
amaglaridan biridir®®). PGS teknigi 6zellikle ileri
anne yasi, RPL ve RIF olan ciftlerde diistintilmelidir.

Yapilan calismalarda, PGS uygulamast ile oosit
basina diisen hamilelik oraninin %29'dan %38'e yiikseldigi
gosterilmis ve tastyici ebeveynlerin dogal hamileliklerinde
goriilen %92'lik abortus oraninin PGS uygulamasi sonrast
%12.5 oranina geriledigi bildirilmistir®?. Andplodi ve
translokasyonlarin tayini i¢in ¢ogunlukla FISH teknigi
kullanilmaktadir. FISH yontemiyle sinirli sayida
kromozomun incelenebilmesi, sonuglarin yoruma agik
olusu, uygun olmayan biyopsi ve fiksasyon tekniklerinin
kullanilmasi farkli sonuglar elde edilmesine sebep
olmaktadir(®®. Sinirli sayida kromozomun incelendigi
FISH yontemine alternatif olarak aCGH yontemi
embriyolarda tiim kromozomlarin incelenmesini miimkiin
kilmaktadir. Bu yontem ileri anne yagsi, RPL, RIF, siddetli
erkek faktori, translokasyon ve inversiyon tastyicilig
gibi endikasyonlara uygulanabilmektedir. Yapilan
caligmalar aCGH yontemiyle belirlenen kromozom
bozukluklarmin %30-40'mm FISH yontemiyle belirlene-
meyecegini ortaya gikarmigtir(60-61),

PGS'den farkli olarak PGD translokasyon gibi
yapisal kromozomal yeniden diizenlenmeler ile ailesel
gecisli genetik hastalig1 veya genetik hastalik tagtyiciligt
olan giftlerde embriyolarin segilerek transfer edilmesi
islemine dayanmaktadir. Bu sekilde ¢iftlerin saglikli
¢ocuk sahibi olma sansi arttirilmakta ve tibbi
endikasyonlarla gebeligin sonlandirilmasi riskinin
azaltilmasi amaglanmaktadir.

Ulkemizde akraba evliliklerinin sik olmasi
nedeniyle, beta-talasemi gibi otozomal resesif gegis
gosteren hastaliklarda PGD yapilmasi biiylik 6nem
arzetmektedir. Myotonik distrofi, Huntington hastalig1
ve Marfan sendromu gibi otozomal dominant hastaliklar
icin de PGD uygulamalar gelistirilmeye baslanmustir.
Otozomal dominant hastaliklara PGD uygulama
sikliginin, otozomal resesif olanlara gore daha az
oldugu bildirilmistir(36). Ancak otozomal dominant
hastaliga sahip bireylerdeki problemin embriyolarina
aktarilma riskinin, resesif bireylerdekinden fazla olmasi
nedeniyle yakin zaman iginde PGD uygulamalarinin
artacag diisiiniilmektedir(30).

IVF uygulamalari igin PGD her ne kadar avantajli
gorilinse de birgok tartigmali durumu da beraberinde
getirmektedir. Ozellikle Ingiltere gibi prenatal taninin
devlet tarafindan 6dendigi, ancak PGD'nin 6denmedigi
tilkelerde igslem ¢ok pahalidir. PGD'de fertil giftler igin
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en zor kisim ¢ok pahali ve stresli olan IVF'e gitmek
zorunda olmalaridir. Yine yalanci pozitif veya negatif
sonuglarin olabilmesi genetik danigmanlikta da
vurgulanmasi gereken diger bir dezavantajdir. PGD
nin diger bir dezavantaji olusturdugu etik kaygilardir.
Penetranst %100 olmayan kalitimsal kanserlerde,
hungtinton hastalig1 gibi ge¢ baslangigli genetik
hastaliklarda, yasami tehdit etmeyen isitme kaybi gibi
durumlarda da PGD yapilmaya baslanmast birgok etik
kaygiy1 beraberinde tagimaktadir(36:62),

Sayisal kromozom bozukluklarin yaninda
mikrodelesyon, duplikasyon, uniparental dizomi ve
marker kromozom gibi yapisal anomalilerin de
embriyolarda tanimlanabilmesine olanak saglayan ve
tek niikleotid polimorfizmi-tek niikleotid varyasyonu
(SNP-CNV) galismalar1 da son déonemlerde popiilarite
kazanmustir. Oligo aCGH temeline dayanan bu yontemde
ayni anda yaklagik 250.000 genomik veri analiz
edilebilmektedir. Alinan 1 adet blastomerde yapilan tiim
genom amplifikasyonunu takiben 250.000 SNP bolgesi
analiz edilebilmektedir(®D. Son veriler mikroarray testleri
sonrasinda implantasyon ve gebelik basari oranlarinin
arttigini gosterse de elde edilen sonuglarin saglikli
bigimde yorumlanabilmesi ciddi bir problemdir ve uzun
vadeli genis kapsamli biyoinformatik galismalar ile
desteklenmelidir(®!). Array-SNP uygulamalari, olusan
beklentiler ve soru isaretleriyle insanlari hem
heyecanlandiran, hem de baz1 verilerin saglikli bigimde
yorumlanmasindaki yetersizlikler ve etik kaygilar
nedeniyle endiselere siiriikleyen bir nitelige sahiptir.
Gliniimiizde preimplantasyon asamasinda yapilan tiim
bu ¢alismalar hizli sonuglar verse de hala zahmetli ve
zor uygulamalardir.

PGD labaratuvarlarin ISO 15189 veya esdegeri
bir sekilde akredite edilmesi ve PGD c¢alisan
labaraturlarin verilerini bilimsel toplantilarda paylagmasi
bu konudaki bilgi ve deneyimin gelisiminde énemli
rol oynayacaktir. Sitogenetik ve molekiiler genetik
disiplinlerini dogru bir bigimde birlestirebilmek icin
egitim programlarinin diizenlenmesinin de bu
yontemlerin gelistirilmesine katki saglayacagi
bildirilmistir(63).
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GENETIK DEGERLENDIRME

Sonu¢ olarak; yardimci iireme teknikleri
uygulanmasi dncesinde, sirasinda veya sonrasinda
genetik tani testlerine basvurulmasit iyi klinik
uygulamalarin bir pargasidir. Bu testler dogru tant
konulmasini sagladigi gibi uygun genetik danismanligin
verilmesini de miimkiin kilmaktadir. Uygulanacak
testlere karar verilmesi sirasinda klinik bulgulara ek
olarak aile Oykiistiniin genetik danigsmanlik sirasinda
degerlendirilmesi hastalarin daha fazla yarar gérmesini
saglamaktadir.

Ureme sagligia yonelik olarak yapilan genetik
taramalarda 6liimciil ve/veya ciddi derecede
anomalilerle seyreden bir hastalikla etkilenmis bir
bebek diinyaya getirme riski yiikksek olan, saglikli
tagtyicilari ortaya ¢ikarabilmek temel amag olmalidir.
RIF olan g¢iftlerde hangi testin yapilacagina karar
verilirken uygulanacak genetik testin maliyeti, etkinligi
ve testin etiyolojik nedeni ortaya koyabilme etkinligi
g0z oniinde bulundurulmalidir. Genetik tarama amact
ile yapilan testler hasta bireylere veya giftlere iireme
sagliklari ile ilgili dogru bilgiler sunarak karar verme

stireglerini kolaylastirmalidir.
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