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Ozet

Summary

Preimplantasyon genetik tani yardimci iireme tekniklerinin
bir parcast olarak 10 yil kadar énce Ingiltere de gelistirildi. Bu
teknik ile X’ e bagli gecis gosteren hastaliklar, trizomiler, sayisal
ve yapisal somatik kromozom anomalileri ve bazi tek gen
defektleri ortaya konabilmektedir. Preimplantasyon genetik tani
iki agamal1 bir teknik olup ilk asamada oositden polar cisim veya
klivaj donemi embriyodan blastomer alinmasi ve daha sonra
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) veya floresan in-situ
hibridizasyon (FISH) ile degerlendirilmesi seklindedir. Bu yazida
teknigin ana prensiplerini, mevcut durumunu ve tani konabilen
genetik bozukluklarin neler oldugunu tartisacagiz.

Anahtar Kelimeler: Preimplantasyon genetik tani,
Embriyo biyopsisi, Floresan in-situ
hibridizasyon teknigi (FISH),
Polar cisim biyopsisi
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Preimplantation genetic diagnosis was developed as a part of
the assisted reproductive techniques in the UK 10 years ago. X-
linked disorders, trisomy or other numeric and arrangement disor-
ders of the somatic chromosomes and single gene defects are
identified by this technique. Preimplantation genetic diagnosis is a
two step technique. The first is to remove polar body from the
oocyte or blastomere from the clivage stage embryos and second
is the polymerase chain reaction (PCR) or flourescent in-situ
hybridization (FISH). However preimplantation genetic diagnosis
is expensive, sofisticated and experimental and there were a lot of
questions about it. In this article we discuss main principles of
technique and current status of preimplantation genetic diagnosis,
types of genetic disorders which testing was developed.

Key Words: Preimplantation genetic diagnosis,
Embryo biopsy, flourescent in-situ
hybridization technique (FISH),
Polar body biopsy
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Basta gelismis toplumlar olmak {iizere kadinlarda
¢ocuk sahibi olma yas1 giderek artmaktadir. Bunun
sonucunda  reprodiiktif donemin  smirlarnn  giderek
genislemekte ve bu durumda basta andploidiler olmak
lizere genetik hastaliklarin  siklign  da  artmaktadir.
Preimplantasyon genetik taninin amaci, yardimc: iireme
teknikleri uygulanan hastalarda ister yas, isterse altta yatan
birtakim nedenler sonucu genetik hastaliklarin ortaya
¢tkma riskinin oldugu durumlarda, bu riskin erken
doénemde ortaya konmasidir. Ik basarili preimplantasyon
genetik tan1 1968 yilinda  tavsanlarda trofoektoderm
biyopsisi ile seks kromatini ve cinsiyet tayinine kadar
uzanir. Insanda ise ilk basarili PGT, embriyo blastomer
biyopsisi ile 4 hiicreli asamada cinsiyet tayini amaci ile
yapilmstir.

Preimplantasyon genetik taninin baslica asamalar1 ge-
netik incelemenin yapilacagi hiicrenin alinmasi ve bunu
takiben Polymerase Chain Reaction (PCR) veya Fluorecent
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in-situ Hybridization (FISH) gibi yontemler kullanarak
genetik tan1 yoluna gidilmesidir.

Teknik
Biyopsi Islemi
PGT, implantasyon oOncesi gelisim doneminde g
farkli hiicre tipinde yapilabilir. Bunlar; oosit/zigot done-
minde polar cisim, bdolinme evresindeki embriyoda
blastomer ve blastosist ddneminde ise trofoektoderm hiic-
releridir.

Blastomer Biyopsisi (Klivaj Evresi Biyopsisi)

Bu amagla 3. giinde ortalama 6-10 hiicreden olusan
embriyolar kullanilmaktadir. islemin ilk safhas1 oosit veya
embriyoyu c¢evreleyen zona pellucida’nin acilmasidir.
Zonanin diseksiyonu i¢in halen ii¢ yontem kullanilmakta-
dir. Bunlar;

1-Asit tyrode soliisyonu,
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2-Mekanik olarak parsiyel zona diseksiyonu,
3-Lazer.

Bu yontemler i¢inde en ¢ok kullanilan lokal olarak a-
sit tyrode uygulanmasidir. Ancak asit tyrode kullanimi,
meydana getirilen deligin ¢apiin kontrol edilmesinin zor
olusu, oositin gelisimini olumsuz yonde etkileyebilmesi ve
polar cisim biyopsisinde uygun olmayis1 gibi problemleri
de getirmektedir .

Asit tyrode kullamilarak yapilan embriyo biyopsisinde
alman hiicre interferans kontrast mikroskopu ile interfaz
niikleusunun olup olmadig: agisindan degerlendirilir. Eger
interfaz niikleusu mevcut ise embriyo hemen tekrar kiiltiir
ortamina transfer edilir. Eger almnan hiicrede niikleus
izlenemiyorsa bu durumda 6-8 hiicreli bu asamada ikinci
bir hiicre alinabilir. Zona iizerinde agilan delik aspirasyon
icin kullanilacak pipet ¢apinda, ancak blastomerin c¢apin-
dan kiigiik olmalidir (1,2).

Bu yontemin standart uygulamasinda kullanilan 3 pi-
petli yontem yerine, 2 pipetli yontem kullanilarak gecen
zamanin kisaltilmasi ve manipiilasyon i¢in yapilan islem
sayisini azaltilmasi miimkiin olabilir. Bu yaklagimda asit
tyrode ile zona drilling ve aspirasyon i¢in farkli pipetler
kullanilmasi yerine hem drilling hem de aspirasyon i¢in tek
pipet kullanilmasi yoluna gidilir. Bu yontemle islem yapan
Chen ve arkadaglar1 (2) zona diseksiyonu igin asit tyrode
kullanirken mikromanipiilasyon igin sadece 2 alet kullan-
diklar1 kendi serilerinde, iki pipetli yontemin ii¢ pipetli
yonteme gore daha kisa siirdiigii ancak iki grup arasinda
intakt blastomer elde edilmesi, blastosist asamasima iler-
leme agisindan fark saptanmadigimi bildirmiglerdir. ki
pipetli yontem konvansiyonel metot kadar etkilidir.

Zona mekanik yolla da disseke edilebilir. Embriyo bir
yandan stabilize edilirken ilk kesi yapilir. Ardindan embri-
yoya vertikal bir rotasyon yaptirilip uygun pozisyon verile-
rek ikinci kesi yapilir ve bu yolla + veya V seklinde zona-
da bir flap olusturulur. Embriyo biyopsisi islemini tamam-
lamak icin embriyo hazirlanan flap saat 3 hizasina gelecek
sekilde tekrar rotate edilip tekrar tutucu pipet ile stabilize
edilir ve mikropipet ile zonada agilan flapden girerek
secilen blastomer hiicre kitlesinden ayrilir. Mikro pipetin
cekilmesi ile flap tekrar kapanir. Bu isleme ii¢ boyutlu
parsiyel zona diseksiyonu yontemi denir (3).

Zona diseksiyonu i¢in kullanilan alternatif yontemler-
den biri de nonkontakt lazer ile yapilan mikrodiseksiyon-
dur. Bu zamana kadar yapilan hayvan deneylerinde polar
cisim biyopsisinde konvansiyonel yontemler kadar etkili
olarak bildirilmekle birlikte insan embriyolarinda yapilan
caligmalar sinirlidir (4,5) ve yontem i¢in heniiz FDA'dan
onay alimmamustir.

Klivaj evresinde yapilan embriyo biyopsisinde ortaya
¢ikan bir problem blastomerlerin giderek artan hiicresel
baglantilar ile birbirlerine baglanarak kompakt bir yap:
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meydana getirmesidir. Bunun sonucunda embriyo biyopsi-
sinin giigleserek biyopsi zamani uzatmakta ve blastomer
lizisi artmaktadir. Bu amagla bazi aragtirmacilar tarafindan
Ca ve Mg icermeyen medyum kullanilmasi Onerilmistir.
Bu yolla junctionlar zayiflamis ve embriyo kolaylikla
hiicre kitlesinden uzaklagtirilabilmistir (6).

Son zamanlarda bir¢ok IVF merkezinde embriyolarin
blastosist donemine kadar kiiltiire edilmesi durumunda,
transfer sonras1 gebelik oranlarinin konvansiyonel metot-
larla elde edilenlere gore daha fazla oldugu bildirilmistir.
Ancak in vitro ortamlarda embriyolarin sadece %401
blastosist agsamasina ulagmaktadir. Eger PGT i¢in blastosist
asamas1 beklenecek olursa bu durumda genetik tani sansi
kaybedilebilir, biyopsi veya tani1 basarisiz olabilir.
Blastosist yariklandiginda trofektoderm hiicreleri zona
pellucida’ nin digina dogru ¢ikar. Bu durumda biyopsi
kolaylikla yapilabilir. Ancak in vitro ortamlarda insan
embriyolarinda spontan hatching olduk¢a nadirdir. Bu
nedenle blastosist biyopsisi i¢in mutlaka assisted hatching
gereklidir. Mikromanipiilasyon sistemine alinan embriyo,
genis kalibreli bir pipet ile i¢ hiicre kitlesinin (Inner Cell
Mass) oldugu tarafta stabilize edilir. Ardindan ters taraftan
genellikle saat 3 hizasindan zona iizerine lazer veya meka-
nik araglar ile delik agilir. Bunu takiben embriyo tekrar
kiiltiir ortamina konulur. Bir siire sonra kiiltiir ortami ince-
lendiginde trofektoderm hiicrelerinin bu delikten disar
herniye oldugu izlenir. Bu hiicre kitlesi mekanik yolla veya
lazer ile embriyodan ayrilir ve genetik incelemeye gegilir.
Ancak blastosist kiiltlirii tiim merkezlerde rutin kullanima
gecmenmistir ve kromozom materyalinin i¢ hiicre kitlesin-
den farkli olabilecegi ve yalanci pozitiflik ve negatiflikler
tastyabilecegi unutulmamalidir (1).

Polar cisim biyopsisi ise PGT’ da kullanilan ii¢iincii
yontemdir. Bu kapsamda metafaz II asamasinda birinci
polar cisim ve zigot asamasindaki ikinci polar cisim
mikromanipiilasyon yontemleri ile izole edilip FISH veya
PCR ile degerlendirilir. Bu yolla ne birinci polar cisim ne
de ikinci polar cismin alinmasinin embriyonal gelisim ve
implantasyon oranina olumsuz etkisi yoktur. Anne yasina
bagli olusan andploidilerin biyiik bir kismi 1. mayozdaki
nondisjunction’a baglidir. Oosit elde edildikten sonra erken
kromatid ayrilmasi oldugu i¢in alinan polar cismin 6 saat
icinde fiksasyonu gereklidir. Ancak dogru tani i¢in ikinci
polar cismin de degerlendirilmesi Onerilir. Polar cismin
biyopsisinde zona pellusida’ nin agilmasi i¢in kullanilan
yontemler blastomerin izolasyonu i¢in kullanilanlardan
farklr olup sik kullanilan bir yontem olan asit tyrode soliis-
yonu tercih edilmemektedir. Bu amagla genellikle mekanik
yontemler kullanilir.

Polar cisim alinirken eger oosit ile aralarinda
sitoplazmik koprii oldugu izlenirse bu durumda biyopsiye
bir siire ara verip inkiibasyona biraz daha devam edilerek
islem tekrar denenmelidir. Polar cismin alinmasin takiben
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zona agildigindan dolay1 bu olgularda IVF planlansa bile
ICSI’ye gecilmesi Onerilir (1).

Genetik Degerlendirme
Kullanilan genetik tani yontemleri bir takim modifiye
uygulamalara ragmen PCR ve FISH’dir.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR spesifik DNA sekansinin yaklasik ikiyiizbin kez
¢ogaltilmasina dayanan bir molekiiler tan1 yontemidir. Bu
amagcla oligoniikleotid dizilerinden olusan primerlere ihti-
yag vardir. DNA primeri daha dnceden belirlenen ve oriji-
nal DNA zincirinde aranan bolgeye karsilik gelerek ta-
mamlayan birka¢ yiiz niikleotidden meydana gelen tek
zincirli DNA pargasidir. islemde primerler DNA’ nin bu-
lundugu ortama eklenir. Isleme baslanabilmesi igin
DNA’nin denatiire edilerek ¢ift sarmalli yapisinin agilmasi
gerekir. Daha sonra ortam sogutularak ortama onceden
eklenen DNA primerleri ile DNA hibridizasyonunun olma-
st beklenir. Ardindan DNA polimerazin varliginda (Tag
Polimeraz) DNA sentezi ger¢eklesir. Bu dongiide sirasi ile
denatiirasyon, hibridizasyon ve polimerizasyon asamala-
rindan gegerek DNA zinciri geometrik artisinin olmasi
saglanir. Ardindan elde edilen ornege poliakrilamid jel
elektroforezi (%10) 30 dakika siire ile uygulanip bunu
takiben ethidium bromide ile boyanarak ultraviole 15181
altinda degerlendirilir. PCR, PGT igin ilk kullanilan mole-
kiiler genetik tan1 yontemidir. Ilk olarak seks tayini igin
kullanilmigtir. PCR da karsilagilan baslica problemler,
ortamin hiicre ve DNA ile kontaminasyonu ve tek hiicre-
den elde edilen diisiik miktardaki DNA (6 pg) ile yapilan
incelemenin sensitivitesidir. Boyle diisiik miktardaki DNA
icerigi ile yapilacak olan genetik degerlendirmenin
spesifitesini arttirmak i¢in ikinci bir grup PCR islemine
gidilebilir.

PCR tek gen hastaliklarin tanisinda kullanilan baglica
yontemdir. Ancak allel drop-out veya tercihi amplifikasyon
PCR’ 1 giivenilirligini azaltan bir faktordiir.

PCR ile tanis1 konan ilk hastalik Kistik Fibroz olup
son yillarda PCR kullanilarak PGT konabilen hastaliklar,
Tablo 1’de verilmistir (7-13).

PCR’1n sensivitesini artirmak i¢in kullanilan bir yol da
DNA primerlerinin flourosan ile isaretlenmesidir. Bu metot
ayni esnada hem seks kromozomu tayini hem de kistik
fibroz gen tayinine izin verir. Bu yolla DNA kontaminas-
yonunun olup olmadiginin tespiti de miimkiindiir.

Fluorescent In-Situ Hybridization (FISH)

FISH, genellikle tek gen hastaliklarindan c¢ok
otozomal ve seks kromozomlarinda ortaya ¢ikan sayisal ve
belirgin yapisal degisiklikleri ortaya koymak i¢in kullani-
lan bir yontemdir. Klasik sitogenetik yontemlerin uygula-
nabilmesi i¢in mitoza giren hiicrelerin metafaz evresinde
durdurulmasi gereklidir. Alinan blastomerin genetik deger-
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Tablo 1. PCR ile preimplantasyon genetik tanis1 miim-
kiin olan hastaliklar

Kistik Fibroz

Bazi kalitsal deri hastaliklari
Orak hiicreli anemi,
Talassemiler,

Marfan sendromu,

Spinal miiskiiler atrofi, (SMA)
Frajil X sendromu,

Charcot Marie Tooth tip 1A,
Kalitsal kanserler (Ailesel Polipozis Kolli)
Myotonik Distrofi,

Lesch Nyhan sendromu,
Konjenital Adrenal Hiperplazi,
Huntington Koresi

Tay-Sachs hastalig1

DiGeorge sendromu

lendirmesi igin bu klasik degerlendirme yonteminin uygu-
lanmas1 teorik olarak miimkiindiir. Ancak blastomer
niikleuslarinin sadece %25’inde metafaz kromozomlari
izlenmesi, bantlama kalitesinin yetersiz olusu ve taniya
kisa siirede gidilmesinin gerekli olusu gibi nedenlerden
dolayr klasik sitogenetik yontemlerinin kullanim uygun
degildir. FISH yonteminde mikromanipiilasyon yontemleri
ile elde edilen blastomer veya polar cisimde, interfaz
niikleusunda DNA’nin belli bolgelerine spesifik, floresan
ile isaretlenmis problar kullanilarak kromozomlarda ki
sayisal ve eger degerlendirilecek bolgeler yeterince biiyiik
ise delesyon, translokasyon gibi gros degisiklikler saptana-
bilir. Ayni seansta farkli renkler ile isaretlenmis birden
fazla prob ile ¢aligilabilir veya yapilan bir yikama islemini
takiben ikinci bir grup prob eklenerek incelenen kromozom
sayist arttirilabilir. FISH’in baglica avantaji ileri maternal
yasa bagl olarak artis1 beklenen andploidiler ve X’e bagh
resesif gegis gosteren hastaliklarda cinsiyet tayini ve mev-
cut imkanlar dahilinde belli kromozomlar (X, Y, 21, 13
v.b) i¢in hazirlanan problar kullanilarak o kromozomlarin
sayisal anomalilerinin ortaya konabilmesidir.

Yardimci tireme tekniklerine bagvuran bir grup hasta
ister yasa bagl isterse tekrarlayan abortuslar gibi nedenler
ile preimplantasyon genetik taniya ihtiya¢ duyabilir. Hasta-
lar igerisinde fenotipik olarak normal olan translokasyon
tastyicilar: gibi ileriki kusaklara kromozomal diizensizlik-
leri aktarma riski olan bireyler FISH ile saptanabilir. FISH
ile kromozomlardaki sayisal degisiklikler, Robertsonian
tipi  translokasyonlar, resiprokal  translokasyonlar,
inversiyon ve gonadal mozaisizimler saptanabilmektedir.
Mevcut prob setleri ile blastomerde X, Y, 13, 14, 15, 16,
18, 21, 22’nci kromozomlar incelenebilir (1). Ayni sekilde
multicolor FISH problari ile polar cisimde de 13, 18 ve 21.
kromozomlar isaretlenebilir. Ancak farkli kromozomlarin
tutulabilmesi ve farkli kirilma noktalarimin kisisel farklilik-
lar gosterebilmesi nedeni ile tiim translokasyonlar: sapta-
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mak i¢in tiniversal bir modelin kullanimi her zaman miim-
kiin olmamakta ve her ¢ift i¢in farkli prob setlerinin kulla-
nim1 gerekebilmektedir. Bu sorunun iistesinden gelmek
icin su anda 2 ydntem denenmektedir. Bunlardan biri
interfaz konversiyonu olup bu metotda ikinci polar cisim
veya blastomerden alinan niikleus eniikle bir oosite nakle-
dilerek interfaz agsamasindaki niikleusun metafaz agsamasina
doniisiimii saglanmaktadir. Baz1 hallerde metafaz kromo-
zomlarinin karyotiplemesi gii¢ olabilmektedir. Bu durumda
spektral karyotipleme veya multicolor FISH uygulanabilir.
Diger yontem ise karsilastirmali hibridizasyon olup burada
hem test DNA’s1 hem de kontrol DNA’s1 farkli renklerle
isaretlenip ayni ortama konarak metafaz ayrilmasina bira-
kilir. Eger tasiyic1 kadisa bu durumda polar cisimde kro-
mozom boyamasi bdlgeye spesifik problar ile kombine
edilir.

40’11 yaslara yaklastikca kadinlarda mayoz boliinme
sirasinda ortaya ¢ikan kromozomal degisikliklere de bagh
olmak iizere fertilitede azalma oldugu bilinmektedir. Son
yillarda IVF’e giden kadinlarda oosit veya elde edilen
embriyolarin  andploidiler agisindan  degerlendirilmesi
tartisilmaktadir. Ancak uygulanan prosediirlerin teknik
sinirlamalar1 ve bu hastalardan zaten az sayida embriyo
elde edilmesi gibi nedenlerle uygulanacak boyle bir yon-
temin faydalar acik degildir. Bu yontemin IVF’e giden
reprodiiktif donemin sonlarindaki kadinlarda fayda sagla-
y1p saglamayacaginin ortaya konmasi i¢in uluslararasi ¢ok
merkezli klinik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Seks kromozomlarmin belirlenmesi ile ozellikle X'e
bagl gegis gosteren hastaliklarin tayini ve postnatal do-
nemde hastalanacak olan erkek embriyolarin eleminasyonu
miimkiindiir. Bu amagla FISH kullanilmasi durumunda
teknigin yeterliligi blastomer basma %90.5 eger alinan
blastomerin niikleusu net olarak izleniyorsa %95' tir. Tek-
nigin basarisizlik orani ise %1.2'dir (14).

Floresan in situ hibridizasyonun uygulanmasi sirasin-
da karsilagilan sinirlamalar Tablo 2 verilmistir. Preim-
plantasyon genetik tani sirasinda karsilasilan onemli bir
problem preimplantasyon embriyolarda karsilagilan 6nemli
orandaki mozaisizmdir. Bu durumda ortaya su soru ¢ik-
maktadir. Acaba preimplantasyon genetik tani sirasinda
genetik olarak degerlendirilen blastomer DNA’s1 embriyo-
nun genetik yapisini ne Slgiide temsil etmektedir? Hatali
tan1 riski rolatif olarak diisik olmakla birlikte eger iki
blastomer degerlendirilecek olursa bu risk daha da azalir.

Polar Cisim Biyopsisi
Kadinda her iki mayoz boliinme sonucunda iki kiiglik
polar cisim olusur. Birinci mayoz ovulasyonu takiben
olusur ve bir oosit ile birinci polar cisim olusur. Olusan
birinci polar cisim haploid yapida olup oositteki genetik
yapmin komplementerini igerir ve kondanse yapidadir.
Ikinci polar cisim fertilizasyonu takiben ortaya cikar,
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Tablo 2. FISH yonteminin uygulanmas: sirasinda karsi-
lagilan problemler

Mozaisizm,

Yanlis negatiflik,

Multiniikleer blastomerler,

Fiksasyon sirasinda mikroniikleusun kaybi,
Polimorfizm

dekondanse yapidadir ve niikleus yapisini olusturur. Polar
cisim analizleri bir takim avantajlar tagir. Bunlarin basinda
polar cismin alinmasmin embriyonun implantasyon ve
gebelik olusum potansiyeline olumsuz etkisinin olmayisi
gelmektedir. Gebelikte ve dogum sonrasi yapilan
sitogenetik incelemeler, ortaya ¢ikan sayisal ve morfolojik
kromozomal anomalilerin biiylik kisminin 1. mayoz sira-
sinda ortaya ¢ikan aberasyonlarin sonucu oldugunu gos-
termistir. Erkek gamette, II. mayoz boliinme ve postzigotik
mitoz bolinmelerin kromozomlarin sayisal ve yapisal
bozukluklarina olan katkisinin daha diisiikk oldugu izlen-
mistir. Ancak farkli kromozomlar i¢in bu oran degisiklik
gosterebilir. Polar cisim biyopsisinin dnemli bir avantaji da
polar cisimlerin oosit pick-up’indan kisa bir siire sonra
veya ICST’yi takiben alinabilmesi olup zaman faktorii
acisindan blastomer biyopsisine istiinliik tasir. Baslica
dezavantaji1 ise paternal ve postzigotik andploidinin sapta-
namamasidir.

Verlinsky ve arkadaglarinin bir ¢aligmasinda 34 yasin
iizerinde yardimci tireme teknikleri uygulanan kadinlarda
birinci ve ikinci polar cisimleri degerlendirmek i¢in FISH
ile 13, 18 ve 21. kromozomlar isaretlenmistir. Sadece her
iki mayoz boliinme de ortaya ¢ikan anomaliler saptanmakla
kalmamis birinci mayoz sirasinda ortaya c¢ikan ve
anoploidilerden sorumlu olabilecek olan non-disjunction
bulgular arastirilmistir. Toplam 598 siklusta 3,651 oosit
veya zigot degerlendirilmis, 2,952’sinde (%80.9) FISH
basarili olmus, fertilize embriyolardan 1681°i normal
(%46), 1271’1 andploid (%35) olarak kabul edilmistir.
Embriyolarin 1433°t (%39) transfer edilebilir durumda
olup toplam 557 transfer yapilmis ve 119 gebelik elde
edilmigtir. Otuzbes gebelik ise spontan abortus ile sonug-
lanmis (%29,3), 78 canli dogum gergeklesmis, transfer
basina gebelik ylizdesinin %21,3, siklus basima ise %19,9
oldugu bildirilmistir (15). PGD yapilmayan Londra’daki
St. Thomas hastanesinde 35 yas iizerinde IVF yapilan 208
kadinda gebelik hizi, 31 hastada zayif stimiilasyon nede-
niyle yapilan siklus iptaline ragmen %22’dir (16).

Klivaj Evresi Biyopsisi-Blastomer Analizi

Klivaj evresi biyopsisi ve blastomer incelemesi
preimplantasyon genetik tani1 yontemleri icerisinde en ¢ok
uygulananlaridir. Bir takim modifikasyonlar1 olmakla
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birlikte blastomer eldesi diisiik kayip oranlari ile saglana-
bilmekte ve bu yolla genetik inceleme i¢in diploid genetik
materyal elde edilebilmektedir. Baglica dezavantaji transfer
oncesinde FISH i¢in gerekli zamanm kisith olmasidir.
Klivaj dénemi embriyosunda andploidi taramasinda baslica
handikap birgok c¢alismada Multicolour FISH yontemi ile
yapilan genetik degerlendirmede de gosterildigi gibi
mozaisizimdir. Bu tip kromozomal degisiklikler niikleer
anomaliler igeren embriyolarda daha siktir ve multiniikleer
blastomer igeren embriyolarin transfer edildigi kadinlarda
gebelik hizi diigliktiir. Munne ve arkadaslarinin (1998) bir
calismasinda FISH analizinin hatali tan1 oram1 %15°dir
(17). Gianoroli ve arkadaglar1 (1999) ileri maternal yas,
tekrarlayan IVF basarisizlig1, dengeli translokasyonlar gibi
karyotipik degisiklikler nedeni ile 86 ¢ifti ve 116 siklusu
blastomer analizi ve FISH kullanarak degerlendirmislerdir
(18). Burada elde edilen blastomerleri iki gruba ayirmiglar-
dir. Birinci grupta FISH i¢in X, Y, 13, 16, 18, 21. kromo-
zomlar i¢in , ikinci grubu ise bunlara ek olarak 14, 15, 22.
kromozomlar i¢in probla isaretlemislerdir. Klivaj donemi
biyopsisi ve FISH’ in diagnostik yeterliligi %82.3 olarak
saptanmistir (18). Her iki grupta embriyolarin %50’si
anoploid olarak saptanmis, implantasyon ve gebelik hizlar1
her iki grupta da birbirine yakin olarak seyretmis,
implantasyon hiz1 1. grupta %24.5, 2. grupta 9%23.6,
siklus bagina gebelik hiz1 1. grupta %26.8, 2. grupta ise
%28 olarak saptanmistir. Her iki grupta transfer edilen
toplam 91 embriyodan 36 gebelik elde edilmis, bu gebelik-
lerin ikisi spontan abortus ile sonug¢lanmis ve 22 canli
dogum gerceklesmistir. Bu iki grupta da gebelik kaybi
%5.8 olarak bulunmustur. Ikinci gruptaki hastalarin yas
ortalamas: birinci gruba goére daha yiiksektir (1. grupta
35.4 iken 2. grupta 37.2) (18).

ESHRE’ nin 1997 yilinda Edinburgh’daki toplanti-
sinda Preimplantasyon Genetik Tan1 (PGT) konsorsiyumu-
nun kurulmasina karar verildi. Bu konsorsiyumun 1999
yilindaki toplantisinda 12 merkezde 323 ¢ifte ait 392 PGT
siklusunun verileri degerlendirilmis. Genetik degerlendir-
me ic¢in olgularin 54’linde FISH diger olgularda ise PCR
uygulanmis. Tespit edilen toplam 110 fetal kesenin 58’ inin
tek, 21’inin ikiz, ikisinin ii¢liz, birinin ise dordiiz oldugu
bildirilmis. 11 gebelik ise birinci trimestrda kaybedilmis.
Olgulara ait veriler degerlendirildiginde tespit edilen kro-
mozom anomalilerinin basinda resiprokal translokas-
yonlarin geldigi izlenmis.

Toplam 70 konseptusda preimplantasyon genetik tani,
prenatal genetik tan1 yontemleri ile konfirme edilmistir.
Uygulanan PGT yontemleri bazinda ele alindiginda FISH
yapilan 76 konseptusun 45’inde (%59) ve PCR yapilan 34
konseptusun 25’inde (%64) tani konfirme edilmistir. 70
gebelikten sadece birinde hatali tani konulmus. Tanilar
prenatal veya postnatal donemde konfirme edilen bu toplam
70 gebelik iginde hatal1 tan1 yiizdesi sadece %1,4’diir (19).
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Fetal seks tayini ozellikle X’e bagl gegis goOsteren
hastaliklarin prenatal tanisi agisindan onem tasimaktadir.
X’e bagl resesif gegis gosteren 300°den fazla monogenik
hastalik bildirilmistir. Preimplantasyon genetik tani ile fetal
cinsiyetin saptanmasi ile Ozellikle erkek embriyolarin
eliminasyonu miimkiindiir. Preimplantasyon genetik tani
amaci ile FISH ve PCR kullanilabilir. Fetal seks determi-
nasyonu i¢in bu iki yontemin karsilastirildig: bir caligmada
PCR ile belirlenen sonuglar FISH ile de dogrulanmistir
(20). FISH’in yontem olarak genomik kontaminasyona
daha az maruz kalmasi ve kromozomlarin sayisal olarak
degerlendirilebilmesi PCR’a olan iistiinligidiir. Ancak
FISH, alinan blastomerin poliniikleer oldugu hallerde hatali
taniya yolacabilir. Eger hastalik icin spesifik primerler var
ise PCR PGT i¢in tercih edilen metot olmalidir (20).

Kadin veya erkegin translokasyon tastyicisi olmasi bir
grup sorunu da beraberinde getirmektedir. Resiprokal veya
Robertsonian tipi translokasyon tagiyicilarinda normal
populasyona gore daha yiliksek oranda infertilite goriilmek-
te olup kromozom anomalili ¢ocuk ve multipl spontan
abortus sanssizligina sahiptir. IVF-ET yapilmasi1 planlanan
bu gibi hastalarda preimplantasyon genetik tani ile
anoploidiler (Trizomi 21 vakalarinin %5’ini Robertsonian
tipi translokasyonlar meydana getirir) ve X’e bagh gecis
gosteren hastaliklar ekarte edilebilir ve normal embriyola-
rin transferi ile gebeligin devam ettirilebilme sansi1 da artar.
Bu amagla kullanilacak tek giivenilir preimplantasyon
genetik tani yontemi interfaz niikleuslarda translokasyon
tipleri i¢in gelistirilen spesifik problar ile yapilacak olan
floresan in situ hibridizasyondur. Munne ve arkadaslar
(1998) maternal orjinli translokasyonlari tespit i¢in birinci
polar cisim kromozomlarini oosit pick-up’ 11 takiben 6
saat icinde kromozom boyama problari kullanarak FISH ile
degerlendirmislerdir (21). Ug translokasyon tastyicisi
kadindan toplanan 31 oositten elde edilen 23 birinci polar
cisim degerlendirilmistir. Normal oositlere IVF-ET uygu-
lanmus ve ii¢ kadin gebe kalmugtir. Ugiincii gebenin gebeli-
gi 7. haftada abortus ile sonlanmig ve abortus materyalinin
sitogenetik incelemesinde dengeli translokasyon tasiyicisi
oldugu saptanmustir. Diger iki gebenin ikiz gebelikleri ise
terme ulagmistir. Ikinci gebenin bebeklerinden biri
karyotipik olarak normal iken, digerinin babada mevcut
olan dengeli translokasyon nedeni ile aym sekilde dengeli
translokasyon tasidig1 saptanmis. Ayni aragtirmacilar iki y1l
sonra yaptiklart baska bir c¢alismalarinda PGT ile
translokasyon tastyicilarinda spontan abortuslarin %95’
den %]13’e diistiiglinii bildirmislerdir. Eger embriyolarin
%50’den fazlas1 normal ise gebelik sansi daha fazladir.
Robertsonian tipi translokasyonlarda resiprokal
translokasyonlara gére anormal gamet sayis1 daha az ve
gebelik sansi daha yiiksektir. Translokasyonlarin telomerik
problar kullanarak %6 hata hiz1 ile tanis1 konabilmektedir
(22).
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Blastomer biyopsisini veya polar cisim biyopsisini ta-
kiben embriyolarin dondurularak saklanmasi ve daha sonra
¢ozdiirtilerek transferi daha Onceki embriyo transferleri
basarisiz olan hastalarda mantikli bir yaklasim olarak go-
riinmektedir (23). Ancak ¢ozdiiriilerek tekrar bu embriyola-
rin kullanilmasimi takiben viabiliteleri embriyo biyopsisi
yapilmayanlara gore daha diisik bulunmustur (23,24).
Islem sonras1 embriyo survi' lerinin diisiik olmasinin 6nem-
li bir nedeni kullanilan dondurma prosediiriidiir. Zonanin
intakt olup olmamas: ve zonanin kalinlii ve membran
iizerindeki glikoprotein ortli embriyo sag kalimimi belirle-
yen dnemli bir faktordiir (24).

Sonug¢

Son on yillik siire i¢inde yardimc: {ireme teknikleri ve
preimplantasyon genetik tan1 sadece tami imkanlarimizi
genisletmemis ayn1 zamanda insan gelisiminin erken do-
nemine ait karanlikta kalan bir takim noktalarin aydinlatil-
masim1 da saglamistir. Bununla birlikte preimplantasyon
genetik tan1 heniiz deneysel bir nitelik tasiyan bir genetik
tan1 yontemidir. Bu tam1 yontemi halen bazi iilkelerde
illegal konumdadir.

Ote yandan preimplantasyon genetik taniya iligkin
birtakim etik problemler 6niimiizde bulunmaktadir. Bunla-
rin en basiti cinsiyet, irk, bir takim karakterlerin se¢imi ve
ayrimi gibi problemler seklinde ortaya ¢ikabilir. Ancak bu
ozelliklerin ¢ogunun multifaktoryel gegis gostermeleri ve
tek hiicre ile degerlendirmelerinin su an i¢in miimkiin
olmamasi nedeni ile simdilik problem olarak gériinmemek-
tedirr.  Su an i¢in preimplantasyon genetik taninin
endikasyonlar1  henliz tam  oturmamistir.  Ancak
endikasyonlar1 belirlerken bu yontemin amacinin embriyo
implantasyon oranlarini arttirmak, abortus oranini ve ano-
malili dogum sayisini azaltmak dolayisi ile yardimci tireme
tekniklerinin etkinligini arttirmak oldugu unutulmamalidir.
Endikasyonlar1 belirlemek kadar 6nemli bir konu da bu
tan1 yontemlerinin kotliye kullammini onleyecek yasal
gerceve ve list kontroliin olusturulmasidir.
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