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Ozet

Bu calismada, GATF Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AD Yardimci
Ureme Teknikleri Unitesinde Eyliil 2005 ile Haziran 2007
arasinda 6-8 blastomer asamasindaki 3. giin embriyolarindan
biyopsi alinarak preimplantasyon genetik tan1 uygulanmis 18
hasta ve genetik analiz sonuclari, implantasyon ve gebelik
basarisi ile canli dogum oranlari degerlendirildi. Genetik
inceleme ayni giin icerisinde floresan in situ hibridizasyon
yontemi kullanilarak yapildi. Genetik analiz sonuclarina ve
embriyonal gelisime gore 1-3 arasi embriyo transfer edildi.
On sekiz hastanin in vitro fertilizasyon uygulamalari sirasinda
209 oosit toplandi. Bu oositlerden matir olan 183 tanesine
"intracytoplasmic sperm injection" islemi uygulandi ve 127
embriyo elde edildi. Bu embriyolardan Grade | kalitede olan
83 embriyoya blastomer biyopsisi yapildi. Preimplantasyon
genetik tan1 endikasyonlar1 acisindan hastalar ince-
lendiginde, 1 hastaya kromozomal anomali oykisi, 11 has-
taya tekrarlayan implantasyon basarisizligi, 5 hastaya tekrar-
layan gebelik kaybi, 1 hastaya ise kriptozoospermi nedeni ile
preimplantasyon genetik tani uygulandi. Preimplantasyon
genetik tan1 uygulamasi sonrasi embriyo transferi uygulanan
16 hastanin 8'inde kimyasal gebelik olusurken (%50), 5 hasta-
da klinik gebelik tespit edildi (%31.3). Bu sonuclar 1siginda
preimplantasyon genetik tani, genetik hastalik riskine sahip
ve/veya tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 olan ciftler
icin kromozomal anomalilerin in vitro tamisinda etkin bir yon-
tem olarak goriinmektedir.
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Summary

Preimplantation genetic diagnosis: the GATA experience
In this study, results of genetic analysis, success rates of
implantation, pregnancy and live birth of 18 patients in
whom preimplantation genetic diagnosis was performed by
making biopsy in their 3rd day embriyos with 6-8 blastomers
at the Assisted Reproductive Techniques Unit of Department
of Obstetrics and Gynecology of Gulhane Military Medical
Faculty between September 2005 and June 2007 were evalu-
ated. Genetic analysis was performed by fluorescent in situ
hybridization method on the same day. According to the
results of genetic analysis and embryonic growth, embryos
with a number of 1 to 3 were transferred. Two hundred and
nine oocytes were collected during in vitro fertilization pro-
cedures of 18 patients. Of these oocytes, intracytoplasmic
sperm injection procedure was performed to 183, which
were mature, and 127 embriyos were achieved. Blastomere
biopsy was performed to 83 of these embryos which had
grade | quality. When the patients were analyzed according
to the indications of preimplantation genetic diagnosis, 1,
11, 5 and 1 patients had a history of chromosomal anomaly,
recurrent implantation failure, recurrent abortus and cryp-
tozoospermia, respectively. Of the 16 patients performed
embryo transfer after preimplantation genetic diagnosis, 8
(50%) and 5 (31.3%) patients had chemical and clinical preg-
nancy, respectively. In view of the results of the present
study preimplantation genetic diagnosis seems to be an
effective method in in vitro diagnosis of chromosomal ano-
malies of couples who have a risk of genetic disease and/or
recurrent implantation failure.

Key words: Pregnancy, implantation,
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Giris

Preimplantasyon genetik tan1 (PGT), in vitro fertili-
zasyon yontemleri kullanilarak gelistirilmis olan
embriyolarda ortaya ¢ikabilecek potansiyel kromozomal
anomalileri belirlemek amaciyla uygulanmaktadir.
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Infertilite tedavisi ile olusturulan, farkli gelisim asa-
malarindaki embriyolarin transfer 6ncesi dénemde kro-
mozomal incelemesinin yapilmasi iglemidir. PGT kon-
septi, ilk olarak 1968 yilinda Edwards tarafindan ortaya
atilmig olmasina ragmen, klinik énemi son 20 yilda in
vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarindaki ilerlemeler
ile birlikte artmustir (1). Embriyonun morfolojisi ve
gelisim potansiyelinin iyl olmasinin yaninda, genetik
yapisinin da hayatla bagdasir olmasi gerekmektedir.
Floresan in situ hibridizasyon (FISH) caligmalan ile
normal olarak gelisen preimplantasyon embriyolarin
blastomerleri incelendiginde yaklagik %30-65'inde en az
bir hiicrede anéploidi saptanmustir. Yiizde 25-60'1nda
ise kromozomal mozaisizm gozlenmistir (2,3). Transfer
Oncesi embriyolarin incelenmesi ve kromozomal
anomali tespit edilen embriyonun transferinin engel-
lenmesi PGT'nin en 6nemli avantajlarindan birisidir
(4). Bu nedenle PGT, bazi caligmalarda prenatal tam
yontemlerine alternatif olarak 6ne siirdlmektedir (5).
Giuintimiizde PGT, yapisal kromozomal anormallikler
(translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar, v.b.), tek
gen defektleri, HLA tiplemesi ve ge¢ baslangich genetik
predispozisyonu olan hastaliklar i¢in kullanilmaktadir
(6). Yapisal kromozomal anomaliler ve anoploidilerin
var oldugu gebelikler klinikte fetal gelisim anomalileri
ve abortus ile sonuglanmaktadir. PGT embriyonal
geligimin farkli donemlerine gore "polar body" biyopsisi
(7,8), blastomer biyopsisi (9-11) ve blastokist biyopsisi
(12) olmak tizere 3 farkli sekilde uygulanabilmektedir.
FISH teknigi ile embriyodan alinan tek blastomer ile 9'a
kadar kromozom taranabilmektedir. Calismamizda
GATF Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AD Yardimci
Ureme Teknikleri Unitesinin preimplantasyon genetik
tan1 deneyimi, hastalarin endikasyonlari, PGT sonuglart
ve implantasyon basarisi retrospektif olarak deger-
lendirilmigtir.

Gerec¢ ve Yontem

Hasta se¢imi: GATF Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AD
Yardimcr Ureme Teknikleri Unitesinde Eyliil 2005 ile
Subat 2007 arasinda preimplantasyon genetik tan1 uygu-
lanan 18 hasta caligmaya dahil edildi. Caligma retro-
spektif olarak analiz edildi. Hastalara PGT uygulama
karar1, embriyolog, yardimer iireme teknikleri konu-
sunda deneyimli bir jinekolog ve genetik danigma
is1ginda alindi. Her hastaya PGT'de beklenen sonuglar
ve riskleri konusunda genig bilgi verildi. Ttim hastalar-
dan bilgilendirilmis onam formu alind.

In vitro fertilizasyon siklusu ve PGT: Kontrollii ovariyan
stimiilasyon protokolleri igerisinde 13 hastaya uzun
protokol ve daha Oncesinde azalmig ovariyan cevaba

246 - Aralik 2007 - Giilhane TD

sahip 5 hastaya da kisa protokol uygulandi. Pituiter
desensitizasyon amact ile hastalara GnRH agonisti
uygulandi. Ovariyan stimiilasyon amaci ile rekombinan
FSH bagland:. Follikiiler gelisim takibi TV-USG ve E2
takibi ile yapildi. Follikiiler gelisim yeterli seviyeye
ulastiktan sonra (17 mm tizerinde 3 ve tizerinde follikiil
varligl) hastaya 10.000 IU "human chorionic
gonadotropin" (hCG) verildi ve 36 saat sonra genel
anestezi altinda “Oocyte pick up” (OPU) islemi uygu-
landi. Téim hastalara sperm ile rezidiiel kontaminas-
yonu ve polispermi olasihgini 6nlemek amact ile
"intrastoplasmic sperm injection" (ICSI) iglemi uygu-
landi. Daha sonra embriyonal geligim izlendi ve {igiincii
giinde 1yi morfolojiye sahip, 6-8 hiicre agamasina gelmis
olan embriyolardan blastomer biyopsisi yapildi (tek
hiicre). Biyopsi iglemi sirasinda Humagen marka
mikropipet kullanilarak mekanik parsiyel zona dissek-
siyonu yontemi uygulandi. Biyopsi uygulanan blas-
tomerler %0.6 BSA iceren 0.047M KCI hipotonik
icinde 30 sn bekletildikten sonra asetik asid/metanol
kullanilarak stereo mikroskop (Olympus SMZ 1500)
alunda fikse edildi. Niikleuslar degerlendirildikten
sonra 13, 16, 18, 21 ve 22 no.lu kromozomlara 3zgii
prob karigimi (PB-Mix, Vysis) ile hibridize edildi.
Hibridizasyon sonrast  %0.3 NP-40 iceren 0.7XSSC
soliisyonunda 2 dk yikanarak 5 mikrolitre Antifade ile
birlikte lamel ile kapatildi. Floresan mikroskopta
(Nikon E-600) kullanilan problara uygun filtreler kul-
lanilarak analiz edildi. Her bir kromozoma 6zgii iki adet
sinyal saptanmast durumunda normal kabul edildi. Bir
adet sinyal bulunmasi durumunda monozomi, ii¢ adet
bulunmasi durumunda ise trizomi olarak degerlendiril-
di. Ayni blastomerde ti¢ veya daha fazla kromozomu
ilgilendiren bozukluklar ise kompleks an6ploidi olarak
siniflandirildi. Genetik analiz sonuglarina ve embriyo-
nal gelisim degerlendirmesine gére embriyo transterleri
4. giinde ultrasonografi egliginde, Gynetics (Belgika)
marka yumusgak embriyo transfer kateteri kullanilarak
gergeklestirildi. Kag embriyo transfer edilecegine
genetik inceleme sonrasinda normal sonug¢ verilen
embriyo sayisina, hastanin yagina ve fertilite durumuna
gore karar verildi. Transfer sonrasinda luteal faz destegi
i¢in vajinal yolla progesteron oviil kullanildi.

Siklus degerlendirmesi: Transfer sonrast 11. giinde
gebelik tespiti i¢in kandan beta HCG 6lgimii yapild:
(Kimyasal gebelik). Daha sonra transvajinal ultrasono-
grafi ile son adet tarihine gore 7. haftada fetal pol ve fetal
kardiyak aktivitenin izlenmesi ile klinik gebelik teyit
edildi. Daha sonra hastalar rutin kontrollere cagirildi.
Hastalara PGT sonuglarinin teyidi amaci ile prenatal
sitogenetik tani amagl amniyosentez 6nerildi. Prenatal
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takip bilgileri hasta kartlarindan ve hastalarin kendi-
lerinden elde edildi. Verilerin analizinde SPSS for

Windows 13.0 paket programi kullanildi.

Bulgular

Caligma siiresince 22 hastaya PGT protokolii plan-
land1. Dort hastanin siklusu ¢esitli nedenler ile (2 hasta-
da azalmig ovariyan cevap, 1 hastada artmis ovariyan
hiperstimiilasyon riski ve 1 hastada aile karar1 nedeni)
iptal edildi. On sekiz hastaya preimplantasyon genetik
tan1 (PGT) iglemi uygulandi. PGT endikasyonlar:
arasinda kromozomal anomalili bebek 6ykiisii, tekrar-
layan implantasyon bagarisizligi, tekrarlayan gebelik
kaybi, kriptozoospermi bulunmaktaydi. PGT protokolii
uygulanan kadinlarin ortalama yas1 33.6%4.1 yil (Deger
araligt: 24-40) iken, erkeklerin ise 35.8+3.7 yil (Deger
aralig: 28-42) idi. OPU islemi sirasinda toplam 209
oosit elde edildi. Bu oositlerden matiir olan (metafaz II)
183 tanesine ICSI iglemi uygulandi. Dondurulmusg
embriyo kullanilmadi. Ortalama MII oosit sayist 10.1
idi. Yiiz seksen ii¢ ICSI islemi sonrasi toplam 127
embriyo elde edildi. Embriyolar arasinda iyi morfolo-
jiye sahip olan 101 embriyoya tiglincii giinde blastomer
biyopsisi uygulandi. Normal sonuca sahip 37 (%29.1)
embriyo transfer edildi. PGT uygulanan 18 hastanin
ikisinde kromozomal olarak normal embriyo buluna-
mamasi nedeni ile embriyo transferi yapilamadi. Diger
16 hastanin 8'inde kimyasal gebelik olustu (%50). Bes
hastada klinik gebelik saptandi (%31.3). Klinik gebelik-
lerin ikisi abortus ile sonuglanirken (bir erken abortus,
bir geg abortus) (%12.5), ii¢ii terme kadar ulagti ve canli
dogum gergeklesti (%18.8). On sekiz PGT uygulanan
hastanin tiglinde ¢ogul gebelik elde edildi (%18.8).
Cogul gebeliklerin ikisi canli dogum ile sonuglanirken,
biri abortus ile sonuglandi. Terme ulagan iki adet ikiz
gebelik diamniyotik dikoryonik ikiz gebelik idi. Uciiz
gebelik saptanmadi.

PGT uygulanan hastalarin endikasyonlar1 ve PGT
sonuglar1 Tablo I'de 6zetlenmistir. PGT uygulanan iyi
goriinimdeki 101 embriyodan 41 tanesi normal kro-
mozomal yaprya sahip idi (%40.6). Diger 60 embriyoda
ise farkli kromozomal bozukluklar saptanmustir (Tablo
I). Unitemizde uygulanan PGT sonuglari igerisinde en
sik rastlanilan kromozomal bozukluk monozomiler idi
(29/41) (%70.7).

Mevcut endikasyonlar arasinda, tekrarlayan implan-
tasyon bagarisizligi nedeni ile PGT uygulanan hastalar
kendi i¢inde degerlendirildiginde (11 hasta), toplam 120
ICSI iglemi uygulanmig olup, 84 embriyo elde
edilmigstir. Iyi morfolojik gériiniime sahip 68 embriyoya
PGT iglemi uygulanmigtir. Yirmi sekizi normal olarak
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rapor edilirken, 22 tanesinde monozomi saptanmugtir.
Bu gruptaki 7 hastanin ikisinde klinik gebelik saptanmig
olup, canli dogum ile sonuglanmigtir. Tki hastada kro-
mozomal olarak normal embriyo gelismedigi igin trans-
fer uygulanamamigtir. Ug hastada ise implantasyon
gerceklesmemigtir.

Tartisma

Simirli sayida olgu ile yaptigimiz ¢aligmamizda,
GATF Kadm Hastaliklar1 ve Dogum AD Yardimci
Ureme Teknikleri Unitesinde PGT protokolii uygu-
lanan hastalarin PGT endikasyonlart ve sonuglar ile
gebelik bagarisin1 degerlendirmeye ¢alistik. Bu konu ile
ilgili yapilmig diger calismalar incelendiginde en sik
PGT endikasyonlarinin ileri anne vyasi, tekrarlayan
gebelik kayiplar1 ve implantasyon basarisizliklar: oldugu
goriilmektedir. Tlerleyen anne yagi ve gebelik kayiplart
arasinda bugtin i¢in bilinen tek faktdr yasla birlikte artan
anoploidi oranlaridir. Caligmamizda, OPU iglemi
sirasinda toplanan ortalama oosit sayist 11.6 olarak sap-
tanmustir ve bu sonug literatiirde mevcut diger ¢alis-
malara benzer oranda bulunmustur. Caligmamizda
ortaya ¢ikan %31.3 oranindaki klinik gebelik orani lite-
ratiirde mevcut olan klinik gebelik oranlarindan (%21-
28) daha yiiksektir (16-18). Bu durumun nedeni hasta
se¢imindeki 6zen ve hasta sayisinin kisitli olmasi ola-
bilir. Bununla birlikte %18.8'lik canli dogum orani,
farkli ¢alismalarda bildirilen sonuglarla (%19-24) ben-
zer bulunmustur (13-15). Calisgmamizda, 3. giinde en
az 6 hiicreli agsamaya ulagmis ve morfolojisi iyi olan
embriyolara blastomer biyopsisi ile PGT uygulamasi
yaptlmustir. Mc Arthur ve ark. tarafindan retrospektif
olarak yapilmis calismada, 5-6 giinde trofoektoderm
biyopsisi uygulanmis, implantasyon orani %26, abortus
orant %7 olarak bulunmustur. Cogul gebelik ise izlen-
memistir (16). Munne ve ark. yag ve tekrarlayan abortus
endikasyonu olan hastalarda 35 yag iizerindeki PGT
uygulamasmin basar1 oranmin daha fazla oldugunu
bildirmiglerdir (17). Otuz bes yas tistiinde PGT uygu-
lanan hastalarimizdan sadece birinde gebelik elde
edilmigtir. Caligmamuzda siklusa alinan hastalarin iptal
orani incelendiginde %18.2 (4/22) olarak saptanmustir;
bu oran diger calismalarda genig aralikta bulunmustur.
Etselle ve ark. %33 (18), Pickering ve ark. %18 (19) sik-
lus iptal orami bildirirlerken, "Eurepaen Consortium"
%06.6 (20) iptal orani bildirmistir.

Gilintiimiizde ciddi ve tedavisi miimkiin olmayan
genetik hastaliklar icin riske sahip; ileri anne yag1 ve
tekrarlayan implantasyon bagarisizhigi olan ciftler icin
PGT uygulamas: ¢ok 6nem kazanmistir. Bu galigma
GATA Uremeye Yardimcr Tedavi Merkezinde son
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Tablo I. Preimplantasyon genetik tan1 uygulanan hastalarin endikasyonlari ve preimplantasyon genetik tani sonuglari

Preimplantasyon genetik
tani uygulanan
embriyo sayis1

Preimplantasyon genetik tani Preimplantasyon genetik tani sonucu

Yas ve kromozomal anomali 6ykiisii 6 3 normal, 1 monozomi 18, 2 kompleks anéploidi

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: 6 4 normal, 1 monozomi 16, 1 monozomi 18

Tekrarlayan gebelik kayb1 Sykiisii 5 2 normal, 1 trizomi 13, 1 trizomi 18, 1 niikleus yok

Tekrarlayan implantasyon basarisizhigi 5 4 normal, 1 monozomi 18

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: 4 1 normal, 1 monozomi 16, 2 monozomi 18

Tekrarlayan implantasyon basarisizhigi 5 1 normal, 1 an6ploidi, 1 monozomi 21, 1 monozomi 22, 1 tetrozomi 18
Tekrarlayan gebelik kaybi 6 2 normal, 2 anéploidi, 1 monozomi 21,

Tekrarlayan gebelik kaybi 4 3 normal, 1 monozomi 13

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: 5 3 normal, 1 monozomi 13, 1 triploidi

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi 6 3 normal, 1 monozomi 13, 2 monozomi 16

Kriptozoospermi 3 3 oositte de niikleus yok

Tekrarlayan gebelik kayb: 4 2 normal, 1 monozomi 18 monozomi 5p, 1 trizomi 13

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi 7 3 normal, 1 monozomi 13, 1 monozomi 16, 2 trizomi 21

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: 4 1 trizomi 16, 1 monozomi 16, 1 trizomi 21, 1 adet 3 niikleuslu

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: 8 3 kompleks andploidi, 2 monozomi 16, 1 monozomi 18, 1 trizomi 18, 1 kaotik
Tekrarlayan implantasyon basarisizhigi 8 4 normal, 4 monozomi 16

Tekrarlayan gebelik kaybi 5 1 normal, 1 trizomi 16, 1 monozomi 18, 1 kompleks andploidi, 1 niikleus yok
Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: 10 5 normal, 2 monozomi 16, 1 monozomi 21, 1 monozomi 22, trizomi 16

sorders. Reprod Biomed Online 2002; 4: 38-42.

Kuliev A, Verlinsky Y. Meiotic and mitotic non-disjunc-
tion: lessons from preimplantation genetic diagnosis.
Hum Reprod Update 2004; 10: 401-407.

9. Clement-Sengewald A, Buchholz T, Schutze K, Berg U,
Berg ED. Non-contact, laser-mediated extraction of polar
bodies for prefertilization genetic diagnosis. J Assist
Reprod Genet 2002; 19: 183-194.

Munne S, Wells D. Preimplantation genetic diagnosis.
Curr Opin Obstet Gynecol 2002; 14: 239-244.

Van de Velde H, De Vos A, Sermon K, et al. Embriyo
implantation after biopsy of one or two cells from cleava-
ge-stage embriyos with a view to preimplantation genetic
diagnosis. Prenat Diagn 2000; 20: 1030-1037.

De Boer KA, Catt JW, Jansen RPS, et al. Moving to blas-

donemde yapilmig olan PGT uygulama sonuglarini

icermektedir. Sonug olarak, PGT uygulamasi zor ve 8
masrafli bir tam yontemidir. Bu nedenlerle PGT uygu-
lamasiyla saglikli gebelik elde etme sansini artirmak igin
uygun hasta se¢imi 6nem kazanmaktadir. PGT
konusundaki deneyimlerin artmasi ve uygun endikas-
yonlar ile uygulanmasi halinde gebelik ve canli dogum
oranlarinin daha da artacagina inaniyoruz. 10.
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