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Προεμφυτευτική γενετική διάγνωση (PGD) και  
προεμφυτευτικός γενετικός έλεγχος (PGS): 
ειδικές εξετάσεις, ή εφαρμογές ρουτίνας; 

Χάρης Ε. Καζλαρής, PhD 
Βιοχημικός -Κλινικός Εμβρυολόγος 

τ. Μέλος της Εθνικής Αρχής Ιατρικώς Υποβοηθούμενης Αναπαραγωγής 

Ελεύθερο Σεμινάριο για τη Βιοηθική και το Δίκαιο  
Αθήνα, 31 Ιανουαρίου 2012 

Presenter
Presentation Notes
Θα ήθελα να ευχαριστήσω την Εθνική Επιτροπή Βιοηθικής και να συγχαρώ τον κ. Βιδάλη προσωπικά που διοργανώνει με τόσο ζήλο αυτά τα σεμινάρια – έχω παρακολουθήσει μερικά και έχω διαπιστώσει ότι το επίπεδο της συζήτησης είναι πάντοτε υψηλό. Εύχομαι λοιπόν και σήμερα η συζήτηση που θα κάνουμε να είναι πλούσια σε συμπεράσματα. Επίσης, να ευχαριστήσω την κα Γκαράνη για τη βοήθειά της και βεβαίως την Εθνική Σχολή Δημόσιας Υγείας για τη φιλοξενία.
PGD και PGS, λοιπόν! Έχουν άραγε αυτές οι εξετάσεις ένα λαμπρό μέλλον ως εξετάσεις ρουτίνας, ή η χρήση τους θα παραμείνει οριακή, και πώς εφαρμόζονται στη χώρα μας; Στη γραπτή μου εισήγηση μπορείτε να δείτε πολλά από τα ερωτήματα που τίθενται  σήμερα διεθνώς για το θέμα, υποθέτω ότι κάποια από αυτά θα συζητηθούν και σήμερα εδώ. Η προφορική παρουσίασή μου θα είναι πολύ πιο σύντομη, ώστε να θέσω την επιστημονική βάση της PGD για να μπορέσουμε να συζητήσουμε την εφαρμογή της. Οι εξ υμών συνάδελφοι θα μου επιτρέψετε να παραμείνω απλουστευτικός, διότι στο κοινό υπάρχουν πολλοί νομικοί, οι οποίοι γνωρίζουν ελάχιστα τις βασικές έννοιες της γενετικής.
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Βασικοί ορισμοί: ο κύκλος της ζωής 

Απλοειδείς γαμέτες 
(n = 23) 

Διπλοειδής μονοκύτταρος 
ζυγώτης (2n = 46) 

ΓΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕΙΩΣΗ 

Διπλοειδείς  πολυκύτταροι 
ενήλικες  (2n = 46) 

ωοθήκη όρχις 

ωοκύτταρο 

σπερματοζωάριο 

Presenter
Presentation Notes
Η ζωή όλων μας έχει δύο βιολογικές φάσεις: την ενήλικη φάση, κατά την οποία όλα τα κύτταρα του σώματός μας περιέχουν δύο αντίτυπα του κάθε χρωμοσώματος (ένα μητρικής και ένα πατρικής προέλευσης) και τη φάση των γαμετών (ωαρίου και σπερματοζωαρίου), κατά την οποία τα ειδικά αυτά κύτταρά μας υφίστανται μείωση του αριθμού των χρωμοσωμάτων τους στο μισό, μαζί με τον λεγόμενο γενετικό ανασυνδυασμό, δηλαδή μια ανακατανομή της γενετικής πληροφορίας που σκοπό έχει να δημιουργεί διαρκώς διαφορετικότητα ανάμεσα στους ανθρώπους. Για να περάσουν εκ νέου στην ενήλικη φάση και να προκύψει η επόμενη γενεά, οι γαμέτες πρέπει να συναντηθούν και να συγχωνευθούν με τη γονιμοποίηση.
Κατά την ωρίμασή του με τη μείωση, το ωάριο αποβάλλει τα χρωμοσώματα που δεν θα χρησιμοποιηθούν, με τη μορφή δύο μικρών κυττάρων, τα οποία ονομάζονται πολικά σωμάτια. Το πρώτο πολικό σωμάτιο υποδηλώνει ότι το ωάριο είναι έτοιμο να γονιμοποιηθεί, ενώ το δεύτερο εκβάλλεται εάν έχει επέλθει γονιμοποίηση, όπως φαίνεται στη φωτογραφία. Όταν ο αριθμός των χρωμοσωμάτων είναι ο φυσιολογικός (23 στους γαμέτες και 46 στα σωματικά κύτταρα), το κύτταρο λέγεται “ευπλοειδές”. Εάν συμβεί κάποιο σφάλμα στον διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων κατά τη μείωση, με συνέπεια ο γαμέτης να περιέχει είτε ένα λιγότερο, είτε ένα υπεράριθμο χρωμόσωμα, τότε το έμβρυο που θα δημιουργηθεί θα διαθέτει κι αυτό ένα λιγότερο, ή ένα υπεράριθμο χρωμόσωμα: αυτό ονομάζεται ανευπλοειδία.
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Χρωμοσώματα, γονίδια, FISH 
(fluorescence in situ hybridisation) 

πυρήνας χρωμόσωμα 
τελομερίδιο 

κεντρομερίδιο 

τελομερίδιο 

DNA 

ζεύγη βάσεων 
στη διπλή έλικα ιστόνες 

γονίδιο 

σκέλος “p” 
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Χρωμοσώματα  
ανθρώπινου 

λεμφοκυττάρου 
(FISH στα 

τελομερίδια) 

συνθετικός 
ανιχνευτής 

με 
χρωστική 

DNA 

επιτόπιος  υβριδισμός 

Presenter
Presentation Notes
Τα χρωμοσώματα είναι νηματοειδείς δομές που βρίσκονται στον πυρήνα του κυττάρου και που φέρουν τα γονίδια, δηλαδή τις λειτουργικές γενετικές μονάδες της κληρονομικότητας – ο άνθρωπος διαθέτει περίπου 30.000 γονίδια. Τα χρωμοσώματα αποτελούνται από DNA περιελιγμένο πάνω σε ειδικές πρωτεΐνες. Στη φωτογραφία μπορείτε να δείτε τα 46 χρωμοσώματα του πυρήνα ενός λεμφοκυττάρου, και στη συγκεκριμένη περίπτωση, έχει χρησιμοποιηθεί μια ειδική φθορίζουσα χρωστική που βάφει κίτρινα τα τελομερίδια.
Το μόριο του DNA είναι μια διπλή έλικα. Κάθε κλώνος της φέρει μια συγκεκριμένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων 4 διαφορετικών ειδών, κι αυτή η αλληλουχία καθορίζει, βάσει του γενετικού κώδικα, τη χημική δομή των πρωτεϊνών που παράγονται από το κάθε γονίδιο. Υπάρχει δυνατότητα να διαχωρίσουμε πειραματικά τους δύο κλώνους της έλικας αυτής και να προσθέσουμε έναν ειδικό ανιχνευτή, που θα αναγνωρίσει με ακρίβεια μια συγκεκριμένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων και θα προσδεθεί επάνω της (λέμε ότι θα «υβριδοποιηθεί» – δηλαδή  θα σχηματίσει ένα υβρίδιο). Αν πολλαπλοί ανιχνευτές κουβαλούν επάνω τους κι από ένα μοριακό «λαμπάκι» διαφορετικού χρώματος (στην περίπτωσή μας, μια ουσία που φθορίζει σε συγκεκριμένο μήκος κύματος), μπορούμε να δούμε ταυτόχρονα, στο ίδιο παρασκεύασμα, δύο, τρεις, πέντε, ή περισσότερες αλληλουχίες που μας ενδιαφέρουν, με διαφορετικό χρώμα η κάθε μία. Αυτή είναι σχηματικά η τεχνική του επιτόπιου υβριδισμού φθορισμού (και όχι “φθορίζοντος υβριδισμού”, που λέγεται και γράφεται ευρέως – δεν φθορίζει …ο υβριδισμός!).



(A) Dual colour FISH analysis in patient 2 showing the presence of one copy of the SHOX gene (red signals) on an X chromosome; YAC 
clone 922B5 (green signals) was used as a control probe to indicate both X chromosomes. (B) FISH analysis on peripheral blood nuclei 

from the same patient showing one red signal for SHOX and two control yellow signals for X chromosomes. 

Stuppia L et al. J Med Genet 2003;40:e11-e11 

©2003 by BMJ Publishing Group Ltd 

FISH (fluorescence in situ hybridisation) 

Παράδειγμα: διάγνωση μεταλλάξεων του γονιδίου SHOX σε μικρόσωμους ασθενείς  

Presenter
Presentation Notes
Χωρίς να μπω σε λεπτομέρειες, να σας δείξω ένα παράδειγμα του πόσο θεαματική είναι αυτή η τεχνική: χρησιμοποιούνται δύο ανιχνευτές, ένας κίτρινου χρώματος που ανιχνεύει το χρωμόσωμα Χ και ένας ερυθρού χρώματος που ανιχνεύει το επίμαχο γονίδιο. Στο παρασκεύασμα του πυρήνα, αλλά και στους πυρήνες λεμφοκυττάρων διαπιστώνεται η παρουσία δύο χρωμοσωμάτων Χ (κάτι το φυσιολογικό), αλλά μόνον ενός σήματος του υπό μελέτη γονιδίου.



31/1/2012 Χάρης Ε. Καζλαρής 5 

Προεμφυτευτική διάγνωση (preimplantation genetic diagnosis, PGD) 

και προγεννητική διάγνωση (prenatal diagnosis, PND) 

ΔΙΑΦΟΡΕΣ 
• Η PGD πραγματοποιείται πριν την εμφύτευση (3η-5η ημέρα από τη γονιμοποίηση), πολύ 
 νωρίτερα από τον προγεννητικό έλεγχο (10η εβδομάδα κυήσεως το νωρίτερο με CVS) 
•  H PND οδηγεί σε τεχνητή διακοπή μιας εγκατεστημένης κυήσεως (ψυχικό τραύμα), η PGD 
 είναι λιγότερο “επώδυνη”  (αν και το ψυχικό κόστος μιας αποτυχημένης προσπάθειας IVF 
 δεν είναι αμελητέο) – για κάποιους ο “φόνος” είναι ο ίδιος, απλώς είναι συγκαλυμμένος… 
• Η πρώιμη ανίχνευση ανευπλοειδιών με PGS, ακόμη και στα ωάρια, επιτρέπει έως και την 
 αποφυγή της IVF εάν κανένα ωάριο δεν είναι φυσιολογικό 
• Μεγάλο οικονομικό κόστος για την PGD/PGS  (υποχρεωτικά IVF, βιοψία, μοριακή ανάλυση) 

ΟΜΟΙΟΤΗΤΕΣ 
• Ανίχνευση γενετικών χαρακτηριστικών των κυττάρων του εμβρύου: δομικές και αριθμητικές 
 ανωμαλίες των χρωμοσωμάτων, γνωστές μεταλλάξεις, φύλο 
• Χωρίς τη συναίνεση του εξεταζόμενου, αλλά των γονέων του (!) 
• Στόχος η απόρριψη εμβρύων που φέρουν γενετικές ανωμαλίες (= “φόνος”;) 
• Παρεμβάλλεται εργαστηριακή φάση της διαδικασίας 
• Ερμηνεία των αποτελεσμάτων από γενετιστή 

Presenter
Presentation Notes
Η προεμφυτευτική γενετική διάγνωση μπορεί να συγκριθεί με τον παραδοσιακό προγεννητικό έλεγχο, με ομοιότητες και διαφορές.
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Καρυότυπος 

Πηγή:  NSW government, Centre for Genetics Education  (www.genetics.edu.au/factsheet/fs6) 

φυσιολογικός  καρυότυπος  άρρενος 46,ΧΥ 

Presenter
Presentation Notes
Ο καρυότυπος, δηλαδή η ταξινόμηση όλων των χρωμοσωμάτων ενός κυτταρικού πυρήνα, είναι η κυτταρογενετική εξέταση που εφαρμόζεται εδώ και δεκαετίες στον προγεννητικό έλεγχο. Η εξέταση γίνεται ύστερα από αμνιοπαρακέντηση, ή βιοψία χοριακών λαχνών, με την οποία λαμβάνονται κύτταρα του εμβρύου, που εξετάζονται για να διαπιστωθεί αν το κυοφορούμενο έμβρυο έχει φυσιολογική χρωμοσωματική σύσταση ή όχι. Με τον καρυότυπο μπορούμε να δούμε όλα τα χρωμοσώματα και τυχόν ανωμαλίες του αριθμού και της δομής τους.
Τα πρώτα 22 ζεύγη χρωμοσωμάτων (τα αυτοσώματα) είναι ίδια σε άνδρες και γυναίκες, ενώ στο 23ο ζεύγος διαφέρουν (φυλετικά χρωμοσώματα, Χ και Υ). Εδώ βλέπετε μια τυπική εξέταση του καρυοτύπου– στην περίπτωση αυτή, πρόκειται για φυσιολογικό άρρενα.



31/1/2012 Χάρης Ε. Καζλαρής 7 

Καρυότυπος 

Bolzer et al., (2005) Three-Dimensional Maps of All Chromosomes in Human Male Fibroblast Nuclei and Prometaphase Rosettes. PLoS Biol 3(5): e157 DOI: 10.1371/journal.pbio.0030157, 
 http://www.plos.org/ και http://en.wikibooks.org/wiki/Principles_of_Biochemistry/Chromosome_and_its_structure 

φυσιολογικός  καρυότυπος θήλεος 46,ΧΧ 
 

χρωμοσώματα  ανθρώπινου λεμφοκυττάρου σε FISH  
αλληλουχίες Alu (πράσινο) + DNA (ερυθρό) 

Presenter
Presentation Notes
Εδώ, με την τεχνική FISH, βλέπετε έναν καρυότυπο φυσιολογικού θήλεος, με δύο χρωμοσώματα Χ.

http://www.plos.org/�
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Χρωμοσωματικές ανωμαλίες 

Πηγή:  NSW government, Centre for Genetics Education  (www.genetics.edu.au/factsheet/fs6) 

παθολογικός καρυότυπος: 
τρισωμία 18 (σύνδρομο Edward) 

παθολογικός  καρυότυπος: 
απώλεια 5p-  (σύνδρομο “cri du chat”) 

Presenter
Presentation Notes
Με τον καρυότυπο μπορούμε να διαπιστώσουμε την ύπαρξη ανευπλοειδίας στο κυοφορούμενο έμβρυο. Η παρουσία ενός υπεράριθμου χρωμοσώματος είναι μια “τρισωμία”, η έλλειψη ενός χρωμοσώματος μια “μονοσωμία”. Όταν η ανευπλοειδία προσβάλλει τα μεγαλύτερα χρωμοσώματα, τότε το έμβρυο συνήθως δεν είναι βιώσιμο και αποβάλλεται. Εάν η ανευπλοειδία περιορίζεται στα μικρά χρωμοσώματα (13, 18, 21, Χ και Υ), συχνά το κύημα είναι βιώσιμο, με πιο συχνό παράδειγμα την τρισωμία 21 (σύνδρομο Down). Άλλες συνήθεις ανευπλοειδίες είναι το σύνδρομο Klinefelter (XXY), η τρισωμία 13 και η τρισωμία 18. Επίσης, σύνδρομα είναι δυνατόν να προκληθούν από απώλειες τμημάτων των χρωμοσωμάτων, αναστροφές, μετατοπίσεις, και άλλες βλάβες.
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Ανευπλοειδία και εμφύτευση των εμβρύων 

(διάφορες βιβλιογραφικές πηγές) 

Presenter
Presentation Notes
Οι ανευπλοειδίες είναι ένας από τους λόγους για τους οποίους η γονιμότητα της γυναίκας μειώνεται με την ηλικία (μετά την ηλικία των 40, το ποσοστό ανευπλοειδίας των ωαρίων αυξάνεται σημαντικά και φθάνει μέχρι και το 40% των ωαρίων). Πολλές κυήσεις δεν γίνονται καν αντιληπτές, διότι τα έμβρυα αποβάλλονται νωρίς και η γυναίκα απλώς διαπιστώνει μια ολιγοήμερη καθυστέρηση της περιόδου, ή δεν εμφυτεύονται καν, λόγω των εκτεταμένων χρωμοσωματικών ανωμαλιών τους.
Επομένως, εφ’ όσον η ανίχνευση και η απόρριψη των εμβρύων που φέρουν γενετικές βλάβες είναι εφικτή μέσω της προεμφυτευτικής διάγνωσης, υπάρχει τρόπος να αυξηθεί το ποσοστό κυήσεων ανά εμβρυομεταφορά, και να μειωθεί παράλληλα το ποσοστό αποβολών και βεβαίως και των προσβεβλημένων τέκνων.
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Χρησιμότητα της PGD 

Verlinsky Y, Tur-Kaspa I, Cieslak J, Bernal A, Morris R, Taranissi M, Kaplan B, Kuliev A. 
Preimplantation testing for chromosomal disorders improves reproductive outcome of poor-prognosis patients. 
Reprod Biomed Online 2005 Aug;11(2):219-25. 

κυήσεις χωρίς PGD 
κυήσεις με PGD 

% αποβολών % εμφύτευσης % γεννήσεων 

Presenter
Presentation Notes
Από τη μελέτη αυτή του Verlinsky προκύπτει  ότι, ύστερα από PGD και επιλογή των εμβρύων, τα ποσοστά αποβολών μειώνονται, ενώ παράλληλα αυξάνεται το ποσοστό εμφύτευσης και το ποσοστό γεννήσεων, ή «παιδιών στο σπίτι». Σε συνέχεια αυτής της μελέτης, έχει ξεσπάσει μια μεγάλη επιστημονική διαμάχη, κυρίως για θέματα μεθοδολογίας, η οποία οδήγησε την ESHRE να μελετήσει το θέμα σε ευρεία κλίμακα. Βρίσκεται λοιπόν σε εξέλιξη μια μεγάλη διεθνής μελέτη (σε αυτήν για τη χώρα μας συμμετέχει το Χωρέμειο Εργαστήριο), η οποία είναι σχεδιασμένη για να καταδείξει οριστικά τη χρησιμότητα της PGD.
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Ιστορία της PGD 

R. G. Edwards, B. D. Bavister & P. C. Steptoe. 
Early stages of fertilization in vitro of human oocytes matured in vitro. 
Nature 221:632-5, 1969 (15 Feb) 

Από αριστερά:  
Richard Gardner,  
Bob Edwards, 
Barry Bavister 

Cambridge, 1/3/1969 

Edwards RG, Gardner RL. 
Sexing of live rabbit blastocysts.  
Nature  214(5088):576–7, 1967 (6 May). 

Gardner RL, Edwards RG. 
Control of the sex ratio at full term in the 
rabbit by transferring sexed blastocysts.  
Nature  218(5139):346-8, 1968 (27 Apr).  

Presenter
Presentation Notes
Η ιστορία της PGD αρχίζει το 1968, από τον ίδιο τον Bob Edwards, και μάλιστα πριν καν επιτύχει η εξωσωματική γονιμοποίηση στον άνθρωπο. Αυτή η ιστορική φωτογραφία τραβήχτηκε στο εργαστήριο του Cambridge, λίγες ημέρες μετά τη δημοσίευση της επιτυχούς εξωσωματικής γονιμοποίησης ανθρώπινου ωαρίου. Την προηγούμενη διετία είχαν προηγηθεί δύο σημαντικές δημοσιεύσεις για την ανίχνευση του φύλου σε πειραματόζωα, με προεμφυτευτική διάγνωση του φύλου σε βλαστοκύστεις. Η ιστορία είναι καμμιά φορά πολύ πικρή: οι Edwards και Gardner δεν «έπεισαν» για τη χρησιμότητα της PGD στην αποφυγή των φυλοσύνδετων νοσημάτων και οι έρευνές τους δεν χρηματοδοτήθηκαν περαιτέρω. Για την εξωσωματική γονιμοποίηση, ο Bob Edwards έμελλε να βραβευθεί με βραβείο Nobel μόλις πρόπερσι, 41 χρόνια μετά την πρώτη αυτή ανακοίνωση στο Nature και 32 χρόνια μετά τη γέννηση της Louise Brown και άλλων 2 εκατομμυρίων παιδιών…
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Ιστορία της PGD 

Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT, Erlich HA, Arnheim N. 
Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and 
restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. 
Science  230(4732):1350-4,1985 

Kary Mullis 
 

PCR  
1985 
 

Nobel Χημείας 
1993 

Presenter
Presentation Notes
Το 1985 ανακοινώνεται η εφεύρεση του πολλαπλασιασμού του DNA με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), η οποία έμελλε να μεταμορφώσει τη μοριακή γενετική και να εξασφαλίσει στον εφευρέτη της, μόλις μέσα σε μια οκταετία, το βραβείο Nobel .
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Ιστορία της PGD 

Alan Handyside 
2011 

Έλενα Κοντογιάννη 
1990  

Presenter
Presentation Notes
Το 1990,  στο νοσοκομείο Hammersmith του Λονδίνου, η ομάδα του Alan Handyside και του Robert Winston εφαρμόζει για πρώτη φορά την PGD για την επιλογή του φύλου. Οι φωτογραφίες του Alan είναι σπάνιες, αλλά πιο σπάνια είναι αυτή εδώ, με την Έλενα φοιτήτρια, να κρατάει κάπως άβολα τα πρώτα δίδυμα της PGD.
Στη χώρα μας, η πρώτη εφαρμογή της PGD την ανίχνευση της β-μεσογειακής αναιμίας χρονολογείται από το 1996, από την ιδιωτική μονάδα ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΙΣ,  σε συνεργασία με το Χωρέμειο Εργαστήριο.
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Ιστορία της PGD 

Munné S, Lee A, Rosenwaks Z, Grifo J, Cohen J. 
Diagnosis of major chromosome aneuploidies in  
human preimplantation embryos.  
Ηum Reprod 8(12):2185-91, 1993. 

Santiago Munné & Jacques Cohen 
FISH για ανευπλοειδίες , 1993 

Yury Verlinsky [1943-2009] 
PGD -PCR σε πολικά σωμάτια, 1990 
PGD-HLA matching, 2001 
PGD- p53 (late-onset), 2001 

Verlinsky Y, Rechitsky S, Verlinsky O, Xu K, Schattman G, Masciangelo 
C, Ginberg N, Strom C, Rosenwaks Z, Kuliev A. 
Preimplantation diagnosis for p53 tumour suppressor gene mutations. 
Reprod Biomed Online  2(2):102-5, 2001. 

Presenter
Presentation Notes
Στη δεκαετία που ακολουθεί, οι εφαρμογές έρχονται με καταιγιστικό ρυθμό, από την εφαρμογή της FISH στην ανίχνευση ανευπλοειδιών το 1993, έως τις μεθόδους που έχουν συγκεντρώσει τη μεγαλύτερη κριτική: τυποποίηση HLA για δημιουργία των λεγόμενων «παιδιών κατά παραγγελία», με ή χωρίς προϋπάρχον γενετικό νόσημα, και την ανίχνευση γενετικών προδιαθέσεων για παθήσεις που μπορεί να εκδηλωθούν σε μεγάλη ηλικία (καρκίνος και νόσος Alzheimer) το 2001-2002, από τον αείμνηστο Yury Verlinsky.
Στην Ελλάδα, η τεχνική της PGD με τυποποίηση ιστοσυμβατότητας HLA εφαρμόστηκε για πρώτη φορά από την ομάδα του Κώστα Πάντου το 2006, αν δεν απατώμαι, ενώ η ίδια ομάδα δημοσίευσε το 2005 και την πρώτη εφαρμογή στην Ελλάδα της PGD για την ανίχνευση της β-μεσογειακής αναιμίας με PCR σε βιοψίες τροφοεξωδέρματος από βλαστοκύστεις.
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Ιστορία της PGD 

Wells D, Sherlock JK, Handyside AH, Delhanty JD. 
Detailed chromosomal and molecular genetic analysis of single cells by 
whole genome amplification and comparative genomic hybridisation.  
Nucleic Acids Res  27(4):1214-8, 1999. 

Dagan Wells 
CGH σε μοναδιαία κύτταρα , 1999 

Wilton L, Williamson R, McBain J, Edgar D, Voullaire L 
Birth of a healthy infant after preimplantation confirmation of 
euploidy by comparative genomic hybridisation. 
New Engl J Med  345,1537-41, 2001. 

Leeanda Wilton 
Πρώτη γέννηση υγιούς τέκνου με 
PGS-CGH σε  βλαστομερίδια, 2001 

Πρώτη γέννηση υγιούς τέκνου με 
CGH σε πολικά σωμάτια, 2002 
Wells D, Escudero T, Levy B, Hirschhorn K, Delhanty JDA and Munné S. 
First clinical application of comparative genomic hybridisation and polar 
body testing for preimplantation genetic diagnosis of aneuploidy. 
Fertil Steril  78, 543–9, 2002. 

Presenter
Presentation Notes
Παράλληλα, εκτός της PCR και της FISH, αναπτύχθηκε και η μέθοδος της ανάλυσης με συγκριτικό γονιδιωματικό υβριδισμό σε μεμονωμένα κύτταρα, σε πολικά σωμάτια και σε βλαστομερίδια.
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Ιστορία της PGD 

Ο μικρός Oliver, 
στην αγκαλιά του Simon Fishel 

 
Μητέρα 41 ετών, 

με 13 αποτυχημένες  προσπάθειες IVF 
 

8/12 πρώτα πολικά σωμάτια  
έφεραν ανευπλοειδίες 

Πρώτη γέννηση υγιούς τέκνου με 
array-CGH σε πολικά σωμάτια, 2009 
Fishel S, Gordon A, Lynch C, Dowell K, Ndukwe G, Kelada E, Thornton 
S, Jenner L, Cater E, Brown A, Garcia-Bernardo J. 
Live birth after polar body array comparative genomic hybridization 
prediction of embryo ploidy-the future of IVF? 
Fertil Steril  2010 Feb;93(3):1006.e7-1006.e10. Epub 2009 Nov 25. 

Presenter
Presentation Notes
Η τεχνική αυτή, σε συνδυασμό με την τεχνολογία των μικροσυστοιχιών, είναι σήμερα η πιο εξελιγμένη μέθοδος.
Στην Ελλάδα εφαρμόζεται ήδη στην ιδιωτική Μονάδα ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΙΣ, σε συνεργασία με τον Alan Handyside. Οι πρώτες κυήσεις ανακοινώθηκαν μέσα στο καλοκαίρι που μας πέρασε και την περασμένη εβδομάδα γεννήθηκαν τα πρώτα παιδιά (δίδυμα) ύστερα από βιοψία πολικών σωματίων και γενετική ανάλυση με a-CGH.



31/1/2012 Χάρης Ε. Καζλαρής 17 Ανασχεδιασμένο από Theisen, A. (2008) Microarray-based comparative genomic hybridization (aCGH). Nature Education 1(1) 

Συγκριτικός γονιδιωματικός υβριδισμός σε μικροσυστοιχίες (a-CGH) 

Βήματα 1-3 Σήμανση του DNA με φθορίζουσες χρωστικές και  εφαρμογή 
 στη μικροσυστοιχία 

Βήμα 4 Το DNA του ασθενούς και του μάρτυρα ανταγωνίζονται για τον 
 υβριδισμό στη μικροσυστοιχία 

Βήμα 5 Ο σαρωτής μετρά την ένταση των σημάτων φθορισμού από  
 τη μικροσυστοιχία 

Βήμα 6 Ένα ειδικό λογισμικό αναλύει τα αποτελέσματα και δημιουργεί 
 μια γραφική παράσταση των σημάτων ανά χρωμόσωμα 

ΣΑΡΩΤΗΣ - ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΗΣ γραφική παράσταση 

έλλειμμα ή περίσσεια DNA 

Βήμα  1 Βήμα  2 

Βήμα  3 

Βήμα  4 
ΥΒΡΙΔΟΠΟΙΗΣΗ 

ίσες ποσότητες 
DNA 

περίσσεια 
DNA 

έλλειμμα 
DNA 

DNA 
μάρτυρα 

DNA 
εμβρύου 

Βήμα  5 Βήμα  6 

Presenter
Presentation Notes
Δυο λόγια τώρα για τη μέθοδο array-CGH, που θεωρείται σήμερα η πιο εξελιγμένη μέθοδος PGS σε πολικά σωμάτια. Η αρχή της είναι ουσιαστικά μια πολλαπλή FISH, που ελέγχει πολλαπλές περιοχές σε κάθε χρωμόσωμα και όλα τα χρωμοσώματα σε μία εξέταση.
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Παραδείγματα αποτελεσμάτων a-CGH/PGS 

Πηγή: Alan Handyside/Δήμητρα Χριστόπικου, ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΙΣ 

Ανάλυση μεμονωμένου βλαστομεριδίου: 
ευπλοειδία, θήλυ έμβρυο 



31/1/2012 Χάρης Ε. Καζλαρής 19 

Παραδείγματα αποτελεσμάτων a-CGH/PGS 

Πηγή: Alan Handyside 
Δήμητρα Χριστόπικου, 

ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΙΣ 

μετατόπιση 
[Paternal t(2;22)] 

πολλαπλές ανωμαλίες, 
χαοτικό έμβρυο 
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Μέθοδοι βιοψίας 

πολικά σωμάτια 

βλαστομερίδια 

τροφοεξώδερμα 

Ανάλυση 
PCR, FISH, a-CGH 

Presenter
Presentation Notes
Η βιοψία για PGD/PGS πραγματοποιείται είτε στα πολικά σωμάτια, είτε σε έμβρυα 3ης ημέρας (8 κυττάρων). Τα ωάρια περιβάλλονται από μια ζελατινώδη κάψα, τη διαφανή ζώνη, στην οποία πρέπει να διανοίξουμε μια οπή για τη βιοψία. Υπάρχουν 3 τρόποι για να γίνει αυτό: (1) διάβρωση της ζώνης με όξινο διάλυμα (2) μηχανική διάνοιξη της ζώνης και (3) διάνοιξη της ζώνης με ακτίνα laser. Κάθε μέθοδος έχει πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα. Στη συνέχεια, μια λεπτή πιπέτα εισάγεται στην οπή, για την αναρρόφηση του κυττάρου που μας ενδιαφέρει. Έχει μεγάλη σημασία η βιοψία να πραγματοποιηθεί με το ελάχιστο δυνατό stress για το έμβρυο. 
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Πιθανά προβλήματα της PGD 

 
• Αφαίρεση βιολογικού υλικού από το έμβρυο 
• Τραυματισμός / καταστροφή του εμβρύου κατά τη βιοψία  (<0,5%) 
• Πιθανή μείωση του ποσοστού εμφύτευσης ύστερα από τη βιοψία 
• Σφάλμα διάγνωσης (ακρίβεια >95%) 
 - ψευδώς αρνητική διάγνωση 
 - ψευδώς θετική διάγνωση 
 - ανάλυση χωρίς αποτέλεσμα 
 - μωσαϊκισμός 
• Αυξημένο κόστος 
 - επιπρόσθετο κόστος στην προσπάθεια εξωσωματικής γονιμοποίησης  
 - ανιχνευτές DNA 
 - πλακίδια μικροσυστοιχιών 
 - κόστος της βιοψίας 
 - πολυπληθής θεραπευτική ομάδα (ιατροί, εμβρυολόγοι, γενετιστές, κ.λπ.) 
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Παράδειγμα της πρακτικής στις Η.Π.Α. 

) 
Source: Fertility and Sterility 2008; 89:1053-1058  

Copyright © 2008 American Society for Reproductive Medicine 

Τύπος PGD που παρέχεται από τις μονάδες IVF-PGD (n = 137) 

% μονάδων ΙΥΑ που 
παρέχουν τους 

διαφόρους τύπους 
υπηρεσιών PGD 

ανευπλοειδίες 

αυτοσωματικές  διαταραχές 

χρωμοσωματική αναδιάταξη 

Χ-φυλοδύνδετα 

επιλογή φύλου χωρίς ιατρικό λόγο 

αποφυγή “late onset” 

τυποποίηση HLA 

τυποποίηση HLA χωρίς έλεγχο γονιδίου 

εσκεμμένη επιλογή αναπηρίας 

http://www.fertstert.org/article/S0015-0282(07)01216-2/abstract�
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Παράδειγμα της πρακτικής στις Η.Π.Α. 

Πολιτική των μονάδων IVF-PGD σχετικά με το φύλο των εμβρύων (n = 132) 

Source: Fertility and Sterility 2008; 89:1053-1058  
Copyright © 2008 American Society for Reproductive Medicine 

8% μεταφέρουν το 
καλύτερο έμβρυο 

ασχέτως  του φύλου  

10% δεν ανακοινώνουν ποτέ  το 
φύλο των εμβρύων, εκτός αν 

υπάρχει Χ-φυλοσύνδετο νόσημα  

30% ανακοινώνουν το φύλο και 
μεταφέρουν τα έμβρυα του επιθυμητού 

φύλου αν ερωτηθούν από τους γονείς, 
αλλά δεν παίρνουν την πρωτοβουλία να 

ανακοινώσουν το φύλο 

35% ανακοινώνουν το φύλο 
των υγιών εμβρύων στους 
γονείς και μεταφέρουν τα 
έμβρυα του επιθυμητού 
φύλου 

15% ανακοινώνουν το φύλο των υγιών εμβρύων 
στους γονείς, αλλά μεταφέρουν τα έμβρυα ενός 
συγκεκριμένου φύλου μόνον εάν πρόκειται για 
δεύτερο ή επόμενο τέκνο  στην οικογένεια 

http://www.fertstert.org/article/S0015-0282(07)01216-2/abstract�

	Προεμφυτευτική γενετική διάγνωση (PGD) και �προεμφυτευτικός γενετικός έλεγχος (PGS):�ειδικές εξετάσεις, ή εφαρμογές ρουτίνας;
	Βασικοί ορισμοί: ο κύκλος της ζωής
	Χρωμοσώματα, γονίδια, FISH�(fluorescence in situ hybridisation)
	Slide Number 4
	Προεμφυτευτική διάγνωση (preimplantation genetic diagnosis, PGD)�και προγεννητική διάγνωση (prenatal diagnosis, PND)
	Καρυότυπος
	Καρυότυπος
	Χρωμοσωματικές ανωμαλίες
	Ανευπλοειδία και εμφύτευση των εμβρύων
	Χρησιμότητα της PGD
	Ιστορία της PGD
	Ιστορία της PGD
	Ιστορία της PGD
	Ιστορία της PGD
	Ιστορία της PGD
	Ιστορία της PGD
	Slide Number 17
	Παραδείγματα αποτελεσμάτων a-CGH/PGS
	Παραδείγματα αποτελεσμάτων a-CGH/PGS
	Μέθοδοι βιοψίας
	Πιθανά προβλήματα της PGD
	Παράδειγμα της πρακτικής στις Η.Π.Α.
	Παράδειγμα της πρακτικής στις Η.Π.Α.

