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1.1. La fecunditat en I’espécie humana

Es ben sabut que la fecunditat, o capacitat que té una parella d’aconseguir
un embaras en un periode de temps concret, disminueix a mesura que
augmenta l'edat materna, i aixo succeeix tant en les parelles fertils com en
les infértils. En la poblacié general la fecunditat esta al voltant del 20%
(ESHRE Capri Workshop Group 2000), pero la majoria de parelles que
acudeixen als centres de reproduccid assistida tenen una fecunditat inferior
al 10% i les tecniques de reproduccid assistida (TRA) augmenten la
probabilitat d’aconseguir un embaras. Si aquestes parelles se sotmeten a
una inseminacio artificial intrauterina, poden aconseguir una taxa d’embaras
del 20,9% si la pacient té menys de 30 anys, del 14% si té entre 30 i 34
anys, del 18,7% si té entre 35 i 39 anys i només d'un 8% si supera els 40
anys. Si les parelles decideixen realitzar un cicle de fecundacié in vitro
(FIV), la taxa d’embaras per puncié pot arribar al 57,5% en dones menors
de 30 anys; en dones de 30-34 anys passa a ser del 51,5%, baixa al 39,1%
als 35-39 anys i a partir d’aqui té una davallada important, que arriba al
17,4% als 40-44 anys i fins a un 5,6% si les pacients tenen o superen els
45 anys (dades de control intern sense publicar, Institut Dexeus 2002).
S’estima que un 75% de les dones que comencen a buscar el primer
embaras als 30 anys |'aconseguiran en un any. Aquest percentatge baixa al
66% en dones que comencen als 35 anys i al 44% en dones que ho fan als
40 anys (Leridon 2004). Aixo fa que la mitjana d’edat dels pacients que
acudeixen als centres de reproduccié assistida sigui forca elevada. Segons
la Societat Americana per a la Medicina de la Reproduccid (ASRM)
(American Society for Reproductive Medicine 1998), el 42,7% de les
pacients sotmeses a cicles de FIV als Estats Units durant I'any 2000 tenien
entre 35 i 40 anys. A Catalunya, el 38,7% de les pacients que es van
sotmetre a un cicle de FIV convencional I'any 2001 tenien entre 35 i 39
anys (FIVCAT 2001).

Les modificacions en la capacitat de I'embrié per a implantar-se a l'Uter
matern poden ser determinants en la davallada de la fertilitat en augmentar
I’edat materna. Alteracions en els senyals entre I'Uter i I'embrié en estadi de
blastocist poden impedir la implantacié o fer-la fallar (Macklon et al. 2002).
Alguns factors endometrials poden també contribuir negativament a

I'establiment de I'embaras; entre d’altres factors s’ha indicat: un baix reg
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sanguini a I'dter; una inadequada proliferacié endometrial, que provocaria
una reduccidé en la receptivitat endometrial i fracas en la implantacié; un
increment de les concentracions hormonals en |'ter, que provocaria
possibles efectes deleteris (Meldrum 1993).

Una altra causa en la disminucié de la fecunditat és la baixa capacitat
funcional dels embrions que es produeixen, que és deguda, en part, a
alteracions en les caracteristiques dels oocits dels quals provenen.
Anomalies en el citoplasma de I'00cit podrien afectar el desenvolupament
embrionari; per exemple, anomalies en proteines citosoliques que regulen la
progressid al llarg de la meiosi i la funcié dels microtubuls (Krey i Grifo
2001) o alteracions mitocondrials, que provocarien també una alteracié en
el fus i un augment en la concentracid de superoxids (Bartmann et al.
2004). El factor que s’ha indicat com el més relevant que pot comprometre
el potencial de desenvolupament dels oodcits és l'increment d’alteracions
cromosomiques numeriques, que acaba afectant el desenvolupament o la

viabilitat dels embrions (Los et al. 2004).

1.2. Les aneuploidies en I’espécie humana

Les alteracions cromosomiques numeriques son aquelles en qué esta alterat
el nombre de cromosomes, que en |'especie humana és de 46 cromosomes
(dotacié diploide) en cel-lules somatiques i de 23 cromosomes (dotacid
haploide) en gametes. Dins d’aquest tipus d’anomalies es troben les
alteracions del nombre de complements cromosomics, que inclouen les
triploidies (el total de cromosomes que presenta la cél-lula és de 69) i les
tetraploidies (el total de cromosomes és de 92). Aquest tipus d’alteracions
sén de letalitat primerenca, poden permetre la implantacio i l'inici del
desenvolupament embrionari perd no s’han descrit nounats que la
manifestin (Jacobs i Hassold 1995).

Un altre tipus d’anomalia numeérica, |'aneuploidia, afecta el nombre de
cromosomes de la dotaci6 cromosomica; per exemple, trisomia i
monosomia soén, respectivament, l'excés i el defecte d'un cromosoma
respecte del parell de cromosomes homolegs. L'aneuploidia pot afectar tant
cromosomes autosomics com sexuals. La majoria de monosomies i
trisomies autosomiques no soén viables i els embrions que les pateixen

interrompen el seu desenvolupament durant |I'embaras o el periode
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perinatal; per aix0 és freqlent diagnosticar-les en productes d’avortaments
espontanis (Jacobs i Hassold 1995). Algunes aneuploidies permeten que
I'embaras arribi a terme i el nounat sobrevisqui, pero, si és aixi, pateix
multiples malformacions o problemes cognitius. En aquest grup es troben
les alteracions que afecten els cromosomes sexuals. La sindrome de Turner
(45, X0O), que es detecta en un de cada 5.000 naixements, és |'Unica
monosomia viable en I'especie humana, la seva incidéncia en avortaments
és del 7%, que corresponen al naixement Unicament del 3% dels embrions
portadors. Aixi mateix, la sindrome de Klinefelter (47, XXY) apareix en un
de cada 1.000 nounats vius, que correspon al naixement del 55,3% dels
embrions portadors. Hi ha algunes trisomies autosomiques viables, com per
exemple la trisomia 21 (sindrome de Down), que és la trisomia més comuna
en humans i és l'Unica que permet el desenvolupament fins a una edat
adulta; té una incidencia d’'un de cada 667 nounats, que correspon al
naixement del 22,1% dels embrions portadors. La trisomia 18 (sindrome
d’Edwars) apareix en un de cada 6.250 nounats, corresponents al
naixement del 5,4% dels embrions portadors. Finalment, la trisomia 13
(sindrome de Patau) té una incidéncia d’un de cada 12.048 nounats, que
corresponen al naixement del 2,8% dels embrions portadors. Les dues
darreres sindromes tenen una mortalitat de més del 90% en els primers
mesos de vida (Jacobs i Hassold 1995) (Solari 1996) (Egozcue et al. 2000).
El risc de fetus trisomics observat en embarassos clinicament reconeguts és
de I'1,9% en dones d’entre 25 i 29 anys i augmenta fins a un 19,1% si la

mare supera els 39 anys (Hassold i Chiu 1985).

1.3. Técniques de reproduccio assistida (TRA)

El desenvolupament i l'aplicacié de les TRA, tant mitjancant la inseminacid
intrauterina com emprant la FIV convencional (Steptoe i Edwards 1978) o
bé aplicant la microinjeccié intracitoplasmatica d’espermatozoides (ICSI)
(Palermo et al. 1995), fan possible que parelles amb problemes d’esterilitat
o infertilitat tinguin descendéncia.

El primer naixement descrit en mamifers fruit d’'una fecundacio in vitro va
ser el d'un conill (Chang 1959). La primera persona nascuda al mén com a
conseqliencia d’una FIV va ser Louise Brown, que va néixer al Regne Unit el

1978 gracies al treball de I'equip de Robert Edwards (Steptoe i Edwards
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1978), i el primer naixement a Espanya, el de Victoria Anna Sanchez Perea,
va ser el 1984 a la Clinica Dexeus de Barcelona (Barri et al. 1984).

La metodologia emprada per a la FIV esta actualment molt estandarditzada,
les seves etapes principals es mostren a la figura 1 i es resumeixen a
continuacié. Mitjancant una puncié fol-licular, s’obtenen els liquids
fol-liculars que contenen els oocits de la pacient préviament sotmesa a una
estimulacié hormonal. Aquests oocits estan acompanyats de les cel-lules
del cumul oofor, anomenats en conjunt complexos cumul oocit (CCO).
Paral-lelament, es processa una mostra de semen per a seleccionar els
espermatozoides mobils i eliminar el plasma seminal. En la FIV
convencional, es col-loquen dos o tres oocits amb els espermatozoides
(aproximadament 100.000) en una placa de cultiu que conté el medi de
cultiu adequat, i es guarden a 37°C, 6% de CO;, i 95% d’humitat en una
incubadora. En la FIV amb ICSI (FIV-ICSI), els oocits s’alliberen de les
cel-lules del cumul, s’identifiquen i es classifiquen segons la seva maduresa,
i els madurs, que estan en estadi de metafase II, s‘inseminen d’un en un
mitjancant ICSI i es posen a la incubadora. Tot aix0 es realitza durant el
gue s’'anomena dia 0 (D+0). Entre 16 i 20 hores després de la inseminacié
(D+1), es valora si hi ha hagut fecundacid per la preséncia dels dos
pronuclis (2PN) resultants de la descondensacié del material genétic masculi
i femeni, i s’observen també els dos corpuscles polars (CPs). L’oocit
fecundat s'anomena zigot. L'endema (D+2) el zigot passa a ser un embrio
d’unes quatre cel-lules (anomenades blastomers), el D+3 té entre sis i vuit
cel-lules, el D+4 I'embrid esta en estadi de morula i les cel-lules compacten
i, finalment, el D+5 o D+6 les cel-lules ja es diferencien i I'embridé passa a
I'estadi de blastocist. Aquest és I'Ultim estadi en qué es pot cultivar un
embrid in vitro, ja que el blastocist en poques hores eclosiona (hatching), és
a dir, surt de la coberta que I’'envolta (zona pel-lacida, ZP) i esta a punt per
a la implantacié. El D+2 o D+3 és quan se sol realitzar la transferéencia d’un
o dos embrions a |'Uter matern, tot i que també es poden transferir
embrions en estadi de blastocist.

L'aplicacié d’aquestes técniques ha permeés accedir a un material fonamental
per a l'estudi de les aneuploidies, gametes (oocits i espermatozoides) i

embrions en els estadis més primerencs del seu desenvolupament. Aixi
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doncs, es poden analitzar tant oocits com embrions que, per les seves
caracteristiques d’inviabilitat, han estat descartats dels cicles de FIV.

Dins el marc de les TRA, aplicant tecniques de citogenética classica i
molecular, s’ha estudiat la preséncia d’aneuploidia en I'oocit en relacié amb
I'edat materna i s’ha detectat un increment en l'index d’aneuploidies en
oocits de dones d’edat avancada (Plachot et al. 1988) (Navot et al. 1991)
(Angell et al. 1993) (Dyban et al. 1996) (Marquez et al. 1998) (Petit et al.
2000). S’han estimat freqliencies d’oodcits aneuploides del 4,9%, 11,5% i
29,8% en grups de dones de 25 a 34 anys, de 35 a 39 anys i de 40 a 45
anys, respectivament (Dailey et al. 1996). També s’ha intentat seleccionar
els embrions cromosomicament normals mitjancant I'estudi acurat de la
seva morfologia (Plachot et al. 1990) o cultivant-los fins a l'estadi de
blastocist (Ménezo et al. 1992), pero els resultats no han estat prou
satisfactoris. Entre un 15% i un 66% dels embrions considerats
morfologicament normals han resultat ser aneuploides (Harper et al. 1995)
(Munné et al. 1995a) (Gianaroli et al. 2001) i, per altra banda, s’ha vist que
només el 37% dels embrions que arriben a l'estadi de blastocist sén

cromosomicament normals (Sandalinas et al. 2001).
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Introduccié

D+0

Alliberament
cel-lules del cumul

D+4: embrié compactat

Espermatozoides

Inseminacio aplicant ICSI

D+5 o D+6: blastocist

Figura 1: Etapes d’un cicle de FIV-ICSI des de D+0 fins a D+6
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1.4. Diagnostic genétic preimplantacional

L'evidéncia d’aneuploides en els embrions humans (Angell et al. 1983) va
augmentar l'interés per a coneixer-ne la constitucid cromosomica. Aquest
fet va portar com a consequéncia el desenvolupament del diagnostic genétic
preimplantacional (DGP) (Handyside et al. 1990). El DGP és una técnica que
s’ha de realitzar dins un cicle de FIV i que consisteix a biopsiar i
posteriorment analitzar un o dos blastomers quan I'embrid es troba en
estadi de sis a vuit cel-lules (D+3). El DGP ha estat aplicat, basicament, per
a la deteccié d'alteracions geéniques mitjancant la técnica de reaccid en
cadena de la polimerasa (PCR) (Handyside et al. 1990) o bé per detectar
anomalies cromosomiques mitjancant hibridacié in situ fluorescent (FISH)
(Munné et al. 1993) o hibridacié gendomica comparada (CGH) (Voullaire et
al. 2000) (Wells i Delhanty 2000) (Wilton et al. 2003). Des de la seva
aparicio, el seu Us s’ha anat incrementant progressivament. Sermon et al.
(2004) fan una amplia revisid6 dels méetodes usats. Dades revisades |'any
2002 indiquen que, fins llavors, s’havien fet més de 4.000 cicles de FIV amb
DGP que van donar lloc al naixement de més de 500 nadons, el seguiment
dels quals avala la seguretat d’aquesta tecnica (Kuliev i Verlinsky 2002).

En estudiar els blastomers d’'un embrid, un dels problemes que sorgeix és
I'alta incidéncia de mosaicisme, entés com la preséncia de diferents linies
cel-lulars en un mateix embrié. La incidencia de mosaicisme detectada en
embrions preimplantacionals ha estat del 57% (Baart et al. 2004), 60%
(Los et al. 2004) o del 70% (Bielanska et al. 2002). Pel que fa als
cromosomes involucrats en una translocacid, aquesta incidéncia ha estat del
73% (Iwarsson et al. 2000), 98% (Emiliani et al. 2003) o del 100%
(Malmgren et al. 2002). Tot i aixi, el DGP analitzant blastomers és,
actualment, el metode més utilitzat, ja que permet la valoracié tant de les
alteracions d’origen patern com matern i, a més a més, el blastomer, ateses
la seva mida i plasticitat, és una cel-lula relativament facil de manipular.
Segons les dades de la Societat Europea de Reproduccidé Humana i
Embriologia (ESHRE) (Sermon et al. 2005), el 96% de cicles de DGP
realitzats entre I'any 1997 i I'lany 2001 va utilitzar I'analisi del blastomer.

Els blastomers sén cel-lules proliferants i estan freqientment en interfase.

Per morfologia externa és impossible distingir si els blastomers estan en G1,
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S primerenca o tardana o G2. També poden estar en mitosi, perd aixo
també és molt dificil de saber atenent Unicament la morfologia cel-lular.
Quan es fa l'analisi citogenetica aplicant FISH sobre nuclis de blastomer,
s’empren sondes de DNA puntuals marcades amb fluorocroms que emeten
un senyal definit, com ara sondes centromeriques (CEP), locus especifics
(LSI) i telomerics (Tel), perdo no sondes de “pintat cromosomic” (WCP), ja
que produeixen senyals difosos i sobreposats. El criteri de comptatge
generalment acceptat és considerar que hi ha dos cromosomes quan els
senyals puntuals de FISH estan separats, com a minim, una distancia
equivalent a la que ocuparien dos senyals (Munné i Weier 1996).

Com que, en una mateixa cél-lula, la replicacié de les diverses regions
cromosomiques no es dona de manera sincronica en tota la cromatina, una
de les dificultats més grans és interpretar alguns senyals de FISH. Pot
costar interpretar alguns senyals dobles corresponents al resultat de la
replicacié de la regié estudiada o bé corresponents a l'existencia de dosi
cromosomica extra i que informa d’una alteracié. Aquest motiu és,
probablement, el causant de la majoria dels errors comesos en el diagnostic
per FISH. Per exemple, éla visualitzacié de tres marques d’hibridacid
correspon a una trisomia o a una disomia amb una de les dues marques
duplicades a causa de la replicacié d’una regié cromosomica? éUn senyal
d'hibridacié doble correspon a la presencia dels dos homolegs d’un
cromosoma? éSenyals molt junts corresponen a monosomia amb duplicacié
de regié cromosomica a causa de la seva replicacié?

Tot i que I'estudi citogenetic de blastomers s’esta aplicant ampliament per a
la seleccid d’embrions per transferir en cicles de FIV, el paper que fa
aquesta dificultat d’interpretacio dels senyals d’hibridacié a I'hora de I'analisi
citogenetica no ha estat fins al moment, i malgrat la seva importancia,
estudiat efectivament.

El desenvolupament progressiu del DGP usant FISH sobre blastomers s’ha
dirigit al cribatge d’aneuploidies (anomenat screening d’aneuploidies, SA)
per a coneixer la incidencia de les anomalies cromosomiques més freqlients
en nounats (X, Y, 13, 18 i 21) i també per a l'estudi d’aquells cromosomes
gue podrien ser causants de la baixa taxa d’implantacié i l'alt index
d’avortaments molt frequents en dones d’edat avancada. En embrions de

vuit cél-lules, s’ha trobat un increment significatiu de I'index d’aneuploidies
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per als cromosomes X, Y, 13, 18 i 21 del 4% en dones de 25 a 34 anys al
37% en dones de 40 anys o més (Munné et al. 1995a). En alguns estudis
s’han analitzat fins a nou cromosomes diferents (Munné et al. 1998b)
(Munné et al. 1999) (Gianaroli et al. 1999), fet que ha comportat una certa
millora en I'éxit de les TRA en determinats grups de pacients; s’ha detectat
una disminucié en els avortaments (Munné et al. 1999) (Gianaroli et al.
1999) i fins i tot un augment en la taxa d‘implantacié embrionaria (Gianaroli
et al. 1999), tot i que la taxa d’embarassos evolutius no s’ha modificat
(Egozcue et al. 2002). L'edat de 37 anys (Munné 2002) (Munné et al. 2002)
s’ha considerat I'edat de risc a partir de la qual s’aconsegueixen millores en
les TRA, la taxa d’implantaci6 augmenta i els avortaments disminueixen
quan es realitza un DGP en que s’analitzen de vuit a nou cromosomes.
També s’ha observat una disminucié en la taxa d’avortaments quan l'estudi
es fa a pacients amb avortaments de repeticié.

Segons l'Ultima recopilaci6 de resultats de DGP per al cribatge
d’aneuploidies (DGP-SA), la taxa d’embaras per puncié (detectada per batec
cardiac positiu) és del 17,9% (Sermon et al. 2005). Els resultats varien
segons la indicacid; aixi, la taxa d’embaras és del 13,7% en parelles amb
diversos fracassos de FIV, del 16,5% en dones d’edat avancada i del 22%
en casos d’avortaments recurrents. Estudis en embrions de dones d’edat i
de dones amb fallades d'implantacié recurrents mostren que el 41,3% soén
anomals i, d’aquests, un 70,8% soén aneuploides (Kahraman et al. 2000).
En un estudi d’aneuploidies en parelles amb avortaments de repeticié en
que s’analitzen els cromosomes 13, 16, 18, 21, 22, X i Y, s’ha trobat que el
70,7% dels embrions presenten alteracions, mentre que en el grup control
el percentatge és del 45,1% (Rubio et al. 2003). Aquests autors indiquen
que el 33% dels embrions de dones de < 37 anys sotmeses a FIV sén
aneuploides per a algun dels cromosomes estudiats; el percentatge es dobla
(66%) si les pacients tenen = 37 anys i augmenta fins al 70% en dones
amb avortaments de repeticié. També s’indica que una mateixa pacient
presenta un index d’aneuploidies semblant en els diversos cicles de FIV amb
DGP realitzats.

Segons una revisid recent (Braude et al. 2002), el DGP-SA és la rad més
comuna per a la realitzacié d’'un DGP en embrions i ja se n'han fet més de

2.000 cicles, pero I'exit de la tecnica esta fortament influenciat per I'edat
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materna i la historia reproductiva de la parella. Aixi mateix, s’ha apuntat
gue haver tingut un embaras trisomic implica un augment en el risc de tenir

embrions aneuploides (Munné et al. 2004).

1.5. Estudi citogenétic de I’'odcit: utilitzacidé del 1r corpuscle polar
Nicolaidis i Petersen (1998), estudiant I'origen d’aneuploidies, van posar de
manifest que un 90% de les aneuploidies en I'embrié sén degudes a una no-
disjunci6 en la primera divisi6 meidtica materna. Aquest origen
majoritariament matern fa interessant plantejar I'estudi de les aneuploidies
en els gametes femenins, que, com en el cas dels embrions, només pot dur-
se a terme dins el marc d’un tractament de FIV.

Caracteristiques particulars de la gametogenesi femenina permeten fer una
analisi citogenética d’odcits madurs sense condicionar la seva capacitat de
fecundacio.

La gametogeénesi femenina (figura 2) comenca a l'etapa embrionaria, al
segon mes de gestacid, mitjancant la proliferacié mitotica de les oogonies.
Cada oogoOnia conté 23 parells de cromosomes homolegs amb dues
cromatides cada un. Del tercer al nové mes d’embaras, aquestes cel-lules
inicien la primera divisid meidtica (meiosi I) i passen a ser oocits primaris.
Quan un oocit primari arriba al final de la profase I, a I'etapa que s’anomena
dictiote, la meiosi s’atura. S‘'anomena oocit en estadi de vesicula germinal
(VG) l'oocit primari aturat en dictiote que ha acabat el creixement i que
presenta un nucléol estructurat a causa de I'alt index de transcripcidé que té
(figura 3).

La meiosi es repren a partir de |'adolescéncia, quan s’inicia un cicle
d’oocitacido, moment en que |'o0cit primari progressa en la meiosi I, passa
I'estadi de metafase I (figura 3) i entra a la segona divisié meiotica (meiosi
II). En aquesta divisidé es redueix a la meitat la dotacid cromosomica, és a
dir, dels 23 parells de cromosomes homolegs, cada un amb dues
cromatides, la meitat (23 cromosomes amb dues cromatides) és segregada
a una cel-lula que té capacitat reproductiva i I'altra meitat és segregada en
el 1r corpuscle polar (1CP), cél-lula sense funcié reproductiva. Ambdues
cel-lules queden englobades dins la zona pel-licida i constitueixen I'0ocit
secundari. En aquest punt, la meiosi torna a aturar-se i l'odcit secundari

resta en l'estadi de metafase II (MII) (figura 3). Anomenarem MIl a la
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cél-lula amb capacitat reproductiva que forma I'odcit secundari. Es, doncs,
en aquest estadi en que l'oocit secundari és expulsat del fol-licle en
I'oocitacié. La meiosi no es tornara a reprendre a menys que hi hagi
fecundacié. Quan hi ha fecundacié es produeix la segregacié de la dotacié
cromosomica de la MII de l'oocit secundari (23 cromosomes amb dues
cromatides). La meitat de la dotacidé (23 cromosomes amb una cromatide)
és segregada al 2n corpuscle polar (2CP), que sera extrudit. L'altra meitat
de la dotacidé és retinguda per la cel-lula amb capacitat reproductiva i, amb
la generacié dels 2PN corresponents a les dotacions haploides femenina i
masculina, es forma el zigot (figura 1). Els dos CP acabaran degenerant
durant el desenvolupament embrionari primerenc.

A causa d’aquestes caracteristiques de l'oogénesi, en el moment de
I'oocitacio coexisteixen dues cél-lules germinals germanes, la MII de |'o0cit
secundari i el 1CP, de caracteristiques morfologiques molt diferents pero
que tenen dotacions cromosomiques complementaries (figura 2).

L'analisi citogenetica de les MII i els seus corresponents 1CPs permet
aprofundir en la incidéncia d’aneuploidies en la linia germinal femenina i en
possibles mecanismes que les generen.

A més a més, és aquesta complementarietat entre ambdues dotacions
cromosomiques el que permet realitzar una caracteritzacié indirecta del
complement cromosomic de la MII de |'oocit secundari a través de |'analisi
del complement cromosomic del corresponent 1CP (Verlinsky et al. 1990).
Aixi, oocits indirectament identificats com a normals o els embrions que se’'n

deriven poden ser seleccionats i transferits en un cicle de FIV.
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2n mes gestacio:
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Figura 2: Etapes de la gametogénesi femenina (oogenesi)
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Estadi de vesicula germinal (VG) Estadi de metafase | (MI) Estadi de metafase Il (MII)

Figura 3: Oocits en els diferents estadis de maduracio vistos al
microscopi invertit aproximadament a 300X (objectiu de 40X)

1.6. Diagnostic genetic preimplantacional analitzant el 1r corpuscle
polar

Tot aix0 ha donat lloc al desenvolupament d’una variant del DGP en queé el
que s’analitza és el 1CP (DGP-1CP). Aquesta variant Unicament s’aplica en
casos en queé l'alteracid cromosomica o génica tingui un origen matern.
Existeixen diversos avantatges en la realitzacié d’'un DGP-1CP. Com que el
1CP es troba en estadi de MII, se’n poden obtenir extensions
cromosomiques adequades per a la seva analisi posterior mitjancant FISH
aplicant tot tipus de sondes cromosomiques fluorescents, no Unicament les
puntuals: CEP, LSI i Tel, sind també les WCP, que permeten identificar, en
portadores de translocacions, complements cromosomics normals,
equilibrats i desequilibrats (Coonen et al. 2000) (Durban et al. 2001).

Per altra banda, el 1CP pot ser biopsiat immediatament després de la
realitzacié de la puncid fol-licular en qué s’obtenen els oocits i aixd permet
disposar del temps suficient per a l'aplicacié de diverses rondes de FISH.
Precisament, el fet de poder fer I'analisi abans de la fusié dels pronuclis
masculi i femeni permet considerar aquest metode com a preconcepcional i,
per aixo, és utilitzat en paisos com Alemanya o Suissa, on la legislacid
impedeix |'analisi de cél-lules embrionaries (Montag 2004). En casos en qué
la parella té algun tipus d’objeccié moral a la seleccié6 d’embrions, es pot
biopsiar i analitzar el 1CP abans d’inseminar els oocits (Munné et al. 2000).

A més a més, analitzant el 1CP no existeix el problema del mosaicisme.
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El DGP-1CP s’ha aplicat a pacients portadores d‘alteracions geniques
utilitzant la técnica de PCR (Strom et al. 1990). La FISH també s’ha utilitzat
en realitzar DGP-1CP per a l‘analisi d‘alteracions cromosomiques
estructurals (Munné et al. 1998c) (Durban et al. 2001) i en pacients amb un
alt risc de tenir descendéncia amb alteracions cromosdmiques numeriques,
basicament a causa de lI'edat materna avancada (Verlinsky et al. 1995)
(Munné et al. 1995b). S’ha aplicat el DGP-1CP mitjancant FISH per a
I'analisi d’aneuploidies de fins a cinc cromosomes diferents (Munné et al.
2000) (Petit et al. 2002) (Kuliev et al. 2003) (Montag 2004). L’analisi del
1CP també s’ha fet en combinacid amb |'analisi del 2CP (Verlinsky et al.
1995) (Dyban et al. 1996) (Kuliev i Verlinsky 2004) per a poder detectar
tant les alteracions originades en la meiosi I com les generades a la meiosi
II. Més recentment, s’ha realitzat DGP-1CP utilitzant una adaptacié de la
CGH en una pacient d’edat avancada (Wells et al. 2002). Per altra banda,
s’estan assajant noves tecniques per a lI'analisi d’oocits i 1CPs com ara la
primed in situ (PRINS) multicolor ultrarapida (Pellestor et al. 2004a), la
utilitzacié de sondes de tipus PNA (peptid nucleic acid) (Paulasova et al.
2004) (Pellestor et al. 2004b) o la FISH amb pintat de 24 colors, ja sigui M-
FISH (multi-fluorochrome karyotyping) (Clyde et al. 2001) o SKY (spectral
karyotyping) (Marquez et al. 1998), per a la seva futura aplicacié en el
DGP-1CP.

La deteccié d'oocits anomals a través de l'analisi del 1CP és, doncs, una
opcid valida per a evitar la transferencia a |'Uter matern d’embrions
procedents d’odcits aneuploides, reduir la taxa d’avortament, millorar la
implantacié i aixi contribuir a augmentar lindex d’embarassos en
determinats grups de pacients, com ara les pacients d’edat reproductiva

avancada i les portadores de reorganitzacions cromosomiques.

1.7. Diagnostic genetic preimplantacional en pacients portadors de
translocacions

Les alteracions cromosomiques de tipus estructural sén aquelles que es
produeixen per trencament cromosomic, reordenacié i fusid dels fragments
generats que alteren I'estructura cromosomica i donen lloc a translocacions,
inversions, delecions, duplicacions o isocromosomes. Les alteracions

cromosomiques estructurals poden ser viables i no provocar alteracions
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fenotipiques si la reordenacié dels fragments no afecta la funcid6 de gens
importants de les cel-lules. En aquest cas, pel que fa a les translocacions, es
diu que la persona és portadora d’'una translocacié equilibrada i per aixo no
ha de tenir cap tret fenotipic que ho denoti. Les translocacions equilibrades
es donen en el 0,2% dels nounats, perd aquesta freqliencia augmenta al
0,6% en parelles infertils, al 3,2% en parelles amb fallades de cicles de FIV
i fins al 9,2% en parelles fertils que han patit tres o0 més avortaments de
primer trimestre (Stern et al. 1999). D'un 2% a un 3,2% dels homes que
requereixen ICSI son portadors de translocacions equilibrades (Testart et al.
1996).

La translocacido robertsoniana (fusid dels bracos g de dos cromosomes
acrocentrics: 13, 14, 15, 21 i 22, per la zona del centromer) (figura 4) és
una forma molt comuna de reorganitzacié cromosomica i es déna en un de
cada 900 nascuts. Si la translocacié és equilibrada, no es produeixen
efectes fenotipics.

Els portadors de translocacions robertsonianes equilibrades, com a
conseqliencia dels diferents tipus de segregacid6 cromosomica, sovint
produeixen gametes desequilibrats i aix0 comporta un risc reproductiu. La
majoria de fetus portadors d’una translocacié roberstsoniana desequilibrada
no sobreviuen i produeixen avortaments de primer trimestre, perd, segons
els cromosomes implicats, poden permetre el desenvolupament fins al
naixement. Aquest seria el cas de les translocacions robertsonianes més
freqlients, que son: la t(13;14)(g10;q10), que es doéna en un 75% dels
portadors, i la t(14;21)(q10;q10), que es déna en el 10% dels portadors
(Miller i Therman 2001). De pares portadors d’aquestes translocacions
poden néixer nadons portadors de trisomies 13 (sindrome de Patau) i 21
(sindrome de Down). Una mare portadora de t(14;21)(q10;g10) té un risc
del 10% de tenir un fill amb sindrome de Down, i un pare portador té un
risc de 1'1% al 3%.

Pares amb un fill afecte de trisomia 21 tenen un risc del 10% al 30% de
tenir un altre fill afectat (Scriven et al. 2001) (Braude et al. 2002).

La translocacié reciproca (intercanvi de dos segments cromosomics,
normalment terminals, entre els dos cromosomes no homolegs) (figura 4)
és la forma més comuna d‘alteraci6 cromosomica i es dona amb una

freqiéncia d'un de cada 500 nascuts (Hook i Hamerton 1977). Si és
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equilibrada, no té implicacions fenotipiques ja que no se solen donar guanys
ni perdues de gens. Les manifestacions patoldogiques poden apareixer
només si els punts de trencament afecten la funcié de gens importants.
Com a conseqliéncia dels tipus diferents de segregacié dels cromosomes
implicats en la translocacid, les cel-lules germinals portadores d’una
translocacio reciproca poden generar 32 tipus de gametes i només dos sén

cromosomicament normals (Scriven et al. 1998).

> > Translocaf:i()
robertsoniana
> Trapslocaci(')
reciproca

Figura 4: Esquema de les reorganitzacions cromosomiques que es
donen en les translocacions robertsonianes i reciproques

La produccié de tants possibles tipus de gametes cromosomicament
desequilibrats en una frequéncia tan alta fa que els portadors de
translocacions reciproques pateixin freqlientment avortaments espontanis,
tinguin serioses dificultats per a aconseguir descendéncia fenotipicament
normal i tinguin un alt risc de generar descendéncia afecta d’un fenotip
patologic.

El risc reproductiu especific de cada translocacié reciproca depen dels
cromosomes involucrats en la translocacid, dels punts de trencament i del
nombre i la posicié dels quiasmes (Ford i Clegg 1969). Per a un home
portador d’'una translocacié reciproca equilibrada, les freqliencies dels
diferents tipus de segregacié sén molt variables i depenen de la translocacié
especifica; el rang per a la segregacié alternant és del 20% al 60% (Morel
et al. 2004).

Per tots els punts esmentats, els pacients portadors de translocacions sén

un col-lectiu idoni per a l'aplicaci6 del DGP per a seleccionar embrions
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normals i equilibrats. S’han aplicat diferents estrategies de FISH utilitzant
sondes CEP, Tel o LSI per a la deteccié dels cromosomes derivatius tant en
translocacions reciproques com robertsonianes (Conn et al. 1998) (Munné
et al. 1998a) (Pierce et al. 1998) (Van Assche et al. 1999).

També s’ha descrit com a meétode efectiu I'obtencid6 de cromosomes
metafasics de blastomers resultants de la fusié de blastomers humans amb
zigots de ratoli. Aquesta tecnica s’ha aplicat conjuntament amb la FISH
usant sondes WCP per a identificar els embrions cromosdomicament anomals
(Verlinsky i Evsikov 1999). Willadsen et al. (1999) van aconseguir
condensar fins a l'estadi de metafase el material nuclear de blastomers
humans fusionant-los amb oodcits bovins criopreservats per induir I’'estadi de
metafase al nucli del blastomer, la qual cosa va facilitar la seva analisi
posterior usant FISH. Un altre méetode descrit per a seleccionar embrions
normals o equilibrats ha estat el cultiu dels embrions fins a l'estadi de
blastocist i la seleccid sota criteris morfologics (Ménezo et al. 1997). Pero
altres estudis (Verlinsky i Evsikov 1999) (Evsikov et al. 2000) han suggerit
gue la presencia de translocacions desequilibrades no limita I'habilitat de
I'embridé per a assolir I'estadi de blastocist in vitro, per la qual cosa aquest
metode no sembla adequat per a la seleccid d’embrions cromosomicament
normals o equilibrats.

Els resultats de DGP-1CP en pacients portadores de translocacions
robertsonianes i reciproques han estat revisats per Durban et al. (2001).
Aquests autors proposen realitzar la inseminacid dels oocits mitjancant ICSI
just abans de fer la biopsia del 1CP, cosa que permet aconseguir taxes de
fecundacié comparables a les obtingudes en els cicles de FIV-ICSI sense
DGP. A més a més, el protocol proposat permet, si cal, analitzar un o dos
blastomers en aquells embrions en qué no s’hagi pogut obtenir un
diagnostic a través del 1CP o bé quan es detecta una alteracié cromosomica
gue es pot corregir durant la segona divisié meiotica.

En els casos en qué s’aplica el DGP, la inseminacid sempre es realitza
mitjancant ICSI, ja que aix0 evita una possible polipenetracié dels
espermatozoides i, com que és puntual en el temps, sincronitza I'evolucié
del conjunt de zigots i embrions obtinguts.

Kuliev i Verlinsky (2002) han suggerit que en aquest tipus de pacients el

DGP ha d’incloure I'analisi de la segregacid i també de les aneuploidies, ja
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gue actualment hi ha proves que la presencia de la translocacié constituiria
un factor de risc per a |'aparicié d’aneuploidies de cromosomes no implicats
en la translocacio.

La preséncia d'aneuploidies afectant cromosomes diferents dels implicats en
la translocacié seria un dels motius pels quals és freqient que, tot i
transferir embrions amb bona morfologia després d'un DGP en qué
s’analitza només la segregacié dels cromosomes de la translocacié, no
s’aconsegueixi un embaras. Aixi, Findikli (2003) observa que els portadors
de translocacions tenen un alt risc de produir embrions amb un bloqueig o
amb un alentiment en el desenvolupament i, per tant, tenen un augment
del risc de patir fallades en cicles de FIV, que s’atribueix no només a la
producci6 de gametes desequilibrats pels cromosomes implicats en la
translocacio, sind també a la preséncia d’alteracions en altres cromosomes.
En aplicar DGP en portadors de translocacions i fer el cribatge
d’aneuploidies per als cromosomes 13, 16, 18, 21, 22, 1, 15, X i Y després
d’analitzar els cromosomes implicats en la translocacié, Gianaroli et al.
(2002) suggereixen que en translocacions robertsonianes es donen efectes
intercromosomics (EIC), és a dir, la preséncia de la translocacié afecta la
segregacido meiotica de cromosomes no implicats en la reorganitzacio, fet
gue suposa un risc addicional de gestacions anomales.

Sembla recomanable, doncs, que, en realitzar un DGP en parelles
portadores, s’analitzin els cromosomes implicats i, a més a més, també
altres cromosomes no implicats en la translocacié (Gianaroli et al. 2002)
(Kuliev i Verlinsky 2002).

Com que fins ara la taxa d’embaras per puncidé aconseguida en DGP
realitzats en parelles amb translocacions és forca baixa tant per a les
translocacions reciproques (12,2%) com per les robertsonianes (19,2%)
(Sermon et al. 2005), és molt interessant valorar quina contribucié poden
tenir les aneuploidies de cromosomes no implicats en ambdds tipus de

translocacions.
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2. OBJECTIUS

20



Analisi citogenética preimplantacional Objectius

L'objectiu general d’aquest treball és estudiar la incidéncia d’aneuploidia en
la linia germinal femenina i en la primera etapa del procés reproductiu. Per
a la consecucido d’aquest objectiu, hem plantejat els objectius concrets

seglients:

1. Desenvolupar un metode seqiencial de multiple FISH per analitzar, en
extensions de 1CPs i les corresponents metafases II de |I'oocit (MII), els nou
cromosomes més ampliament implicats en avortaments i fallades
d'implantacié (1, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22 i X). Realitzar un estudi seriat
de parelles 1CP - MII d’oocits descartats de cicles de FIV per tal de validar

la técnica tot valorant-ne la complementarietat.
2. Analitzar la incidencia d’aneuploidia en oocits de dones amb cariotip
normal (dones d’edat avancada) i en dones portadores de translocacions, de

les quals també s’analitzen els cromosomes implicats en la reorganitzacio.

3. Estudiar la incidéncia d’aneuploidia en embrions de parelles un dels

membres de les quals és portador d’una translocacié reciproca.

4. Validar la interpretacié del resultat de la FISH en l'analisi d’aneuploidia

en cel-lules proliferants.
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3. MATERIAL | METODES
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Per a assolir els objectius plantejats, el treball s’ha realitzat en els apartats
gue s’exposen a la seccid de resultats. Tot seguit es detalla el material i les

metodologies emprats per a cada un d’aquests apartats.

3.1. Material i métodes de I'objectiu 1

3.1.1. Material emprat per a I’adequaci6 de I’analisi del 1r corpuscle
polar

Per a disposar d’oo0cits humans descartats de cicles de FIV, necessaris per a
la posada a punt del cribatge d’aneuploidies (SA) mitjancant la técnica de
FISH analitzant nou cromosomes en 1CP, es va demanar la col-laboraci6 als
seglients centres de reproduccid assistida: Hospital Clinic, Institut
Universitari Dexeus i Clinica Eugin de Barcelona. Sota |'aprovacié dels
respectius comiteés etics, es van aconseguir 163 oocits en MII, dels quals 13
eren madurats in vivo, 138 madurats in vitro (MIV) i 12 eren no fecundats
descartats de cicles FIV.

Amb els centres, es va optimitzar el metode de bidopsia mecanica (Hospital
Clinic i Clinica Eugin) i el meétode de biopsia amb sistema laser (Institut
Dexeus). També es va ajustar la coordinacid necessaria entre la realitzacié
de la biopsia i la fixacid del 1CP, en els quals participa el centre de FIV, i
I'analisi citogenética de les extensions cromosomiques, que es realitza a la
Universitat Autonoma de Barcelona.

3.1.2. Material emprat en una seéerie d’oocits control: estudi del 1r
corpuscle polar i la metafase 11 de I’'oocit

En aquest apartat s’ha inclos I'analisi d’extensions de 1CP o parelles 1CP-
MII de 89 oocits descartats de cicles de FIV de 60 pacients d’edats
compreses entre 18 i 45 anys, amb una mitjana d’edat de 33,7 anys. S’han
estudiat tres oocits madurats in vivo, 78 de madurats in vitro (MIV) i vuit
de no fecundats. Els odcits madurats in vivo procedien d’una pacient de la
qual es van recuperar, el dia de la puncié fol:-licular, un nombre molt elevat
d’oocits i que no va voler que s’inseminessin tots per evitar al maxim la
congelacié d’embrions. Els oocits MIV estaven en fase de vesicula germinal
(VG) o bé de metafase I (MI) (figura 3) el dia de la puncidé fol:-licular i, per
tant, no eren Uutils per a inseminar, ja que la inseminaci6 de MIV no és
recomanable a causa de la baixa taxa de fecundacid i divisié embrionaria

que s’assoleix (Strassburger et al. 2004). Aquests o0cits es van deixar en
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cultiu 24 o 48 hores, aproximadament, i es van incloure en l'estudi en
assolir I'estadi de MII (figura 3). Dels 78 oocits MIV, 68 van estar 24 hores
en cultiu i 10 hi van estar 48 hores (figura 5). Els oocits no fecundats

havien estat tots sotmesos a una FIV convencional.

D+0

uncid fol-icular ——— e
Puncié fol-licular

Alliberament ctmul

v

Qocits en MlI Oacits en MI Oaocits en VG sl
| .
Biopsiats i fixats ( 3) Inseminacio
20-28 h 20-24h 17-22h
v D+1 l
Alliberament cimul Alliberament ctmul
14-6 - 14-6 : Valoraci6 fecundacié
v
MIV(+) MIV()  MIV()
L ] l Biopsiats i fixats si no
Biopsiats i / o fixats ( 68 ) fecundats (8)
Biopsiats i / o fixats si
MIV(+) (10)

Entre paréntesis s’indica el nombre d’oocits de cada tipus.

MIV (+): oocits que han madurat in vitro.

MIV (-): oocits que, malgrat haver estat cultivats in vitro, no han madurat fins a
I'estadi de MII.

Figura 5: Esquema del procés de maduracié in vitro dels oocits utilitzats

3.1.3. Métode de bidpsia del 1r corpuscle polar

En 73 oocits s’ha realitzat una separaciéo del 1CP i 16 oocits s’han fixat
sencers sense cap manipulacié del 1CP. En tres dels 73 oocits s’ha emprat
una solucié enzimatica (tripsina a 30 mg/ml en PBS; Sigma; Espanya) per
a dissoldre la zona pel-llUcida, i en els 70 oocits restants s’ha biopsiat el 1CP
per técniques de micromanipulacié.

Per a la biopsia del 1CP, els oocits es col-loquen cada un en una gota de
medi de cultiu tamponat de 50 ul (per exemple, MOPS; Vitrolife; Géteborg)

cobertes amb oli mineral. Amb I'ajut d’un micromanipulador acoblat a un
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microscopi invertit (Nikon Eclipse TE 200 o Olimpus IX70) equipat amb
optica de Nomarsky, es fa un tall d’entre 5 pym i 20 um de diametre a la
zona pel-licida de l'oocit utilitzant un metode mecanic (PZD: partial zona
dissection) (figura 6) o bé un forat d’'uns 20 um amb I'ajut d’un laser (1,48
um diode laser; Fertilase; Medical Technologies; Montreux; Suissa) (figura
7). En 69 dels 70 oocits es va aplicar el sistema laser. La biopsia o
recuperacio del 1CP es fa utilitzant micropipetes fetes a ma o bé comercials
(per exemple, K-EBPH-2535-5; Cook; Espanya) de 25 uym a 30 um de
diametre extern polides i angulades, suficientment amples per no danyar
morfologicament la cél-lula que es vol biopsiar. S’accedeix a |'espai
perivitel-li (EPV) de I'00cit amb la micropipeta i el 1CP extret es col-loca a
I'extrem oposat de la gota de medi per a evitar qualsevol risc per a I'o0cit

durant la manipulacié del 1CP i, tot seqguit, es fixa.
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1: Material (objectiu 10X) 2: Foradar ZP amb aqgulla (objectiu 40X)

3: Tallar ZP rascant agulla i pipeta de 4: Localitzar el tall
subjeccié (objectiu 20X)

5: Entrar a EPV amb pipeta de biopsia 6: Aspirar el 1CP

Figura 6: Passos per a realitzar una biopsia de 1CP usant PZD
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Pipeta de subjeccid

Pipeta de biopsia

Laser acoblat a
microscopi invertit

1: Material (objectiu 20X) 2: Col-locar oocit aguantat amb la pipeta
de subjeccid (objectiu 40X)

3: Disparar laser i acostar pipeta 4: Comengar a aspirar 1CP

5: Continuar aspirant 1CP 6: 1CP biopsiat

Figura 7: Passos per a realitzar una biopsia de 1CP usant laser
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3.1.4. Fixacid de ceél-lules aillades, 1r corpuscle polar i metafase 11,
analisi usant contrast de fases i tractament previ a la hibridacio in
situ fluorescent

La fixacié del 1CP es realitza sobre portaobjectes i seguint una modificaciod
de la técnica descrita per Durban et al. (1998, 2001), que consisteix,
breument, en el segilent: s’utilitzen portaobjectes desengreixats amb éeter-
etanol i recoberts amb una solucié de trimetoxisila. Sempre sota control
estereomicroscopic, es col-loca el 1CP en una solucié hipotonica de citrat
sodic al 0,5% durant 4 min i tot seguit es diposita sobre una zona marcada
del portaobjectes juntament amb una petita quantitat d’hipotonic. Quan la
gota d’hipotonic on és el 1CP comenca a evaporar-se, s'agafen uns 20 ul de
fixador (metanol o etanol: acid acetic, a proporcié 1:1) amb una pipeta
automatica i es posa la punta de la pipeta tocant el portaobjectes,
aproximadament a mig centimetre del lateral de la gota d’hipotonic. Molt
lentament es va deixant anar el fixador creant un flux de fixador cap al 1CP
que desplaci la gota d’hipotonic sense que la cél-lula es mogui, de manera
que el 1CP quedi fixat a la zona del porta on I'haviem deixat i que ja esta
marcada. Les MII es fixen seguint la tecnica descrita per Tarkowski
(Tarkowski 1966) pero utilitzant com a fixador metanol: acid acetic a
proporcié 1:1, i com a medi hipotonic, citrat sodic al 0,5% durant 4 min.

Les extensions cromosomiques de les cél-lules fixades s’‘observen a contrast
de fases al microscopi (Olimpus BX60; Olympus Optical Co.; Hamburg;
Alemanya) (figura 8) i es capturen amb una camera d’alta sensibilitat
(Roger Scientific; Photometrics; Tucson; Arizona; EUA) i un ordinador
Power Macintosh G3 equipat amb el programa Quips Lab Manager (Vysis;
Nova York; EUA), amb el qual també s’emmagatzemen. Tot segquit, si
I'extensio cel-lular té restes de membrana o citoplasma, se sotmet a un
tractament enzimatic controlat amb pepsina 50 pug/ml en HCI 10 mM
(preparada a partir de pepsina 100 mg/ml, Sigma; Espanya), de 0,5 a 3

min i a 37°C.
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Figura 8: Extensions cromosomiques de 1CP vistes a contrast
de fases a 1600X (objectiu de 40X)
S’observa |'estadi de cromosomes en MII en qué es troben

Després del tractament enzimatic els portaobjectes s’esbandeixen amb
aigua destil-lada a temperatura ambient i es deixen assecar a l'aire abans
d’aplicar-los una gota de fixador Carnoy (metanol: acid aceétic, 3:1).

La majoria de preparacions cel-lulars s’han congelat a -20°C fins al moment
de I'aplicacio de la técnica de FISH.

3.1.5. Hibridacioé in situ fluorescent en extensions del 1r corpuscle
polar i metafase 11

Per a poder hibridar les preparacions cel-lulars emmagatzemades, un cop
tretes del congelador, es deixen a temperatura ambient uns 5 min i es
deshidraten en solucions creixents d’etanol (70%, 80% i 95%, 2 min a cada
una).

Préeviament a l'aplicaci6 de la FISH, les preparacions es refixen amb
solucions de PBS / 50 mM MgCl, (4 min), 3% formaldehid / PBS / 50 mM
MgCl, (8 min) i PBS (4 min) i es deshidraten en banys successius d’etanol a
concentracions creixents. Tot seguit es tenyeixen amb 4, 6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI II; Vysis; Nova York) diluit a ¥4 amb Antifade (Vectashield;
Burlingame; California; EUA), es queda a una concentracio final de 33 ng/ml
(DAPI II ') i s'observen al microscopi de fluorescéncia. Les imatges es
capturen per a disposar de la imatge corresponent a la morfologia del 1CP
amb DAPI, prévia a la realitzacié de la FISH. Els cromosomes del 1CP es
distingeixen dels de la MII perque solen tenir la cromatina més

desorganitzada (figura 9).
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Cromosomes Cromosomes
corresponents corresponents
al 1CP ala Ml

Figura 9: Extensié cromosdomica d’un 1CP i de la
corresponent MII tenyits amb DAPI
Imatges vistes a 4000X (objectiu de 100X)

A continuacié s’elimina el DAPI amb dos banys successius de 0,1% Tween
20 / 2 x SSC (0,15 M NaCl / 0,015 M citrat de Na) en agitacid, deshidratacid
amb etanols (4 min a cada bany), assecatge a l'aire i després assecatge en
una placa calefactada (Hybrite; Vysis; Nova York) a 45°C 4 min. Tot seguit,
se sotmet els nuclis cel-lulars fixats a dues rondes de FISH utilitzant
diferents combinacions de sondes. En la primera ronda, s’analitzen els
cromosomes 13, 16, 18, 21 i 22 amb sondes marcades, respectivament,
amb els fluorocroms SpectrumRed, SpectrumAqua, SpectrumBlue,
SpectrumGreen i SpectrumGold (MultiVysionPB Probe Panel; Vysis; Nova
York) (taula 1). S’apliguen 0,5 pl de la solucié d’'hibridaci6 a cada
portaobjectes on hi ha el material cromosomic fixat i es cobreix amb un
cobreobjectes de 6 mm x 6 mm. Tot seguit se segellen els portes amb cola i
es col-loquen a la placa calefactora a 72-73°C per a realitzar una
codesnaturalitzacio del DNA nuclear i de les sondes. A continuacid es

dipositen els portaobjectes en una cambra humida a 37°C tota la nit.
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Taula 1: Sondes utilitzades en I’'analisi d’aneuploidies.
S’indica el tipus de sonda, la regié cromosomica marcada i els fluorocroms

Tipus de sonda Regié cromosomica Fluorocrom

CEP1 1p11 - 11, locus D175 SpectrumOrange

LSI 13 13914 SpectrumRed

CEP 15 15p11.2, locus D15Z1 SpectrumGreen

CEP 16 16912.1 - q13, locus D1673 SpectrumAqua

CEP 17 17p11.1-ql1.1, locus D17Z1  SpectrumOrange i SpectrumGreen
CEP 18 18p11.1 - q11.1, locus D18Z1 SpectrumBlue

LSI 21 21022.13-q22.2 SpectrumGreen

LSI 22 22011.2 SpectrumGold

CEP X Xpl1.1-qg11.1, locus DXZ1 SpectrumAqua

Després de la hibridacid, els portes es netegen en banys de 50% formamida
(3 x 7 min); 2 x SSC (7 min) i 0,1% Tween 20 / 2 x SSC (5 min) en
agitacio i a 45°C, o bé en un bany de 0,4 x SSC (2 min) a 72°C i un bany
de 0,1% Tween 20 / 2 x SSC (1 min) en agitacid i a temperatura ambient;
es deshidraten en solucions d’etanol a concentracions creixents.
Seguidament es munten les preparacions amb 8 ul de solucié Antifade o bé
de DAPI II Va (Vysis; Nova York).

La visualitzacio es fa en un microscopi d’epifluorescencia Olympus BX 60
(Olympus Optical Co.; Hamburg; Alemanya) equipat amb la camera
mencionada i filtres per als fluorocroms utilitzats i acoblat a un ordinador
Power Macintosh G3 amb software per Smartcapture (Digital Scientific
Cambridge; Regne Unit) i IPLab (Scanalytics Inc.; Vysis; EUA), que
permeten la captura de les imatges i I'analisi. El cromosoma 13 presenta
marcatge fluorescent de color vermell, el 16 blau turquesa, el 18 blau fosc,
el 21 verd i el 22 groc.

Tot seguit, es renten els portaobjectes de la manera descrita anteriorment:
0,1% Tween 20 / 2 x SSC (2 x 5 min) i deshidratacié. A continuacié es fa la
segona ronda de FISH usant una mescla de sondes per als cromosomes X,
1, 15 i 17 marcades, respectivament, amb els fluorocroms SpectrumAqua,

SpectrumOrange, SpectrumGreen i SpectrumOrange/SpectrumGreen
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(Vysis; Nova York) (taula 1). Les sondes es mesclen en tubs d’Eppendorf,
se centrifuguen a 600 g durant uns segons, s’homogeneitzen al vortex i se
centrifuguen de nou. La mescla es fa en les proporcions seglients: 3 ul de
la mescla de sondes (0,6 ul de cada una) i 7 ul d’'amortidor d’hibridacié per
cada 10 ul totals de barreja preparats. S’apliquen 0,5 ul de la barreja per
porta i s'usa el mateix protocol que a la primera ronda excepte que, després
de la hibridacié, sempre es contratenyeix amb 8 ul de DAPI II V4 (Vysis;
Nova York). Es fa la visualitzacié, captura i analisi de les imatges de la
manera descrita anteriorment.

El cromosoma 1 presenta marcatge fluorescent de color vermell, el 15 verd,
el 17 s’observa groc per addicié6 de marcatge vermell i verd i I’X el presenta
blau turquesa.

A la figura 10 esta resumit el procés descrit per a l'analisi d’oocits
descartats de cicles de FIV.

" @

Oocits en Ml

Figura 10: Esquema del protocol utilitzat per al cribatge
d’aneuploidies en 1CP d’oocits descartats de cicles de FIV

3.2. Material i métodes de I’'objectiu 2

Per a realitzar el cribatge d’aneuploidies en linia germinal femenina, s'ha
aplicat el diagnostic genétic preimplantacional utilitzant 1CP (DGP-1CP) a
cinc pacients candidates: dues pacients amb cariotip normal (PA 1 i PA 2)

sotmeses a SA per edat avancada i tres pacients portadores de
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translocacions (PT 1, PT 2 i PT 3) sotmeses a SA pel risc d’aneuploidies a
causa de la preséncia d’una translocacio.

3.2.1. Pacients amb cariotip normal. Caracteristiques i antecedents
clinics

S’han realitzat dos DGP-1CP per SA en col-laboraci6 amb dos centres de
reproduccid assistida. Les pacients a les quals s’ha fet I'estudi de 1CP tenien
els historials clinics seglients:

La primera pacient (PA 1) tenia 41 anys. El seminograma del seu marit
mostrava una astenozoospérmia. La parella, afectada d’infertilitat
secundaria, tenia un fill de cinc anys. S’havien sotmes a quatre cicles de
FIV-ICSI i a una criotransferéncia amb embrions congelats resultants del
tercer cicle. En tots els cicles s’havien transferit embrions perd no s’havia
aconseguit gestacié. En el darrer cicle s’havia realitzat un DGP-SA analitzant
blastomers per als cromosomes 13, 16, 18, 21, 22, X i Y. S’havien obtingut
sis embrions andmals, un de no diagnosticat i dos embrions normals que es
van transferir sense aconseguir gestacio.

La segona pacient (PA 2) tenia 38 anys i era portadora d’anticossos pel VIH.
La mostra de semen del seu marit era normal. S’havia sotmés a quatre
cicles d’'inseminacié intrauterina sense éxit i també havia realitzat quatre
cicles de FIV en els quals, tot i realitzar transferéncia d’embrions, tampoc
no s’havia aconseguit embaras.

3.2.2. Pacients portadores de translocacions: caracteristiques i
antecedents clinics

S’han realitzat tres DGP-1CP per a l'analisi de translocacions i aneuploidies
en col-laboracié amb dos centres de reproduccid assistida. En tots els casos
s’han estudiat els cromosomes implicats en la reorganitzacié i també els
cromosomes 1, 13, 15, 16, 17, 18, 21 i 22.

La primera pacient (PT 1) tenia 34 anys i era portadora d’una translocacid
reciproca t(8;13)(q24.1;q22). El seu marit tenia cariotip normal (46, XY) i
els resultats del seminograma també eren normals. L’existéncia de la
translocacio es va detectar en realitzar-li un cariotip inclos dins I'estudi per
esterilitat. La parella del seu germa havia tingut un avortament espontani
pero no s’havia realitzat I'estudi del cariotip.

La segona pacient (PT 2) tenia 39 anys i era portadora d’una translocacid

robertsoniana t(13;14)(q10;q10). El seu marit tenia cariotip normal (46,XY)
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i el seminograma mostrava una astenozoospermia moderada. La parella
havia tingut cinc avortaments de primer trimestre durant els ultims nou
anys. Tres dels avortaments havien estat espontanis, el darrer després de
realitzar un DGP-1CP amb estudi exclusiu dels cromosomes implicats en la
translocacio, i dos dels avortaments havien estat terapeutics després de
control ecografic. En un dels avortaments l'analisi de vellositats corials va
evidenciar una trisomia 13 amb un cariotip 46, XY, -14, +Rob(13;14). En
el DGP-1CP mencionat anteriorment, s’havien obtingut 18 CCO, s’havien
analitzat 14 oocits i s’havien biopsiat correctament 12 1CPs. Vuit dels 1CPs
s’havien fixat i analitzat per FISH, cosa que havia permeés el seu diagnostic,
i, en els altres sis, s’havia realitzat la biopsia i I'analisi d’'un blastomer. Un
oocit havia resultat normal, dos equilibrats, cinc desequilibrats i quatre no
s’havien diagnosticat. S’havien fecundat deu oocits i transferit tres
embrions. Es va aconseguir un embaras amb batec cardiac positiu, pero es
va produir I'avortament esmentat al cap de set setmanes de gestacio.

La tercera pacient (PT 3) tenia 36 anys i era portadora d’'una translocacié
robertsoniana t(13;14)(q10;q10). El seminograma del seu marit, de cariotip
normal (46,XY), mostrava una oligozoospermia lleugera i astenozoospermia
moderada. La parella havia tingut cinc avortaments espontanis i havia
realitzat quatre DGP analitzant blastomer i un DGP-1CP. En els casos de
blastomer, s’havien pogut transferir dos embrions en el segon cicle, pero no
s’havia aconseguit embaras; en el quart cicle, s’havia transferit un embrid
pero la pacient va avortar espontaniament. En el DGP-1CP esmentat, en el
qual s’havia realitzat I'analisi exclusiva dels cromosomes implicats en la
translocacio, s’havien obtingut 26 CCO dels quals es van poder analitzar 12
oocits; els 14 oocits restants eren immadurs en estadi de VG, i no es van
analitzar. Dels 12 oocits madurs s’havien biopsiat correctament 11 1CPs.
Deu 1CPs s’havien fixat amb éxit i vuit es van analitzar i diagnosticar
mitjancant FISH. També es va fer la biopsia i I'analisi de la segregacio en un
blastomer de quatre embrions procedents d’oocits en els quals el 1CP
estava fragmentat o s’havia perdut. Es van obtenir quatre embrions
normals o equilibrats per a la translocacid, se’n van poder transferir tres i el
resultat de I'analisi de la B-hCG va ser positiu, perd ecograficament es va

observar un sac embrionari buit.
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3.2.3. Métode utilitzat per al diagnostic geneétic preimplantacional
analitzant el 1r corpuscle polar

Com s’ha mencionat anteriorment, el DGP-1CP es porta a terme durant la
realitzacié d'un cicle de FIV.

El dia en qué es realitza la puncio fol-licular (D+0) és el dia en quée es
biopsien i fixen els 1CPs i s’inicia I'analisi. Com a maxim dues hores després
de la puncié fol-licular, i utilitzant un protocol descrit per Durban et al.
(2001), cada oocit s’identifica amb un nimero que conservara al llarg de tot
el procés d’analisi i diagnostic i es realitza la inseminacié dels oocits
obtinguts en estadi de MII mitjancant ICSI. Immediatament després de
I'ICSI, el 1CP es biopsia tal com s’ha descrit a I'apartat 3.1.3. Un cop s’ha
biopsiat el 1CP, es fixa seguint el protocol descrit a I'apartat 3.1.4.
Immediatament després de la biopsia, pero, l'oocit es guarda a la
incubadora a 37°C, 6% de CO, i 95% d’humitat en el medi de cultiu per a
embrions utilitzat, per exemple G1 (Vitrolife). Un cop biopsiats i fixats tots
els 1CPs, se’n fa I'analisi mitjancant FISH.

El protocol de FISH utilitzat per a I'analisi d’aquestes extensions és idéntic al
descrit a l'apartat 3.1.5; només varia, en funcié de la indicacié del DGP-
1CP, el tipus de sondes utilitzades. Si la indicacié és I'edat avancada de la
pacient, es realitza I'SA per als nou cromosomes descrit a I'apartat 3.1.5
utilitzant dues rondes de FISH. Si la pacient és portadora d’una alteracid
estructural, s’analitzen els cromosomes implicats en la reorganitzacid i
també es fa I'SA; aix0 suposa la realitzacié de dues a quatre rondes de FISH
sobre les mateixes extensions cel-lulars. Previament a la realitzacié del
DGP-1CP en portadores de reorganitzacions, s’aplica la tecnica de FISH amb
les sondes seleccionades per a l'analisi de cada reorganitzacié a extensions
cromosomiques de limfocits de les pacients per a provar les sondes i
reconfirmar la reorganitzacié. Sempre s’analitzen algunes extensions de 1CP
disponibles amb les sondes seleccionades per a avaluar el seu
comportament en aquest tipus de material cromosomic.

El resultat final de I'analisi s'obté en D+2 o D+3; per tant, el dia de la
transferéncia embrionaria no cal que s’alteri a causa de la realitzacié del
DGP-1CP.

En el cas que algun oodcit quedés sense diagnosticar perque el 1CP estigués

fragmentat, s’hagués perdut durant el procés de bidopsia o analisi o bé el
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resultat indiqués la presencia d’alguna alteracié que podria ser arreglada pel
mateix oocit durant la segona part de la meiosi, es pot fer I'analisi d’un
blastomer de I'embrié resultant a D+3. Aquesta analisi es fa amb temps
suficient per a obtenir els resultats i realitzar la transferéncia embrionaria
en D+4 o bé en estadi de blastocist (D+5 o D+6).

La figura 11 resumeix el protocol utilitzat per a la inseminacid dels oo0cits i
bidopsia i hibridacié dels 1CPs a temps per a la transferéncia dels embrions
derivats que siguin euploides. S’indica la possibilitat de fer I'analisi dels

embrions en cas que sigui necessari.

Oocit en M1

Figura 11: Protocol utilitzat en el DGP-1CP

La figura 12 mostra |I'evolucié d’'un embrié biopsiat en D+3. L'odcit del qual
prové també s’havia biopsiat en D+0 per a analitzar el 1CP.

Les figures 13 i 14 mostren imatges obtingudes en aplicar FISH sobre 1CP i
sobre blastomer utilitzant les sondes esmentades (taula 1, apartat 3.1.5.).
Només se senyalen amb fletxes aquells cromosomes que estan alterats i

aquells que, a les imatges, costen més d’identificar.
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1: D+2

3: D+4

5: D+5. Blastocist iniciant
el hatching. Transferible

2: D+3. Abans de la
bidopsia de blastomer

4: D+5. Estadi de
blastocist

Figura 12: Evoluci6 d'un
embrié biopsiat a D+3. El 1CP
de l'oocit del qual prové també
va ser biopsiat a D+0
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1la ronda FISH 2a ronda FISH

1CP:

Euploide Pérdua d’un cr. X

Blastomer
(a):

Pérdua d’un cr. 16 XY, pérdua d’un cr. 1

Blastome
(b):

Pérdues d’un cr. 21 i 22 XY, pérdua d’un cr. 1

Figura 13: Analisi seqliencial mitjancant FISH del 1CP i de dos blastomers de
I'embrid. Deteccié de mosaicisme
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la ronda FISH 2a ronda FISH

Pérdua d’un cr. 22 Pérdues d’un cr. X i 17

Figura 14: Analisi seqliencial mitjangant FISH d’un blastomer

3.3. Material i metodes de I’'objectiu 3

L'estudi d’aneuploidies en cel-lules embrionaries de pacients portadores de
translocacions reciproques s’ha dut a terme en col-laboraci6 amb el Centre
for Reproductive Medicine (CRG), Academic Hospital of the Dutch-speaking
Free University of Brussels, on s’ha fet la part experimental.

El motiu de l'estudi ha estat realitzar I'SA per a cinc cromosomes a
blastomers d’embrions de pacients portadors i portadores de translocacions
reciproques que ja havien estat fixats i analitzats en cicles de FIV amb DGP
per a l'estudi dels cromosomes implicats en la translocacio.

3.3.1. Material objecte d’estudi

Per a la realitzacié de l'estudi s’han seleccionat 13 pacients, vuit dones i
cinc homes, portadors de diferents translocacions. S’han triat 18 dels DGP
realitzats en que no s’havia aconseguit embaras. La mitjana d’edat de les
dones del grup estudiat era, en el moment en que es van realitzar els DGP,
de 33,8 anys (de 24 a 41 anys).

S’han reanalitzat dos blastomers en 126 embrions, 76 de procedents de
dones portadores i 50 d’homes portadors, usant sondes CEP i LSI
(MultiVysionPB; Vysis; Nova York; EUA) per als cromosomes implicats en
les alteracions autosomiques més freqients (cromosomes 13, 16, 18, 21 i
22). Els blastomers triats per a la reanalisi, durant el DGP per a l'estudi de
la segregacid dels cromosomes implicats en la translocacid, s’havien
biopsiat en D+3. La biopsia s’havia fet utilitzant un sistema de laser (1,48

um laser d’infrarojos sense contacte; Fertilase; Octax; Herbron; Alemanya).
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Per a foradar la ZP, s’havien realitzat de dos o tres polsos de 7 ms (De Vos
et al. 2003) i s’havien aspirat dos blastomers de cada embrid utilitzant una
micropipeta de 30 um de diametre intern. Els blastomers s’havien fixat
seguint el métode emprat al centre de Brussel-les (Coonen et al. 1994) i
s’havien analitzat amb sondes CEP, LSI i Tel per als cromosomes implicats
en les translocacions. Un cop acabat el cicle de FIV amb DGP, els
portaobjectes que contenien els blastomers fixats i hibridats s’havien
emmagatzemat a -20°C.

3.3.2. Métode d’ hibridacid in situ fluorescent emprat

S’han analitzat les aneuploidies per als cromosomes 13, 16, 18, 21 i 22 en
blastdmers que ja s’havien sotmés a una o, en algun cas, a dues rondes de
FISH per a la deteccidé dels cromosomes implicats en translocacions
reciproques.

El protocol de FISH emprat en I'analisi d’aneuploidies ha estat el mateix que
I'utilitzat per a I'analisi dels cromosomes de les translocacions (Staessen et
al. 1999). En primer lloc es deixen descongelar, a temperatura ambient, els
portaobjectes que contenen les preparacions cel:-lulars. Tot seguit es retira
acuradament el cobreobjectes i es fa un rentatge de 5 min a temperatura
ambient en 1 x PBS en agitacié per a netejar les restes d’oli. A continuacié
s’eliminen la sondes aplicades en la o les rondes de FISH anteriors posant
els portaobjectes en un bany de 0,0625 x SSC durant 7 min a 75°C;
aquesta temperatura també permet la desnaturalitzacié del DNA dels
blastomers fixats. Seguidament, es fa una deshidratacié a concentracions
creixents d’etanol (70%, 90%, 100% i, de nou, 100%) a -18°C, 60 segons
a cada una i es deixen assecar a l'aire. Mentrestant, es desnaturalitza la
sonda col-locant-la en un tub d’Eppendorf de 0,5 ml durant 5 min en un
bany a 75°C. Quan els portaobjectes estan secs, s’apliquen 0,2 ul de sonda
(MultiVysionPB; Vysis) a cada un i es cobreixen amb cobreobjectes circulars
de 4 mm de diametre. Se segellen amb cola i es posen a hibridar tota la nit
en una cambra humida a 37°C.

L'endema es fan els rentatges posthibridacio: es realitza un rentatge de 2
min a 73°C amb 0,4 x SSC i un rentatge de 60 segons a temperatura
ambient amb 2 x SSC / 0,1% NP 40. Es deixen assecar a l'aire i els
portaobjectes es monten amb 15 ul de DAPI II %4 i un cobreobjectes de 24 x

60 mm.
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La visualitzacio i analisi es fan amb un microscopi Zeiss equipat amb una
camera d’alta sensibilitat (Roger Scientific; Photometrics; Tucson; Arizona;
EUA) i amb filtres per als fluorocroms utilitzats i connectat a un ordinador
Power Macintosh G3 amb software per a Smartcapture (Digital Scientific
Cambridge; Regne Unit).

Per a comptar i interpretar les marques produides per les sondes de FISH
s’ha utilitzat el criteri basat en el descrit per Munné i Weier (1996), en qué
es considera que dues marques del mateix fluorocrom corresponen a dos
cromosomes homolegs quan estan separades per una distancia superior a la

gue ocuparien dues marques (figura 15).

Marques de FISH
@0 |
Un cromosoma
(O30) =
e e
© © =P | Dpscromosomes

Figura 15: Diagrama del criteri de comptatge i interpretacid
de les marques de FISH

3.4. Material i metodes de I’objectiu 4

En aquest apartat s’utilitzen limfocits estimulats com a model de cél-lules
proliferants i cél-lules de Sertoli com a model de cel-lules no proliferants per
a veure les diferéncies obtingudes en les marques de les sondes emprades
en la FISH.

3.4.1. Preparaci6é d’un cultiu no sincronitzat de limfocits estimulats i
obtencid de cél-lules de Sertoli

Per a realitzar I'estudi, s’han obtingut limfocits d’un cultiu no sincronitzat i
sense antimitotic procedent d'un donant de sang de 18 anys d’edat. Les
cel-lules s’han cultivat utilitzant els meétodes estandard. Per altra banda,
s’han obtingut cél-lules de Sertoli de biopsies testiculars tractades de la
mateixa manera que per a obtenir cromosomes meiotics (Chandley et al.
1994). Els dos tipus de cel-lules s’han fixat amb Carnoy (metanol: acid

acetic, 3:1) i les extensions s’han realitzat en portaobjectes desengreixats.
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3.4.2. Metode d’analisi: hibridacio in situ fluorescent

Per a eliminar les restes citoplasmatiques de les cél-lules ja fixades i
esteses, se sotmeten a un tractament enzimatic de 3 a 10 min usant
pepsina 50 ug/ml en HCI 10mM (preparada a partir de pepsina 100 mg/ml,
Sigma; Espanya) a 37°C, esbandint a temperatura ambient amb aigua
destil-lada i deixant assecar a l'aire. Seguidament, s’aplica una gota de
fixador Carnoy.

Per a disposar d’informacié per a diferents regions cromosomiques en
diferents moments de la fase S del cicle cel-lular, s’han escollit diferents
tipus de sondes. Una CEP per al cromosoma 17 (marcada amb
SpectrumOrange i SpectrumGreen), una LSI per al cromosoma 13 (marcada
amb SpectrumGreen) i una Tel per al cromosoma 14 per als limfocits i Tel
per al cromosoma 19 per a les cel-lules de Sertoli (ambdues marcades amb
SpectrumOrange) (Vysis; Nova York) (taula 2). S’ha realitzat un protocol

estandard de FISH amb una incubacié durant tota la nit a 37°C.

Taula 2: Sondes utilitzades. S’indica el tipus de sonda, la regid
cromosomica marcada i els fluorocroms

Tipus de sonda Regié cromosomica Fluorocrom
LSI13 13q14 SpectrumGreen
Tel 14 160 kb a zona terminal del brag q SpectrumOrange
CEP 17 17p11.1 - q11.1, locus D1771 Spectrum Orange + SpectrumGreen
Tel 19 150 kb a zona terminal del brag g SpectrumOrange

S’han classificat els senyals d’hibridacié de 200 nuclis interfasics de cada
tipus cel-lular segons les distancies que els separen (figura 16). S’ha
utilitzat un microscopi de fluorescencia equipat amb un filtre triple que
permet la visualitzacidé, a la vegada, dels tres colors emesos per les sondes

(groc per la CEP 17, verd per la LSI 13 i vermell pels Tel 14 i 19).
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Marques de FISH Descripcio de la marca

./. ==) Simple
(C0) =) Doble pero juntes
(S8 ==)> Doble separades per la distancia equivalent a una altra marca
(N0 ==)> Doble separades per la distancia equivalent a dues marques
) @ ==) Doble separades per la distancia equivalent a més de dues marques

Figura 16: Diagrama de la classificacié de les marques de FISH

Un cop comptades i classificades les marques obtingudes en la FISH (figures
3 4, art. 4), s’ha utilitzat el criteri de classificacié que es representa a la
figura 17 per a extrapolar el nombre de cromosomes present en cada nucli

cel-lular hibridat.

Marques de FISH

./. ==) Una cromatide no replicada =

@ ==) Un senyal partit o una cromatide replicada == | yn cromosoma
@ ® ==) Un senyal partit o una cromatide replicada ==

@ ® ===) Un senyal partit o una cromatide replicada ==
(0] @ =mmp Dues cromatides no replicades sy ([ DOS cCromosomes

Figura 17: Diagrama del criteri d'interpretacié de les marques de FISH

Aplicant aquest criteri d'interpretacid, les cél-lules amb monosomia, trisomia
o tetrasomia per més d’'un cromosoma s’ha considerat que presentaven
resultats artefactuals. Per altra banda, aquelles cél-lules en quée algun dels
cromosomes analitzats no presenta cap marca, s’ha considerat que tenien
fallades de FISH.

43



Analisi citogenética preimplantacional Resultats

4. RESULTATS



Analisi citogenetica preimplantacional Resultats

4.1. Analisi d’aneuploidies en una série d’oocits descartats de cicles
de FIV
Els resultats que es resumeixen a continuacid han donat lloc al segient

article (art. 1, pagina 46):

Autors: Aida Pujol, Irene Boiso, Jordi Benet, Anna Veiga, Merce
Durban, Mercedes Campillo, Josep Egozcue, Joaquima Navarro

Titol: Analysis of nine chromosome probes in first polar bodies and
metaphase Il oocytes for the detection of aneuploidies

Revista: European Journal of Human Genetics 2003; 11: 325-336

S’han aplicat dues rondes de FISH per a la deteccié dels cromosomes 1, 13,
15, 16, 17, 18, 21, 22 i X en 89 1CPs procedents d’oocits descartats de
cicles de FIV. Les imatges corresponents a alguns dels 1CPs analitzats es
mostren la figura 2, art. 1.

En 54 d’aquests 1CPs, també s’ha analitzat la corresponent MII de |'o0cit
per a analitzar la complementarietat 1CP-MII. En els 35 1CPs restants,
I'analisi només s’ha realitzat en el 1CP (taula 1, art. 1).

S’ha estimat que, analitzant els 23 cromosomes, un oocit tindria un risc
d’aneuploidia del 57,2%. El rang de segregaci6 anomala per a cada
cromosoma analitzat va del 0,52% a I'1,70%, amb una mitjana del 0,89%
(taula 3, art. 1).

Els cromosomes o cromatides absents en els 1CPs s’han trobat de forma
complementaria a la MII en un 74,2% dels casos i, per tant, només el
25,8% d’aquestes absencies serien artefactuals.

S’han trobat tant alteracions de cromatide (44,2%) com de cromosoma
(55,8%). S’ha observat predivisi6 de cromatides en tots els cromosomes
analitzats; aquest fenomen es produeix amb més freqliiencia en el 1CP que
en la MII (p<0,0001) (taula 4, art. 1). S’ha obtingut una freqliiéncia
d’aneuploidies global del 47,5% (taula 5, art. 1).

En nou de les 35 pacients (25,7%) a qui s’ha estudiat el 1CP i la MII s’han
observat guanys de cromosomes no concordants que s’haurien originat
durant I'oogenesi primerenca d’una oogonia trisomica (taula 7, art. 1).

No s’ha observat correlacié entre el nombre d’alteracions i I'edat de les

pacients incloses en |'estudi.
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Article nium.1

Autors: Aida Pujol, Irene Boiso, Jordi Benet, Anna Veiga,

Merce Durban, Mercedes Campillo, Josep Egozcue, Joaquima Navarro
Titol: Analysis of nine chromosome probes in first polar bodies

and metaphase Il oocytes for the detection of aneuploidies

Revista: European Journal of Human Genetics 2003; 11: 325-336
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4.2. Analisi d’aneuploidies en la linia germinal femenina
4.2.1. Pacients amb cariotip normal
S’ha aplicat el DGP-1CP amb SA per a nou cromosomes a dues pacients.

Primera pacient (PA 1): 42 anys.

S’han obtingut 11 oocits dels quals tots els 1CPs s’han analitzat (taula 3).
Set han estat aneuploides (63,6%) i quatre euploides (36,4%), encara que
en un el cromosoma 16 no s’ha diagnosticat. S’han transferit dos embrions
perdo no s'ha aconseguit embaras. A la figura 18 hi ha les extensions
cromosomiques d’alguns dels 1CPs analitzats vistes a contrast de fases i un
cop aplicada la FISH.

Segona pacient (PA 2): 38 anys.

S’han obtingut vuit oodcits dels quals un era degenerat. S’han fixat i analitzat
set 1CPs. En quatre s’han observat aneuploidies (57,1%) i tres han resultat
euploides (42,9%), tot i que en un els cromosomes 15 i 16 no s’han
diagnosticat. Dels odcits normals, només un ha fecundat perd no ha
evolucionat. A la figura 19 hi ha les extensions cromosomiques d’alguns

dels 1CPs analitzats vistes a contrast de fases i un cop aplicada la FISH.

Taula 3: Resultats finals del cribatge d’aneuploidies en les cel-lules
estudiades

PA 1 1CPs Euploides Aneuploides Cromosomes O/EB  Concordanga Resultats ICSIi
Cél-lula  analitzats no diagnosticats  analitzat i
1 Si 1,13, 16, 17,18, 22, X +cr2l,-cris Si/No C No fecundat
2 Si 1,13,15,17,18, 21, X +cr22,-ct16 No/Si* NC Fecundat
3 Si 1,13, 15,16,17,18,21,22, X - - No/No - Fecundat/ T
4 Si 17,18, 21 -cri6,-cr22 1,13,15, X No/ Si* NC 3PN
5 Si 13,15,16,17,18,21,22, X  -crl - No/No - Lisat
6 Si 1,13, 15,16,17,18,21,22, X - - No/No No fecundat
7 Si 1,15, 17,22, X +crl3,+ct2l,-ct16 18 No / No - Lisat
8 Si 1,13,15,17,18, 21,22, X 16 Si/No C No fecundat
9 Si 1,13,17,18,22, X +ct15,-ct16,-ct21 - No /No - Lisat
10 Si 1,13,15,16,17,18,21,22, X - No / No Fecundat/ T
11 Si 1,13,15, 16, 17,18, 21, X +ct22 No / No Lisat
PA 2:
1 Si 1,13, 15,16,17,18,21,22, X - Si/No C Lisat
2 Si 13,15, 16, 17, 21, 22, X -ctl,-ct18 Si/No C No fecundat
3 Si 1,13, 15,16,17,18,21,22, X - No/No - Fecundat
No evolutiu
4 Si 13,15,16,17,18,21,22, X  +ct1* 1,13 Si/No C No fecundat
5 Si 1,13,17,18,21,22, X 15, 16 No /No - MIV
Lisat biopsia
6 Si 16, 18, 21, 22, X +ct13 1,15, 17 Si/No C MIV. No ICSI
7 Si 13,15,16,17,18,21,22, X  +crl No / No MIV. No ICSI

O: oocit; EB: embrid; C: concordanca (resultats concordants amb els obtlnguts
analitzant 1CP); NC: no concordanca; T: transferit; MIV: madurat in vitro

*: L'analisi de I'embrié mostra preséncia de mosaicisme
**: Alteracio identificada en confirmar el diagnostic en analitzar I'odcit no fecundat
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Contrast de fases 1la ronda FISH 2a ronda FISH

Guany d’un cr. 21 Pérdua d’un cr. 15

1CP nUm.3

1CP nim.9 Euploide Euploide

Perdues d’'una cromatide Guany d’'una
16i 21 cromatide 15

Figura 18: Analisi seqliencial mitjancant FISH de 1CP de la pacient PA 1
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Contrast de fases

1CP num.1

la ronda FISH 2a ronda FISH

Euploide Euploide

Euploide Guany d’'uncr. 1

1CP num.8

Contrast de fases

Resultats

Figura 19: Analisi seqliencial
mitjancant FISH de 1CP de la
pacient PA 2
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4.2.2. Pacients portadores de translocacions
Els resultats que es resumeixen a continuacié han donat lloc al seglent

article (art. 2, pagina 53):

Autors: Aida Pujol, Merce Durban, Jordi Benet, Irene Boiso, Josep M.
Calafell, Josep Egozcue, Joaquima Navarro

Titol: Multiple aneuploidies in the oocytes of balanced translocation
carriers: a preimplantation genetic diagnosis study using first polar
body

Revista: Reproduction 2003; 126: 701-711

S’ha aplicat I'SA a tres pacients. S’han analitzat un total de deu
cromosomes en cada 1CP. Les extensions cromosomiques corresponents a
alguns dels 1CPs analitzats es mostren la figura 2, art. 2.

Primera pacient (PT 1): 46, XX, t(8;13)(q24.1;922)

S’han obtingut 11 oocits en MII, dels quals deu han estat fixats i deu han

estat analitzats (taula 1a, art. 2). Només un dels nou oocits diagnosticats
(11,1%) ha estat cromosomicament normal o equilibrat. Dels vuit oocits
restants, tres eren resultants d’una segregacié 2:2 alternant o adjacent 1
amb recombinacié, un era resultat d’'una segregacié adjacent 2 i quatre
d’una segregacié 3:1. Un dels oocits diagnosticats presentava un guany del
cromosoma 1 (taula 2, art. 2).

A més de les alteracions observades per als cromosomes implicats en la
translocacio, només un dels nou oocits diagnosticats (11,1%) han presentat
aneuploidies per algun dels cromosomes estudiats no implicats en la
translocacio (taula 2, art. 2).

Tenint en compte les analisis tant de l'alteracié cromosomica estructural
com de les numeriques, un oocit ha estat normal perdo no s’ha realitzat
transferéncia embrionaria perqué el zigot tenia tres pronuclis i, per tant, era
anomal i no transferible.

Segona pacient (PT 2): 45, XX, t(13;14)(q10;q10)

S’han obtingut 13 oodcits en MII, dels quals s’han fixat tretze i analitzat

dotze (taula 1b, art. 2). Sis dels dotze (50%) oocits analitzats han estat
cromosomicament normals o equilibrats, mentre que els sis restants (50%)

han estat desequilibrats, dos eren resultants d’'una segregacié 2:1 adjacent,

50



Analisi citogenetica preimplantacional Resultats

dos d’una segregacié 2:1 alternant o adjacent i dos més d’una segregacid
3:0 (taula 2, art. 2).

A més de les alteracions observades per als cromosomes implicats en la
translocacio, onze dels dotze oocits diagnosticats (91,7%) han presentat
aneuploidies per algun dels cromosomes estudiats no implicats en la
translocacio (taula 2, art. 2). En aquesta analisi, els cromosomes implicats
en aneuploidies han estat el 16 (cinc cops), 1, 18 i 22 (quatre cops), I'X
(tres cops), el 17 (dos cops) i el 15i 21 (un cop). S’ha observat predivisid
de cromatides en set dels vuit cromosomes analitzats per aneuploidies.
Tenint en compte les analisis tant de l'alteracié cromosomica estructural
com de les numerigues, només un oocit ha estat normal, ha donat lloc a un
embrid de maxima qualitat (puntuacié 10 segons Plachot et al. 1990) que
s’ha transferit perd malauradament no s’ha aconseguit embaras.

Tercera pacient (PT 3): 45, XX, t(13;14) (q10;g10)

S’han obtingut dotze oocits en MII, s’han fixat dotze 1CPs, dels quals s’han

analitzat 11 (taula 1b, art. 2). Quatre dels onze oodcits diagnosticats
(36,4%) han estat normals o equilibrats resultants d'una segregacid
alternant, sis han resultat desequilibrats, dels quals cinc provenien d’una
segregacio 2:1 adjacent i un d’una segregacié 3:1 (taula 2, art. 2).

Dels quatre oocits normals o equilibrats per la translocacid, tres s’han trobat
aneuploides després de I'SA. A més de les alteracions observades per als
cromosomes implicats en la translocacio, vuit dels onze oocits diagnosticats
(72,7%) han presentat aneuploidies per a algun dels cromosomes no
implicats en la translocacié (taula 2, art. 2).

En I’'SA, els cromosomes implicats en alteracions han estat I’X (tres cops), el
16, 17, 21 i 22 (dos cops) i el 15 (un cop). S’ha observat predivisid de
cromatides dels cromosomes implicats en la translocacié en el 50% dels
1CPs i també se n’ha observat en cinc dels vuit cromosomes analitzats en
I’'SA.

Només un dels oocits ha estat euploide tant pels cromosomes implicats en
la translocacié com pels altres cromosomes analitzats, pero I'embriéo ha
esdevingut morfologicament anomal i no s’ha transferit.

Es important destacar que en les pacients PT 2 i PT 3 (39 i 36 anys), el

81,8% i el 90%, respectivament, dels oocits aneuploides tenien guanys
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d’'un, dos o tres cromosomes que, en la majoria dels casos, no estaven
implicats en la translocacid.

El rang de segregacié andmala per a cada un dels vuit cromosomes
analitzats en I'SA va del 0% al 1,92 % (PT 1, 34 anys), del 0,9% al 5,40%
(PT 2, 39 anys) i del 0% al 3,64% (PT 3, 36 anys), amb una mitjana del
0,24%, 3,11% i 2,20%, respectivament (taula 3, art. 2).
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4.3. Estudi d’aneuploidies en ceél-lules embrionaries de pacients
portadores de translocacions reciproques
Els resultats que es resumeixen a continuacid han donat lloc al segient

article (art. 3, pagina 56), pendent de publicacio:

Autors: Aida Pujol, Jordi Benet, Catherine Staessen, Elvire Van
Assche, Mercedes Campillo, Josep Egozcue, Joaquima Navarro
Titol: The importance of aneuploidy screening in reciprocal

translocation carriers

S’ha fet un SA mitjancant reanalisi del embrions ja analitzats en cicles de
FIV amb DGP en parelles en qué un dels dos era portador d’una translocacio
reciproca (taula I, art. 3). En cada embrié s’han analitzat dos blastomers.
Tots els embrions s’havien diagnosticat pel que fa al patré de segregacio
dels cromosomes implicats en la translocacié. S’havien detectat embrions
amb complements cromosomics derivats de tot tipus de segregacions; el
37,3% dels embrions tenien segregacions desequilibrades del tipus adjacent
1 o adjacent 2, 3:1 o 4:0 i el 4,7% tenien alguna combinacié de
cromosomes no coincident amb cap dels tipus de segregacié esmentats. A
més, en el 41,1% dels embrions s’havia detectat preséncia de mosaicisme
(taula II, art. 3).

L'SA s’ha fet utilitzant sondes LSI i CEP per als cromosomes 13, 16, 18, 21 i
22. S’ha diagnosticat el 91,3% dels embrions; el 30,9% han estat euploides
i el 60,4% aneuploides. El 8,7% han resultat ser euploides per SA i normals
o equilibrats per la translocacié i el 22,2% s’han trobat euploides per SA
pero desequilibrats per la translocacid. El 8% dels embrions han estat
aneuploides per SA perd normals o equilibrats per la translocacidé, i el
52,4% s’'han trobat aneuploides per SA i també desequilibrats per la
translocacio (taula III, art. 3).

El rang de segregacié anomala de cada cromosoma analitzat va del 4,49%
al 8,76%, amb una mitjana del 7,48%.

Almenys el 58,7% dels embrions han estat mosaics pels cromosomes
implicats o no implicats en la translocacié (taula V, art. 3).

Dels setze embrions que s’havien transferit en els cicles de FIV amb DGP

per a I'analisi dels cromosomes de la translocacid, deu s’han identificat com
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a euploides després de la reanalisi per SA, els altres sis s’han diagnosticat
com a aneuploides, quatre d’aquests, també com a mosaics. Aix0 evidencia
que en els DGP es van transferir almenys sis embrions amb aneuploidies i

almenys quatre presentaven mosaicisme.
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4.4. Estadi replicatiu de la cromatina en cel-lules proliferants.
Avaluacio de la interpretacio dels resultats de la técnica d’hibridacio

in situ fluorescent

Els resultats que es resumeixen a continuacié han donat lloc a l'article

seglient (art. 4, pagina 59):

Autors: Aida Pujol, Jordi Benet, Mercedes Campillo, Montserrat
Codina-Pascual, Josep Egozcue, Joaquima Navarro

Titol: The use of a cell-cycle phase-marker may decrease the
percentage of errors when using FISH in PGD

Revista: Cytogenetic and Genome Research 2004; 105: 29-35

En analitzar el tipus de marques obtingudes en la FISH en els limfocits d’un
cultiu no sincronitzat (representant cél-lules proliferants) i comparar-les
amb les obtingudes en cel-lules de Sertoli (cél-lules no proliferants), s’ha
observat que els limfocits presentaven una variabilitat més elevada de
marques que les cel-lules de Sertoli (taules 1a-c, art. 4).

Els resultats han mostrat, en les extensions dels nuclis de la majoria de les
cel-lules, la preséncia de dues marques per cada parell cromosomic
corresponents a un estadi de GO a les cel-lules de Sertoli i G1 o un estadi
prereplicatiu en limfocits. Les frequéncies obtingudes per a les cel-lules de
Sertoli i per a limfocits han estat, respectivament, del 98,5% i 93,5% per
les sondes LSI, del 91,5% i 80,5% per les Tel i del 74,5% i 91% per la CEP
(taules 2a-c, art. 4).

El percentatge de nuclis amb dos cromosomes o0 amb un nombre diferent de
dos cromosomes en cel-lules proliferants ha estat significativament diferent
del que s’ha observat en les cel-lules que no estaven en divisid (p< 0,05).
Aixi, la freqiéncia de cel-lules amb dos cromosomes per a cada parell ha
estat més gran en cel-lules de Sertoli que en limfocits per les sondes LSI i
Tel, pero per la CEP ha estat inferior, ja que s’ha trobat un nombre superior
de cel-lules amb un sol cromosoma. Aix0 s’explica pel fet que s’ha descrit,
en les cél-lules de Sertoli, una tendéncia a I'associacié d‘alguns cromosomes
homolegs (3, 7, 8, 13, 17 i 21) (Chandley et al. 1996) que incrementaria la

proporcié de marques uniques. Fent aquesta consideracid, els percentatges
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de cél-lules de Sertoli euploides pel cromosoma 17 s’equipararia amb els
obtinguts en LSI i Tel (taules 2a-c, art. 4).

També s’ha observat que les sondes LSI i CEP produien menys errors de
FISH (6,5% i 9%, respectivament) que les sondes Tel (19,5%).

En cél-lules no proliferants (cel-lules de Sertoli), per a algun dels
cromosomes analitzats, s’han observat marques dobles atribuibles a les
caracteristiques de marcatge de les sondes (anomenades senyals partits)
amb una freqliéencia del 65,5%. En cel-lules proliferants (limfocits),
aquestes dobles marques, atribuibles a senyals partits o a senyals
resultants de la replicacié, apareixien en un 76,4%. Es a dir, el 10,8% de
dobles marques de més trobades en limfocits serien atribuibles, amb tota
probabilitat, al procés de replicacié de les diferents regions cromosomiques
analitzades.

El 19% dels limfocits han presentat dobles marques per LSI degudes a la
replicacid, el 16,2% les han presentat per Tel i el 13,3% per CEP (taula 4,
art. 4). Aquestes freqliencies ens permeten atribuir moments diferents en
I'inici de la replicacié de les tres regions estudiades: LSI, Tel i CEP. La regid
amb una freqliiéncia més alta de marques dobles degudes a la replicacié
correspondria a una replicaci®6 més primerenca. Aixo voldria dir que la regid
cromosomica marcada amb la sonda LSI replicaria la primera, seguida de la
regid telomeérica, i que la centromerica seria la darrera de replicar.

En general, s’'han trobat més cél-lules amb només una regié homologa
replicada (una sola marca doble) que amb dues (dues marques dobles)
(taula 5, art. 4). Aix0 significa que en un cultiu de limfocits, model de
cel-lula proliferant, la replicacié de les regions cromosomiques estudiades es

dona de manera asincronica.
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5. DISCUSSIO
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5.1. Analisi d’aneuploidies en oo0cits descartats de cicles de FIV

S’ha utilitzat una série d’oocits descartats de cicles de FIV per a posar a
punt l’'analisi d’aneuploidies en 1CP mitjancant I'aplicacié de FISH per a la
deteccido de nou cromosomes diferents. S’han aplicat dues rondes de FISH
per a poder detectar les aneuploidies autosomiques més comunes, aquelles
que afecten els cromosomes 13, 16, 18, 21 i 22 (Egozcue 1996) (Verlinsky
et al. 1999) (Munné et al. 2000) (Petit et al. 2002) i també les causades
pels cromosomes X, 1, 15 i 17, que també podrien contribuir a les baixes
taxes d'embaras aconseguides en dones d’edat avancada (Bahge et al.
1999).

Fins ara, a la literatura, hi ha descrita I'aplicacié de fins a set sondes
diferents en 1CP en estudis basics sense DGP (Mahmood et al. 2000) i, en
la realitzaci6 de DGP-1CP, només s’han arribat a aplicar fins a cinc sondes
(Munné et al. 2000) (Petit et al. 2002) (Montag 2004).

En aquest treball s’han aplicat amb exit nou sondes distribuides en dues
rondes consecutives. La utilitzacié del microones per a l'aplicacié de la
segona ronda de FISH ha donat bons resultats pel que fa al tipus de
marques fluorescents obtingudes, de manera que considerem que és una
millora que s’ha d’aplicar en el protocol de FISH en la realitzaci6 de DGP-
1CP, ja que escurca el temps necessari d’hibridacié sense comprometre els
resultats. Altres autors també han usat aquesta tecnica satisfactoriament en
DGP usant blastomer (Bahcge et al. 2000).

S’han diagnosticat 80 dels 89 oocits analitzats (90%) i 73 dels 89 1CPs
analitzats (82%). Quan es detecta una aneuploidia en un oocit que en té
d’altres, encara que alguna de les alteracions quedi sense diagnosticar, la
freqliencia d'odcits aneuploides no varia ja que aquest o0cit ja es considera
anormal. El problema es fa evident quan l'aneuploidia implica un sol
cromosoma, sobretot si és un cromosoma responsable d’alteracions viables.
L'abséncia de diagnostic és deguda sovint o bé a la pérdua de material
durant la FISH o bé a la dificultat d'assignar marques de FISH difoses a un
cromosoma 0 a una cromatide. Aquesta dificultat d'interpretacié s’ha vist en
tots els cromosomes analitzats, independentment de la sonda emprada, LSI
o CEP. La LSI 22 ha estat la més afectada i la CEP 18 la que menys ho ha
estat. Altres estudis cromosomics realitzats en embrions mitjancant FISH

(Munné et al. 2003) o bé en odcits mitjancant la tecnica de CGH (Gutiérrez-
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Mateo et al. 2004a) han mostrat que el cromosoma 22 és un dels que té un
index més alt d’aneuploidies; per tant, es podria pensar que, probablement,
els senyals de FISH de dificil interpretacié podrien correspondre a
aneuploidies d’aquest cromosoma.

L'analisi de les parelles 1CP-MII incloses en aquesta serie ha permeés valorar
també el percentatge de perdues cromosomiques artefactuals. S’ha
constatat que el 74,2% de les manques de cromosomes i cromatides
trobades al 1CP no sbén artefactes, ja que han estat trobades com a
cromosomes o cromatides extra a la MII. Aix0 significa que només una de
cada quatre hipohaploidies trobades en 1CP serien artefactuals. Segons
aquest resultat s’ha pogut fer un calcul més acurat de l'index d’alteracions
cromosomiques trobat en la série estudiada. En els 1CPs que estan
analitzats sense estudiar la corresponent MII (tal com es fa en el DGP-1CP),
s’ha considerat que cada perdua de cromosoma o cromatide contribueix en
un 0,74 en lloc d'1 en comptar el nombre total de cromosomes aneuploides.
D’aquesta manera, la incidéncia d’aneuploidies trobada ha estat del 47,5%
(taula 5, art. 1).

S’ha estimat que, per als 23 cromosomes, la probabilitat que un oocit sigui
aneuploide és del 57,2%. Els valors per a aneuploidies que afecten un, dos,
tres, quatre o més de quatre cromosomes és del 36,3%, 15,4%, 4,4%,
0,9% i 0,2%, respectivament.

El cromosoma més implicat en aneuploidies ha estat el 16 (1,70%). De fet,
la trisomia 16 és la més freqlient en avortaments espontanis (Hassold i
Jacobs 1984).

En estudis de citogenéetica classica, la freqliencia mitjana d’aneuploidies en
oocits no fecundats i no inseminats s’ha avaluat en un 25,9% (Pellestor et
al. 2005). En oocits no inseminats s’ha descrit una taxa mitjana del 31,3%,
que varia del 20% al 57,1% (Pellestor et al. 2005). Més recentment,
aplicant citogenetica molecular, s’han analitzat 1CPs d’oocits madurats in
vivo de dones de 37 a 41 anys, s’han estudiat els cromosomes 13, 16, 18,
21 i 22 i s’ha trobat que un 38,2% so6n aneuploides (Petit et al. 2002). En
dones de > 35 anys, altres autors han trobat un index d’aneuploidia del
50,7% (Montag 2004). Tots els resultats indiquen un percentatge elevat
d’aneuploidies en els gametes femenins, tot i que son forca variats i caldria

fer estudis utilitzant el mateix tipus de material i la mateixa metodologia de
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fixacid i d'analisi de les aneuploidies per a obtenir resultats comparables. No
obstant aix0, la incidéncia d’aneuploidies estimada en el nostre treball
(57,2%) coincideix amb els resultats obtinguts analitzant tot el complement
cromosomic de l'oocit i el 1CP mitjancant CGH (57,1%) (Gutiérrez-Mateo et
al. 2004b).

Els nostres resultats han mostrat una incidéncia de predivisié6 de cromatides
equilibrada més alta en el 1CP que en la MII de l'oocit (p< 0,0001),
probablement a causa de la rapida degeneracié que pateix el 1CP en el
cultiu in vitro (Munné et al. 1995b). La predivisié de cromatides equilibrada
no seria responsable d’aneuploidia (Munné et al. 1995b) (Dailey et al. 1996)
(Sandalinas et al. 2002), perd si que s’hauria de considerar com un factor
que hi predisposa.

Els nostres resultats no han mostrat diferéncies significatives relacionades
amb l'edat materna ni amb el tipus i freqliéncia de les alteracions
cromosomiques observades. Probablement la mostra analitzada és massa
petita per a poder fer aquesta valoracio.

Hi ha diverses hipotesis sobre |'origen de les aneuploidies en I'o0cit. La més
acceptada és que I'augment d’aneuploidia podria ser causat per alteracions
en la frequéncia de recombinacié (Lamb et al. 1996) o per errors en la
formacié del fus meiotic (Battaglia et al. 1996) (Eichenlaub-Ritter et al.
2004), que alterarien la segregacié dels cromosomes, i que, a més, ambdds
podrien estar agreujats per 'augment en I'edat materna. Per altra banda, el
DNA de les mitocondries de les dones d’edat avangada acumula mutacions
que provoquen una disminucié en la produccié d’ATP (Bartmann et al.
2004), cosa que afecta negativament les cohesines, proteines el
funcionament de les quals depén d’una proteina ATP-dependent (Uhimann
2004) i que s’encarreguen de mantenir les cromatides unides durant la
replicacié i fins a la segregacié cromosomica.

Estudis seqliencials del 1CP i el 2CP en dones d’edat avancada han mostrat
que la majoria d’'alteracions s’originen tant en la meiosi I com en la meiosi
II i que sbn alteracions de cromatide (Kuliev i Verlinsky 2004). El 47,2%
dels oocits amb alteracions originades durant la meiosi I també tenen
alteracions en la meiosi II, cosa que ddéna lloc a zigots aparentment
equilibrats en el 32,5% dels casos; els embrions resultants, pero, son

predominantment aneuploides, fet que suggereix una predisposio als errors
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cromosomics postzigotics (Kuliev i Verlinsky 2004). Pellestor et al. (2005)
fan una extensa revisid dels mecanismes que causen aneuploidia i fan
emfasi en la separacidé preco¢ de cromatides germanes a la meiosi I com a
factor que predisposa a l'aparicié d’alteracions. El protocol d’analisi que
proposem permet, en analitzar el 1CP, valorar la incidéncia d’aneuploidia en
la meiosi I i, amb l'‘analisi de blastomer, valorar les alteracions que
s’originen posteriorment. Aquesta analisi seqliiencial sembla cada cop més
interessant sobretot tenint en compte els resultats presentats per Kuliev i
Verlinsky (2004).

S'ha observat que 40 de les 54 parelles 1CP-MII estudiades soén
complementaries (28 corresponen a oocits euploides i 12 a oocits
aneuploides, 2 a hiperhaploides i 10 a hipohaploides). Aix0 suposa una
complementarietat del 74,1%. Un dels motius de I'abséncia de
complementarietat ha estat les perdues artefactuals durant la fixacié o les
fallades de la FISH. En el nostre treball, onze oocits de dones amb cariotip
normal han presentat guanys cromosomics en una de les dotacions
cromosomiques del 1CP o de la MII. Aquest fet s’ha observat en un 25,7%
de les pacients analitzades. Aquest tipus d’alteracié ja s’havia detectat en
oocits (Mahmood et al. 2000) i també en cel-lules embrionaries (Conn et al.
1999). El seu origen estaria lligat a una predisposicié individual a errors en
la segregacidé dels cromosomes durant I'etapa proliferativa de les oogonies
en el desenvolupament embrionari primerenc. Els errors podrien produir-se
en les successives divisions mitotiques d’algunes oogonies i podrien implicar
un o més cromosomes. Aquest fet produiria que algunes cél-lules germinals
fossin trisomiques o nul-lisomiques i coexistissin a l‘ovari amb la linia
disomica normal. Considerant complementaries aquestes onze parelles 1CP-
MII hiperhaploides, la freqliéncia de complementarietat trobada és del
94,4%. L'existencia del mosaicisme gonadal fa que sigui necessari realitzar
un diagnostic prenatal a les dones sotmeses a DGP-1CP per SA que quedin

embarassades.

5.2. Analisi d’aneuploidies en la linia germinal femenina
5.2.1. Pacients amb cariotip normal
El DGP-1CP analitzant els nou cromosomes descrits s’ha aplicat a dues

pacients incloses en programes de reproduccié assistida, PA 1 (42 anys) i
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PA 2 (38 anys). La freqliencia d’aneuploidies detectada ha estat del 63,6% i
del 57,1%, respectivament. Altres autors també han trobat freqliéncies
d’aneuploidia elevades en realitzar DGP-1CP en pacients d’edat avancada (=
37 anys). Aixi, per exemple, analitzant els cromosomes 13, 16, 18, 21 i 22,
s’han trobat freqliencies del 38,2% (Petit et al. 2002), 41,5% (Munné et al.
2000) i 50,7% (Montag 2004). Analitzant tant el 1CP com el 2CP, s’ha
trobat una freqliéencia d’aneuploidies del 52,1% (Kuliev et al. 2003). Per
altra banda, la taxa d’aneuploidies calculada per als 23 cromosomes en la
serie control (art. 1), en qué les pacients tenien una mitjana d’edat de 33,7
anys, és molt elevada (57,2%).

En realitzar DGP-SA analitzant blastomer en pacients d’edat avancada,
entre juny i desembre de l'any 2001 (Sermon et al. 2005), el 57,5% dels
embrions van ser diagnosticats com a no transferibles.

Munné et al. (2002) han demostrat que l'aplicacié del DGP-SA a pacients
d’edat avancada (= 37 anys) permet un augment en la implantacié si
s’analitzen almenys vuit cromosomes a, com a minim, sis embrions. La taxa
d’avortaments espontanis disminueix, i passa del 23% sense fer DGP-SA a
I’11% en realitzar-lo en dones de = 40 anys fins i tot analitzant menys
cromosomes. Els autors també observen una reduccié en la incidencia
d’embarassos multiples i descendéncia amb trisomies. En pacients amb
avortaments recurrents es redueix el risc d’avortament, pero, per altra
banda, en pacients amb fallades de FIV, no es detecta un clar efecte
beneficids del DGP-SA en I'augment de les taxes d‘implantacié o embaras o
la reduccio de la taxa d’avortament.

En una revisié recent, Werlin et al. (2003) han valorat I'aplicacié del DGP-
SA a tres grups de pacients: pacients amb avortaments recurrents (definint-
ho com a dos o més avortaments espontanis), pacients d’edat materna
avancada (aquelles amb > 38 anys) i pacients amb fallades de FIV
recurrents (aquelles que han realitzat més de dos cicles de FIV sense éxit).
Analitzant els cromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X i Y en aquests tres
grups de pacients i comparant les taxes d’embaras amb els corresponents
grups control, s’ha arribat a la conclusi6 que l'aneuploidia és la causa
principal dels avortaments recurrents i, per tant, I’aplicaci6 del DGP-SA pot
ser beneficiosa en aquests grups. Per altra banda, també s’ha indicat que el

SA no aporta beneficis en les pacients amb fallades de FIV i, segons aquests
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autors, no queda clar si realment aquesta técnica beneficia les pacients de
més de 38 anys.

Altres estudis (Staessen et al. 2004) no han detectat millores en la taxa
d'implantacié ni en la taxa de B-HCG positiva en sang en aplicar SA
analitzant set cromosomes en pacients de = 37 anys als quals es va fer la
transferéncia embrionaria en estadi de blastocist.

Malgrat tot, es continua evidenciant una influéncia de I'edat materna en la
taxa d’aneuploidies. L'analisi citogenética realitzada en fetus d’avortaments
de pacients de FIV mostra que la taxa d’aneuploidies és del 65% en dones
de < 40 anys perdo augmenta al 82% en dones de = 40 anys (Spandorfer et
al. 2004).

El DGP-1CP per a la deteccié d’aneuploidies comporta, d’'una banda, evitar
la transferencia d’aquells embrions amb alteracions per als cromosomes
analitzats, fet que pot contribuir a augmentar la taxa d’embaras. Per altra
banda, i no menys important, permet una valoracié de les alteracions
citogenetiques dels oocits produits per una dona amb risc d’aneuploidies per
a la descendéncia. Ambdods constitueixen estudis imprescindibles per a un
millor coneixement de I'aneuploidia d’origen femeni. Es molt important tenir
present, i, en aquest sentit, poder-ho explicar a les parelles, que s’ha
demostrat que el fet d’aplicar la técnica de biopsia i analisi del 1CP no
compromet la taxa de fecundacid, no empitjora el desenvolupament
embrionari i no s’ha detectat que produeixi un augment en la incidéncia
d’alteracions en nounats (Montag 2004). Amb tot aix0, i tenint en compte
I’'elevada proporcid d’oocits aneuploides detectada en els nostres estudis de
DGP-1CP per al cribatge d’aneuploidies, corroborem l'interés de |'aplicacid
d’aquesta técnica a determinats grups de pacients.

5.2.2. Pacients portadores de translocacions

El DGP aplicat a dones portadores de translocacions pretén seleccionar
embrions amb dotacions cromosomiques normals o equilibrades per als
cromosomes implicats en la translocacié estudiada. Aquests embrions
Unicament es poden originar a partir d’oocits resultants d’'una segregacio
alternant 2:2 o adjacent 1 amb recombinacié al segment intersticial en el
cas d'una translocacid reciproca i d'una segregacié alternant 2:1 en el cas

d’una translocacio robertsoniana.
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En la pacient PT 1, portadora d‘una translocacié reciproca
t(8;13)(q24.1;922), la freqliéncia de segregacié equilibrada va ser forga
baixa, 11,1% (1/9) (taula 2, art. 2). El cromosoma 13 té un lloc de
recombinacid en el brac g que s’expressa en una freqliéncia alta; en
espermatocits és del 86% (Laurie i Hultén 1985). En aquesta translocacié
reciproca, la zona de recombinacié es troba a la part intersticial del
tetravalent format pels cromosomes 8 i 13 (figura 3, art. 2). Com a
conseqliiencia d’'aquest fet es formen cromosomes amb cromatides
diferents, com s’ha identificat en el 1CP dels oocits 6, 7 i 11 (taula 2, art.
2). En aquest cas no és possible distingir entre les segregacions alternant i
adjacent 1 i l'intercanvi pot afavorir la segregacié adjacent (Durban et al.
2001). En les pacients PT 2 i PT 3, portadores d’una translocacid
robertsoniana t(13;14)(q10;g10), la frequéncia de segregacié normal o
equilibrada va ser del 50% (6/12) i del 44,4% (4/9), respectivament. En les
translocacions robertsonianes, mai no es troben cromosomes amb
cromatides desiguals (figura 3, art. 2).

L'aplicacié de diverses rondes de FISH sobre la mateixa cél-lula s’ha dut a
terme amb exit tant en el nostre treball com en altres estudis. Bahge et al.
(2000) apliquen dues rondes en DGP analitzant blastomer, i Escudero et al.
(1998) n’apliguen fins a vuit en extensions cromosomiques en metafase II.
Tot i aixi, en algunes de les cél-lules analitzades, la desnaturalitzacid
progressiva del DNA ha fet que en alguns casos augmenti el nombre de
cromosomes no diagnhosticats, fet que no implica un augment en el nombre
d’errors de FISH.

En els DGP de portadores de translocacions, habitualment s’analitzen només
els cromosomes implicats en la translocacid. El nostre treball confirma que
és molt important analitzar també altres cromosomes no implicats en la
translocacio, ja que és freqient trobar alteracions en aquests cromosomes.
Aquest alt index d’aneuploidies per als cromosomes no implicats en la
translocacio, majoritariament d’hiperhaploidies, que es troba en les pacients
portadores de translocacions robertsonianes més que no pas en les
reciproques, podria ser degut a diverses causes. Aixi, com ja s’ha descrit a
I'apartat 5.1, hi ha diversos factors que podrien provocar un augment en
I'index d’aneuploidies en augmentar |'edat materna; per exemple,

Sandalinas et al. (2002) han trobat un increment en la predivisid
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desequilibrada de cromatides amb I'edat que predisposaria a un augment en
la taxa d’aneuploidies. L'edat avancada podria explicar la preséncia
d’alteracions en cromosomes no implicats en la translocacié en la pacient PT
2 (91,7%), de 39 anys. No obstant aix0, l'elevada taxa d’aneuploidia
detectada en la pacient PT 3 (72,7%), de 36 anys, pot indicar |'existéncia
d’una tendéncia pacient-especifica a la no-disjuncié.

Una altra possible causa podria ser originada per la mateixa presencia del
trivalent que formen els cromosomes implicats en la translocacié durant la
meiosi 1. Es freqient que el trivalent presenti un aparellament incomplet
dels bragos p dels cromosomes homolegs que podria provocar alteracions
generalitzades en |'aparellament d’altres bivalents (Navarro et al. 1991) i
que afectarien la seva segregacid meiodtica, cosa que generaria el que
Lejeune (1963) va anomenar efectes intercromosomics (EIC). Per altra
banda, la baixa taxa d’aneuploidies trobada en la pacient portadora de la
translocacio reciproca podria suggerir que el quadrivalent format durant la
meiosi I, si més no en aquest cas, no influencia la segregacié dels altres
cromosomes no involucrats en la translocacio.

S’ha trobat que la pacient PT 1 presenta un risc de segregacié anomala per
cromosoma del 0,24%, la PT 2 el té del 3,1% i la PT 3 del 2,2%. Les
pacients portadores de translocacions robertsonianes (PT 2 i PT 3)
presenten un risc superior al que s’ha trobat en la serie control d'oocits de
pacients amb cariotip normal (art. 1), que és del 0,89%. Aquest fet referma
la influéncia que pot tenir una translocacié robertsoniana en l'increment
d’aneuploidies de cromosomes no implicats en la reorganitzacio.

Es important saber la constitucié cromosomica de I'0dcit no només pel que
fa als cromosomes implicats en les translocacions, sin6 també pel que fa a
altres cromosomes, sobretot per a aquells que es troben més freqlientment
implicats en aneuploidies. Tot i que el nombre d’embrions transferibles seria
més alt si només s’analitzessin els cromosomes de les translocacions, es
produirien més avortaments, ja que freqientment s’estarien transferint
embrions amb alteracions per a altres cromosomes.

Aquest treball mostra clarament un origen matern de les aneuploidies,
atribuible als EIC més que Unicament a l'edat materna avancada. Caldra

analitzar més casos per esbrinar si la tendéncia a un alt index
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d’aneuploidies és pacient-especifica o bé és conseqiiéncia del comportament
meiotic associat a les translocacions reciproques o robertsonianes.

La possibilitat d’analitzar en una segona etapa dels DGP-1CP per SA els
embrions derivats d’oocits no informatius, tal com es va fer en la pacient PT
3, constitueix un fet molt interessant que pot implicar incrementar el
nombre d’embrions transferibles. Aquesta alternativa ha estat considerada
de manera positiva recentment per Magli et al. (2004) i Kuliev i Verlinsky
(2004).

5.3. Estudi d’aneuploidies en cel-lules embrionaries de pacients
portadores de translocacions reciproques

S’ha vist que les parelles portadores de translocacions tenen un risc
augmentat de produir embrions amb un desenvolupament alentit i, en
consequliencia, fallades de FIV. S’ha suggerit que aquest fet pot ser degut a
la produccié de gametes desequilibrats per als cromosomes implicats en la
translocacio i també a la produccidé de gametes aneuploides per als altres
cromosomes (Findikli 2003).

Per a aprofundir en I'estudi d’aneuploidies presents en portadors o
portadores de translocacions reciproques, s’ha triat un grup de pacients
portadors que ja s’havien sotmés a DGP per a l'analisi de la segregacid
mitjancant I'estudi en blastomer dels cromosomes implicats en la
translocacié. S’ha dut a terme una reanalisi dels blastomers per a cinc
cromosomes no implicats en les translocacions reciproques analitzades (13,
16, 18, 21 i 22), fet que ha permeés avaluar la taxa d’aneuploidies per a
cromosomes no implicats en la translocacié i el grau de mosaicisme dels
embrions analitzats.

En el nostre treball (art. 3) s’han estudiat les aneuploidies no relacionades
amb la translocacié separant els embrions que provenen d’homes portadors
d’aquells que provenen de dones portadores i considerant dos grups segons
I’edat materna. Esta descrit que analitzant Unicament els cinc cromosomes
esmentats s’identifiquen el 82% d’embrions amb alteracions (Abdelhadi et
al. 2003).

S’han trobat 115 (91,3%) embrions anormals, 28 dels quals (22,2%)
afectant només els cromosomes implicats en la translocacié, 66 (52,4%)

afectant els cromosomes implicats i no implicats en la translocacié, 10 (8%)
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afectant només els cromosomes no implicats en la translocacié i 11 s’han
trobat anormals per la translocacié perdo no s’han diagnosticat per I'SA
(taula III, art. 3).

L'existéncia d’una reorganitzacid pot modificar el procés meiodtic normal en
dos vessants: un de relacionat amb el comportament del quadrivalent i
I'altre relacionat amb les conseqliencies d’aquest comportament vers la
segregacié d‘altres cromosomes (EIC). El quadrivalent, que és una
estructura formada a l'etapa de paquité i Unica per a cada translocacid, té
un comportament que depen de les caracteristiques morfologiques dels
cromosomes translocats, de la mida dels segments cromosomics
intersticials i translocats i del patré de recombinacié que es déna durant la
meiosi I, i determina la distribucid en la produccié de gametes normals i
equilibrats respecte a la de desequilibrats. La resolucié del quadrivalent i la
segregacio dels cromosomes implicats en la translocacié estan influenciades
per la preséncia o abséncia de quiasmes intersticials (Durban et al. 2001).
La majoria dels embrions analitzats (83,3%; 84,2% en dones portadores i
82% en homes portadors) (taula III, art. 3) tenen complements
cromosomics desequilibrats a causa de la segregacid dels cromosomes
implicats en la translocacié. Altres estudis també mostren freqliencies
elevades d’embrions desequilibrats per als cromosomes implicats en la
translocacio. Verlinsky et al. (2002) van trobar un 72,3% d’embrions
desequilibrats (76,4% en dones portadores i 68,2% en homes portadors).
Findikli (2003) va trobar un 78,3% d’embrions desequilibrats en dones
portadores i un 63,2% en homes portadors. Segons dades de I'ESHRE
(Sermon et al. 2005), entre els anys 1997 i 2001 es van realitzar 336 cicles
de FIV amb DGP en pacients portadors de translocacions reciproques (159
en dones portadores i 177 en homes portadors) i es van diagnosticar com a
no transferibles el 85,7% dels embrions (77,8% en dones portadores i
93,5% en homes portadors).

En el nostre treball, el 84,2% dels embrions de dones portadores sén
desequilibrats, percentatge que resulta forca elevat en relaci6 amb el
percentatge d’oocits desequilibrats obtingut per Findikli (2003) (69,2%) i
amb el descrit en una revisié de resultats obtinguts en aquest tipus de
pacients (Durban et al. 2001), que mostrava que el 56% dels oo0cits

diagnosticats a través de 1CP son desequilibrats.
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En el nostre treball, el 82% dels embrions d’homes portadors sén
desequilibrats. Les frequéncies d’espermatozoides desequilibrats trobades
en portadors de translocacions reciproques, en estudis realitzats utilitzant el
test de I'namster o analitzant caps descondensats d’espermatozoide
mitjancant FISH, varien ampliament del 23% al 81% (Benet et al. 2005).
Aixi doncs, la freqliencia d’embrions desequilibrats que hem trobat en el
nostre estudi en parelles en que o bé I'home o bé la dona sén portadors de
la translocacié és forca elevada, pero la mida de la mostra analitzada és
petita. Tant la mida de la mostra analitzada com les diferents
caracteristiques propies de cada translocacié poden explicar els nostres
resultats.

Alguns treballs han posat en evidencia l'existencia d’EIC en estudiar
portadors de translocacions mitjancant FISH en caps descondensats
d’espermatozoide (Estop et al. 2000) (Pellestor et al. 2001) (Oliver-Bonet et
al. 2002) (Anton et al. 2004). En general, sembla que aquest fenomen es
presenta basicament en portadors de translocacions amb seminogrames
alterats. Quan s’avalua el seu risc genetic, la importancia de la presencia
d’EIC radica en la possible produccié de gametes amb aneuploidies viables
que podrien generar embrions anormals.

En el nostre estudi, el risc de segregacié anomala per cromosoma en |I'SA ha
estat del 7,48%, un risc superior al que s’ha trobat en els o00cits de la série
control (0,89%) (art. 1). Aquesta diferencia, aixi com lalt index
d’alteracions trobades en cromosomes no implicats en les translocacions
(60,4%) fa pensar que els EIC tenen un paper en les translocacions
reciproques analitzades. Aquest fet podria explicar el poc éxit aconseguit en
realitzar el DGP analitzant Unicament la segregacié dels cromosomes
implicats en la translocacié tot i haver-se realitzat transferéncia d’embrions
normals o equilibrats en la majoria dels cicles de FIV amb DGP escollits per
a la reanalisi.

Un estudi recent (Gianaroli et al. 2002) indica que les aneuploidies de
cromosomes no implicats en la translocaci6 no contribueixen
significativament a la baixa taxa d’embaras aconseguida en realitzar DGP en
portadors de translocacions reciproques, perd si en portadors de

translocacions robertsonianes. Aquests autors van analitzar conjuntament
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embrions provinents tant de dones com d’homes portadors, incloent cicles
en els quals es va aconseguir embaras i cicles en qué no.

En la meiosi femenina el punt de control anafasic no és gaire estricte i es
poden produir oocits alterats (LeMarie-Adkins et al. 1997); en la
gametogenesi masculina, alguns estudis indiquen que existeix un punt de
control estricte que atura la meiosi i redueix la produccié d’espermatozoides
anomals (Roeder i Bailis 2000). Segons aquestes hipotesis, la freqlieéncia
d’alteracions cromosomiques detectada en embrions podria dependre del
sexe del portador de la reorganitzacid. En el nostre treball no s’han obtingut
diferéncies significatives en aquestes freqieéncies i, per tant, no s’'ha
detectat I'existéncia d’un procés selectiu lligat al sexe.

L'increment en la taxa d’aneuploidia dels cromosomes no implicats en la
translocaci6 també pot estar influenciat per l'edat materna. De fet,
recentment s’ha descrit que un 33% dels embrions de dones de < 37 anys,
amb cariotip normal i sotmeses a FIV, presenten aneuploidies (estudiant els
cromosomes 13, 16, 18, 21, 22, X i Y) i aquesta incidencia es duplica (66%)
si les pacients tenen > 37 anys (Rubio et al. 2003).

Per a avaluar el possible efecte de l'edat, s’han comparat els resultats de
I'SA en dones portadores amb una edat de < 37 anys i de > 37 anys. El
percentatge d’embrions amb alteracions en cromosomes no implicats en la
translocacio ha estat del 52,8% (< 37 anys) i del 60% (> 37 anys). Aquesta
diferéncia no ha estat significativa. Aquests resultats fan pensar que la
preseéncia del quadrivalent afecta la segregacid dels cromosomes no
implicats en la translocacié i incrementa la incidéncia d’aneuploidies en les
portadores més joves.

Un altre fet que també suggereix |'existéncia dels EIC és que en homes
portadors amb una parella de < 37 anys, tot i que no s’esperaria trobar
aneuploidies relacionades amb l'edat, un 77,4% dels embrions han estat
aneuploides per a cromosomes no implicats en la translocacié.

Aixi doncs, els nostres resultats indiquen que, en aquest grup de pacients,
la generacié d’aneuploidies estaria més influenciada per la presencia del
quadrivalent que no pas per I'edat materna.

En estudiar el mosaicisme, s’ha trobat que almenys el 58,7% (74/126) dels
embrions sén mosaics pel que fa als cromosomes implicats i no implicats en

la translocacid: el 13,5% (17/126) sén mosaics tant pels cromosomes de la
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translocacido com pels analitzats en I'SA, el 7,1% (9/126) sén mosaics
només pels cromosomes de la translocacio, el 21,4% (27/126) sén mosaics
només pels cromosomes estudiats en I'SA i el 17,6% (21/126) sén mosaics
per la translocacid, perd no han estat diagnosticats per SA (taula V, art. 3).
Aquests resultats concorden amb treballs recents en qué s’ha detectat un
alt index de mosaicisme en embrions de portadors de reorganitzacions
cromosomiques equilibrades: 73%, 98% i fins i tot 100% (Emiliani et al.
2003) (Iwarsson et al. 2000) (Malmgren et al. 2002). La perdua de
cromosomes en estadis postzigotics ha estat descrita com el mecanisme
generador de mosaicisme més comu, seguit del guany cromosomic
(Daphnis et al. 2005).

El nostre estudi corrobora la importancia d’incloure rutinariament I'estudi
d’aneuploidies en els cicles de FIV amb DGP realitzats en parelles
portadores de translocacions. En I'SA s’ha detectat que almenys el 60,4%
(76/126) dels embrions analitzats sén aneuploides per cromosomes no
implicats en la translocacié (taula III, art. 3); deu d’aquests embrions (8%)
havien estat diagnosticats com a normals o equilibrats per la translocacio i
sis s’havien transferit durant el cicle de FIV amb DGP (taula 1V, art. 3). El
fet de realitzar una seleccié més estricta dels embrions que es transfereixen

milloraria els resultats assolits en aquest grup de pacients.

5.4. Estadi replicatiu de la cromatina en cel-lules proliferants i
errors en la interpretaci6é dels resultats de la técnica d’hibridacio in
situ fluorescent

En els ultims anys hi ha hagut un augment important en el nombre de DGP
realitzats utilitzant FISH. L’eficiencia d’aquesta tecnica és important que
sigui optima, ja que un error podria portar al naixement d’'un nadé afectat
per algun desordre cromosomic.

El protocol de DGP-1CP establert pel nostre grup (Durban et al. 2001)
permet també I'analisi de blastomer dels embrions procedents d’oocits dels
quals no es disposa de diagnostic de 1CP. A vegades, el tipus de senyals
obtinguts en FISH poden ser dificils d’interpretar i provocar errors de
diagnostic. Ens vam plantejar si el fet que els blastomers siguin céel-lules en

proliferacié pot complicar el diagnostic mitjancant FISH.
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Per a avaluar la incidencia de senyals confusos degut a les caracteristiques
de replicacié dels blastomers, I'estudi s’ha dut a terme en dues linies
cel-lulars model de comportaments diferenciats. Com a cel-lules no
proliferants que estan en estadi de GO s’han emprat cél-lules de Sertoli, i
com a cel-lules en proliferacié s’'han emprat limfocits estimulats que s’han
considerat com a model de blastomers.

S’espera que una cél-lula diploide que no esta en divisid presenti dos
senyals per cada un dels tres parells cromosomics analitzats, és a dir,
expressi un patré de FISH 2:2:2. Tal com es mostra a la figura 2 (art. 4),
els limfocits han presentat una freqliencia significativament més elevada de
cel-lules amb un patré diferent del 2:2:2 que les cel-lules de Sertoli. Aixo
esta relacionat probablement amb I'estat proliferatiu dels limfocits
analitzats. Conseqlentment, el fet d’analitzar mitjancant FISH cél-lules que
poden estar replicant podria causar errors d’interpretacié segons la fase del
cicle cel-lular en qué es trobi la cel-lula analitzada.

L'absencia de senyal per a un dels cromosomes analitzats pot ser
considerada com un error de la técnica de FISH. S’ha observat que en les
cel-lules de Sertoli aquest error es dona amb una freqiéncia de I'1,5%,
mentre que en limfocits és del 7%. La tecnica de FISH s’esta aplicant amb
exit en el DGP, ja sigui per a l'estudi de la segregacié meiotica en portadors
de reorganitzacions cromosomiques com per a I'SA (Sermon et al. 2005).
Els errors de diagnostic, que solen ser poc freqients, almenys pel que fa als
falsos negatius, podrien ser resultat de |'observaci6 de cél-lules en
proliferacié que es troben, en el moment de l'analisi, en diferents estadis
replicatius i que, a més a més, contenen regions cromosomiques que no
repliquen a la vegada. La freqléncia mostrada per les cel-lules proliferants
en el nostre estudi coincideix exactament amb la taxa d’error en la FISH
estimada per un grup experimentat en la realitzaci6 de DGP-SA (Munné et
al. 2002).

A més, els cromosomes dels diferents tipus cel-lulars no estan sempre
organitzats en el nucli de la mateixa manera. L'estadi de diferenciacié
cel-lular també s’ha relacionat amb l’eficiencia de la FISH. S’ha descrit que
la reduccid en el percentatge de resultats positius de FISH en cél-lules fetals
podria ser degut al fet que algunes regions de cromatina es disposessin de

manera estructuralment diferent en nuclis de cel-lules adultes i prenatals
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(Grao et al. 1993). En conseqléncia, la freqiéncia d’'aparicié de dobles
marques degudes a les caracteristiques de marcatge de les sondes (senyals
partits) s’hauria d’avaluar en cada tipus cel-lular.

S’ha deduit que en limfocits les sondes LSI i CEP produeixen menys errors
de FISH (6,5% i 9%, respectivament) que les sondes Tel (19,5%). Aquest
resultat suggereix que les sondes Tel s’haurien d’utilitzar amb més cura a
I’'hora d’aplicar-les en cel-lules en proliferacid. Per a identificar correctament
les senyals de FISH i obtenir un diagnostic acurat, és recomanable I'Us d'un
criteri adequat per personal amb experiéncia.

A més, de la mateixa manera que, en alguns casos, s‘usen dues sondes
diferents per a un mateix cromosoma com a marcadors d'aquell cromosoma
(Magli et al. 2001), pensem que seria recomanable incloure marcadors de
Iinici i el final de la replicacié per tal de ser usats simultaniament amb les
sondes diagnostiques de FISH en realitzar un DGP en blastomers, tal com ja
s’ha fet en alguns tipus cel-lulars. Per exemple, el gen CD3D i el gen de la
glicogen fosforilasa muscular (PYGM) sén gens de replicacié primerenca en
la linia cel-lular Manca de limfocits humans; la sonda per a una regid
variable de la IgH va mostrar un patré de replicacié tardana (Calza et al.
1984) (Selig et al. 1992), i CFTR i B-globina repliquen tard en fibroblasts en
fase S (Ofir et al. 2002). El fet que alguns gens repliquin de manera
sincronica en cel-lules disomiques i asincronica en cél-lules aneuploides
(Amiel et al. 1998) (Amiel et al. 1999) fonamentaria la utilitat que tindria
I'aplicacié d’'un marcador de l'estadi replicatiu que informés de la fase del
cicle cel-lular. L'ordre de replicacié trobat de les regions marcades en cada
cel-lula (locus especific, telomeéric i centromeric, respectivament),
juntament amb el marcador escollit, facilitarien la interpretacié dels senyals
d’hibridacié.
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6. CONCLUSIONS
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1. S’ha desenvolupat una metodologia de FISH que permet detectar, per
primera vegada, fins a nou cromosomes en 1CPs i en MII. Aquesta deteccid
permet estimar el rang de segregacié anomala i seleccionar oodcits euploides

per als cromosomes analitzats.

2. Aquest treball posa en evidencia que només una minoria de les abséncies

de cromosomes o cromatides detectades en 1CP (25,8%) son artefactuals.

3. Tant la freqliéncia d’aneuploidia obtinguda per als nou cromosomes
estudiats (47,5%) com el risc estimat d’aneuploidia per els 23 cromosomes
(57,2%) so6n molt elevats. S’estima un risc de segregaci6 anomala del

0,89% per a cada un del 23 cromosomes.

4. L'estudi realitzat ha permes identificar diferents mecanismes de
generacié d’aneuploidies en l'oocit: separacid preco¢ de cromatides
germanes i no-disjuncié de cromosomes homolegs en la meiosi i segregacié
anomala en la mitosi de I'etapa proliferativa de la linia germinal
(mosaicisme gonadal). S6n més freqients les alteracions de cromosoma
(55,8%) que les de cromatide (44,2%). La predivisi6 de cromatides
s'observa amb més freqiéncia al 1CP que a la MII (p<0,0001). En un
25,7% de les pacients analitzades s’ha evidenciat I'existéncia de

mosaicisme gonadal.

5. L'analisi d’aneuploidies per a nou cromosomes es pot aplicar al DGP-1CP
en dones amb un risc augmentat de tenir descendéncia aneuploide. S’ha
establert un protocol que permet, si cal, I'analisi de I'embrié corresponent.
Aquest protocol aplicat a dones d’edat avancada ha permeés constatar una

alta incidéncia d’aneuploidies (60,4%).

6. L’analisi d'aneuploidies en 1CP de dues pacients portadores de
translocacions robertsonianes ha mostrat una taxa d’aneuploidia molt alta
per als cromosomes no implicats en la translocacié (91,7% i 72,7%),
independentment de les alteracions observades per als cromosomes de la

translocacio.
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7. L'analisi d’aneuploidies en blastomers de pacients portadors i portadores
de translocacions reciproques mostra una alta taxa d’‘aneuploidies de
cromosomes no implicats en la translocacié (60,3%) i també un alt
percentatge de mosaicisme (58,7%), tenint en compte tant els cromosomes
implicats com els no implicats en la translocacié. S’han trobat embrions
normals o equilibrats per la translocacié perdo aneuploides per altres

cromosomes.

8. Sembla necessari I'estudi seqliencial de la segregacié dels cromosomes
implicats en la translocacié i de les aneuploidies per altres cromosomes, en

pacients portadors de translocacions.

9. En aplicar FISH en cél-lules en proliferacié s’estima que el 10,8% de
dobles marques en excés trobades, en comparacié amb les trobades en
cel-lules no proliferants, no sén senyals partits, sind probablement resultat
de l'estat replicatiu de les cél-lules. Aixd explicaria part dels errors, deguts
al resultat de la FISH, que es poden cometre durant el diagnostic

d’embrions en blastomers.

10. Caldria aplicar un marcador de |'estat replicatiu cel-lular simultaniament

amb les sondes diagnostiques de FISH en blastomers.
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