


Hibridacio Genomica Comparada rapida: aplicacio al

Diagnostic Genetic Preimplantacional

Mariona Rius i Mas

Memoria presentada per optar al grau de Doctor per la Universitat Autonoma de Barcelona en el

programa de doctorat de Biologia Cel-lular.

Mariona Rius i Mas

Bellaterra, desembre de 2010



La Dra. Joaquima Navarro Ferreté, catedratica, el Dr. Jordi Benet Catala, professor titular, i la
Dra. Maria Oliver Bonet, professora associada del Departament de Biologia Cel-lular, Fisiologia

i Immunologia de la Universitat Autonoma de Barcelona,

CERTIFIQUEN:

Que Mariona Rius i Mas ha realitzat sota la seva direccio el treball d’investigacid que s’exposa
en la memoria titulada “Hibridaci6 Genomica Comparada rapida: aplicacio al Diagnostic
Genetic Preimplantacional” per optar al grau de Doctor per la Universitat Autonoma de

Barcelona.

Que aquest treball s’ha portat a terme a la Unitat de Biologia Cel-lular i Genética Médica de la

Facultat de Medicina de la Universitat Autonoma de Barcelona.

Dra. Joaquima Navarro Ferreté  Dr. Jordi Benet Catala ~ Dra. Maria Oliver Bonet

Bellaterra, desembre de 2010



Aquesta tesi s’ha realitzat amb el financament dels projectes:

- P1051395i P1 080012, Fondo de Investigacidn Sanitaria del Instituto de Salud Carlos Il
- 2005SGR00495 i 2009SGR1107 (AGAUR), Generalitat de Catalunya
- Catedra de Recerca Eugin-UAB

Mariona Rius i Mas ha gaudit d’una beca predoctoral (AP2006-02211) per a la Formacio de

Professorat Universitari (FPU) concedida pel Ministerio de Ciencia e Innovacion



Agraiments

El meu agraiment als centres que han col-laborat en aquest treball:

- Clinica Eugin

- Fundaci6 Puigvert-Hospital de Sant Pau

- Institut Valencia d’Infertilitat de Barcelona
- Institut Marqués

- Centro de Medicina Embrionaria

- Institut Universitari Dexeus

- Centre de Reproduccio Assistida de la Clinica Sagrada Familia

El meu agraiment a les persones que han contribuit a la realitzacié d’aquesta tesi doctoral i que
m’han fet costat durant aquest temps:

- A la Joaquima, per donar-me I’oportunitat de treballar en el seu equip i guiar-me; a la
Maria i al Jordi, per la seva experiencia.

- A I’Albert, per transmetre’m tot el que sabia i per ensenyar-me que I’actitud positiva és la
millor opcid per encarar els reptes.

- A la Gemma, la Juliana, la Laia i en Javi, per ajudar-me tant en la feina i per la seva
amistat.

- A tots els membres de la Unitat de Biologia Cel-lular i Genética Médica, per la seva
col-laboracio, la seva companyia i les bones estones que hem compartit.

- Ala Laura, la Irene, la Natalia, la Clara, la Montse i a totes les persones de la Clinica
Sagrada Familia, amb qui també he compartit tot aquest temps.

- Alameva germana Anna, pel seu suport i per la correccio linguistica del manuscrit.



Als meus pares,
per animar-me a seguir aquest cami.

A I’Edmon,
per ser al meu costat al llarg de tot el cami.



Index



1. Introduccid
1.1. Aneuploidia i reproduccié humana
1.2. Edat materna i aneuploidia
1.3. El diagnostic genetic preimplantacional aplicat al cribatge d’aneuploidies
1.3.1. Quines son les indicacions per al PGS?
1.3.2. Quines tecniques s’apliquen en el PGS?
1.3.3. Quin és el millor estadi cel-lular per aplicar el PGS?
Una guiestio de mosaicisme
1.4. Translocacions cromosomiques
1.4.1. Translocacions cromosomiques i reproduccié
1.4.2. Diagnostic genétic preimplantacional en portadors de translocacions
1.5. Fonament i descripcio de les tecniques aplicades en el PGD
1.5.1. Hibridacio in situ fluorescent
1.5.2. Hibridacié genomica comparada
1.5.3. Microarrays de CGH (array-CGH)
1.5.4. Microarrays amb SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

2. Hipotesi i objectius

3. Material i métodes
3.1. Material i metodes de I’objectiu 1
3.1.1. Procedencia i aillament de fibroblasts de linies cel-lulars
3.1.2. Hibridacié genomica comparada rapida per a fibroblasts
3.2. Material i métodes dels objectius 2 i 3
3.2.1. Procedencia del material biologic de I’objectiu 2
3.2.2. Procedencia del material biologic de I’objectiu 3
3.2.3. Aillament dels blastomers
3.2.4. Hibridacié genomica comparada rapida per a blastomers
3.3. Material i métodes de I’objectiu 4
3.3.1. Seleccid de casos clinics
3.3.2. Procediment del PGS emprant la CGH rapida
3.4. Material i métodes de I’objectiu 5

3.5. Material i métodes de I’objectiu 6

o N oo b~ W

10
12
12
15
16
16
17
22
23

29

33
33
34
40
40
41
41
42
42
42
43
46
47



3.5.1. Seleccid de casos clinics
3.5.2. Hibridacio6 in situ fluorescent per al PGD de la doble translocacio
3.5.3. Procediment del PGD emprant la CGH rapida

3.5.4. Reanalisi dels embrions descartats en els cicles de FIV-PGD amb CGH rapida

4. Resultats
4.1. Resultats dels objectius 1 i 2
Article n° 1: Reliability of short comparative genomic hybridization in fibroblasts
and blastomeres for a comprehensive aneuploidy screening: first clinical application.
Human Reproduction, 2010; 25(7):1824-35
4.2. Resultats de I’objectiu 3
Article n® 2: Comprehensive embryo analysis of advanced maternal age-related
aneuploidies and mosaicism by short comparative genomic hybridization.
Fertility and Sterility, 24 d’agost de 2010 [Epub ahead of print]
4.3. Resultats de I’objectiu 4
Resultats de I’aplicacié clinica de la CGH rapida en casos d’edat materna avancada,
avortaments de repeticié i fallades repetides d’implantacid
4.3.1. Casos 1 i 2. Indicacio: edat materna avancada
4.3.2. Casos 3 i 4. Indicacio: avortaments de repeticio
4.3.3. Cas 5. Indicacid: fallades repetides d’implantacié
4.3.6. Resultats globals
4.4. Resultats dels objectius 5 i 6
Article n°® 3 en revisio: Reliability of short comparative genomic hybridization for
the detection of unbalanced chromosome segregations in PGD of translocations.

(Pendent de revisar)

5. Discussio
5.1. Posada a punt de la CGH rapida en fibroblasts aillats de linies cel-lulars amb
alteracions cromosomiques conegudes
5.2. La CGH rapida per a I’analisi de blastomers aillats
5.2.1. Adaptacid del protocol de CGH rapida per a blastomers aillats
5.2.2. Validacio i fiabilitat de I’analisi de blastomers d’embrions descartats en
casos de PGS-FISH mitjancant CGH rapida

47
47
49

55

57
69

71
77

79
79
81
81
82
87

89

121
122
122

123



5.3. Estudi citogenetic complet d’embrions descartats en casos de PGS-FISH per a
edat materna avancada
5.3.1. Tipus d’alteracions cromosomiques detectades
5.3.2. Edat materna i mosaicisme
5.4. Cribatge d’aneuploidies amb CGH rapida: aplicacio clinica
5.4.1. Consideracions metodologiques sobre I’aplicacié clinica de la CGH rapida
5.4.2. Exit del diagnostic amb la CGH rapida
5.4.3. Tipus d’alteracions cromosomiques detectades amb la CGH rapida
5.4.4. Implicaci6 de I’aneuploidia en els problemes de fertilitat associats a
AMA, RM i RIF
5.5. Estudi citogenetic complet dels embrions de portadors de translocacions
cromosomiques equilibrades mitjancant el PGD amb CGH rapida
5.5.1. Consideracions metodologiques sobre I’aplicaci6 de la CGH rapida en el
PGD per a translocacions
5.5.2. Deteccid d’alteracions cromosomiques parcials mitjancant CGH rapida
en embrions descartats d’un portador 46,XY,t(2;5)(q21;933) i en el PGD per al
portador 45,XY,1(2;17)(q14.2;923); t(14;21)(q10;910)
5.5.3. Proporcions de les segregacions cromosomiques de les translocacions
5.5.4. Anomalies dels cromosomes no implicats en les translocacions
5.5.5. Importancia de la CGH rapida en els resultats dels casos de FIV-PGD per a
portadors de translocacions cromosomiques

5.6. Perspectives de futur de la CGH rapida

6. Conclusions

7. Bibliografia

125
125
127
129
129
130
131

132

135

135

136

137

139

140
143

147

153



Llistat d’acronims i abreviatures emprades:

- ADQO: allele drop out

- AMA: advanced maternal age

- CGH: comparative genomic hybridization
- 1CP, 2CP: primer corpuscle polar, segon corpuscle polar
- CEP: chromosome enumeration probe

- DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole

- DNA: deoxyribonucleic acid

- DOP-PCR: degenerate oligonucleotide primed-polymerase chain reaction
- ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embryology
- FISH: fluorescent in situ hybridization

- FIV: fecundaci6 in vitro

- FSH: follicle-stimulating hormone

- GnRH: gonadotropin-releasing hormone
- HCG: human chorionic gonadotropin

- IAC: inseminaci6 artificial de conjuge

- ICSI: intracytoplasmic sperm injection

- LH: luteinizing hormone

- LSI: locus specific identifier

- MII: odcit en estadi de metafase 11

- PBS: phosphate buffered saline

- PGD: preimplantation genetic diagnosis

- PGS: preimplantation genetic screening

- PVA: polivinil alcohol

- RIF: recurrent implantation failure

- RM: recurrent miscarriage

- SDS: sodium dodecyl sulfate

- SNPs: single nucleotide polymorphisms

- SSC: standard saline citrate

- TE: trofoectoderm

- TEL: sondes telomeériques

- WCP: whole chromosome painting

- WGA: whole genome amplification
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Introduccié

1. Introduccio

1.1. Aneuploidia i reproduccio humana

L’espécie humana té una taxa de fecunditat molt baixa. Per a una dona en edat fertil, la
probabilitat de concebre i portar a terme un embaras fins el naixement és aproximadament del
25% en cada cicle menstrual (Short, 1978). En les parelles amb problemes de fertilitat, aquesta
probabilitat és molt més baixa, entorn del 10%. En aquests casos, les técniques de reproduccid
assistida ajuden a incrementar les possibilitats d’embaras, seleccionant els millors embrions
segons criteris de morfologia i grau de desenvolupament. Aixi doncs, la taxa d’implantacié dels
embrions seleccionats i transferits és del 25-30% (Wilton, 2005). Les causes per les quals el 70-
75% dels embrions transferits no implanten poden ser molt diverses: anomalies en el citoplasma
de I’oocit o en els mitocondris (Krey i Grifo, 2001; Bartmann et al., 2004), alteracions en els
senyals entre I’embri6 en estadi de blastocist i I’Gter (Macklon et al., 2002), una inadequada
proliferacio endometrial (Meldrum, 1993), etc. Pero sembla ser que la principal causa de la baixa
fecunditat humana és I’aneuploidia, és a dir, I’alteracié en el nombre de cromosomes de la
dotacié cromosomica humana (46,XX o 46,XY). De fet, en estudis d’embrions descartats de
cicles de fecundaci6 in vitro (FIV), donats per a la recerca, en qué s’analitzaven tots els
cromosomes de les diferents cél-lules un cop aillades, es va detectar que el 75% d’aquests
embrions presentava alteracions cromosomiques, com a minim en una de les cél-lules, mentre

gue només el 25% era completament euploide (Voullaire et al., 2000; Wells i Delhanty, 2000).

L’ aneuploidia, pero, no només afecta el procés d’implantacio. S’ha vist que el 60% dels
avortaments espontanis son causats per alteracions cromosomiques numeriques (Hassold et al.,
1980; Jacobs, 1992). En el 50% d’aquests casos, les alteracions corresponen a trisomies dels
cromosomes 16, 21 o 22, mentre que el 10% esta representat per la monosomia del cromosoma
X (Hassold et al., 1980). Rarament s’han detectat altres monosomies en embarassos clinicament
reconeguts (Boue et al., 1985); en canvi, les trisomies poden afectar qualsevol dels 24
cromosomes existents.

A més, és possible que, en gestacions més primerenques, molts fetus es perdin sense haver-los
detectat, a causa de I’aneuploidia. En un estudi d’avortaments induits (Boue et al., 1985), es va
veure gue la incidencia d’aneuploidies en fetus de tres i 10 setmanes de gestacio era del 9% i del

5%, respectivament. D’aquestes dades es podria deduir I’existéncia d’una seleccié negativa de
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I’aneuploidia, especialment de les monosomies, durant les primeres etapes del desenvolupament

embrionari (Jacobs i Hassold, 1995).

D’altra banda, hi ha anomalies cromosomiques que permeten tot el desenvolupament embrionari
i son compatibles amb la vida, pero provoquen malformacions i/o retard mental en I’individu
portador. Aquestes anomalies afecten els cromosomes sexuals i alguns autosomics. En relacié als
cromosomes sexuals, trobem la sindrome de Turner (45,X0), que afecta un de cada 5000
naixements i és la Unica monosomia viable en humans. La resta d’alteracions cromosomiques
corresponen a trisomies, com la que produeix la sindrome de Klinefelter (47,XXY), que afecta
un de cada 1000 naixements (amb variants tetrasomiques 48,XXYY 0 48XXXY, menys
comunes). També trobem altres cariotips viables com son els 47, XXX o0 47,XYY. Pel que fa a
les trisomies autosomiques, la més freqlent és la del cromosoma 21, que produeix la coneguda
sindrome de Down, amb una frequiéncia d’un de cada 667 naixements. Amb menys freqliencia,
trobem la sindrome d’Edwards (1/6250 naixements), provocada per la trisomia del cromosoma
18, i la de Patau (1/12048 naixements), resultat de la trisomia del cromosoma 13. En aquests dos

casos, el 90% dels afectats no supera els primers mesos de vida (Jacobs i Hassold, 1995).
1.2. Edat materna i aneuploidia

En condicions naturals, el 75% de les dones de 30 anys que intenten concebre ho aconsegueixen
en un any. Als 35 anys, aquest percentatge disminueix lleugerament fins el 66%, pero, als 40
anys, la probabilitat d’embaras és només del 44% (Leridon, 2004). Per tant, a mesura que
augmenta I’edat materna disminueix la taxa d’implantacio. S’han indicat diversos factors
implicats en aquesta davallada, dels quals els dos més acceptats sén la disminucié de la
receptivitat de I’Uter i I’envelliment dels oocits (Meldrum, 1993). No obstant, s’han vist taxes
d’embaras elevades en dones d’edat avancada (advanced maternal age, AMA), receptores
d’oocits de dones joves (Abdalla et al., 1993; Sauer et al., 1996), de manera que el primer factor
no estaria clarament lligat a la baixa implantacié observada. En canvi, s’han trobat moltes
evidencies de la implicacié oocitaria en els problemes de fertilitat associats a I’AMA |,
especialment, de I’elevada incidéncia d’aneuploidies en oocits de dones de més de 37 anys
(Dailey et al., 1996; Nicolaidis i Petersen, 1998; Pellestor et al., 2003; Pellestor et al., 2005;
Fragouli et al., 2006).
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De fet, I’aneuploidia present en I’especie humana té un origen predominantment femeni. Aixo
podria ser degut a una regulaci6 menys estricta de la meiosi | en I’0ogénesi que en
I’espermatogénesi (LeMaire-Adkins et al., 1997). Quan en un espermatocit es produeix un error
en la meiosi I, el procés s’atura per I’accié d’un punt de control i aquest s’elimina; en canvi, en la

meiosi | femenina aquest punt de control toleraria la preséncia d’alteracions (Hunt et al., 1995).

Aixi doncs, I’aneuploidia s’observa en oocits de dones de totes les edats (Obradors et al., 2010),
perd, a més, incrementa de manera important a mesura que avan¢a l’edat materna. Els
mecanismes de produccié d’aneuploidia que primer es van establir son la no-disjunci6 de
cromosomes homolegs i la separacié preco¢ de cromatides germanes en la meiosi I. El primer
mecanisme comporta el guany o la perdua d’un cromosoma sencer, mentre que el segon, que és
més freqlient, comporta el guany o la perdua de cromatides (Angell et al., 1993; Angell, 1997).
Durant la meiosi Il també es poden produir errors cromosomics, tot i que en una proporcié molt
menor. Finalment, també cal considerar els errors mitotics produits durant I’oogeénesi, que
condueixen a la presencia d’oogonies aneuploides i que, conseqiientment, comporten la
presencia d’alteracions cromosomiques restingides a I’oocit en metafase 11 (MIl) o al primer
corpuscle polar (1CP), amb dotacions cromosomiques no complementaries (Cozzi et al., 1999;
Pujol et al., 2003a; Obradors et al., 2010).

Més endavant, s’ha vist que els mecanismes acabats d’anomenar estan molt relacionats amb
I’actuacio conjunta de diversos factors, com per exemple la quantitat i posicionament dels punts
calents de recombinacié meiotica en els bivalents (cromosomes homolegs aparellats durant la
meiosi 1) (Lamb i Hassold, 2004). A més, s’han descrit patrons de no-disjuncié especifics de
cromosomes concrets: per exemple, s’ha observat que tots els casos de trisomia del cromosoma
16 s’originen durant la meiosi I, mentre que la trisomia 18 es produeix en la meiosi Il (Hassold et
al., 2007).

Les alteracions produides per aquests mecanismes es mantenen al llarg del desenvolupament
oocitari i es troben també en estadis embrionaris posteriors (Sandalinas et al., 2001). De fet, s’ha
descrit que el 90% de les anomalies cromosomiques dels embrions s’originen per no-disjuncio en
la meiosi | materna (Nicolaidis i Petersen, 1998). Aixi doncs, les alteracions cromosomiques dels
odcits tenen repercussié en I’embrié. Es a dir que, a part de la disminuci6 de la taxa
d’implantacio, en dones d’AMA també hi ha un increment de la taxa d’avortament. Els
cromosomes més freqlientment alterats en aquests casos son el 15, el 16, el 22 i I’X (Warburton
et al., 1986).
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Finalment, ’AMA també comporta un augment del risc de tenir descendéncia afectada per
alteracions cromosomiques numeriques. EIl cas més conegut és el de la trisomia 21 (sindrome de
Down), la incidencia de la qual s’ha descrit que augmenta exponencialment amb I’increment de
I’edat de la mare (Hassold i Jacobs, 1984). Aixi mateix, el risc també augmenta en la resta de
casos de trisomies viables (13, 18, X i Y) (Warburton et al., 1986).

1.3. El diagnostic genetic preimplantacional aplicat al cribatge

d’aneuploidies

El diagnostic genétic preimplantacional (preimplantation genetic diagnosis, PGD) va néixer com
a complement del diagnostic prenatal de malalties monogeniques. La primera aplicacié la va
portar a terme el grup de Handyside el 1990 i va permetre la seleccié d’embrions no afectats per
malalties com I’adrenoleucodistrofia o el retard mental lligat al cromosoma X, de les quals els
pares n’eren portadors. Aviat, pero, es va creure que, tenint en compte que I’aneuploidia és una
de les causes més evidents de la baixa fecunditat humana, la seleccié d’embrions lliures
d’alteracions cromosomiques podria augmentar-ne la taxa d’implantacid, reduir la taxa
d’avortament i, obviament, evitar el naixement d’individus amb sindromes produides per
anomalies cromosomiques. D’aqui va derivar el PGD per al cribatge d’aneuploidies (aneuploidy
screening, AS), també anomenat PGS (preimplantation genetic sreening), que inicialment va
consistir en I’analisi Gnicament dels cromosomes responsables de sindromes viables (Munne i
Weier, 1996; Verlinsky et al., 1996a; Verlinsky et al., 1996D).

Des de les primeres aplicacions, pero, el PGS s’ha anat convertint en una analisi rutinaria en
casos on se sap que I’aneuploidia és un dels factors causants de la infertilitat. Aixi, en I’Gltima
recopilacié de casos de PGD de I’European Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE)PGD Consortium es comptabilitzen 12609 casos de PGS des del gener de 1997 fins el
desembre de 2006 (Goossens et al., 2009), amb una taxa global d’implantacié dels embrions
transferits després de ser seleccionats citogeneticament del 14,3% (embrions que arriben a

mostrar batec cardiac positiu respecte els que s’han transferit).
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1.3.1. Quines son les indicacions per al PGS?

El PGS es pot aplicar a qualsevol parella que vulgui fer una seleccié d’embrions euploides per
transferir a I’ater matern dins un cicle de FIV, pero hi ha casos en qué es considera especialment
indicat. L ’aplicacio més extensa és en casos d’edat materna avancada (AMA), en els quals, com
s’ha explicat anteriorment, I’aneuploidia juga un paper fonamental. En alguns estudis s’ha
descrit un efecte beneficids en la taxa d’implantacié o embaras dels embrions seleccionats amb
PGS (Gianaroli et al., 1999; Munne et al., 2003) i en altres, tot i que la taxa d’implantacié no
s’ha vist augmentada, si que s’ha observat un increment significatiu en el manteniment de

I’embaras i el nombre de naixements després del PGS (Munne et al., 1999).

Una altra aplicacié ampliament considerada del PGS és en pacients amb avortaments de repeticio
(recurrent miscarriages, RM). Aquest terme s’assigna a parelles que han tingut tres avortaments
consecutius. La prevaléncia d’aquest fenomen en la poblaci6 és de I’1% i en el 50% dels casos
no hi ha una causa aparent (Li et al., 2002). La preséncia d’aneuploidies en els avortaments
espontanis (Hassold et al., 1980), juntament amb una elevada incidéncia (50-60%) d’alteracions
cromosomiques numeriques en embrions de parelles amb avortaments de repeticidé no explicats
(Pellicer et al., 1999; Rubio et al., 2003; Munne et al., 2005a) va fer pensar que, en aquests
casos, I’aplicacié del PGS podria ser beneficids. De totes maneres, els estudis fets fins ara s6n
controvertits i no esta clar que la taxa d’avortament es pugui reduir només amb una seleccio
cromosomica (Werlin et al., 2003; Rubio et al., 2005; Munne et al., 2005a), ja que s’han apuntat
altres factors implicats en aquest fenomen, com ara la qualitat de la morfologia embrionaria, la

receptivitat endometrial o el sistema immunitari.

El PGS també es considera indicat per a parelles amb fallades recurrents d’implantacio (repeated
implantation failure, RIF). Aquest terme es dona després de tres 0 més cicles de FIV sense éxit 0
bé quan no hi ha embaras després d’haver transferit 10 o0 més embrions de bona qualitat (en
diferents cicles de FIV) (ESHRE PGD Consortium Steering Committee, 2002). De la mateixa
manera que en els avortaments de repeticio, es creu que hi pot haver molts factors causants de la
fallada d’implantacio. L’elevada incidéncia d’aneuploidia n’és un, pero també una receptivitat
endometrial disminuida, patologies uterines o, fins i tot, una tecnica de transferencia embrionaria
inadequada (Donoso et al., 2007). A més, en aquests casos també cal tenir en compte altres
circumstancies com I’edat materna, la qualitat embrionaria o el nombre d’oocits obtinguts. Hi ha

poques dades sobre aquest tema, pero en alguns estudis no s’ha vist millora en els resultats
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clinics del PGS (Harper et al., 2006), especialment en dones grans (Munne et al., 2003). D’altra
banda, en dones joves hi ha controvéersia: mentre que alguns autors descriuen taxes d’implantacid
més elevades (Kahraman et al., 2000; Pehlivan et al., 2003; Platteau et al., 2006), altres no
troben millores després d’aplicar el PGS (Gianaroli et al., 1999; Werlin et al., 2003).

Finalment, també s’ha recomanat el PGS a dos grups en que I’aneuploidia sembla tenir un origen
clarament masculi. Un grup és el de pacients amb azoospérmia, obstructiva o no obstructiva, ja
que s’ha vist una elevada incidencia d’aneuploidies en embrions derivats d’homes azoospéermics
(Platteau et al., 2004; Rubio et al., 2005). L’altre grup és el de pacients amb espermatozoides
amb anomalies morfologiques severes, en els quals s’ha observat un nombre incrementat
d’alteracions cromosomiques (Bernardini et al., 1998; Calogero et al., 2003). De totes maneres,
gairebé no hi ha estudis que demostrin I’efecte positiu del PGS sobre les taxes d’implantacié i

embaras en casos de factor masculi i, per tant, aquesta és una indicacié més minoritaria.

1.3.2. Quines técniques s’apliquen en el PGS?

Tradicionalment, la técnica més emprada en el PGS ha estat la hibridacié in situ fluorescent
(fluorescent in situ hybridization, FISH) amb sondes que permeten identificar, en el nucli fixat
de la céllula, alguns cromosomes predeterminats (Pinkel et al., 1988). A causa de limitacions
metodologiques, el nombre maxim de cromosomes analitzats en un PGS emprant la FISH és de
13, aplicant rondes d’hibridacié successives (Abdelhadi et al., 2003), tot i que rutinariament se
n’analitzen fins a nou (Pujol et al., 2003a). S’estudien preferentment aquells cromosomes que
s’han vist més freqlentment implicats en avortaments espontanis i en naixements amb
alteracions cromosomiques viables (13, 15, 16, 17, 18, 21,22, XiY).

Com s’ha dit abans, segons les Ultimes dades de ’'ESHRE PGD Consortium (Goossens et al.,
2009) sobre PGS realitzat amb FISH, la taxa d’implantacié (embrions que produeixen batec
cardiac positiu respecte els embrions transferits) és tan sols del 14,3%. A més, estudis recents
indiquen que el PGS no només no incrementa la taxa d’implantacié embrionaria, siné que, en
alguns casos, fins i tot la redueix (Staessen et al., 2004; Mastenbroek et al., 2007; Hardarson et
al., 2008; Staessen et al., 2008). Una de les raons que podria explicar el fet que I’éxit del PGS no
sigui tan elevat com s’esperava és el nombre limitat de cromosomes que s’analitzen amb la
FISH, nou dels 24 existents. Per aquest motiu, I’alternativa plantejada es aplicar tecniques que

permetin I’estudi simultani dels 22 cromosomes autosomics i els dos sexuals.
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La hibridacido genomica comparada (comparative genomic hybridization, CGH) és una de les
tecniques més ben establertes per a I’analisi de tot el complement cromosomic. Aquesta tecnica
va ser descrita per Kallionemi et al. el 1992 com a metode per detectar marcadors cromosomics
en DNA tumoral. Posteriorment, el seu procediment s’ha adaptat a I’analisi de desequilibris
cromosomics presents en cel-lules aillades, prévia amplificacio del seu DNA (Voullaire et al.,
1999; Wells et al., 1999).

Tot i que la CGH s’ha anat aplicant de manera continuada en el PGS (Wells et al., 2002; Wilton,
2005; Sher et al., 2007; Obradors et al., 2008; Fragouli et al., 2009; Obradors et al., 2009; Sher
et al., 2009), la complexitat de la tecnica i, sobretot, la seva duraci6 han fet que rutinariament no
hagi estat la metodologia escollida. EI PGS mitjancant la CGH requereix aproximadament quatre
dies: un dia per al processat de les mostres, 40-72 hores per a la hibridacid i, finalment, depenent
del nombre de cél-lules per diagnosticar, I’analisi dels resultats pot comportar un dia més. Per
tant, la CGH convencional aplicada al PGS de blastomers és incompatible amb la duraci6 del
cicle de FIV, fet que fa necessaria la criopreservacio dels embrions biopsiats i diagnosticats com
a citogeneticament euploides per a la posterior transferéncia en un cicle addicional.

Es ben sabut que la criopreservacio afecta la viabilitat dels embrions (Joris et al., 1999; Zheng et
al., 2005) i en redueix el potencial d’implantacié (Edgar et al., 2000), de manera que I’eficiéncia
del PGD en aquests casos es veu substancialment reduida. Cal dir, pero, que el desenvolupament
d’una nova técnica de criopreservacio, la vitrificacié (Mukaida et al., 2003), ha millorat la taxa
de supervivéncia dels embrions després de la descongelacid, especialment dels que es troben en
I’estadi de blastocist (Zhang et al., 2009). Aix0 podria millorar I’exit del PGS emprant la CGH
(Sher et al., 2009). Malgrat tot, és evident que la situacio ideal seria poder aplicar la CGH en el
PGS evitant el procés de criopreservacio.

En aquest sentit, una alternativa bastant utilitzada és I’aplicacié de la CGH en el primer
corpuscle polar (1CP) que, pel fet de tenir una dotacié cromosomica complementaria a la de
I’o0cit en metafase 11 (MII), informa indirectament de la dotacio cromosomica que I’embrio rep
de la part femenina (Wells et al., 2002; Obradors et al., 2008; Fragouli et al., 2009; Obradors et
al., 2009). Aquesta aproximacié ha resolt el problema de la criopreservacid, ja que la biopsia es
fa tres dies abans que en el cas dels blastomers d’embrions en dia+3. Per contra, aquesta analisi
no permet detectar les possibles alteracions cromosomiques originades durant la meiosi Il

materna ni les alteracions cromosomiques d’origen masculi.

Recentment, la metodologia de la CGH convencional s’ha adaptat a la tecnologia dels

microarrays, fet que ha originat una nova varietat de la CGH, I’array-CGH (Hu et al., 2004;
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Wells et al., 2004; Le Caignec et al., 2006). Aquesta técnica evita la criopreservacio i la deteccio
parcial d’alteracions, ja que el procés del PGS té una durada de només unes 24 hores i, per tant,
es pot aplicar en blastomers d’embrions en estadi de 6-8 cél-lules (dia+3). A més, ofereix una
resoluci6 més elevada que la de la CGH convencional. Actualment, ja s’han fet algunes
aplicacions cliniques de I’array-CGH (Hellani et al., 2008; Fishel et al., 2010) alhora que
s’avanca en la validacio de la metodologia (Gutierrez-Mateo et al., 2010) per acabar d’assegurar
la fiabilitat del diagnostic en el PGS. D’altra banda, la principal limitacié de I’array-CGH és el

seu cost, molt més elevat que el de la CGH convencional.

1.3.3. Quin és el millor estadi cel-lular per aplicar el PGS? Una questié de
mosaicisme

Un dels temes més polemics, a part de la tecnica emprada, és I’estadi cel-lular en el qual s’ha de
fer el PGS. | la controvérsia ha nascut, principalment, a causa de I’existéncia de mosaicisme. El
mosaicisme és la preséncia de dues o més linies cel-lulars diferents en un embri6 i és un fenomen
molt comd en embrions humans (Munne et al., 1994; Bielanska et al., 2002; Vanneste et al.,
2009). Recopilant diversos estudis de FISH, s’ha vist que la proporcié d’embrions que presenten
mosaicisme es troba entre el 25% i el 70% (Bielanska et al., 2002; Wilton, 2005). A més, aquest
fenomen sembla ser inherent a tots els estadis del desenvolupament embrionari primerenc, ja que
s’ha observat tant en embrions de 6-8 cél-lules (Munne et al., 1994; Delhanty et al., 1997), com
en blastocists (Evsikov i Verlinsky, 1998; Ruangvutilert et al., 2000; Coonen et al., 2004). Pel
fet que la cél-lula diagnosticada pot tenir una dotacié cromosomica diferent de la resta, el

mosaicisme és un dels problemes més importants del PGS en embrions.

De totes maneres, el metode més emprat és I’analisi de blastomers dels embrions en dia+3. De
fet, les dades recopilades per ’ESHRE PGD Consortium (Goossens et al., 2009) mostren que en
el 85,6% dels casos de PGS s’ha fet biopsia de blastomer. Aquesta estratégia permet detectar
alteracions cromosomiques d’origen tant matern com patern, aixi com possibles anomalies
generades en les primeres divisions mitotiques de I’embrio.

Per poder detectar el mosaicisme, s’ha recomanat fer I’analisi de dos blastomers en el PGS
(Baart et al., 2006). Tot i que s’han descrit taxes d’implantacié acceptables en casos on s’ha
biopsiat dues cel-lules (Van de Velde et al., 2000), altres estudis recomanen una estrategia menys
invasiva, biopsiant un sol blastomer, per tal d’evitar comprometre el futur desenvolupament de

I’embri6 (Goossens et al., 2008).
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D’altra banda, alguns autors argumenten que la constitucié cromosomica dels blastomers
d’embrions en dia+3 podria no representar correctament la de I’embrié que implanta (en estadi
de blastocist) (Li et al., 2005; Fragouli et al., 2008; Barbash-Hazan et al., 2009). En aquesta
linia, s’ha postulat que alguns embrions mosaics amb cél-lules euploides i aneuploides podrien
fer una auto-correccio de les alteracions cromosomiques, mitjancant el creixement preferencial
de les cel-lules euploides sobre les aneuploides, durant els primers estadis de I’embriogenesi i
després de la implantacio (Li et al., 2005; Barbash-Hazan et al., 2009). Contrariament, altres
estudis suggereixen que aquests embrions podrien acumular més alteracions cromosomiques

causades per errors mitotics (Munne et al., 2005b; DeUgarte et al., 2008).

Independentment de si hi ha correccié o acumulacié d’anomalies cromosomiques, darrerament
s’ha promocionat el PGS en I’estadi de blastocist, per tal d’obtenir el diagnostic de I’embri6 en el
moment més proper a la implantacio. En aquest cas, es poden analitzar diverses cel-lules del
trofoectoderm (TE) utilitzant la FISH, fet que possibilita la deteccié del mosaicisme (McArthur
et al., 2005). Pero, consubstancial a la FISH, roman el problema de la limitacio en el nombre de
cromosomes que s’estudia. De nou, el procediment alternatiu d’eleccidé és la CGH. Aquest
metode, aplicat al DNA de 5-10 cél-lules del TE, sembla que podria oferir un diagnostic molt
més acurat (Fragouli et al., 2008; Schoolcraft et al., 2010). Tot i que, en analitzar les cel-lules
juntes, el resultat obtingut és una mitjana de la constitucié cromosomica del material biopsiat i,
per tant, no es pot descartar categoricament la preséncia de mosaicisme. D’altra banda, el PGS
aplicat a blastocists no és apropiat en pacients que produeixen embrions amb poc
desenvolupament in vitro i, a més, actualment molts laboratoris encara tenen dificultats
(metodologiques i relacionades amb els medis de cultiu) per aconseguir que els embrions arribin
a I’estadi de blastocist.

Una altra limitacio del PGS en I’estadi de blastocist és que, sigui quina sigui la técnica utilitzada
(per0 sobretot si es tracta de la CGH), es requereix la criopreservacio dels embrions biopsiats
mentre s’obtenen els resultats. Aixo és degut a que, en aquest estadi, I’embrié fa eclosio o
hatching, quedant desproveit de la zona pel-licida, i és llavors quan adquireix la capacitat

d’implantar en I’Gter matern.

Finalment, com s’ha apuntat anteriorment, una altra alternativa per al PGS és I’analisi del primer
o del primer i segon corpuscles polars (1CP, 2CP) (Verlinsky et al., 2001), basada en el fet que
la majoria de les aneuploidies sén d’origen matern. L’avantatge principal d’aquesta estratégia és

que s’analitza un cél-lula que no interfereix en el desenvolupament embrionari i, tant emprant la
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FISH com la CGH, no requereix la criopreservacio dels embrions analitzats. Pero, com també
s’ha dit préviament, no es poden detectar ni els errors cromosomics d’origen patern ni els errors

mitotics produits en I’etapa postzigotica, responsables del mosaicisme en I’embrio.
1.4. Translocacions cromosomiques

1.4.1. Translocacions cromosomiques i reproduccio

Les translocacions s6n un tipus d’alteracié cromosomica estructural que comporta el trencament
i la reordenacié i fusio de fragments de cromosomes generalment no homolegs. Si sén
equilibrades, és a dir, que no comporten guanys o perdues cromosomiques, i els punts de
trencament no afecten la funcid de gens, les translocacions no produeixen alteracions

fenotipiques en els portadors.

Es tracta de les anomalies genétiques més comunes en humans, amb una incidencia del 0,2% en
nounats, del 0,6% en parelles infertils i de fins un 9,2% en pacients amb avortaments de repeticid
(Stern et al., 1999). Aquestes frequencies s’expliquen per la produccié de gametes
desequilibrats, resultants de la complexa segregacio cromosomica d’aquestes reorganitzacions en
la meiosi I. Aixi doncs, tot i no afectar el fenotip dels portadors, si que en comprometen la
reproduccio: les parelles portadores de translocacions cromosomiques equilibrades tenen un
elevat risc de no ser fertils, de patir avortaments repetidament i de tenir fills amb alteracions

fenotipiques causades per desequilibris cromosomics.

Hi ha dos tipus de translocacions: les robertsonianes i les reciproques.

Les translocacions robertsonianes es produeixen quan els bracos “q” de dos cromosomes
acrocentrics (13, 14, 15, 21 i 22), fragmentats a nivell dels centromers, es fusionen donant lloc a
un Unic cromosoma derivatiu anomal. La frequéncia d’aquestes alteracions eés d’un de cada 900
individus. La més comuna és la que es dona entre els cromosomes 13 i 14 (t(13;14)(g10;q10)),
amb una frequéncia del 75%, i la que involucra els cromosomes 14 i 21 (t(14;21)(q10;910)), amb
una frequencia del 10% (Miller i Therman, 2001).

Durant la meiosi I, els fragments homolegs dels cromosomes involucrats en la translocacio (el
derivatiu i els normals) s’aparellen entre ells formant una figura trivalent (Figura 1.1), que pot
generar diferents combinacions cromosomiques depenent de quin dels tres tipus possibles de
segregaciod es produeixi: la 2:1 alternant, la 2:1 adjacent o bé la 3:0. Tan sols I’alternant produeix
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gametes normals o equilibrats, mentre que I’adjacent i la 3:0 produeixen gametes

monosomics/disomics i nul-lisomics/trisomics, respectivament. Els desequilibris en aquests
gametes, a més d’impedir la implantaci6 o induir I’avortament, poden produir sindromes viables

en els nounats, com és el cas de la trisomia del cromosoma 13 (sindrome de Patau) o la del 21
(sindrome de Down).
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Figura 1.1. Esquema d’una translocacié robertsoniana, el trivalent format en la meiosi | i les possibles

segregacions resultants. A la part superior es mostren els cromosomes normals i el derivatiu i la figura
trivalent formada per aconseguir I’aparellament dels fragments homalegs. A la part inferior es mostren els

possibles gametes resultants de les diferents segregacions després de la primera i la segona divisions
meiotiques.

Les translocacions reciprogues es produeixen quan dos cromosomes no homolegs intercanvien
fragments terminals, generant dos cromosomes derivatius anomals. Aquest és el tipus d’alteracid
estructural més freqlient en la poblaci6, amb una incidéncia d’un de cada 500 individus.

Durant la meiosi I, els fragments cromosomics homolegs implicats (dels cromosomes normals i
dels derivatius) s’aparellen i formen una figura quadrivalent (Figura 1.2), que pot generar
diferents combinacions cromosomiques depenent de quin dels cinc tipus de segregacié possibles
es produeixi: la 2:2 alternant, la 2:2 adjacent-1, la 2:2 adjacent-2, la 3:1 o la 4:0. Per tant, sense
tenir en compte possibles recombinacions en la regio intersticial del quadrivalent, es poden

produir fins a 32 gametes diferents, dels quals només els quatre resultants de la segregacid
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alternant seran normals (2) o equilibrats (2). Aixo implica que els portadors de translocacions
reciproques tinguin poques oportunitats de concebre un nadd sa. Tot i aixi, hi ha consens sobre el
fet que cada translocacid té un patré de segregacio especific, que depén principalment dels
cromosomes involucrats en la reorganitzacio, dels punts de trencament, de la mida dels segments
intersticials del quadrivalent i dels llocs calents en recombinacié meiotica especifics (Benet et

al., 2005; Oliver-Bonet et al., 2005).
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Figura 1.2. Esquema d’una translocacio reciproca amb els diferents tipus de segregacié del quadrivalent
format per aconseguir I’aparellament dels fragments homolegs durant la meiosi 1. S’indiquen les diverses
combinacions cromosomiques possibles, sense tenir en compte la recombinacio, i els gametes formats
després de la meiosi Il. (Adaptacio de Benet et al., 2005).
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1.4.2. Diagnostic genétic preimplantacional en portadors de translocacions

El diagnostic genetic preimplantacional s’aplica de manera regular en portadors de
translocacions cromosomiques equilibrades. La seva funcid principal és seleccionar embrions
amb complements cromosomics normals o equilibrats i transferir-los, evitant aixi els
avortaments repetits, el naixement de nadons afectats per alteracions cromosomiques resultants
d’una segregacio desequilibrada i, fins i tot, la manca d’implantacié relacionada amb els

corresponents desequilibris cromosomics.

Novament, la técnica fins ara més utilitzada per a aquesta finalitat ha estat la FISH. En aquest
cas, s’empren combinacions de sondes de DNA de regions cromosomiques especifiques dels
cromosomes involucrats en la translocacio, marcades amb fluorocroms, de manera que permeten

diferenciar clarament els cromosmes normals dels derivatius.

La taxa d’implantacié actual aconseguida amb el PGD emprant la FISH, segons la recopilacio
que realitza ’TESHRE PGD Consortium, és del 16% per a les translocacions robertsonianes i del
13% per a les reciproques (Goossens et al., 2009). Aquesta taxa és forca baixa, considerant que
els embrions seleccionats per a transferir son normals o equilibrats per als cromosomes implicats
en les reorganitzacions. No obstant, alguns estudis apunten que en els embrions seleccionats la
incidencia d’aneuploidia podria ser elevada (Gianaroli et al., 2002; Kuliev i Verlinsky, 2002;
Pujol et al., 2003b). De fet, el grup de Gianaroli va evidenciar, I’any 2002, I’existencia d’efectes
intercromosomics (interchromosomal effect, ICE), fenomen ja descrit per Lejeune el 1963;
aquest ICE causaria aneuploidies en altres cromosomes diferents dels implicats en les

translocacions, especialment en portadors de translocacions robertsonianes.

Partint d’aquesta base, el cribatge d’aneuploidies simultani al PGD de translocacions podria
millorar les taxes d’implantacié i reduir encara mes el risc d’avortament dels embrions transferits
en aquests casos. Emprant la FISH, com s’ha dit, es pot analitzar tan sols un nombre limitat dels
cromosomes del complement. Per tant, la utilitzacié d’una técnica com la CGH, que permetés
detectar les segregacions cromosomiques desequilibrades i alhora analitzar tot el complement
cromosomic, seria una bona opcié per al PGD de families amb progenitors portadors de

translocacions (Gutierrez-Mateo et al., 2004a; Gutierrez-Mateo et al., 2005).
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1.5. Fonament i descripcio de les tecniques aplicades en el PGD

1.5.1. Hibridacid in situ fluorescent

Com ja s’ha explicat, la hibridacid in situ fluorescent (FISH) sobre nuclis de blastomers fixats és
la técnica més freqlientment emprada en el PGD, tant per al cribatge d’aneuploidies, com per a la
deteccid de productes de segregacid desequilibrats en casos de translocacions. Permet identificar
en la mostra biologica (in situ), generalment blastomers perd també corpuscles polars,
desequilibris cromosomics mitjancant I’Gs de sondes fluorescents de DNA especifiques i
complementaries a determinades regions cromosomiques conegudes (Munne i Weier, 1996;
Verlinsky et al., 1996a).

Els tipus de sondes més comuns son: a) sondes centromeériques (chromosome enumeration
probe, CEP), complementaries de sequencies centromeriques dels cromosomes i que produeixen
senyals grans i intensos; b) sondes locus-especifiques (locus specific identifier, LSI),
complementaries de seqliencies géeniques uniques en el genoma i que produeixen senyals més
puntuals; c) sondes telomeériques (TEL), complementaries de seqiéncies subtelomeriques
especifiques dels cromosomes i que generen senyals molt més petits i d) sondes de pintat
cromosomic (whole chromosome painting, WCP), complementaries de mdultiples sequéncies al

llarg d’un cromosoma, de manera que marquen el cromosoma sencer.

Aquesta técnica permet identificar i localitzar la preséncia del material cromosomic que, de
forma predeterminada, es vol estudiar. Es un procediment rapid i senzill, i I’analisi dels resultats
no requereix una excessiva especialitzacié del personal que la realitza. Perd també comporta
certes limitacions:

Per poder aplicar la FISH cal fixar préviament el material nuclear en un portaobjectes. Aquest
procediment pot produir perdues de cromatina, que es reflectiran en perdues cromosomiques
artefactuals. A més, de vegades els senyals de la FISH poden ser dificils d’interpretar: per
exemple, senyals dobles poden correspondre a regions replicades d’un cromosoma i, per tant,
haver-hi disomia; o bé a duplicacions cromosomiques, que produeixen una trisomia.

D’altra banda, el nombre maxim de cromosomes que s’ha pogut analitzar en un nucli de
blastomer és 13 (Abdelhadi et al., 2003). Aix0 és degut a la limitacido en el nombre de
fluorocroms disponibles i a les probabilitats de solapament dels senyals (Wilton, 2005). Per tant,
s’han de fer diverses rondes d’hibridacid per tal d’analitzar més de cinc cromosomes (el nombre
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maxim de cromosomes que es pot estudiar en una sola ronda, en el millor dels casos). Pero no és
factible fer més de tres rondes d’hibridacié sobre un blastomer, ja que s’ha descrit que en la
tercera ronda es malmet ja gran part de la cromatina (Liu et al., 1998). Aixi doncs, no és possible
analitzar tot el complement cromosomic d’un blastomer o d’un corpuscle polar mitjancant la
técnica de la FISH.

1.5.2. Hibridacié genomica comparada

El fonament de la hibridacié genomica comparada (CGH) rau en hibridar de forma competitiva,
és a dir, amb una ratio 1:1, el DNA d’una mostra problema (p.e., un blastomer aillat) i el d’una
mostra control (p.e., un fibroblast euploide) sobre metafases de limfocits euploides (46,XY)
fixades en un portaobjectes. Abans de posar-les a hibridar, les mostres de DNA es marquen
fluorescentment amb dos colors diferents, per exemple, en verd el DNA control i en vermell el
DNA problema. Cal, llavors, disposar del programa informatic adequat per avaluar la ratio entre
les dues fluorescéncies hibridades en cadascun dels cromosomes de les metafases capturades.
D’aquesta manera, si la intensitat de la fluorescéncia per a un cromosoma en concret és igual en
ambdues mostres (control i problema), aquest cromosoma es visualitzara en la metafase amb
color groc/ataronjat (verd + vermell). En canvi, si la intensitat de fluorescéncia de la mostra
problema és superior a la de la mostra control (vermell > verd) el cromosoma metafasic en
questié es veura més vermellds. Finalment, si la intensitat de fluorescéncia de la mostra
problema és inferior a la de la mostra control (vermell < verd), llavors el cromosoma metafasic
en questio es veura més verdds. A partir dels resultats obtinguts d’una dotzena de metafases
capturades i cariotipades, el programa informa dels guanys o perdues de qualsevol dels
cromosomes, de manera que s’obté un diagnostic citogenetic complet de la cel-lula problema
(Figura 1.3).

La CGH, per tant, permet analitzar tots els cromosomes i en tota la seva llargada, essent el seu
limit de resolucid de I’ordre de 10-20 Mb (Griffin et al., 1998; Malmgren et al., 2002). A més, la
CGH aplicada a I’analisi d’una sola cel-lula aillada té un gran avantatge: com que la cél-lula
analitzada enlloc de ser fixada en un portaobjectes s’introdueix en un tub de PCR i es lisa per
alliberar el seu DNA, obvia el problema de les pérdues cromosomiques artefactuals degudes al

procés de fixacio, que és una limitacio present en la FISH.
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D’altra banda, la CGH tambe presenta determinades limitacions ben conegudes pel que fa al
diagnostic. Una d’elles és que no permet detectar canvis de ploidia (triploidies, tetraploidies,
etc.) ni tampoc permet distingir entre euploidia i presencia d’alteracions cromosomiques
equilibrades. A més, les regions centromeriques i heterocromatiques, constituides per DNA
repetitiu, no es poden valorar en I’analisi, ja que la possible amplificacio preferencial d’aquestes

zones implica un resultat no informatiu de la CGH (Wells et al., 1999).

En I’aspecte metodologic, la CGH requereix personal amb una considerable especialitzacid per
poder portar a terme tot el procés i, sobretot, per fer-ne I’analisi adequada. A més, el temps
necessari per poder aplicar aquesta tecnica es d’aproximadament quatre dies, ja que la hibridacid
transcorre durant 40-72 hores; per tant, I’aplicacié de la CGH en el PGD de blastomers aillats
implica la criopreservacio dels embrions biopsiats i la transferéncia dels seleccionats en un cicle
de FIV posterior (Wilton, 2005).

- N
@ -
i -]
~ Cal-lula Marcatge del
P Lisi _, Amplificacid del ages DNA amb MNick
cel-lular genoma amb translation
—_— DOP-PCR / \
Cal-lula contral J‘

alllada ' |
Precipitacié DMA problema  DMA control
del DNA [1:1)

- 40-72h a 37°C

Hibridacid sobre motafases
de limfocits 46 XY

Captura de metafases | andlisi dels resultats

Figura 1.3. Esquema del procés global de la CGH convencional en cél-lula aillada.
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1.5.2.1. Amplificacié del genoma cel-lular amb DOP-PCR

Per poder aplicar la CGH es necessiten aproximadament 200 ng de DNA i una cel-lula aillada en
conté uns 6 pg. Per tant, un cop s’ha produit la lisi cel-lular, s’ha de fer una amplificacio del
genoma mitjancant la técnica de DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primed-polymerase
chain reaction) (Voullaire et al., 1999; Wells et al., 1999).

En aquesta PCR no s’utilitzen encebadors per amplificar una regio concreta, sind que es fa servir
una solucié amb milers d’encebadors parcialment degenerats, que podran ser complementaris de
regions repartides per tot el genoma. La sequéncia patré que tenen aquests encebadors és 5’
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG 3’, en la qual N equival a qualsevol nucleotid introduit a
I’atzar (Telenius et al., 1992) (Figura 1.4).

DOP PCR
Telenius ef al., 1992

5 [cosactcaac] s [ATGTGR | 3

1. PCR amb baixa astringéncia
T d*annealing = 30°C; B cicles

2. PCR amb alta astringéncia
T d’annealing = 56°C; 40 cicles

Figura 1.4. Esquema del procés de DOP-PCR
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Pel fet d’haver d’amplificar el DNA d’una cel.lula aillada per poder aplicar la CGH, el risc de
contaminacio amb altres DNAs és molt elevat, ja que la PCR emprant encebadors degenerats pot
amplificar qualsevol seqliéncia de DNA de I’ambient. Per tant, és imprescindible treballar en
cabines esterils de flux laminar, amb guants, puntes de pipeta amb filtres, etc. Cal, a més, avaluar
sempre la preséncia de possibles contaminacions incloent blancs de les mostres i controls

negatius de la reaccid.

1.5.2.2. Marcatge fluorescent mitjancant nick-translation

Un cop amplificats els genomes de les cel-lules control i problema, aquests es marquen amb
fluorescencia mitjancant nick-translation (Voullaire et al., 1999; Wells et al., 1999). En aquesta
tecnica es fa servir una mescla de reactius formada per dos enzims, la DNasa i la DNA
polimerasa I, dNTPs i uracil conjugat amb molécules fluorescents. El procés de marcatge és el
seguent: la DNasa fa talls en una de les cadenes de la doble cadena de DNA. Llavors la DNA
polimerasa | s’enganxa a I’extrem 3’ i va elongant la cadena, combinant I’activitat exonucleasa
5’-3, que elimina els nucledtids de la cadena original, amb I’activitat polimerasa, que n’afegeix
dels que hi ha en el medi. Entre els nucleotids del medi hi ha guanina, citosina i adenina a
concentracié 0,2mM, timina a concentraci6 0,1mM i uracil marcat fluorescentment a
concentracio 0,AmM. De manera que entre els nucleotids que s’incorporen a la nova cadena,

alguns portaran fluorescéncia i la conferiran al DNA tractat.

1.5.2.3. Precipitacio i hibridacié de les sondes sobre metafases de limfocits

Despres del marcatge del DNA control (verd) i del DNA problema (vermell), se’n fa una mescla
1:1 per ser usada com a sonda en una hibridacié competitiva sobre metafases de limfocits
euploides (46,XY).

El procés d’hibridacio requereix una desnaturalitzacio prévia tant de les sondes ja marcades com
de la cromatina de les metafases fixades en els portaobjectes. Un cop desnaturalitzades, les
sondes es dipositen sobre els portaobjectes i es realitza una llarga hibridacié de fins a 72 hores
(Voullaire et al., 1999; Wells et al., 1999), tot i que s’ha proposat introduir petites modificacions
en el procediment que fins ara han aconseguit escurcar el temps de la hibridacié fins un maxim
de 40-44 hores (Gutierrez-Mateo et al., 2004a).
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1.5.2.4. Captura i analisi d’imatges de CGH

Tot i que de vegades es poden observar clarament al microscopi, les diferéncies entre les
proporcions de fluorescéncia verda i vermella s’analitzen de manera precisa amb un programa
informatic, com s’ha esmentat anteriorment. El programa emprat permet capturar imatges de
metafases, integrar els valors de fluorescéncia i extreure’n resultats.

Es capturen i cariotipen unes 10-12 metafases de bona qualitat, és a dir, amb una bona extensid
cromosomica sense superposicions i amb una correcta hibridacio de les sondes vermella i verda
sense diposits.

Per obtenir el resultat final, el programa informatic integra el resultat de la fluorescéncia de totes
les metafases i calcula per a cada cromosoma la ratio entre la fluorescéncia vermella i la verda al
Ilarg de tot el cromosoma. Aquesta ratio es visualitza en forma de perfil cromosomic.

Hi ha diversos criteris d’analisi de fluorescéncia disponibles, dels quals el més utilitzat fins el
moment es el “criteri fix” (Figura 1.5). Amb aquest metode s’estableixen uns llindars de
fluorescencia fixos que determinen el punt a partir del qual hi ha guany o perdua cromosomica.
Es a dir, si la ratio entre la fluorescéncia vermella (DNA problema) i la verda (DNA control) per
a un cromosoma determinat és propera a 1 (entre 0,8 i 1,2; ~ proporcio 1:1) significa que hi ha la
mateixa dotacié cromosomica en el DNA problema i en el control, i el programa mostra un perfil
centrat. Pero si la ratio és inferior a 0,8, en el DNA problema hi haura una pérdua cromosomica
(proporcio 1:2) i el programa mostrara un perfil desplacat cap a I’esquerra, mentre que si la ratio
és superior a 1,2, en el DNA problema hi haura un guany cromosomic (proporcio 2:1) i el
programa mostrara un perfil desplagat cap a la dreta (Figura 1.5).

Problema : control Problema : control Problema : control
1:2 1:1 2:1

Figura 1.5. Visualitzacid de perdues i guanys cromosomics mitjancant I’analisi de la fluorescéncia i dels
perfils de CGH obtinguts per a cada cromosoma.
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1.5.3. Microarrays de CGH (array-CGH)

En I’array-CGH, els DNAs control i problema no s’hibriden en metafases de limfocits fixades en
un portaobjectes, sind que s’utilitza un microarray, un portaobjectes on s’han adherit seqliencies
de DNA que cobreixen tot el genoma. Per tant, el resultat de la CGH s’obté avaluant la
fluorescencia hibridada en cadascun dels punts que conté el microarray.

Aguesta tecnologia té dos avantatges principals respecte la CGH convencional:

En primer lloc, la resoluci6 és més elevada, ja que ve donada per la grandaria de les seqlieéncies
adherides al portaobjectes. Actualment, pero, els criteris d’analisi disponibles nomes permeten
detectar amb certesa alteracions que involucrin unes 10 Mb del cromosoma (Hellani et al., 2008;
Vanneste et al., 2009).

En segon lloc, la duraci6 del procés pot arribar a ser de 16-18 hores i I’analisi dels resultats es fa
de forma automatitzada.

En aquest moment, hi ha diverses plataformes d’array-CGH, que es poden combinar amb
diferents metodes d’amplificacié de tot el genoma (whole genome amplification, WGA). Segons
els tipus de sequiéncies que contenen, els microarrays de CGH es poden classificar en (Wells et
al., 2008):

a) Microarrays de BACs (Bacterial Artificial Chromosome)

Es tracta d’arrays que contenen uns quants milers de punts constituits per sequéncies de 150-200
kb, els clons dels BACs, que cobreixen fragments bastant grans dels cromosomes humans. En
aquest tipus de plataforma, es necessita combinar diversos clons derivats de la mateixa regié
genomica per tal de reduir la influéncia d’artefactes tecnics, ja que les metodologies de WGA
aplicades en el processament de les cél-lules problema i control poden produir I’amplificacio
preferencial d’alguna petita regid. En aquest sentit, un dels problemes que presenta aquest tipus
de microarray rau en la seva fabricacio, ja que la utilitzacié de clons pot produir variacions de

reproductibilitat.

b) Microarrays de biblioteques cromosomiques

En aquest cas, les mostres de DNA adherides al substrat deriven de cromosomes individuals,
obtinguts per microdisseccio o per separacio en citometria de flux.

Tot i que les seqliencies repetitives dels cromosomes s’eliminen en un tractament previ amb Cot-
1 DNA, algunes repeticions no queden completament bloquejades, de manera que poden afectar

negativament els resultats. Una altra limitacié d’aquest tipus de plataforma és la manca de
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resolucio, ja que utilitzant cromosomes sencers com a punts de I’array, només es poden detectar

alteracions que afectin cromosomes sencers i no part d’aquests.

c) Microarrays d’oligonucleotids

Aquesta plataforma utilitza oligonucleotids que se sintetitzen in situ, és a dir, directament en la
superficie del suport solid (p.e., el portaobjectes) que forma la base del microarray. Les
sequeéncies tenen una mida aproximada de 25-85 nucleotids, segons el fabricant. Tot i que és un
dels tipus més prometedors d’array-CGH, la mida tan petita dels oligonucleotids que
constitueixen els punts augmenta el risc de detectar guanys i pérdues artefactuals, causades per

errors introduits durant I’amplificacio de tot el genoma.

En resum, la metodologia de la CGH convencional traslladada a la tecnologia dels microarrays
obre una nova via, més rapida i amb més resolucid, per a la deteccid d’alteracions
cromosomiques. Malgrat tot, actualment encara hi ha certes limitacions técniques en les diferents
plataformes que existeixen. A més, el cost de la infraestructura i els reactius requerits per poder
portar a terme tot el procediment és molt més elevat que el de la CGH convencional (Harper i
Harton, 2010).

1.5.4. Microarrays amb SNPs (single nucleotide polymorphisms)

Aquesta metodologia ofereix una analisi més completa del DNA problema que la dels
microarrays de CGH: permet determinar el nombre de copies dels cromosomes i, a més,
proporciona una “empremta digital” Unica del DNA analitzat, que identifica el genotip de la
mostra problema.

Es basa en I’analisi de seqliencies de DNA polimorfiques, en les quals el polimorfisme afecta un
sol nucleotid (single nucleotide polymorphisms, SNPs), repartides al llarg del genoma huma. En
aquest cas, el material amplificat que es vol analitzar no es combina amb un DNA control, sind
que els DNAs problema i control s’hibriden separadament en diferents arees d’SNPs d’un mateix
portaobjectes. Per tant, es pot fer servir el mateix fluorocrom per marcar els dos DNAs.

El nombre de copies de cada cromosoma es calcula comparant les intensitats de fluorescéncia
obtingudes per la hibridaci6é problema i la control. Si els punts per a un determinat cromosoma
mostren senyals més intensos per al DNA problema que per al control, s’associa a un guany de
material cromosomic, com per exemple una trisomia. En canvi, si es detecta menys intensitat en

la mostra problema, s’associa a una perdua cromosomica.
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Tot i que aquesta tecnologia podria tenir un gran potencial d’aplicacié (Handyside et al., 2009),
ara per ara, una de les limitacions més importants és la manca de precisio en el diagnostic pel
que fa als loci d’SNPs individuals. A més, les técniques de WGA incrementen encara més el
problema d’amplificacié preferencial i fins i tot d’allele drop out (ADO) (manca d’amplificacio
d’un al-lel en concret) en el cas d’una cél-lula aillada. Aixo fa que molts dels loci es genotipin
incorrectament. Per solucionar aquest problema, s’ha d’analitzar un elevat nombre de loci i fer-
ne un processament estadistic per tal d’eliminar els que es genotipen erroniament.

Aixi doncs, la complexitat del microarray d’SNPs i de la seva analisi fa que el cost sigui molt
elevat i que quedi limitat a una petita part dels pacients.
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2. Hipotesi i objectius
2.1. Hipotesi

La transferencia a I’ater matern d’embrions citogeneticament normals en la totalitat dels seus
cromosomes, seleccionats mitjancant el PGD, ha de permetre incrementar la taxa d’implantacio
aconseguida amb els métodes emprats fins ara. La millora en els resultats del PGD requereix

implementar adequacions metodologiques.

2.2. Objectius

1. Desenvolupar una metodologia de CGH de temps reduit (CGH rapida). Utilitzar, per a la seva
posada a punt, fibroblasts de linies cel-lulars establertes (Coriel) amb alteracions cromosomiques

conegudes.

2. Adaptar i validar la metodologia de CGH rapida desenvolupada per a I’analisi de blastomers
emprant embrions descartats en casos de PGS amb FISH (PGS-FISH).

3. Estudiar la citogenética d’una serie d’embrions descartats en casos de PGS-FISH per edat
materna avancada mitjancant la CGH rapida i aprofundir aixi en els fenomens d’aneuploidia i

mosaicisme.

4. Aplicar la metodologia de CGH rapida desenvolupada a casos clinics candidats al PGS per
diverses indicacions:

a) Edat materna avangada

b) Avortaments de repeticio

c) Fallades repetides d’implantacid

5. Comprovar la capacitat de la CGH rapida per detectar el tipus de segregacié cromosomica en
embrions de portadors de translocacions equilibrades.

6. Aplicar la CGH rapida a casos clinics candidats al PGD per a translocacions cromosomiques
equilibrades:
a) Translocacions robertsonianes

b) Translocacions reciproques
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3. Material i métodes

3.1. Material i metodes de I’objectiu 1

3.1.1. Procedéncia i aillament de fibroblasts de linies cel-lulars

Per al desenvolupament de la CGH rapida s’han utilitzat fibroblasts amb alteracions
cromosomiques conegudes com a cel-lules problema. Aquests procedien de linies cel-lulars
adquirides (Coriel). En total, s’han processat 32 cel-lules de diferents linies. La relacio de les
linies emprades, el seu cariotip i el nombre de cél-lules analitzades de cadascuna s’indiquen a la

Taula 3.1.

Taula 3.1. Caracteristiques de les linies cel'lulars emprades i nombre de cél-lules analitzades de
cadascuna.

Linies cel-lulars Coriel
Referéncia Cariotip n° cél-lules
GMO03676 48,XY,+2,+21 6
GMO03330 47,XY,+13
GMO04435 48,XY,+16,+21
GMO03623 48,XXX,+18
GM11115 47,XY,+9
GMO03184 47, XY,+15

W D D D DN

Els fibroblasts s’aillen a partir de cultius cel-lulars confluents. El procés es realitza dins d’una
cabina esteril de flux laminar (Telstar), sota control d’una lupa binocular (Leica) a 50 augments.

Es prepara una placa de petri de plastic (Falcon) amb diverses gotes de 50 pl de soluci6 salina
estéril (phosphate buffered saline, PBS; Invitrogen) complementada amb 0,1% de polivinil
alcohol (PVA; Invitrogen), que evita I’adhesio de les cél-lules al substrat. S’agafa una gota d’uns
50 pl de la suspensi6 cel-lular del cultiu i es diposita a la placa. Amb un capil-lar de plastic de
170 pm de diametre (Cook) se n’aspira una petita quantitat i es fan rentats seqiliencials en
successives gotes de PBS-PVA per tal de diluir la concentraci6 cel-lular fins que és possible
aillar un sol fibroblast. Llavors, cada cel-lula es diposita en un tub Eppendorf estéril de 0,2 ml,
on quedara emmagatzemada a -80°C fins la seva utilitzaci6. Cada tub es retola amb una

referéncia diferent de 1’original, de manera que I’analisi es pugui fer a cegues.
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Per poder detectar tant la trisomia X de la linia GM03623, com el génere XY de les linies
GMO03676, GM0330, GM04435, GM11115 1 GM03184, s’han emprat fibroblasts amb cariotip
46,XX com a c¢l-lules control de la CGH. L’aillament d’aquests fibroblasts control es porta a

terme de la mateixa manera que s’ha descrit per als de les linies cel-lulars.

3.1.2. Hibridacio genomica comparada rapida per a fibroblasts

El procediment seguit per a la lisi cel-lular, I’amplificaci6 i1 el marcatge del DNA de cél-lules

uniques son els mateixos tant per a les cel-lules problema com per a les control.

3.1.2.1. Lisi cel-lular

S’ha escollit la lisi enzimatica amb proteinasa K (Roche) com a meétode de lisi cel-lular. Es
parteix d’una concentracié inicial de proteinasa K de 20 mg/ml, que es dilueix fins una
concentracio de treball de 125 pg/ml afegint 1 pl de la proteinasa K comercial a 160 pl d’aigua
estéril (Promega). Per a la preparacié de la solucio de lisi final també es necessita SDS (sodium
dodecyl sulfate, Sigma) a una concentracié de treball de 17 uM, de manera que, partint de la
solucié comercial al 10%, es dilueix primer 1 pl en 100 pl d’aigua destil-lada 1, després, 1 pl de
la primera solucié en 200 pl més d’aigua destil-lada. La solucio6 de lisi final, que es prepara just
al moment, s’obté mesclant 2 volums de la diluci6 de proteinasa K amb 1 volum de la de I’'SDS 1
es deixa a 4°C fins la seva utilitzacio.

A cada tub de PCR amb una cel-lula aillada s’hi afegeixen 3 pl de soluci6 de lisi i una gota d’oli
mineral (Sigma) per evitar I’evaporacid durant el procés i mantenir la mostra aillada de qualsevol
contaminant extern. Tot seguit, s’homogeneitza la mescla en el vortex (Janke & Kunkel, IKA
Labortechnik), es centrifuga i es posa al termociclador (TGradient, Biometra) seguint el segiient
programa: 1 hora a 37°C per permetre 1’activitat de la proteinasa K, que digereix les proteines
nuclears i allibera en el tub el DNA nuclear i mitocondrial, i 10 minuts a 95°C per desnaturalitzar

I’enzim, evitant aixi que interfereixi en els posteriors cicles de PCR.

3.1.2.2. Amplificaci6 del genoma de fibroblasts amb DOP-PCR
El métode de DOP-PCR emprat des de fa temps pel nostre grup (Gutierrez-Mateo et al., 2004a),
que requereix unes 5 hores, ha estat modificat adequadament per tal d’escurgar la seva durada

fins a 3 hores 1 40 minuts.
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Els reactius emprats son els seglients:

- Aigua esteril lliure d’activitat exonucleasa (Promega): 32 ul

- Long PCR buffer 10X (- MgSO4) (Ambion): 5 ul

- Mescla de dNTPs per PCR (1C:1G:1A:1T) (2,5mM cadascun) (Ambion): 4 pl
- MgSO4 25 mM (Ambion): 3,5 ul

- Encebador per DOP-PCR 100 uM (Biomers): 1 pl

- Polimerasa Super Tag Plus (5 U/ul) (Ambion): 0,5 pl

La mescla dels reactius s’homogeneitza amb 1’ajuda del vortex i es centrifuga breument. Llavors
s’afegeixen 46 ul d’aquesta mescla a cada tub que conté la cel-lula lisada, de manera que s’obté
un volum final de 50 pl (46 pl de la mescla de reactius + 1 pl de medi que conté la cel-lula + 3 pl
de tamp¢ de lisi). També cal preparar un tub Gnicament amb mescla de reactius com a control
negatiu.

Tots els tubs es posen al termociclador seguint el segiient programa amb un nombre de cicles
reduit respecte el protocol original (Gutierrez-Mateo et al., 2004a): 5 minuts a 95°C, 10 cicles
d’1l minut a 95°C, 1,5 minuts a 30°C i 3 minuts a 68°C, amb una rampa de 5°C/s des de la
temperatura d’annealing fins a la d’extensio; 20 cicles d’1 minut a 95°C, 1 minut a 62°C i 2,5

minuts a 68°C, amb un pas final d’extensio de 7 minuts a 68°C.

3.1.2.3. Electroforesi en gel d’agarosa

Per tal de comprovar la correcta amplificacio del genoma cel-lular i I’abséncia de contaminacid
es realitza una electroforesi en gel d’agarosa (Biotools) concentrada a 1’1,5%. Tant per al medi
de dissolucié com per al medi de la cubeta d’electroforesi s’utilitza TAE 1X (Qiagen). Es
barregen 5 pl de mostra de DNA producte de la DOP-PCR amb 1 ul de tampd de carrega
(Invitrogen) 1 se’n carreguen 5 pl en cada pouet del gel. A més, s’utilitza un marcador de pes
molecular de 100 parells de bases (pb) (Invitrogen) per poder identificar la mida dels fragments
de DNA amplificats. L’electroforesi es realitza durant uns 30 minuts a 120 volts. Per poder
visualitzar els fragments de DNA amplificats, el gel es tenyeix amb una solucid aquosa de
bromur d’etidi (Sigma) i s’empra un transil-luminador de llum ultraviolada (Vilber Lourmat). Els
fragments de DNA cel-lular correctament amplificat, tant per a les cél-lules control com per a les
problema, corresponen a una pinzellada intensa d’una mida entre 300 i 2000 pb. En el cas del

control negatiu la pinzellada té una mida d’entre 100 i 500 pb.
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3.1.2.4. Marcatge fluorescent amb nick-translation

Després de DI’amplificaci6 del genoma cel-lular amb DOP-PCR i de la comprovacié de
I’amplificacié en el gel d’agarosa, el producte resultant (45 pl) es pot dividir en dues parts i
marcar-les, separadament, amb nick-translation. Aixi doncs, per tal de validar la metodologia de
la CGH rapida en fibroblasts, s’ha usat la meitat del producte de la DOP-PCR de les c¢l-lules
problema per fer una CGH rapida i, I’altra meitat, per fer una CGH convencional (Gutierrez-
Mateo et al., 2004a).

A partir d’aquest punt convé treballar amb llum ténue per evitar perdre la fluoresceéncia. El DNA
problema es marca amb fluorescéncia vermella, mentre que el DNA control es marca amb
fluorescéncia verda, de manera que es preparen dues mescles diferents. Els reactius per a la nick-

translation provenen de la casa comercial Abbott i son els segiients:

- Spectrum red-dUTP (0,1 mM) o spectrum green-dUTP (0,2 mM): 2,5 ul
- Nick-translation buffer 10X: 5 ul

- Mescla de dNTPs (1dATP:1dCTP:1dGTP) (0,1 mM cadascun): 10 pl
-dTTP (0,1 mM): 5 pl

- Enzim (5 U/ul): 5 ul

En tubs Eppendorf nous es mesclen 27,5 pul del conjunt de reactius amb 22,5 pl de cada mostra
per obtenir un volum final de 50 pl. La reaccid es porta a terme en el termociclador durant 90

minuts a 15°C 1 s’atura a 70°C durant 10 minuts.

Per tal d’obtenir un DNA control més homogeni, s’amplifiquen tandes de 10-15 cel-lules
aillades, es marquen individualment i el producte resultant de la nick-translation de cadascuna
d’elles es mescla en un sol tub Eppendorf d’1,5 ml. Aquesta barreja es pot guardar a -20°C fins la

seva utilitzacio.

3.1.2.5. Precipitacié conjunta de les sondes marcades

En aquest pas es mesclen els 50 ul de DNA problema (marcat en vermell) amb 50 ul de DNA
control (marcat en verd) per confeccionar la sonda conjunta en proporcid 1:1. A més, s’afegeixen
5 pl de Cot-1 DNA humana (1 pg/ul) (Abbott) que bloquejara les regions repetitives del genoma
(blocs d’heterocromatina, telomers i centromers). Per tal que precipiti el DNA sera necessaria
I’acci6 de 10’5 pl d’acetat sodic 3M (10% del volum de DNA de la mescla) a pH= 5,5 en
combinacié amb 262,5 ul d’etanol 100% (2,5X volum de DNA de la mescla).
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El procés té lloc a -80°C durant 1 hora 1 a continuacio es centrifuga a 14000 rpm durant 30
minuts per tal d’obtenir el corresponent botd6 de DNA precipitat a cada tub. Seguidament,
s’elimina el sobrenedant amb 1’ajuda d’una pipeta i paper absorbent i es deixa que s’acabi

d’assecar a temperatura ambient.

3.1.2.6. Hibridaci6 competitiva

Les diferents sondes, confeccionades a partir de la mescla de cada DNA problema amb el DNA
control, s’hibridaran en portaobjectes comercials (Abbott) que contenen tres gotes fixades de
suspensid cel-lular d’un cultiu de limfocits 46,XY amb un elevat nombre de metafases. Aquests
portaobjectes es guarden a -20°C i, quan s’han d’utilitzar, el procés de descongelacid permet
visualitzar les gotes de material fixat. Les tres arees amb cel-lules es marquen, pel revers del
portaobjectes, amb un llapis de diamant. En cada portaobjectes s’hi podran aplicar tres sondes
diferents, és a dir, tres mostres diferents que, simultaniament, realitzaran la hibridacio. Els
cobreobjectes de cada zona es tallen a mida amb 1’ajuda d’un regle i del llapis de diamant,
procurant que quedin nets dels petits fragments de vidre que es formen en ser tallats.

A continuaci6, es procedeix a la deshidratacido dels portaobjectes en una seérie d’etanols de
concentracié ascendent, 70%, 85% 1 100%, posant-los 2 minuts en cada solucio, i després es
deixen assecar a 1’aire. Llavors, per tal de desnaturalitzar el DNA dels limfocits, s’ introdueixen
els portaobjectes en una solucio de formamida al 70% en 2X standard saline citrate (SSC)
durant 5 minuts a 73°C. Aquest pas es realitza en una cabina d’extracci6é de gasos (Cruma) per
evitar que s’escampin els vapors de la formamida, que son altament toxics. Seguidament, per
evitar la renaturalitzacié del DNA dels limfocits, es tornen a passar els portaobjectes per una
série de solucions d’etanols a 4°C (70%, 85% 1 100%), 1 minut en cadascuna, i es deixen assecar
a l’aire.

L’ultim pas de la preparacié de les sondes consisteix a resuspendre el pellet obtingut per
centrifugacio en 8 pl de solucié d’hibridacio, que conté 50% de formamida desionitzada (Sigma)
1 10% de dextra sulfat (Sigma) en 2X SSC.

Per aconseguir la completa dissolucié de la sonda en el medi, és important insistir en el pas de la
homogeneitzacié amb un tractament de vortex. Aquest procediment es pot fer abans o després de
la desnaturalitzacio del DNA dels portaobjectes. Si es fa abans, les sondes es guarden a I’estufa a
37°C (Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc) fins la seva utilitzacio. Per a la desnaturalitzacio,
els tubs Eppendorf que contenen les sondes es posen en un bany a 73°C durant 10 minuts.
Finalment, es dipositen 8 pl de sonda de la CGH ja preparada sobre cada area préviament

delimitada, es cobreix curosament amb un dels cobreobjectes tallat a mida i es segella tot el seu

37



Material 1 métodes

contorn amb cola (Imedio removible). En aquest punt, les preparacions processades amb la CGH
convencional es posen dins la cambra humida a 37°C 1 el periode d’hibridaci6 és de 72 hores. En
canvi, en el procediment de la CGH rapida, s’ha introduit un pas en que els portaobjectes soén
tractats durant 30 minuts en un microones a 75W (Optiquick compact, Moulinex), sobre una
cubeta amb aigua destil-lada per mantenir les condicions d’humitat. Seguidament, els
portaobjectes s’introdueixen en una cambra humida a 37°C. Per tal de reduir el temps
d’hibridacid, el procés es realitza en agitacio rotatoria, utilitzant un agitador 1309-I CE (Lab-line
Instruments). El periode d’hibridacio es redueix, llavors, fins a 12 hores.

Passat aquest temps, es retira amb cura la cola i els cobreobjectes i es fan dos rentats seguits del
portaobjectes: primer amb 0,4X SSC/0,3% NP-40 durant 2 minuts a 73°C 1, tot seguit, amb 2X
SSC/0,1% NP-40 durant 2 minuts a temperatura ambient i en agitacio. Llavors es deshidraten de
nou en una série d’etanols de concentracié ascendent, 70%, 85% 1 100%, posant-los 2 minuts en
cada solucié en agitacié i, finalment, es deixen assecar a I’aire. Per visualitzar el DNA al
microscopi, els portaobjectes es tenyeixen amb DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma) a
una concentracié de 125ng/ml amb vectashield (Vector Labs), que evita que la fluoresceéncia
s’esgoti rapidament. Es cobreix amb un portaobjectes de 60x20 mm i, després d’un parell de

minuts a 4°C, es procedeix a la seva observacid en el microscopi de fluorescencia.

3.1.2.7. Captura i analisi de metafases al microscopi de fluorescéncia

S’ha utilitzat un microscopi d’epifluorescencia Nikon eclipse 90i equipat amb un programa
informatic d’analisi de la CGH (Isis de Metasystems).

Les metafases es busquen amb 1’objectiu de 60X 1 es capturen amb el de 100X. Cal triar aquelles
metafases que tinguin com a maxim dos entrecreuaments i que mostrin un bon senyal de
fluorescencia tant verda com vermella.

La captura es fa de manera seqiiencial: primer es capta el senyal del DAPI, després el senyal
verd 1, finalment, el vermell. El programa informatic integra els tres colors 1 en crea una imatge
global. Cada imatge capturada es processa passant per filtres que potencien la fluorescéncia dels
cromosomes 1 atenuen el soroll de fons en cas que n’hi hagi. Llavors es cariotipa cada metafase a
partir de les bandes DAPI reverses, semblants a les bandes G. Per obtenir resultats de CGH
fiables (tant per a la CGH convencional com per a la rapida) cal capturar i cariotipar un minim
de 12 metafases de bona qualitat, és dir, un total de 24 cromosomes pel que fa a cadascun dels
autosomics i 12 pel que fa als sexuals.

El programa informatic genera els perfils cromosomics per a cadascun dels cromosomes d’acord

amb la ratio entre les fluorescéncies vermella 1 verda de cada cromosoma.
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En aquest treball, a diferéncia d’estudis anteriors, el criteri escollit per a I’analisi dels perfils de
CGH rapida ha estat el “de la desviaci6 estandard” en lloc del “fix”. Aquest es basa en la
desviaci6 estandard intrinseca de la fluorescéncia de cada hibridacio, amb els limits marcats per
un interval de confianca del 99% (resultant de sumar tres cops aquesta desviacid estandard a la
mitjana de la fluorescéncia de la mostra). D’aquesta manera, el resultat s’ajusta més a la qualitat
de la hibridacio obtinguda. Aixi, una regi6 cromosomica es considera guanyada o perduda si el
perfil de CGH travessa el limit de la desviaci6 estandard per la dreta o per l’esquerra,

respectivament (Figura 3.1).
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Figura 3.1. A) Imatge que apareix a la pantalla quan es fa 1’analisi de la CGH. A la dreta es mostra el
criteri d’analisi i el nombre de cél-lules analitzades.

39



Material 1 métodes

=R RN

1 (2“- 1 (24) 10 (25) 10 (25)

Figura 3.1. B) Detall de perfils de CGH per a un embrié que presenta un guany d’un fragment
cromosomic (+1g31-qter) i el guany d’un cromosoma sencer (+10). Es mostra el perfil mitja per a un
cromosoma concret (1 i 10 en aquest exemple) creat a partir dels perfils individuals obtinguts en cada
c¢l-lula analitzada (24 per al cromosoma 1 i 25 per al cromosoma 10). El conjunt de perfils individuals, a
més, serveix per establir els limits a partir dels quals hi haura guany o pérdua cromosomica.

3.2. Material i metodes dels objectius 211 3

3.2.1. Procedéncia del material biologic de I’objectiu 2

Per a I’objectiu 2 s’han analitzat 48 blastomers de 10 embrions en estadi de dia+4, descartats de
casos de PGS emprant la FISH amb nou sondes per als cromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X,
1 Y. Els embrions procedien de sis parelles amb cariotip normal, sotmeses a PGS per indicacions
de RM (n=1), factor masculi amb FISH alterada (n=1), RM + factor masculi amb FISH alterada
(n=1), AMA (n=2) o factor masculi amb FISH alterada + AMA (n=1). L’edat de les pacients esta
compresa entre els 34 1 els 50 anys, amb una mitjana de 41 anys.

Els embrions han estat cedits per pacients inclosos en programes de reproducci6 assitiada de la
Clinica Sagrada Familia, I’Institut Valencia d’Infertilitat i 1’Institut Marques. Els Comites
d’Etica d’aquests centres han autoritzat el projecte i els pacients han signat el corresponent

document de Consentiment Informat en fer la donacio.
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3.2.2. Procedéncia del material biologic de I’objectiu 3

Per a I’objectiu 3 s’han analitzat 145 blastomers de 22 embrions en estadi de dia+4, descartats de
casos de PGS emprant la FISH amb nou sondes per als cromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X,
1 Y. Els embrions procedien de vuit parelles amb cariotip normal que s’havien sotmes al PGS a
causa de ’AMA. L’edat de les pacients esta compresa entre els 39 i els 46 anys, amb una mitjana
de 42,4 anys.

Aquests embrions han estat cedits per pacients inclosos en programes de reproduccio assitiada i
de PGS de I’'Institut Marques i del Centro de Medicina Embrionaria, on s’ha portat a terme
I’analisi i la reanalisi de la FISH. El Comité d’Etica d’aquests centres ha autoritzat el projecte i

els pacients han signat el corresponent document de Consentiment Informat.

3.2.3. Aillament dels blastomers

Els embrions en estadi de dia+4 estan iniciant el procés de compactacié. Aixi doncs, ha calgut
utilitzar pronasa (Roche) per poder separar i individualitzar els blastomers, ja que aquesta
proteasa permet, a més de dissoldre la zona pel-lucida de 1’embrid, descompactar les cél-lules
mitjancant la destruccidé de proteines d’adhesio cel-lular. S’ha utilitzat a una concentracié de
3mg/ml, que s’aconsegueix diluint 0,1g d’aquesta en 33 ml de PBS 1X sense ions de calci ni
magnesi.

La major part del procés es porta a terme a la cabina de flux laminar i sota control d’una lupa
binocular a 50 augments. Per a cada embri6 es prepara una placa de petri amb dues gotes de 50
ul de pronasa, cobertes amb oli mineral (Sigma) per tal d’evitar contaminacions externes.
Llavors es carrega medi de la primera gota en un capil-lar de 170 pm de diametre i es col-loca
I’embri6 en la segona gota de pronasa. La placa es posa a I’estufa a 37°C durant 5 minuts per tal
que actui la proteasa. Durant aquest periode, es prepara una nova placa amb unes vuit gotes de
50 pl de PBS complementat amb 0,1% de PVA per fer rentats. Seguidament, es treu la placa de
I’estufa 1 es passa I’embrio a la primera gota de PBS. Aqui es pipeteja I’embri6 si els blastomers
encara estan agregats fins aconseguir que es separin. Llavors es passen a la segona gota 1, a partir
d’aqui, s’agafen un a un i es van passant per les diverses gotes de rentat per tal d’eliminar les
restes de pronasa i possibles fragments de I’embri6. Finalment, es transfereix un tinic blastomer a
una gota neta 1 s’aspira amb medi per posar-lo, ja aillat, en un tub Eppendorf esteril de 0,2 ml.
Els tubs es retolen amb codis diferents dels subministrats pel centre, de manera que 1’analisi es

pugui fer a cegues.
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En cas que es vulgui processar els blastomers immediatament, es pot fer un pas de 15 minuts a
-80°C, per tal d’accelerar el procés de lisi cel-lular. En cas contrari, es poden emmagatzemar a

-80°C fins la seva utilitzacid.

Per als objectius 2 i 3, la CGH s’ha aplicat emprant, com a c¢l-lules control, limfocits amb
cariotip 46,XY per poder detectar més combinacions dels cromosomes sexuals 1 obtenir aixi un
diagnostic més complet. Aquests limfocits procedeixen de la linia cel-lular GM07381 (Coriel). El

seu aillament es fa de la mateixa manera que s’ha descrit per als fibroblasts amb aneuploidies.

3.2.4. Hibridaci6é genomica comparada rapida per a blastomers
El procediment emprat per a la CGH rapida en el cas dels blastomers és molt similar al descrit

per als fibroblasts. Les diferéncies metodologiques es detallen a continuacio:

1) L’amplificaci6 del genoma amb DOP-PCR es fa amb el procediment descrit anteriorment pel
nostre grup (Gutierrez-Mateo et al., 2004a), ja que la versiod escurgada aplicada en el treball amb
fibroblasts no produeix I’amplificacio optima del DNA dels blastomers. Aixi doncs, el protocol
seguit ¢és el segiient: 5 minuts a 94°C, 8 cicles de 30s a 95°C, 1,5 minuts a 30°C i 3 minuts a
68°C, amb una rampa de 5°C/s des de la temperatura d’annealing fins la d’extensio; 40 cicles d’1
minut a 95°C, 1 minut a 56°C i 3 minuts a 68°C, amb un pas final d’extensié de 8 minuts a 68°C.

Amb aquest programa, la durada del protocol és de 5 hores.

2) En el gel d’agarosa els productes de DOP-PCR es visualitzen com pinzellades d’entre 300 i
2000 pb, amb tres bandes de 1650, 1250 i 600 pb, corresponents al DNA mitocondrial.

3.3. Material i metodes de I’objectiu 4

3.3.1. Seleccio de casos clinics
S’han seleccionat cinc casos en que el cribatge d’aneuploidies amb la CGH rapida podria ser
beneficios. S’han escollit parelles amb indicacions per al PGS representatives del conjunt global

de factors que dificulten la reproduccié humana. Les caracteristiques de cada cas s’indiquen a la

Taula 3.2.
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Taula 3.2. Caracteristiques dels casos clinics de PGS realitzats mitjangant la CGH rapida.

Cas Indicacio Edat Antecedents
materna

1 AMA 42 Un avortament espontani amb alteracions cromosomiques.

2 AMA 41 2008: dos cicles IAC + ler cicle de FIV sense éxit.
2009: ler cicle de criotransferéncia sense €xit.
2on cicle de FIV sense éxit.
3er cicle de FIV amb PGS-FISH (8 sondes) produeix embaras
amb avortament (vesicula sense batec).

3 AMA+RM 37 Cinc avortaments espontanis en els dos anys previs.

4 RM 33 Dues gestacions bioquimiques, dues gestacions amb
avortament de Ir trimestre.
Un cicle FIV-PGD amb FISH (9 sondes + cromosoma 14) amb
avortament de Ir trimestre.
Un cicle de criotransferéncia sense gestacio.

5 RIF 36 Dos embarassos espontanis ectopics.
Quatre cicles de FIV sense éxit.

Els casos 1, 3 i 4 s’han portat a terme en col-laboracié amb la Fundacidé Puigvert-Hospital de

Sant Pau i els casos 2 i 5, amb 1’Institut Universitari Dexeus.

3.3.2. Procediment del PGS emprant la CGH rapida

Per tal de garantir les millors condicions de viabilitat embrionaria i I’esterilitat adequada per a
I’estudi citogenétic mitjangant la CGH rapida, cal una bona coordinacié entre el centre amb el
qual es realitza el cicle de FIV i el laboratori de PGD, sobretot pel que fa al procediment de la
biopsia i recollida dels blastomers. L’organitzacido temporal del procediment s’explica a

continuacio:

En primer lloc, s’estableix contacte amb les parelles candidates al PGS 1 se’ls explica en que
consisteix el procediment de la CGH rapida, informant-los sobre els avantatges i les limitacions
de la técnica. També se’ls recomana el diagnostic prenatal en cas d’embaras. A més, la parella
signa un document de Consentiment Informat on certifica que ha estat informada sobre el
procediment de PGS.

Un cop fets aquests tramits, ja es pot comengar el procés d’estimulacié hormonal. Els protocols
d’estimulaci6 varien segons el centre 1 la pacient en concret, perd, en general, consisteixen en
una primera fase de dessensibilitzacido hipotalamica amb agonistes i/o0 antagonistes de la
hormona alliberadora de gonadotropina (gonadotropin-releasing hormone, GnRH) i una segona
fase d’estimulacio ovarica amb una combinacié d’hormona luteinitzant (luteinizing hormone,

LH) i d’hormona fol-liculostimulant (follicle-stimulating hormone, FSH), que son les

43




Material 1 métodes

responsables del creixement 1 maduracié dels fol-licles. Aquest procés d’estimulacié dura entre
10 i 12 dies, periode en el qual es fa un seguiment ecografic i es mesura el nivell d’estradiol
(alliberat pels fol‘licles), per tal d’avaluar el creixement fol-licular. Quan la mida dels fol-licles
arriba als 18-20mm, s’injecta gonadotropina corionica humana (human chorionic gonadotropin,

HCG) 1 36 hores després es procedeix a 1’aspiracié fol-licular.

El procediment de FIV comenga, doncs, amb la punci6 fol-licular, moment en que s’extreuen els
oocits de la pacient. Els odcits madurs o en estadi de MII obtinguts s’inseminen mitjangant la
técnica d’ICSI (intracytoplasmic sperm injection). Aquest es considera el dia 0 (Figura 3.2).

El dia+1 s’avalua els signes de fecundacio 1 la qualitat del zigot: preséncia o no de dos pronuclis
(el masculi i el femeni) amb nucléols iguals o diferents i preséncia o no d’halo citoplasmatic. Els
odcits no fecundats o els zigots amb un sol pronucli o més de dos pronuclis es descarten del cicle
de FIV-PGS.

El dia+2 s’avalua la qualitat embrionaria: nombre de cel-lules i regularitat, preséncia de nuclis 1
percentatge de fragmentaci6. Un embri6 Optim en aquest estadi presenta quatre cél-lules regulars
amb nucli i1 abséncia de fragmentacio.

El dia+3, aproximadament a les 8:00h del mati, es realitza la biopsia de blastomer dels embrions
evolutius, un cop se n’ha avaluat la qualitat morfologica i de desenvolupament. Un embri6 optim
en aquest estadi presenta unes vuit cel-lules regulars amb nucli 1 abséncia de fragmentaci6. Per
fer la biopsia, alguns centres utilitzen el métode quimic amb acid de Tyrode 1 altres, el metode
fisic emprant un laser (Saturn Laser R1) acoblat al microscopi amb micromanipulador (Nickon
eclipse TE200). En el métode quimic s’utilitza una pipeta de biopsia (Cook o Humagen)
carregada amb acid de Tyrode, amb la qual es dissol una petita part de la zona pel-lucida de
I’embri6. En el metode fisic, es selecciona el punt de la zona pel-lacida que es vol eliminar i es fa
d’un a dos pols de llum amb el laser, que produeix una petita perforacié en 1’area seleccionada.
A partir d’aqui, en els dos métodes s’utilitza una pipeta per aspirar un dels blastomers de
I’embrid. L’eficiencia i la rapidesa amb qué es fa la biopsia és molt important tant per a
I’evolucié dels embrions com per a la qualitat de I’amplificacié del DNA i el rendiment de la
CGH. En cas que algun blastomer es lisi, cal fer un canvi immediat de pipetes de biopsia per
evitar la contaminaci6 amb DNA de la resta dels embrions que es biopsien.

Un cop biopsiat, el blastomer es renta diverses vegades en una placa de petri amb gotes de 50 pl
de PBS/0,1% PVA i es posa dins un tub Eppendorf de 0,2 ml. A més, s’aspira una petita
quantitat de I’tltima gota de PBS que contenia el blastomer i es diposita en un altre tub que

servira com a blanc i control de contaminacio de cada mostra.
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Aquest procés sempre es realitza dins una cabina de flux laminar per evitar possibles
contaminacions externes. Els tubs es mantenen en gel durant el transport cap al laboratori on es
realitza el protocol de la CGH rapida descrit préviament.

Quan s’arriba al laboratori, les mostres es posen al congelador de -80°C durant 15 minuts per
ajudar el procés de lisi cel-lular. Seguidament, es fa la lisi cel-lular amb proteinasa K, que t€¢ una
duraci6 d’1 hora i 10 minuts. Un cop lisades les c¢l-lules, se n’amplifica el genoma amb DOP-
PCR durant 5 hores. Immediatament, es realitza el marcatge amb nick-translation durant 1 hora i
42 minuts. Es en aquest moment quan es fa I’electroforesi en gel d’agarosa per comprovar tant la
correcta amplificacié del DNA com I’abséncia de contaminacio en els blancs.

Pel que fa a les cél-lules control (limfocits 46,XY), cal dir que es processen amb anterioritat al
cas clinic, en tandes de 10-15 cel-lules aillades, i1 el seu DNA marcat individualment 1 després
conjuntament homogeneitzat es guarda al congelador a -20°C. Aixi, el dia del cas tan sols s’ha
d’amplificar i marcar el DNA dels blastomers biopsiats i es disminueix el nombre de
tubs/mostres amb que es treballa. Per tant, en aquest punt, es descongela el DNA control
amplificat 1 marcat i1 es distribueix en els diferents tubs en qué es fara la precipitacid conjunta
amb el DNA problema. Aquest pas dura 1 hora a -80°C 1 30 minuts de centrifugacio.

En el cas 2 s’ha utilitzat un doble control: una meitat del producte de DOP-PCR es marca
fluorescentment 1 es precipita conjuntament amb un DNA problema procedent de limfocits
46,XY, mentre que l’altra meitat, després del marcatge, es precipita amb un DNA problema
procedent de fibroblasts 46,XX. D’aquesta manera, s’evita no poder diagnosticar possibles
trisomies X (tot i que es tracta d’un fenomen molt poc freqiient).

Després de la precipitacio, es procedeix a la preparacio dels portaobjectes 1 les sondes per a la
hibridacid, procés que acostuma a durar entre 30 minuts i una hora, depenent del nombre de
mostres que es processin. Un cop muntades les hibridacions, els portaobjectes es posen al
microones a 75W durant 30 minuts i, finalment, es deixen a la cambra humida a 37°C i en
agitacio durant 12 hores, que corresponen a la nit del dia+3.

El dia+4 es fan els rentats dels portaobjectes i es procedeix a la captura i analisi de les metafases.
Amb un sistema de captura i dos sistemes d’analisi connectats entre si, el nostre grup triga uns
30 minuts per diagnosticar cada blastomer. D’aquesta manera, els resultats s’obtenen el dia+4 al
mati o a la tarda, depenent del nombre d’embrions que s’hagin de diagnosticar, 1 es redacta un
informe detallat on s’exposen els resultats obtinguts. Aixi doncs, la transferéncia dels embrions
lliures d’alteracions cromosomiques es pot realitzar el mateix dia+4 a la tarda o bé el dia+5. Son
els responsables del centre de reproduccié assistida qui suggereixen els embrions per transferir

(un maxim de tres) entre els diagnosticats com a citogencéticament euploides en tots els
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cromosomes, en base als criteris de morfologia i de qualitat embrionaria, que en determinen

també la viabilitat.

Dia 0 Dia+1 Dia+2 Dia+3 [B:00H)
. T e o
Wil _,J'I-l:": ——l — _
i | 3
(17:000) pick-transiation
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ambrions saeleccionats

Figura 3.2. Esquema de les etapes seguides per a I’aplicacié de la CGH rapida en els cicles de FIV-PGS.

3.4. Material i metodes de I’objectiu 5

Per a I’objectiu 5 s’han analitzat amb la CGH rapida 11 blastomers aillats de dos embrions d’una
pacient amb cariotip 46,XX,t(2;5)(q21;q33). Aquests embrions havien estat descartats per la
presencia de desequilibris cromosomics després d’'un PGD amb FISH, emprant sondes
especifiques per identificar els cromosomes implicats en la translocacio.

El material biologic ha estat cedit per una parella inclosa en el programa de reproduccio assitiada
de la Clinica Sagrada Familia. E1 Comité d’Etica d’aquest centre ha autoritzat el projecte i els
pacients han signat el corresponent document de Consentiment Informat.

El procediment d’aillament dels blastomers 1 el seu processament mitjangant la CGH rapida és el

mateix que s’ha descrit en els apartats 3.2.313.2.4.
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3.5. Material i metodes de I’objectiu 6

3.5.1. Selecci6 de casos clinics

Per a la seleccio de casos de translocacions candidats al PGD amb la CGH rapida, cal tenir en
compte que els fragments involucrats en la reorganitzacié han de tenir una mida superior a la del
limit de resoluci6 de la CGH (10-20Mb). Amb aquest criteri, s’han triat tres casos de
translocacions robertsonianes, tres casos de translocacions reciproques i un cas de cariotip
complex integrat per dues translocacions, una de robertsoniana i una de reciproca. Les

caracteristiques de cada cas s’indiquen a la Taula 3.3.

Taula 3.3. Caracteristiques dels casos de reorganitzacions cromosomiques candidats al PGD mitjangant
la CGH rapida.

Edat | Parametres | n°
Cas Cariotip materna | seminals | cicles Tecnica PGD
A 45.XY,t(13;14)(q10;q10) 32 OA 2--1% CGH rapida
B 45, XX,t(13;14)(q10;q10) 40, 41 N 2 CGH rapida
C [45XY,1(14;21)(q10;q10) 34 OA 1 CGH rapida
D |46, XX,t(10;13)(q23.2;q22) 29 N 2 CGH rapida
E 146, XX,t(1;10)(pl11-p11.2) 30 A 1 CGH rapida
F |45XY,t(2;17)(ql4.2;923); |32,33,34 OA 3 ler cicle: FISH+CGH rapida
t(14;21)(q10;q10) 2on i 3er cicles: CGH rapida

OA= Oligoastenozoospeérmia; N= Normozoospeémia; A= Astenozoospermia
*En el primer cicle es van congelar els embrions en estadi de 2 pronuclis (dia+1) i es van descongelar
durant el segon cicle.

Els casos A, C i E s’han portat a terme en col-laboraciéo amb la Fundacié Puigvert-Hospital de
Sant Pau i els casos B, D i F, amb la clinica Eugin. Els pacients han signat el corresponent

document de Consentiment Informat.

3.5.2. Hibridacio in situ fluorescent per al PGD de la doble translocacié

En el cas del portador amb cariotip 46,XY,t(2;17)(q14.2;923);t(14;21)(q10;q10), el fragment
translocat del cromosoma 17 és de mida molt reduida (~25 Mb); aixi doncs, tenint en compte el
limit de resoluci6 de la CGH (10-20Mb), el primer cicle de FIV-PGD s’ha realitzat emprant la
FISH a més de la CGH rapida, per tal d’assegurar la completa deteccié de productes de

segregacid cromosomica no equilibrats.
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3.5.2.1. Fixacio de blastomers

La fixacio dels blastomers es fa amb el meétode del carnoy, sota control d’una lupa binocular a 50
augments. En primer lloc, es renta el blastomer en una solucié de PBS/0.1% PV A i es posa en un
medi hipotonic de clorur potassic (KCl) a una concentracio de 5,592x10 mg/l. D’aqui s’aspira el
blastomer amb la minima quantitat de medi possible i es diposita en el portaobjectes (superfrost
precleaned, Cole-Parmer), en una regio préviament delimitada amb un llapis de diamant. Llavors
s’espera que gairebé s’hagi evaporat el medi i es deixa caure, des de certa distancia, una gota de
fixador carnoy (metanol:acétic; 3:1). Aquest procés es pot repetir diverses vegades, fins que
s’hagin eliminat les restes de citoplasma i es visualitzi sota la lupa el nucli amb la cromatina
fixada. Immediatament, es confirma en el microscopi de contrast de fase la posicio 1 qualitat de
I’extensio.

Es poden fixar diversos blastomers (un maxim de sis) en un mateix portaobjectes, identificant-
los primerament amb 1’ajuda del llapis de diamant i, posteriorment, amb les coordenades

corresponents.

3.5.2.2. Tecnica d’hibridacié in situ fluorescent. Posada a punt i protocol

Per poder detectar tots els productes de la segregacié cromosomica de les dues translocacions, ha
calgut fer una complexa posada a punt del sistema de deteccio. S’han provat diferents sondes
disponibles al mercat, tant en limfocits del portador com en blastomers d’embrions descartats de
centres de FIV, en diverses rondes d’hibridaci6. Finalment, s’ha optat per utilitzar sondes de la

casa comercial Vysis en tres rondes d’hibridacid, tal com s’indica a continuacio:

Primera ronda:

- 14 LSI dual color (spectrum red + spectrum green): 0,5 ul
- 21 LSI (spectrum red): 0,7 ul

- LSI/WGP hybridization buffer: 2,8 ul
Segona ronda:

- 17q Telvysion (spectrum red): 1,2 ul

- 17 CEP (spectrum aqua): 0,2 ul

- LSI/WGP hybridization buffer: 3,26 ul
Tercera ronda:

- 17 CEP (spectrum aqua): 0,4 ul

- 2 CEP (spectrum orange): 0,8 ul

- CEP hybridization buffer: 2,8 ul
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El protocol de FISH emprat ¢és el segiient:

En primer lloc, els blastomers fixats en el portaobjectes es deshidraten passant per una serie
d’etanols de concentracions creixents (70%, 85% 1 100%), 2 minuts en cadascuna, i es deixa
assecar el portaobjectes a 1’aire.

La desnaturalitzacié de la sonda i el DNA dels portaobjectes es fa conjuntament. Es dipositen 2
ul de sonda sobre la mostra, es cobreix amb un cobreobjectes i es segella amb cola. Llavors es
col-loca el portaobjectes al HYBrite™ (Vysis), on es manté una temperatura de 73°C durant 5
minuts. Seguidament, es trasllada el portaobjectes a una cambra humida a 37°C, on tindra lloc el
procés d’hibridacid. En la primera ronda, aquest procés dura 14 hores, ja que es tracta de sondes
locus especifiques (14 LSI i 21 LSI). La segona ronda tamb¢ té¢ una durada de 14 hores, ja que
una de les sondes ¢s telomerica i I’altra centromerica (17q i 17 CEP). La tercera ronda és de 2
hores d’hibridacid, ja que les dues sondes son centromeriques (17 CEP 1 2 CEP).

Després de cada ronda d’hibridacio es fan rentats del portaobjectes, 2 minuts en una solucié de
0,4X SSC a 73°C i 1 minut en una altra soluci6 de 2X SSC/0,1% NP40 a temperatura ambient.
Llavors, es torna a deshidratar amb solucions d’etanol de concentracio creixent (70%, 85% i
100%), posant-lo 2 minuts en cadascuna, i es deixa assecar a 1’aire. Finalment, es posa DAPI
(125 ng/ml) per poder visualitzar els nuclis en el microscopi de fluorescéncia.

La captura i processament de les imatges es fa amb el microscopi Nikon eclipse 90i equipat amb

el programa informatic Isis de Metasystems.

3.5.3. Procediment del PGD emprant la CGH rapida

Com en els casos de PGS, inicialment es contacta amb les parelles candidates al PGD amb la
CGH rapida, se’ls informa sobre el procediment i es signa el corresponent document de
Consentiment Informat.

Cal esmentar que amb aquesta metodologia no es requereix la posada a punt per a la deteccid
dels desequilibris generats com a conseqiiencia de la segregacid dels cromosomes translocats, de
manera que els cicles de FIV-PGD es poden programar immediatament després d’haver decidit
fer el PGD mitjangant la CGH rapida. De totes maneres, si es necessita aplicar també la FISH per
completar el diagnostic, com en el primer cicle de la parella amb la doble translocacio (cas F),
llavors si que es requereix la posada a punt de la combinacié de sondes de FISH, préviament a
I’inici del cicle de FIV (veure apartat precedent 3.5.2.2). Tan bon punt s’ha optimitzat el
protocol, se n’envia un informe al centre de reproducci6 assistida per tal de poder comengar el

procés d’estimulacié hormonal.
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El procediment del PGD amb la CGH rapida ¢és el mateix que s’ha descrit per als casos de PGS
en I’apartat 3.3.2.

3.5.4. Reanalisi dels embrions descartats en els cicles de FIV-PGD amb CGH
rapida

Un cop finalitzat el cicle de FIV-PGD, en els casos en qué és possible, els embrions descartats
per preséncia d’alteracions cromosomiques o bé per no haver fecundat o no ser evolutius es van
a buscar al centre de reproducci6 el dia+4 o el dia+5, després de la transferéncia embrionaria, 1
també s’analitzen amb la CGH rapida. Es processen de la mateixa manera que s’ha explicat en
I’apartat 3.2.3, tot i que, si el grau de compactacid €s ja molt avangat, o bé si es troben en I’estadi
de blastocist, s’introdueixen sencers dins el tub de PCR 1 s’analitza [’embrid sencer. El resultat
servird per comprovar el diagnostic dels blastomers biopsiats o bé per completar el nombre
d’embrions diagnosticats 1 obtenir més informacid sobre la incidéncia de cada tipus de
segregacié cromosomica de la translocacid, en el cas dels embrions descartats abans de la

biopsia.
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4. Resultats
4.1. Resultats dels objectius 1 i 2

Article n® 1. Reliability of short comparative genomic hybridization in fibroblasts and

blastomeres for a comprehensive aneuploidy screening: first clinical application.

Mariona Rius, Albert Obradors, Gemma Daina, Juliana Cuzzi, Laura Marques, Gloria Calderon,

Esther Velilla, Olga Martinez-Passarell, Maria Oliver-Bonet, Jordi Benet, Joaquima Navarro.
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BACKGROUND: Comparative genomic hybridization (CGH) is a valuable alternative to fluorescence in situ hybridization (FISH) for pre-
implantation genetic screening (PGS) because it allows full karyotype analysis. However, this approach requires the cryopreservation of biop-
sied embryos until results are available. The aim of this study is to reduce the hybridization period of CGH, in order to make this short-CGH
technique suitable for PGS of Day-3 embryos, avoiding the cryopreservation step.

METHODS: Thirty-two fibroblasts from six aneuploid cell lines (Coriell) and 48 blastomeres from |10 Day-4 embryos, discarded after PGS
by FISH with 9 probes (9-chr-FISH), were analysed by short-CGH. A reanalysis by the standard 72 h-CGH and FISH using telomeric probes
was performed when no concordant results between short-CGH and FISH diagnosis were observed. The short-CGH was subsequently
applied in a clinical case of advanced maternal age.

RESULTS: In 100% of the fibroblasts analysed, the characteristic aneuploidies of each cell line were detected by short-CGH. The results of
the 48 blastomeres screened by short-CGH were supported by both 72 h-CGH results and FISH reanalysis. The chromosomes most fre-
quently involved in aneuploidy were 22 and |6, but aneuploidies for the other chromosomes, excepting |, 10 and |13, were also detected.
Forty-one of the 94 aneuploid events observed (43.6%) corresponded to chromosomes which are not analysed by 9-chr-FISH.

CONCLUSIONS: We have performed a preliminary validation of the short-CGH technique, including one clinical case, suggesting this
approach may be applied to Day-3 aneuploidy analysis, thereby avoiding embryo cryopreservation and perhaps helping to improve implan-
tation rate after PGS.

Key words: preimplantation genetic screening / comparative genomic hybridization / fluorescence in situ hybridization / aneuploidy /
blastomere

Introduction

Preimplantation genetic screening (PGS) is currently applied to evalu-
ate the presence of aneuploidies in embryos of couples at risk of
chromosome abnormalities, i.e. advanced maternal age (AMA), recur-
rent miscarriage (RM), recurrent IVF failure or severe male factor

(Donoso et al., 2007). Nevertheless, the implantation rate after this
procedure is about 14.3% (2433 positive heart beat/ 16 975
embryos transferred), according to the European Society of Human
Reproduction and Embryology PGD Consortium data collection |-
IX (Goossens et al., 2009). The technique routinely used for PGS is
fluorescence in situ hybridization (FISH), which is a fast and easy
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method to perform. However, some studies have recently questioned
the validity of PGS using FISH, as it has been observed that this analysis
not only does not increase the implantation and delivery rate in
women under the age of 36 years (Staessen et al., 2008), but also
causes a decrease in the clinical pregnancy rate in women of AMA
(Hardarson et al., 2008).

Although mosaicism has been reported to exist in preimplantational
embryos, affecting the accuracy of PGS (Munne et al., 1994; Bielanska
et al., 2002; Li et al., 2005), another reason why the implantation rate
is not improved by PGS using FISH is probably the fact that the whole
set of chromosomes is not analysed and aneuploidies in chromosomes
that are not screened could be hampering the implantation or devel-
opment of transferred embryos. Comparative genomic hybridization
(CGH) is a well-established procedure which allows for the study of
all chromosomes simultaneously. It was first developed to examine
genomic DNA from tumours (Kallioniemi et al., 1992), and sub-
sequently the protocol was adapted to the study of DNA from
single cells (Voullaire et al., 1999; Wells et al., 1999). The main advan-
tage of CGH over FISH is that the whole chromosomal complement
can be ascertained and this also allows for the detection of not only
chromosomal imbalances generated by aberrant segregation but also
structural imbalances of fragments larger than 10-20 Mb (Griffin
et al., 1998; Malmgren et al., 2002). However, CGH is a rather labour-
intensive technique and it takes ~4 days to obtain results. For this
reason, two strategies have been developed to enable its application
in PGD. The first strategy is the use of the first polar body (IPB)
(Wells et al., 2002; Sher et al., 2007; Obradors et al., 2008, 2009)
or the first and second polar bodies (IPB and 2PB) (Fragouli et al.,
2009) as indirect indicators of the oocyte’s chromosomal comp-
lement, in which case, only maternal contribution of first or first and
second meiotic division, respectively, is determined and paternal
meiotic and post-zygotic errors cannot be detected. In order to
obtain a more complete analysis, a second strategy has been devel-
oped, based on the CGH analysis of one blastomere from Day-3
embryos (Wilton et al., 2001; Voullaire et al., 2002; Sher et al.,
2009) or of several cells removed from the trophectoderm at the blas-
tocyst stage (Fragouli et al., 2009; Schoolcraft et al., 2009). Neverthe-
less, owing to the duration of CGH, these two approaches require the
cryopreservation of the biopsied embryos and the transfer of those
diagnosed as euploid in a subsequent cycle.

It is well known that slow cryopreservation method produces a
decrease in the survival rate of frozen and thawed embryos after
PGS (Joris et al., 1999; Zheng et al., 2005). Moreover, this procedure
leads to a 30—40% reduction in implantation potential (Joris et al.,
1999; Edgar et al., 2000). Recently, the development of the vitrification
procedure has improved the survival rate of thawed embryos
(Mukaida et al., 2003), especially at the blastocyst stage (Zhang
et al., 2009). Nevertheless, the most propitious situation for
embryos, patients and the [VF laboratory would be to avoid the cryo-
preservation step altogether and to transfer fresh embryos selected
after the application of a comprehensive analysis of all chromosomes,
compatible with the timing of the IVF cycle.

Lately, array-CGH technology has emerged, allowing a faster, more
comprehensive analysis of PBs and preimplantation embryos (Hu et al.,
2004; Wells et al., 2004; Le Caignec et al., 2006). However, this pro-
cedure needs to be completely validated and, to date, its cost is far
higher than the conventional CGH.

The aim of this work is to develop and validate a CGH variant con-
serving all advantages of the conventional CGH, including its cost, but
avoiding the cryopreservation of the embryos. For this purpose, a con-
siderable reduction in the time required for the protocol is needed.
Lately, an approach to this objective has been designed, achieving a
faster CGH protocol that allows for the aneuploidy screening of the
whole chromosomal complement in 16 h using indirect labelling
(Landwehr et al., 2008). In the present work, a different approach
has been taken, introducing some modifications in the earlier pro-
cedure developed by our group (Gutierrez-Mateo et al., 2004a),
making the CGH methodology suitable for PGS of Day-3 embryos,
without the need of cryopreservation.

Materials and Methods

Fibroblast and blastomere recovery

Thirty-two fibroblasts from six cell lines (Coriell) containing one or two
different aneuploidies were processed. The specific karyotypes were:
[47 XY,+13], [47XY,+15], [48XY,+16,4+21], [48XY,+2,+21],
[47 XY,49], [48,XXX,+18].

Forty-eight blastomeres from [0 Day-4 embryos, discarded after PGS
by FISH with nine probes (13, I5, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y), were used
in this study. The embryos were donated by six women with normal kar-
yotype. The age range of patients was between 34 and 50 years, with an
average age of 41 years. They were candidates for PGS because of the fol-
lowing indications: RM (n = |), male factor with abnormal FISH (n= 1),
RM + male factor with abnormal FISH (n= 1), AMA (n=2) and male
factor with abnormal FISH + AMA (n=1). Embryos were obtained
from the IVF laboratories of the Clinica Sagrada Familia, Institut Valencia
d’Infertilitat and Institut Marques, Barcelona, Spain. The signature of corre-
sponding Informed Consent was obtained from all families involved in the
study and the work was approved by the respective Ethics Committees.

Isolation and lysis of fibroblasts and
blastomeres

A drop of a highly diluted cell suspension from a confluent culture was
placed on a small plate under a stereoscopic microscope and a single fibro-
blast was isolated using a 170-um denuding pipette (Cook Ireland Ltd).
The fibroblast was washed in four phosphate-buffered saline (PBS)/0.1%
polyvinyl alcohol (PVA) droplets and transferred to a PCR tube.

For the embryos, the zona pellucida was removed using Tyrode’s acid
or pronase (3 mg/ml) and blastomeres were isolated, washed and
stored in the same way as fibroblasts. A minimum of two blastomeres
were obtained from eight of the embryos and a single blastomere was
obtained from two of the embryos.

Every PCR tube containing either one fibroblast or one blastomere was
properly coded with a different number from the original, so that the CGH
analysis was conducted blindly.

Although single fibroblasts from a female were used as reference in the
fibroblast lines analyses, single lymphocytes from a male were used in the
blastomeres experiments. Both fibroblasts and lymphocytes were
obtained from confluent cultures and stored individually in PCR tubes.

Lysis of fibroblasts, blastomeres or lymphocytes were performed adding
| ul of sodium dodecyl sulphate (17 wM) and 2 pl of proteinase K
(125 pg/ml) to each sample, this was overlaid with light mineral oil, and
the tubes were incubated at 37°C for | h, followed by 10 min at 95°C
to inactivate proteinase K.
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Whole genome amplification

Single cell DNA was amplified using degenerate oligonucleotide primed
PCR (DOP-PCR) as previously described (Gutierrez-Mateo et al.,
2004a) but in this case a shortened reaction, with fewer PCR cycles,
was tested to reduce the processing time from 5 to 3 h 40 min: the
sample was heated to 95°C for 5min; 10 cycles of 95°C for | min,
30°C for I.5min and 68°C for 3 min; 20 cycles of 95°C for | min,
62°C for | min and 68°C for 2.5 min with a final extension step of
68°C for 7 min. The PCR programme was carried out in a Tgradient ther-
mocycler (Biometra, Goettingen, Germany) and electrophoresis on a 1.5%
agarose gel was used to evaluate the correct DNA amplification (smear
between 200 and 4000 bp) of each sample.

Labelling and precipitation of probes

Whole genome amplification products were fluorescently labelled by nick
translation (Abbott) according to the manufacturer’s instructions, with a
step of 15°C for | h 30 min and another step of 70°C for |0 min. Test
DNA (fibroblasts or blastomeres) was labelled with Spectrum
Red-dUTP (Abbott), whereas reference DNA (fibroblasts or lympho-
cytes) was labelled with Spectrum Green-dUTP (Abbott). In order to
obtain a homogeneous control DNA probe, different reference DNAs
were mixed after their individual labelling.

After nick translation, reference and test DNA were mixed in equimolar
proportions and ethanol precipitated with 10 g of Cot-1-DNA (Abbott).
The precipitation process took | h at —80°C and 30 min of centrifugation.
The pellet was dried and dissolved in 8 pl of hybridization mixture (50%
formamide, 2 x standard saline citrate, 10% dextran sulphate, pH 7).

Comparative genomic hybridization

Hybridization was performed on normal male (46,XY) metaphase spreads
(Abbott) with some modifications of a previous method (Gutierrez-Mateo
et al., 2004a), including a microwave step and agitation of the slides during
hybridization. Immediately after a 30-min exposure in a 75 W microwave
(Optiquick Compact, Moulinex) in humid conditions, a reduction in the
hybridization step, from 72 to 12 h, was achieved when the slides were
kept in a moist chamber at 37°C with rotary agitation (65 rpm/min) for
the whole incubation period, using a 1309-1CE rotator (Lab-line Instru-
ments Inc.; USA).

Image capture and CGH analysis

The capture of metaphases was performed with a Nikon eclipse 90i epi-
fluorescence microscope. An average of |12 metaphases per cell was cap-
tured and evaluated using Isis CGH software developed by MetaSystems.
The ratio between red and green fluorescence is |:1 when there is the
same proportion of reference and test DNA. The thresholds used to diag-
nose losses and gains were 0.8 and 1.2, respectively. Deviations of the
ratio within the threshold cut-off of 0.8 or |.2 were also taken into
account to evaluate the sensitivity of the technique.

Criterion of CGH analysis

It is important to mention that chromosomes that are potentially gained or
lost artifactually, i.e. chromosomes 17, 19 and 22 (Moore et al., 1997;
Voullaire et al, 2002; Gutierrez-Mateo et al., 2004a) were excluded
from analysis when all three chromosomes were simultaneously gained
or lost in the same cell; otherwise they were considered as being real
aneuploidies.

In the present work no distinction between chromosome or chromatid
gain or loss has been considered because, in our experience analysing | PBs
and their corresponding metaphase Il (MIl) using CGH and FISH, respect-
ively, the CGH loss or gain profiles of the |PBs were indistinguishably

equivalent to losses or gains of either chromosome or chromatid in the
Mlls (Gutierrez-Mateo et al., 2004b).

Validation of 12-h hybridization results
After whole genome amplification of single cell DNA, the product can be
divided and labelled, obtaining two sets of nick translation products. We

used one set to perform the |2 h hybridization and the other to validate
the short-CGH results using the standard, 72 h-CGH.

Clinical application

The short-CGH was applied in a clinical case. A couple at risk of aneu-
ploidy in the offspring owing to AMA (4| years old) was included in an
IVF programme in collaboration with the Fundacio Puigvert-Hospital de
Sant Pau in Barcelona to perform the PGS. The patient underwent a
routine ovulation induction procedure and eight mature oocytes were
retrieved on Day 0. Seven out of the eight oocytes showed two pronuclei
on Day + | after ICSI, indicating that they had been fertilized. Early in the
morning of Day + 3, one blastomere was biopsied from each of the six
embryos that reached the 6-8 cell stage in order to perform the
short-CGH. Each blastomere was washed in PBS/0.1% PVA solution
and was put into a labelled 0.2 ml PCR tube and kept at —20°C. The
short-CGH protocol was applied. The process started on Day + 3,
taking | h 10 min for the cellular lysis, 5 h for DOP-PCR, | h 40 min for
nick translation, | h 30 min for DNA precipitation and | h for slide prep-
aration. Sample manipulation at each step added | h to the global handling
duration. Therefore, the whole protocol lasted ~ || h 20 min before the
12 h incubation period (during the night). The capture of metaphases and
the CGH analysis were performed during the morning of Day + 4.

Results

Modifications in the standard CGH protocol

In isolated fibroblasts, the application of the shortened whole genome
amplification procedure (3 h 40 min DOP-PCR) yielded an amount of
DNA product similar to that obtained with the standard one (5 h
DOP-PCR). Only 2 out of 32 fibroblasts failed to give any smear in
the 1.5% agarose gel, so the amplification efficiency was 93.75%.
High-quality, homogeneous hybridizations were obtained when the
short-CGH variant (12 h of hybridization) was applied to isolated
fibroblasts using DNA probes obtained after 3 h 40 min DOP-PCR.
Consequently, that led to reliable CGH profiles with very few devi-
ations, showing the high sensitivity of the modified technique, which
was similar to the one obtained using the standard, 72 h-CGH (Fig. I).
The short-CGH allowed the detection of all the characteristic aneu-
ploidies in each cell line in 100% of the single fibroblasts (n = 30) analysed.
No other aneuploidies or imbalances were observed (Fig. |; Table I).
After developing the short procedure for single fibroblasts it was
tested for isolated blastomeres. All the methodological modifications
were also validated in single blastomeres, except for the shortened
whole genome amplification. The 3 h 40 min DOP-PCR was not as
successful as in fibroblasts; for this reason, the 5 h DOP-PCR was
kept for isolated blastomeres, as in the standard CGH procedure.

Agreement between short-CGH and FISH

The short-CGH procedure was applied in a total of 48 isolated blas-
tomeres from 10 embryos, which were discarded after PGS by FISH
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Figure | Short comparative genomic hybridization (short-CGH) testing DNA from a single fibroblast with the karyotype 48,XY,+2,4-21. (A) Meta-
phase showing high-quality hybridization, similar to the one obtained using the standard 72 h-CGH. (B) Chromosomal short-CGH profiles showing
gains for chromosomes 2 and 21. (C) Determination of male gender in isolated fibroblasts, using as reference female single fibroblast DNA. Male
gender is therefore observed as a loss of chromosome X and a gain of chromosome Y.

Table I Results of fibroblast lines analysis, using the
short-CGH method.

Cell line No Karyotype Short-CGH

code cells results
GMO03676 5 48,XY,+2,+21 48,XY,+2,+21
GMO03330 5 47, XY,+13 47,XY,+13
GMO04435 5 48 XY, +16,+21 48 XY, 416,421
GMO03623 5 48, XXX, +18 48, XXX,+ 18
GMIIT115 5 47 XY,+9 47,XY,+9
GMO03184 5 47, XY,+15 47, XY,+15

with nine chromosome probes (9-chr-FISH: I3, |5, 16, 17, 18, 21, 22,
X and Y). Results are shown in Table II.

In all 48 blastomeres the standard 72 h-CGH and short-CGH gave
the same results, so total agreement was found between the two
approaches (Fig. 2).

According to the concordance between short-CGH and 9-chr-FISH
results, blastomeres were classified in three categories: (i) 20 out of 48
blastomeres (41.6%) showed total agreement, as all aneuploidies
found by FISH were confirmed by short-CGH (i.e. blastomeres 1.1,
4.1); (i) I'l blastomeres (22.9%) showed partial agreement, as some
abnormalities were concordant but there were other aneuploidies
either not detected by FISH or not detected by short-CGH (i.e. blas-
tomeres |.7, 2.4) and (iii) 17 blastomeres (35.4%) showed discordant
results between the two techniques (i.e. blastomeres 7.1, 8.1).

Reanalysis of blastomeres which had discordant results was per-
formed by re-hybridization with telomeric FISH probes for particular
chromosomes involved in the disagreement (blastomeres 5.0, 6.0,
7.0, 8.0 and 9.0), and the results were in total agreement with
short-CGH results.

Aneuploidy detection by short-CGH

Although the first interpretation of FISH results had led to the con-
clusion that all discarded embryos were aneuploid, at least for the ana-
lysed blastomere (except for embryo 4, which was rejected for having
stopped its development), out of the 48 blastomeres evaluated by
short-CGH, 14 blastomeres (29.2%) belonging to three embryos did
not present any aneuploidy and 34 blastomeres (70.8%) were aneu-
ploid (Table II; Fig. 3). The chromosomes most frequently involved
in aneuploidy were 22 and 16, but also aneuploidies for chromosomes
2,3,4,56,7,89,11,12,14,15,17,18, 19, 20, 21, X and Y were
detected. Overall, we found 94 aneuploid events, 41 (43.6%) of them
corresponding to chromosomes which are not analysed by
9-chr-FISH.

Mosaicism was found in five of the eight embryos that had more
than one blastomere analysed (embryos |, 2, 3, 5 and 9). Comp-
lementary aneuploidy events between two blastomeres of the same
embryo were observed (blastomeres [.5 and 1.6, blastomeres 3.|
and 3.2 and blastomeres 9.2 and 9.10). Moreover, the comprehensive
analysis of embryo three showed a chaotic segregation (Table II).

Results of the first short-CGH clinical
application

Five out of the six blastomeres obtained after Day-3 embryo biopsy
produced optimal DOP-PCR products, showing a smear in the
agarose gel between 200 and 4000 bp, with three extra bands of
1650, 1250 and 600 bp, corresponding to mitochondrial DNA ampli-
fication. The analysis of the short-CGHs showed aneuploidies in all
five blastomeres, involving one to three chromosomes, particularly
chromosome 18, which was aneuploid in three out of the five
embryos (Table lll; Fig. 4). Embryo 4, which produced suboptimal
amplification product and, consequently, was not diagnosed, was
not transferred owing to its poor developmental potential, according
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Table Il Summary of clinical data and comparison between Short-CGH and FISH results.

Patient Age IVF E.BI Short-CGH results FISH results (XY, 13, 15, 16, 17, 18, Agreement FISH*
(years) indication 21, 22) Short-CGH/ FISH reanalysis
A 34 RM 10 - XY, =16, =22 - -
.1 XY, =16, =22 - T
12 XY, —16, =22 - T
1.3 XY, =16, =22 - T
14 XY, —16, —22 - T
1.5 XY, +4, —16, —22 - T
1.6 XY,—4, —16, =22 - T
1.7 XXY, —16, =22 - P
1.8 XY, —16, =22 - T
1.9 XY, —16, —22 - T
.10 XY, —16, =22 - T
I XY, =16, =22 - T
B 43 RM+AF 20 - XX, +15 - -
2.1 XX, +7, =9, = Il, +15 - T
22 XX, 47, =9, —1I, +15 - T
23 XX, +7, =9, — 11, +15 - T
24 XX +7, -9, — I, +15, —18 - P
30 - XY, —16 - -
3.1 XXY,+2, +5, +6, — ||, —12, =16, =17, —19, =21, =22 — P
32 X0, =3, +8, +9p/—9q, — 16, +19, +20, +21, +22 - P
33 XY, —16 - T
34 XY, —16 - T
C EY) AMA 40 - XX -
4.1 XX, +12, +14 - T
D 4?2 AMA 50 - XX, =13, =15, =16, =17, =22 - XX, —22%*
5.1 XX, =2, =5, =20, —22 - P
52 XX, -2, =5, —20, —22 - P
53 XX, =2, =5, +16, =20, +21, —22 - P
54 XX, =2, =5, —20, —22 - P
60 - XX, =15, =16, +22 - XX, +22
6.1 XX, +22 - P
62 XX, +22 - P
63 XX, +22 - P
E 35 AF 7.0 - XY, +18 - XY

8T8I

1D 19 snry
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7.1 XY -
72 XY -
73 XY -
74 XY -
75 XY -
8.0 - XX, =16
8.1 XX -
F 50 AMA+AF 9.0 - XY, +22

9.1 XY -
92 XY, -2 -
93 XY -
94 XY -
9.5 XY -
9.6 XY -
9.7 XY, =22 -
9.8 XY -
99 XY -
9.10 XY, +2 -
9.1 XY -
100 - X0
10.1 X0 -
102 X0 -
10.3 X0 -
104 X0 -

O U O U O

)

O O 0O 0O 0O 000U 00U 0 |

- = - -

XY

*FISH reanalysis was carried out using telomeric probes for chromosomes involved in the discordant results between Short-CGH and FISH.
**¥t was not possible to re-hybridize the nucleus with telomeric probes for chromosomes 13 and 7.
E.Bl, Embryo.Blastomere; RM, Recurrent misacrriage; AF, male factor with Abnormal FISH; AMA, Advanced Maternal Age. T, Total agreement; P, Partial agreement; D, Discordant.
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Figure 2 Comparison between short-CGH results (12 h of hybridization) and standard CGH results (72 h of hybridization) from the amplified
product of blastomere |.1. (A) Left: metaphase showing high-quality hybridization and low-background noise after applying the short-CGH procedure.
Right: short-CGH profiles indicating losses for chromosomes |6 and 22. (B) Left: metaphase showing similar quality hybridization after applying the
standard 72 h-CGH. Right: standard 72 h-CGH profiles indicating the same chromosome aneuploidies.

to the morphology criteria. Therefore, no embryo transfer was per-
formed in this clinical case.

Discussion

Time-reduction of CGH protocol using
fibroblasts

According to the results obtained in the present work, a short-CGH
single cell analysis has been successfully developed. Some modifi-
cations in the procedure used by our group (Gutierrez-Mateo et dl.,
2004a), which had its basis in the previously published protocol
(Wells et al., 1999), allowed us to develop a reliable, faster CGH
protocol.

With a 100% success rate using the short-CGH procedure, all
specific aneuploidies of the analysed fibroblasts, and exclusively
them, were identified. In our hands, single fibroblast DNA

amplification product obtained when DOP-PCR was shortened to
3h 40 min was similar to that obtained by the standard 5h
DOP-PCR protocol. Nonetheless, the key to success of the short pro-
tocol was the fact that the slides were kept in rotary agitation inside
the humid chamber for the entire 12 h incubation, after having
treated them in the microwave at 75W for 30 min. Probably,
rotary movement permits a better diffusion of probe molecules
through complementary sequences of the denatured chromatin of
lymphocyte metaphases in the slide, allowing for faster and more
uniform hybridization. In fact, the introduction of agitation during
the hybridization period had been previously published, also reducing
the CGH procedure to 16 h and achieving very promising results
(Landwehr et al., 2008). Moreover, the microwave treatment used
in the hybridization step has been widely applied in different cell
samples, getting very good results in faster FISH and increasing the
sensitivity and specificity of signals (Multani et al., 1996; Bahce et dl.,
2000; Pujol et al., 2003; Weise et al., 2005; Kitayama et al., 2006).
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Figure 3 Short-CGH results from blastomere 4.1. (A) Metaphase showing gains for chromosomes 12 and 14. Using male single lymphocyte DNA
as reference, the female gender can be ascertained in the metaphase, as chromosome X appears more reddish than the rest and chromosome Y
appears more greenish. (B) Chromosomal short-CGH profiles indicating the karyotype 48,XX,4 12,4+ 14. Note that chromosome |4 shows a

highly diverted profile, suggesting more than one extra chromosome |4 in the blastomere. In this case, female gender is observed as a gain of chromo-

some X and a loss of chromosome Y.

Table 11l Aneuploidy results of the first clinical
application of short-CGH.

No. Embryo Short-CGH results
3 45XX,-18
5 45,XY,—13,—15,+16
6 45XY,— 18
7 46,XX,—3,+18
8 47,XY,+17

Determination of male gender in isolated fibroblasts from male cell
lines was considered as an indicator of in situ hybridization quality. That
is, 12 metaphases per case were captured and 24 chromosomes were
analysed for each autosome, whereas only half of them were available
for chromosomes X and Y. Thus, using fibroblast DNA from a female
as reference, the loss of chromosome X and the gain of chromosome
Y were detected analysing only 12 chromosomes for each sex
chromosome. Therefore, it meant CGH was performed successfully
and high-quality was achieved.

Similar, or in some cases better, hybridizations and better-defined
CGH profiles were observed when the same CGH-DNA probe,
obtained after 3 h 40 min DOP-PCR, was used in the short protocol
(12 h of hybridization) versus the standard protocol (72 h of hybridiz-
ation). It is possible that reduction of the hybridization period avoids
non-specific unions, resulting in less background detected by the
CGH software analysis. Combining this with the fact that microwave
treatment and rotary movement efficiency,
short-CGH is consolidated as a reliable and faster procedure for aneu-
ploidy analysis in fibroblasts.

improve process

Adaptation of short-CGH protocol to single
blastomeres

Practically the same short-CGH procedure was appropriate for aneu-
ploidy analysis of isolated blastomeres, except for the shortened
whole genome amplification, as lower DNA amplification was
detected in blastomeres versus fibroblasts when 3 h 40 min
DOP-PCR was applied. Thus, according to the results, the short-CGH
for blastomeres was improved using the 5 h DOP-PCR procedure. In
this way, very good hybridization and highly discriminative CGH pro-
files were obtained. Even in blastomeres, the quality of results
obtained with the short-CGH procedure was similar, or in some
cases better, than that obtained with the standard CGH protocol
(72 h of hybridization). Therefore, these results were as reliable for
use in aneuploidy screening as the 72 h-CGH and 40 h-CGH results
previously obtained by our group (Gutierrez-Mateo et al., 2004a;
Obradors et al., 2008, 2009).

Reliability of short-CGH analysis

In 41.6% (20/48 blastomeres) of the analysed blastomeres concor-
comparing short-CGH with
9-chr-FISH. However, in six of them, the CGH procedure allowed

dance was found when results
for the detection of aneuploidies in chromosomes which were not
analysed by FISH. Partial agreement was found in 22.9% (11/48) of
the studied blastomeres, since either not all of the aneuploidies diag-
nosed by 9-chr-FISH were corroborated by short-CGH, or aneuploi-
dies that could have been detected by 9-chr-FISH were observed in
the CGH analysis. Finally, discordance between short-CGH and
9-chr-FISH was observed in 35.4% (17/48) of the blastomeres, as
corroborated by

none of the diagnosed were

short-CGH. At that point, apart from a possible CGH error, originat-

aneuploidies

ing from overamplification of some single cell genomic regions (which
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Figure 4 Example of short-CGH results from embryo 7 in the first clinical application. (A) Metaphase showing a loss of chromosome 3 and a gain of
chromosome |8 in the analysed blastomere. (B) Chromosomal short-CGH profiles indicating the karyotype 46,XX, —3,+ |8. In this case, male single
lymphocyte DNA was used as reference, therefore, female gender is observed as a gain of chromosome X and a loss of chromosome Y.

in fact were not observed when aneuploid fibroblasts were previously
analysed), the following two considerations about those contradictory
results could be discussed: mosaicism and/or FISH error. Mosaicism is
a phenomenon that has been observed extensively in this work, as five
of the eight embryos that had more than one blastomere analysed
were mosaic, and it has been widely reported, affecting about 30%
of the cleavage-stage embryos (Munne et al., 1994). On the other
hand, the re-hybridization of discordant blastomeres with telomeric
FISH probes revealed that discordance between the short-CGH and
9-chr-FISH results originated from FISH errors (Table Il). In fact, it
has been described that intrinsic FISH factors, such as chromosome
overlapping or loss of micronuclei during fixation, may account for
the diagnosis of false monosomies (Munne et al., 1996; Bahce et dl.,
2000) (i.e. blastomeres 5.0, 6.0 and 8.0). Otherwise, false trisomies
(i.e. blastomeres 7.0 and 9.0) might be diagnosed as a result of split
signals caused by the overlapping of similar fluorochromes (Munne
et al., 1998). The mentioned FISH errors produced an incorrect diag-
nosis that led to the discarding of embryos 7 and 8 for being aneuploid
while, subsequently, by short-CGH they were diagnosed as being
euploid. For this reason, it is important to consider the value of
short-CGH versus FISH and the need for caution in the diagnosis.

According to our results, if PGS of embryos included in this study
had been performed using short-CGH, the diagnosis may have been
more accurate. In fact, it has been described that FISH has partial
screening potential, since analysing, in the best cases, |2 of the 23
total chromosome pairs, aneuploidies affecting the rest of the chromo-
somes remain undetected in >40% of cases (Bielanska et al., 2002).
This is in agreement with results obtained in this study, as overall
we found 94 aneuploid events, 41 (43.6%) of them corresponding
to chromosomes which were not analysed by 9-chr-FISH.

Thus, the main source of error in a diagnosis by short-CGH would
be embryo mosaicism, but contrary to what has been stated (Staessen
et al., 2008), it does not imply that PGS success using CGH is similar
to that using FISH. Although it is true that by analysing more

chromosomes it is possible to detect more aneuploidies that do not
necessarily exist in the rest of the embryo, this is not a reason to
reject a comprehensive and highly reliable analysis such as CGH. To
date, the low implantation rate described after PGS (Mastenbroek
et al., 2007; Hardarson et al., 2008; Staessen et al., 2008) has been
observed in studies that used FISH as the screening method. Conver-
sely, when PGS has been applied to the whole chromosome comp-
lement, in couples with little chance of success, the
implantation rate of transferred embryos has increased (Hellani

even

et al., 2008). More extensive series of PGS, analysing the full karyotype
in isolated blastomeres, are needed before this short-CGH approach
is rejected or supported. But this is independent of the fact that mosai-
cism is one of the major causes of diagnostic errors and that it will
never be entirely eliminated. In this way, this study is a preliminary vali-
dation of short-CGH results by 72 h-CGH and FISH reanalysis, which
presents the short-CGH approach as a reliable technique to be
applied in the aneuploidy analysis of blastomeres.

Having a comprehensive diagnosis and
avoiding cryopreservation

To date, the only way to perform CGH in a PGD avoiding cryopreser-
vation of biopsied embryos is by analysing the |PB of oocytes (Wells
et al., 2002; Sher et al., 2007; Obradors et al., 2008, 2009, 2010). But,
in this case, only maternal complement resulting from meiosis | is
examined, whereas second meiotic division, paternal and post-zygotic
aneuploidy remains undetected.

With all of the changes we introduced in the standard CGH proto-
col, it is now possible to apply this modified, short-CGH technique to
comprehensive PGS of Day-3 blastomeres without cryopreserving the
analysed embryos. On Day+3, the blastomere biopsy is carried out
early in the morning and cell lysis, amplification by DOP-PCR, labelling
by nick translation, DNA precipitation and slides preparation are
carried out within || h 20 min on the same day. Hybridization takes


http://humrep.oxfordjournals.org/
edmon
Rectangle


Short comparative genomic hybridization

1833

place in 12 h during the night and results are obtained on Day+4 in
the morning. Although the duration of the whole protocol depends
on the number of samples processed, having an adequate team of
specialized technicians, PGS using short-CGH is completely applicable.
In our hands, short-CGH analysis takes 30 min per cell using two
intranet-connected systems of analysis, allowing for the embryo trans-
fer on the same Day+4 in the afternoon or on Day+5, depending on
the number of embryos to be analysed. Performing the transfer of
embryos that have not been cryopreserved during the analysis could
mean an increase of implantation rate and embryo survival. Actually,
in a PGS requiring cryopreservation, after discarding one part of the
embryos for being aneuploid and losing another part which does
not survive the freezing and thawing process, the number of euploid
embryos with the correct development that can be transferred is
extremely reduced. Lately, the vitrification methodology has shown
an increase of success after CGH-PGS (Fragouli et al., 2009; Sher
et al, 2009). However, the most propitious situation would be to
avoid the cryopreservation step: first, this would help to reduce
embryo manipulation, second, it would prevent patients from having
medical treatment in a subsequent cycle and third, the routine appli-
cation of the short-CGH procedure would allow embryologists to
remove the handicap of cryopreservation from the PGS cycle.

Recently, microarray technology has been focused on cytogenetic
analysis, developing a more simplified and rapid method which
allows for an automated analysis of results. Mainly, there are two
approaches for this purpose: single nucleotide polymorphism array
(SNP-array) and CGH-array. The SNP-array is based on the analysis
of common polymorphic DNA sequences found throughout the
genome, and it enables the detection of chromosome imbalance
and genome wide linkage analysis (Handyside et al., 2009; Vanneste
et al., 2009). The second one, CGH-array, has its basis in the standard
CGH but, in this case, the test and reference DNA are hybridized to
DNA probes fixed to a slide rather than metaphase chromosomes.
Encouraging results using CGH-arrays have been obtained by several
groups (Hu et al., 2004; Wells et al., 2004; Le Caignec et al., 2006)
and even two clinical applications have been successfully performed
(Hellani et al., 2008; Fishel et al, 2009). However, although
CGH-array is being extensively validated, further research is needed
to improve its ability to distinguish between real and artifactual gains
and losses in arrays with oligonucleotide probes, to overcome the
lack of resolution of CGH-array using chromosome libraries or to
solve the lack of accuracy of bacterial artificial chromosome-arrays
(Wells et al., 2008). Furthermore, to date, another essential limitation
of CGH-array technology is the cost of the equipment required, which
greatly exceeds that of standard CGH. Thus, our new short-CGH pro-
tocol seems to be one of the most appropriate techniques to use in
PGS until the optimal combination of accuracy, speed and cost of
array-CGH is established and widely applied.

In this work, short-CGH has been successfully applied in one clinical
case, providing an accurate diagnosis of the analysed blastomeres.
Although embryo transfer was not possible because of aneuplodies
in all the screened embryos, this first application demonstrates the
feasibility of using short-CGH in clinical PGS.

In conclusion, our preliminary results suggest that short-CGH is a
reliable procedure for use in a comprehensive PGS of single blasto-
meres. This approach could also be applicable to PBs or blastocyst
analysis,

being faster than conventional CGH (and avoiding

cryopreservation in PB analysis) and cheaper than CGH-arrays. The
short-CGH technique is a valuable alternative to FISH for predeter-
mined chromosomes because it provides a complete aneuploidy
screening of all chromosomes. In addition, if applied in Day-3 blasto-
meres, short-CGH results are obtained on Day-+4, avoiding the cryo-
preservation of biopsied embryos.
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Chromosomal abnormality increases with advanced maternal age
(AMA), leading to a decrease in embryo implantation rate, an en-
hanced risk of miscarriage, or an enhanced risk of aneuploid off-
spring (1). For this reason, Preimplantation genetic screening
(PGS) is widely applied in AMA cases to select euploid embryos
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Comprehensive embryo analysis of
advanced maternal age-related
aneuploidies and mosaicism by short
comparative genomic hybridization

The short comparative genomic hybridization (short-CGH) method was used to perform a comprehensive
cytogenetic study of isolated blastomeres from advanced maternal age embryos, discarded after fluorescent in
situ hybridization (FISH) preimplantation genetic screening (PGS), detecting aneuploidies (38.5% of which
corresponded to chromosomes not screened by 9-chromosome FISH), structural aberrations (31.8%), and mosai-
cism (77.3%). The short-CGH method was subsequently applied in one PGS, achieving a twin pregnancy. (Fertil
Steril® 2010; Il : M. ©2010 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: PGS, CGH, FISH, chromosome abnormality, mosaicism

for transfer. The technique routinely used for PGS and subsequent
investigations has been fluorescent in situ hybridization (FISH),
with specific probes for five to nine chromosomes (2-4). With
this method, it has been shown that 30%—-65% of cleavage-stage
embryos contain an aneuploidy in at least one cell (5-7).
However, FISH can assess only a few chromosomes in
interphase nuclei, so the information obtained may not always be
representative of their real chromosomal status. The adaptation
of comparative genomic hybridization (CGH) to single cells has
allowed the study of the full karyotype of blastomeres, thus
identifying the true level of aneuploidy in cleavage-stage embryos,
which was then reported to affect 75% of them (8, 9).

Apart from meiotically derived aneuploidies, mostly associated
with AMA, postzygotic errors produced during the first mitotic
divisions are also very frequent in human embryos (7, 10, 11),
leading to chromosomal mosaicism. The proportion of embryos
that show mosaicism ranges from ~25% to >60% (12), and this
has been observed in cleavage-stage embryos (7-9, 13) as well
as in blastocysts (14-16).

The aim of the present investigation was to perform a compre-
hensive cytogenetic study by a short-CGH analysis of embryos
from AMA patients which were discarded after FISH-PGS. More-
over, with the clinical application of short-CGH, an alternative to
current PGS strategies is suggested which may be used to improve
the implantation rate of transfered embryos.

A total of 157 blastomeres from 22 day 4 embryos were stud-
ied. These were discarded after FISH-PGS using 9-centromeric
or LSI probes for chromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X,
and Y. The embryos were donated by eight couples who under-
went PGS due to AMA (average age 42.4 years). The material
was obtained from the Institut Marques, and FISH analysis was
carried out by the Centro de Medicina Embrionaria, both in
Barcelona, Spain.

After blastomere isolation, the short-CGH protocol was per-
formed as previously described (17), using single lymphocytes
from a normal man as reference. An average of 12 metaphases/
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cell were captured, and the standard deviation criterion was used
for the short-CGH analysis.

Subsequently, a 37-year-old patient (46,XX) who had experi-
enced repeated miscarriages (n = 5) was included in an IVF
program in the Fundaci6 Puigvert (Barcelona) to perform a short-
CGH PGS. The couple signed the corresponding informed consent,
and the work was approved by the clinic’s Ethics Committee. A rou-
tine superovulation procedure was performed, retrieving 14 mature
oocytes on day 0. Ten of the 14 oocytes showed two pronuclei on day
1 after intracytoplasmic sperm injection. On day 3, early in the morn-
ing, one blastomere was biopsied from each of the nine embryos that
had reached the 6-8-cell stage. The short-CGH process took 11
hours 20 minutes before the 12-hour incubation period. The CGH
analysis was performed during day 4.

COMPREHENSIVE STUDY OF ANEUPLOID EMBRYOS
DISCARDED AFTER 9-CHROMOSOME FISH-PGS

Successful single-cell DNA amplification was obtained from
145/157 blastomeres (92.4%), and all 145 samples gave informative
short-CGH profiles, revealing that all 22 embryos presented chro-
mosomal anomalies in at least one blastomere (Fig. 1A). Chromo-
some 16 was the most frequently involved in aneuploidy, followed
by chromosomes 22, 15, 21, 18, 20, 19, 13, 6, XY, 3, 17, 4, 11, 14,
2,8,7,5,12, 1, and 9. Only chromosome 10 was not involved in
aneuploidy. In agreement with our previously published work (17),
38.5% of the aneuploid events observed (153/397) could not have
been detected if 9-chromosome FISH had been used, showing the
principal advantage of CGH over FISH: its ability to assess the full
karyotype. Additionally, CGH allows the analysis of the entire
length of chromosomes, detecting partial loss/gain of chromo-
somal material larger than 10-20 Mb, whereas FISH tests one
single locus/region. In the present study, 18 blastomeres belonging
to seven of the 22 discarded embryos (31.8%) presented structural
aberrations, affecting chromosomes 1, 2, 4, 9, 13, 18, 19, and 20.
The most common was the gain/loss of an entire arm of the
chromosome, but aberrations affecting only part of an arm and
isochromosomes were also observed (Fig. 1). Correspondingly,
anumber of studies using conventional CGH, CGH array, or single
nucleotide polymorphism (SNP) array, have also described the
existence of chromosome breakage (8, 11, 17-19).

The blind short-CGH analysis of blastomeres 5.1-5.5 did not de-
tect the X trisomy subsequently revealed by the FISH results. There-
fore, single 46,XX fibroblasts were used as reference to reanalyze
these blastomeres, and then the X trisomy was detected. A strategy
to avoid a possible misdiagnosis of 47,XXX embryo in CGH-PGS
could be the use of both 46,XY and 46,XX single cells as reference.
However, this could increase considerably the hands-on time of the
process and the CGH analysis. For this reason, another strategy
could be to use 47,XXY reference cells. This would cause misdiag-
nosis only of 45,Y0 embryos, which are very rare and nonviable.

EMBRYO MOSAICISM

Of the 22 discarded embryos, only five (22.7%) presented uniform
aneuploidy in all their blastomeres, indicating its meiotic origin. In
this group, agreement between 9-chromosome FISH diagnosis and
short-CGH analysis was evaluated: 4/5 (80%) showed total agree-
ment (E#11, E#12, E#13, and E#15), and 1/5 (20%) showed partial
agreement (E#10).

On the other hand, 17/22 embryos (77.3%) showed mosaicism,
probably caused by postzygotic mitotic errors, although these also
contained meiotic errors. Embryo mosaicism was classified into
three categories: 4/17 (23.5%) were low-grade mosaics, with
<50% of their cells being heterogeneous; 10/17 (58.8%) were
middle-grade mosaics, with >50% of their cells being heteroge-
neous, but at least two cells homogeneous; and 3/17 (17.7%)
were chaotic mosaics, with each blastomere of the embryo being
different from the rest (Fig. 1A).

Three mechanisms leading to aneuploid mosaicism have been
proposed (1): 1) chromosome loss by anaphase lag; 2) chromosome
duplication; and 3) postzygotic nondisjunction, resulting in recipro-
cal chromosome loss/gain in daughter cells. In the present study,
with AMA patients (=39 years old), 236 (~60%) of the 397 aneu-
ploid events corresponded to meiotic errors. However, 161 (~40%)
were from postzygotic origin, and of these, many reciprocal chromo-
some losses/gains between two blastomeres of the same embryo have
been found, indicating they were caused by postzygotic mitotic
nondisjunction. Interestingly, some authors also observed an increase
of postzygotic nondisjunction errors in older women (20, 21),
suggesting a possible age-related malfunctioning of the female
mitosis apparatus at the early-cleavage stage of embryo development.

The high rate of mosaicism (77.3%) observed in this work may
not exactly represent the real rate in the whole group of embryos
undergoing FISH-PGS, because they had been previously
discarded for being aneuploid. Nevertheless, mosaicism may
represent a pitfall in PGS success. Similarly, we cannot ignore
the possibility of technique-related errors as another cause of
PGS misdiagnosis. For example, in this study, FISH errors that
have been attributed to 20% of partial agreement with short-
CGH in nonmosaic embryos may have also occurred in the diag-
nosis of mosaic ones. In fact, the error rate of FISH-PGS has
been described as being 5%—7% (22, 23) using optimal methods.

Despite the existence of mosaicism, which is inherent in the first
stages of embryonic development, a strategy to increase PGS efficacy
is the full-karyotype analysis. CGH is currently one of the most estab-
lished techniques for this purpose. It has been applied in different
cells (polar bodies, blastomeres, and trophectoderm cells) by several
groups (24-28). However, the procedure takes ~4 days until the
diagnosis is obtained. Consequently, if CGH is performed on day 3
blastomeres or on several trophectoderm cells, the cryopreservation
of biopsied embryos is needed and the transfer of euploid-
diagnosed ones must be carried out in a subsequent cycle.

To remove the cryopreservation step, the short-CGH approach
previously described by our group (17) was used in the present
short-CGH PGS. With the modified procedure, the diagnosis of
day 3 blastomeres was obtained on day 4, allowing fresh embryo
transfer. The short-CGH PGS results showed aneuploidies and/or
structural aberrations in 5/9 blastomeres analyzed: E#5
[47,XX,+20], E#7 [45,XX,-13], E#8 [47,XYY,-4(q28-qter)],
E#9 [45,XX,-4], and E#10 [46,XY,+9q]. Blastomeres from E#2,
E#11, E#13, and E#14 were euploid. Embryos 11 and 13 were
transfered, achieving a twin pregnancy. Embryos 2 and 14 were
cryopreserved. At the time this paper was accepted for publication,
the pregnancy was at the beginning of the third trimester.

The full-karyotype analysis avoiding cryopreservation can also
be performed by the array-based strategies recently developed, i.e.,
CGH array (18, 29-31) or SNP array (11, 32), which provide
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P Age E.bl M Short-CGH // 9-chr-FISH P Age E.bl M Short-CGH // 9-chr-FISH
1 39 10 MM - /I X(0)%, +21, -22 9.8 XY, -1, -2p+2q, -16
1112 XX, +21 4 42 100 NM - /I XX, (-13, -17), -22
13 XX, -3, -8, +20p 10.1-10.4 XX, -2, -5, -20, -22
14 XX, -2, +5, +21 11.0 NM - /I XX, +22
15 XX, -2,-11, +17, 420, +21 11.1-11.3 XX, +22
1.6 XX, -3, -8, +9p, +19, +20, +22 5 42 120 NM - /I XY, +16, +22
X0, +1, +3, -4, -5, -7, +8, -9, +12,
1.7 -16, -20 12.1-12.6 XY, +16, +22
2.0 LM -/l XX, (-16) 6 44 130 NM - /I XX, +15, +16, +21
2.1-2.7 XX 13.1-13.8 XX, +15, +16, +21
2.8 XX, -1, -8 14.0 LM -// XX, -18
2 40 30 CM -/l XX, -16, -18, -21, -22 14.1-14.7 XX, -11, -18
XX, +2, +3, +6, +9p, -11, -12, -13,
3.1 -14, -16, +20, -22, 14.8 XX, -5,-11, -18
3.2 XX, +4, +13, -17 15.0 NM - // XY, +16, +22
XX, +2, +3, -4, +6, +9p, -11, -12,
3.3 -13, -14, -16, +17, -19q, +20, -22 15.1-15.8 XY, +16, +22
3.4 XX, +13, -17, +19q, -20 7 45 16.0 MM - /I XY, -15, +17, -22
35 XX, +9p 16.1-16.4 XY, -15, +17, +20, -22
3.6 XX, +9p, +13 16.5 XY, -1q, -15, +17, +20, -22
4.0 LM -/ XX, +15 16.6 XY, -11, -15, +17, +19, +20
4.1-4.6 XX, +15 16.7 XY, -6, +7, -15, +17, +19, +20
4.7 XX, +15, +19 16.8 XY, -4, -15, +17, +19, +20
4.8 XX, -3, +15 16.9 XY, -15, +17, +19, +20
4.9 XX, +15, -16 8 46 17.0 MM -//Y0, +18, +21, -22
4.10 XX, -9, -16, -22, +15 17.1-17.2 YO, -3, -6, +16,+21
5.0 MM -/ XXX 17.3 YO0, -3, -6, -18, +21, -22
5.1,5.2 XXXP 17.4-17.7 Y0, -3, -6, +16, -18, +21
53 XXX, +4q 17.8 YO, -3, -6, +16, +18, +21
5.4 XXX, -4q, -13921.2-qter, +18p-18q 18.0 MM -// XY, -13, -16, -21, -22
55 XXX, -13921.2-qter, +18p-18q 18.1,18.2 XY, -13, -21
6.0 MM -/l XX, -16 18.3-18.6 XY, -13, +18, -21
6.1-6.3 XX 18.7 XY, -13, +19, -21
6.4 XX, -4 18.8 XY, -13, +19, +20q, -21
6.5 XX, -4,-12 18.9 XY, -13, +17, +18, +19, -21
6.6 XX, -3, -4, -12 19.0 CM -/ XY, (-13)% -16, -18
7.0 LM -/l XX, (+22)% 19.1 XY, -8, +15, -18, +19, +22
7.1-74 XX 19.2 XY, -8, +13, +15, -18, +19, +22
75,76 XX, +22 19.3 XY, -8, +13, -18, +22
8.0 MM -/ X0, -17 20.0 CM -/l XY, +21, +22
8.1 XX, -1, +4, +7, +8, +15, -16, -19, -22 20.1 YO0, -7, +14, +21
82,83 XX, -7 20.2 YO0, +3, -7, +13, +14, +21
8.4 XX, +7 21.0 MM - /I XX, +18, -21
8.5 XX, -16 21.1-21.3 XX, +6, +18, -21
8.6 XX, -4,-18 21.4-21.6 XX, +6, +18, -21, -19q
8.7 XX, -4, +17, -18, +19 22.0 MM - /I XX, +16, +18
8.8 XX, -8, +16, +22 221,222 XX, -14, -15, +18
3 41 9.0 MM  -// XY, -16 22.3 XX, -14, -15, -18, +19
9.1-94 XY, -16 224 XX, -9, -14, -15, +16, +19
9.5 XY, -1,-16 225 XX, +4, -9, -14, -15, +16, +19
9.6 XY, +1p-1q, -16 22.6,22.7 XX, +2, +4, -14, -15, +16, -18, +19
9.7 XY, -2q, -16

% Dubious results which gave non-informative results when NRR was performed. ° Single 46,XX fibroblasts were
used as reference to reanalyze blastomeres 5.1-5.5. © Dubious results which were not possible to reanalyse owing to
FISH technical limitations. P= patient; E.bl= embryo.blastomere; M= mosaicism; NM= non-mosaic; LM= low-
grade mosaic; MM= middle-grade mosaic; CM= chaotic mosaic.
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4.3. Resultats de I’objectiu 4

Aplicacié clinica de la CGH rapida en casos d’edat materna avancada, avortaments de
repetici6 i fallades repetides d’implantacio.

Resultats pendents de publicar
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4.3. Resultats de I’aplicacio clinica de la CGH rapida en casos d’edat
materna avancada, avortaments de repeticié i fallades repetides

d’implantacio

Com s’ha esmentat en I’apartat 3.3.1 de la secci6 de material i metodes, per a aquest objectiu
s’han realitzat cinc casos clinics, amb indicacio d’edat materna avancada (AMA) per al PGS en
dos dels casos, AMA i avortaments de repeticid6 (RM) en un tercer cas, RM en el quart cas i
fallades repetides d’implantacié (RIF) en el cinqué cas. A continuacié s’exposen els resultats

dels casos i es resumeixen a la Taula 4.3.1.
4.3.1. Casos 1i 2. Indicacio: edat materna avancada

Cas 1:
Els resultats d’aquest cas s’han inclos en el primer article presentat (veure apartat 4.1).

Cas 2:

Amb una edat materna de 41 anys, la parella ja havia fet dos cicles d’inseminacio artificial de
conjuge (IAC), dos cicles de FIV sense éxit i un tercer cicle de FIV amb PGS, emprant la FISH
per a vuit cromosomes, que va aconseguir I’embaras després de la transferéncia embrionaria,
perd que, finalment, va acabar en avortament. Els parametres seminals de morfologia i mobilitat

dels espermatozoides eren normals.

En el cicle de FIV-PGS emprant la CGH rapida es van obtenir 16 oocits, dels quals 14 eren
madurs i es van inseminar mitjancant ICSI. El dia+1 es van detectar 13 zigots, dels quals 10 van
evolucionar correctament fins I’estadi de 6-8 cel-lules (dia+3) i es van biopsiar amb éxit. Tots els
blastomers obtinguts es van poder diagnosticar amb la CGH rapida: un va resultar ser euploide i
en els nou restants s’hi van detectar aneuploidies; a més, en un d’aquests nou també es va
detectar una alteracié cromosomica estructural (veure Taula 4.3.1). L’embrio diagnosticat com a
euploide (n° 6) es va transferir i va donar lloc a un embaras, que actualment es troba en el tercer
trimestre de gestacid. El resultat de I’amniocentesi va confirmar el diagnostic obtingut en el PGS
amb la CGH rapida.
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En aquest cas, per a I’analisi de la CGH, es van utilitzar dos controls: la meitat del producte de

DNA amplificat de cada blastomer es va marcar i co-precipitar amb DNA de cel-lules 46,XY i,

I’altra meitat, amb el de cél-lules 46,XX. Primer es va fer I’analisi de tots els blastomers

comparant-los amb el control 46,XY i, llavors, els embrions diagnosticats com a 46,XX es van

reanalitzar comparant-los amb el control 46,XX per confirmar que es tractava d’una disomia del

cromosoma X (sexe femeni de I’embrid) i no d’una trisomia (sindrome Triple X) (Figura 4.3.1).

10T
= = =
= =im = E g
E { B - H =
- | st = - E
LI = = = =
- R =R B | = I
1 (27 2 (23) EYFE 4423 8 [25)
] | =i - ] ] B =]
X B - E | - {1
- | = '= i ! { | n : 1 I
-] = 1 - =
= g2 | = = = = -1l
B {24} T (27} 82T 2427 10 [25) 11 (25 12427 X (14)
L | al L i
= - E 1 =1 - -
= .| =) ~tmnt =
B IR SR B .
13 (28) 14 [27) 15 {25) 15 (28 17 (28 18 (28)
&Y Y (14
BT B Bl it e
= | = ) 1 = L = =
M BN = = g ) ELaN
1% (27} 20 (7% M (25 22 (27 X (14) ¥ (14)
E N = B
I E =
- B = -1 =
- = .
! 4 =] ; I L I =
= = B B
. = B = =
| = = = - 1
1{18) Z {17} 3i{1E) 4 {19} & (20
= ! - iyl P . - -
. —js| = = = = Con
B Wk BT g BT meae BCTR
ol W -1 b | W (R L WIS oml R
- ¥ = 1 : | ! =] | = ) ; X(10)
BilH T 22 B (20) B {20 10 20 11 |15) Z (2]
ol T §LHD oW 8
= = ] = Lo
= E | 2 AT WiH: RS
13118) 14 [19) 15 [18) 18 [21) 17 (21} 18 (22 = = - .
Y (10)
o
= v
- i = - -
TR = = - T B = EUn
= | = B Bl % g ,"
19 [19) 20 [20) FARFr (22 x {10 ¥ (10)

Figura 4.3.1. Resultats de I’analisi de la CGH del DNA de I’embrié n® 6 del cas 2, hibridat
competitivament amb el DNA d’una cél-lula control 46,XY (A) i amb el d’una cel-lula control 46,XX (B).
En els detalls ampliats es pot observar la deteccid del génere XX com un guany del cromosoma X i una
pérdua de I’Y (A) o bé com una dotacié normal diploide del cromosoma X (B).
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4.3.2. Casos 3 i 4. Indicacid: avortaments de repeticié

Cas 3:

Els resultats d’aquest cas s’han inclos en el segon article presentat (veure apartat 4.2). Tot i que
I’edat materna era de 37 anys i, per tant, pot ser considerat com un cas d’AMA, el factor més
important era el dels avortaments de repeticid, ja que la parella n’havia patit cinc en els dos anys

previs al tractament.

Cas 4:

En aquest cas, la parella havia tingut préviament dues gestacions bioquimiques i dues gestacions
amb avortament. Després es va realitzar un cicle de FIV-PGS amb FISH, amb sondes pels
cromosomes 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X i Y, que va produir embaras amb avortament de

primer trimestre. L’edat materna era de 33 anys i els parametres seminals eren normals.

En el cicle de FIV-PGS emprant la CGH rapida es van obtenir set oocits, dels quals cinc eren
madurs i es van inseminar mitjancant ICSI. El dia+1 es van detectar quatre zigots. El dia+3 es
van biopsiar tres embrions de baixa qualitat: el n° 1 tenia sis cel-lules, el n° 4 en tenia seti el n°5
en tenia cinc; tots tres presentaven fragmentacié elevada. Els resultats de la CGH rapida van
revelar alteracions cromosomiques estructurals i/o numeriques en dos dels embrions (n° 1 i n° 4),
mentre que el blastomer de I’embrié n® 5 presentava euploidia (veure Taula 4.3.1). Aquest Ultim

es va transferir, pero no es va aconseguir embaras.

4.3.3. Cas 5. Indicacio6: fallades repetides d’implantacié

La pacient d’aquest cas, de 36 anys, havia patit dos embarassos espontanis ectopics i havia fet
quatre cicles de FIV sense éxit.

En el cicle de FIV-PGS amb la CGH rapida es van obtenir 10 oocits, dels quals nou eren madurs.
La inseminacio dels MII es va fer mitjancant ICSI i, el dia+l, es van detectar vuit zigots.
D’aquests, set van evolucionar correctament fins I’estadi de 6-8 cel-lules i el dia+3 es van
biopsiar. Es van obtenir resultats de la CGH rapida de tots els blastomers biopsiats: sis
presentaven alteracions cromosomiques numeriques i/o estructurals i un era totalment euploide

(n° 4). Aquest Ultim es va transferir, perd no es va aconseguir embaras.
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4.3.6. Resultats globals

Agrupant tots els casos realitzats, inclosos els publicats en els articles n°® 1 i n® 2, dels 60 oocits
obtinguts per puncid fol-licular, 50 eren madurs i es van inseminar mitjancant ICSI, amb una
taxa de fecundacio del 84% (42/50). El dia+3, es va biopsiar amb éxit un blastomer de cadascun
dels 35 embrions que presentava evolucié morfologica adequada (83,3%) per poder fer-ne

I’analisi citogenetica completa amb la CGH rapida.

Es van obtenir resultats de la CGH rapida de 34 dels 35 blastomers analitzats, es a dir, I’éxit de
diagnostic és del 97,1%. El blastomer del qual no es va obtenir resultat (que pertanyia a I’embrid
n° 4 del cas 1), ja va evidenciar, en el gel d’agarosa, que I’amplificacié del DNA era deficient,

amb una pinzellada més ténue i amb les bandes de DNA mitocondrials més intenses.

Els perfils de la CGH d’aquests blastomers van mostrar euploidia en set dels 34 embrions
diagnosticats (20,6%), mentre que 27 presentaven errors cromosomics (79,4%). En total, es van
detectar 46 alteracions cromosomiques, sis (13%) de tipus estructural i 40 (87%) de tipus
numeric (aneuploidies).

Les alteracions estructurals es van trobar en els cromosomes 4, 6, 9, 17 i 18, amb afectacié de
fragments cromosomics de part d’un brag¢ (+6pll-pter de I’embrié n® 12, cas 2; -4028-qter de
I’embrié n° 8, cas 3), un brag¢ sencer (+9q de I’embrié n° 10, cas 3 (Figura 4.3.2); -17p de
I’embrié n°® 3 i -18p de I’embrio n°® 5, cas 5) o bé dels dos bracos d’un cromosoma
(isocromosoma 9q de I’embri6 n° 4, cas 4). La mida dels fragments guanyats o perduts es troba
entre 22 i 93 Mb aproximadament, que és superior al limit de resolucié de la CGH (10-20 Mb).
Pel que fa a les aneuploidies, els cromosomes més freqiientment involucrats van ser, en primer
lloc, el 13 i el 15; en segon lloc, la parella X/Y; en tercer lloc, el 16, el 18 i el 19; en quart lloc, el
3,el8,el9,el 20,i el 22 i, en darrer lloc, el 2, el 4, el 5, el 6, el 14, el 17 i el 21. Aixi doncs, es
van trobar alteracions numeriques en tots els cromosomes excepte 1’1, el 7, el 10, I’11 i el 12
(Figura 4.3.3). En aquest sentit, de les 40 aneuploidies, 24 (60%) afectaven cromosomes que
normalment s’analitzen amb la FISH de nou sondes (per als cromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21,
22, X1 Y)i 16 (40%) afectaven altres cromosomes que habitualment no s‘analitzen quan s*aplica
la FISH.
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Figura 4.3.2. Exemple d’una alteracié cromosomica estructural que involucra un bra¢ sencer del
cromosoma 9. Resultats de I’analisi de la CGH de I’embrié n° 10 del cas 3. A) S’observa el guany del
bra¢ g del cromosoma 9, amb una hibridacioé predominant del DNA marcat amb fluorocrom vermell. B)
El perfil corresponent es mostra desviat cap a la dreta i apareix la barra vermella de guany cromosomic.
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Figura 4.3.3. Incideéncia i distribuci6 de les aneuploidies trobades en els cinc casos de PGS emprant la
CGH rapida.

En el conjunt dels cinc casos de PGS amb CGH rapida, set embrions es van diagnosticar com a
euploides en tots els cromosomes; dos d’ells es van criopreservar i cinc es van transferir.
D’aquests cinc embrions transferits, tres (60%) van produir embaras; és a dir, que la taxa

d’implantacio global és del 60%.
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unbalanced chromosome segregations in PGD of translocations.
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Abstract

Carriers of balanced chromosomal translocations are at risk for infertility, pregnancy loss or birth
of affected offspring due to the production of unbalanced gametes. For this reason,
preimplantation genetic diagnosis (PGD) by fluorescent in situ hybridization (FISH) has been
widely applied in order to select normal/balanced embryos for transfer. However, using FISH,
only the chromosomes involved in the reorganization, or few more chromosomes are analyzed
and the PGD outcome is not as encouraging as expected. The objective of this work was to use
short comparative genomic hybridization (short-CGH) in the PGD for couples with balanced
translocations to detect not only partial chromosome errors resulting from the unbalanced
segregations, but also other chromosome errors.

After using short-CGH in the reanalysis of two unbalanced embryos, discarded from a PGD for a
reciprocal translocation carrier, the same approach was applied in the PGD for three
Robertsonian translocation carriers, two reciprocal translocation carriers and a double
translocation carrier.

The short-CGH technique detected structural errors resulting from the meiotic segregation of the
chromosomes involved in the translocations and other abnormalities affecting all chromosome
groups. Alternate segregation was the most frequently detected among Robertsonian
translocation cases, while unbalanced chromosome segregations were predominantly found in
reciprocal translocation cases. Aneuploidy and structural chromosome errors were more
frequently found in Robertsonian than in reciprocal translocation carriers.

In conclusion, this comprehensive chromosomal screening is a reliable approach for PGD of
translocations, as it is capable of detecting partial chromosome errors resulting from unbalanced
segregations simultaneously to the screening of all chromosomes, and may help to improve the

results after PGD for translocation carriers.
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Introduction

Carriers of balanced chromosomal translocations are at risk for infertility, pregnancy loss or birth
of affected offspring due to the production of unbalanced gametes. The two types of balanced
chromosomal translocations, Robertsonian and reciprocal, have a completely different molecular
basis and, therefore, different genetic behavior.

Robertsonian translocations occur when two achrocentric chromosomes, more frequently non-
homologous, join through the fusion of their centromeres, resulting in a single derivative
chromosome. In humans, their prevalence in the general population is of 1.23/1000 ', the most
common being the translocation between chromosomes 13 and 14. During meiosis I, at the
pachytene stage, the derivative chromosome pairs its arms with the homologous q arms of the
corresponding normal chromosomes, forming a trivalent figure. After anaphase I, four
segregation types can be observed: one alternate and two adjacent modes resulting from a 2:1
segregation, and the 3:1 segregation. Out of the 16 possible gametes generated, only the four
produced by the 2:1 alternate type can be cytogenetically normal (2) or balanced (2), while the
eight resulting from the 2:1 adjacent and the four resulting from the 3:0 segregation will produce
monosomic/disomic and nullisomic/trisomic gametes, respectively. However, a predominance of
normal/balanced gametes has been observed in male Robertsonian translocation carriers, ranging
from 60% to 96.6% .

Reciprocal translocations occur when two non-homologous chromosomes exchange terminal
fragments, producing two derivative chromosomes. These are the most frequent structural
aberrations in the general population, with an incidence of 0.092% °. During meiosis I, at
pachytene, both derivative chromosomes pair their exchanged fragments with the homologous
regions of the corresponding normal chromosomes, forming a quadrivalent figure. After
anaphase I, these chromosomes can segregate through eight different types: three resulting from
a 2:2 segregation (alternate, adjacent-1 or adjacent-2), four resulting from a 3:1 segregation and
one resulting from a 4:0 segregation. Out of the 32 possible gametes generated, only the four
produced by the 2:2 alternate type can be cytogenetically normal (2) or balanced (2), while the
rest will produce partial or whole chromosome abnormalities, meaning that reciprocal
translocation carriers have a poor chance of conceiving a healthy baby. Nevertheless, there is
consensus about the fact that each reciprocal translocation has a specific pattern of segregation
which mainly depends on the chromosomes involved in the reorganization, the breakpoints and

the length of the interstitial segments of the quadrivalent *°.
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In order to select normal or balanced embryos for transfer, preimplantation genetic diagnosis
(PGD) has been widely applied to translocation carriers, achieving a 16% pregnancy rate
(embryos showing positive heart beat / transferred embryos) for Robertsonian translocations and
13% for reciprocal translocations . The technique most routinely used for this purpose is
fluorescent in situ hybridizaiton (FISH) with specific probes (fluorescently labeled) for the
chromosomes involved in the reorganization, allowing the distinction between normal and
derivative chromosomes.

But, apart from chromosome errors directly related to the type of segregation, it has been
postulated that the trivalent/quadrivalent conformation could have an influence on meiotic
synapsis and disjunction of other bivalents, causing aneuploidy in chromosomes not involved in
the translocation. This phenomenon has been named interchromosomal effect (ICE) ™8 While
the existence of an ICE in Robertsonian translocation carriers has been characterized 8'10, in
reciprocal translocation carriers this seems to also depend on the chromosomes involved in the
translocation and the type of quadrivalent formed °. On that basis, to improve the implantation
rate of the transferred embryos after PGD of translocations, aneuploidy screening simultaneous
to the PGD of translocations has been recommended *'°. However, using the conventional FISH
analysis, only a few additional chromosomes can be ascertained in a limited number of
hybridization rounds. Therefore, a comprehensive cytogenetic analysis of not only the
chromosomes involved in the rearrangement, but also the whole chromosome complement by
short-CGH would be very useful 2.

The aim of this work is to demonstrate the reliability of a more complete PGD approach for
balanced translocation carriers, in which chromosome errors related to the meiotic translocation

segregation and other structural chromosomal abnormalities and aneuploidies can be identified.
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Material and methods

Short-CGH analysis of isolated blastomeres from discarded embryos of a 46,XX,
t(2;5)(q21;933) carrier

The ability of short-CGH to detect partial chromosome losses or gains was tested previous to its
application in PGD for balanced chromosome translocation carriers. For this purpose, the
procedure was applied in isolated blastomeres from two discarded embryos of a 46,XX,
t(2;5)(q21;933) carrier, after FISH-PGD determined these were not transferable (owing to FISH
signals not being concordant with alternate segregation). The patients accepted the reanalysis of
the discarded embryos by short-CGH.

The zona pellucida of each embryo was removed using pronase (3mg/ml) (Roche) for 5 min at
37°C. Then, the aggregated blastomeres were rapidly separated and washed by pipetting with a
170-pum denuding pipette (Cook Ireland, Ltd.) in different phosphate buffered saline (PBS)/0.1%
polyvinyl alcohol (PVA) droplets. After that, each blastomere was transferred to a PCR tube and

the short-CGH procedure was applied as described above '

Clinical cases of balanced chromosome translocations

Short-CGH was applied in 10 IVF-PGD cycles from six balanced chromosome translocation
carriers. The particular karyotype, maternal age and basic seminal characteristics of each case are
included in Table 2.

Cases A-C corresponded to Robertsonian translocation carriers: A) 45,XY,t(13;14)(q10;q10)
(two pooled IVF cycles through cryopreservation of the embryos from the first cycle at the two
pronuclei (2PN) stage); B) 45,XX,t(13;14)(q10;q10) (two consecutive IVF-PGD cycles); C)
45,XY,t(14;21)(q10;q10) (one IVF-PGD cycle). Two cases corresponded to reciprocal
translocations carriers: D) 46,XX,t(10;13)(q23.2;q22) (two consecutive IVF-PGD cycles); E)
46,XX,t(1;10)(p11;p11.2) (one IVF-PGD cycle). Finally, one case corresponded to a double-
translocation carrier: F) 45,XY,t(2;17)(q14.2;923); t(14;21)(q10;q10) (three consecutive IVF-
PGD cycles).

In all cases, a single blastomere per embryo was analyzed by the short-CGH approach, except for
the first IVF-PGD cycle of case F, in which two blastomeres were analyzed simultaneously, one
by FISH and the other by short-CGH.

The IVF-PGD cycles were performed in collaboration with the Fundacié Puigvert-Hospital de
Sant Pau and the Clinica Eugin, both in Barcelona, Spain. All patients signed the corresponding

informed consent and the PGDs were approved by each clinic’s Ethics Committee.
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Cytogenetic work-up

All translocations were confirmed through karyotyping by G-banded metaphase chromosome
analysis of cultured peripheral blood lymphocytes from the carriers.

For the FISH analysis performed in Case F, preliminary testing of multiple probes was carried
out in metaphase and interphase nuclei of peripheral blood lymphocytes from the reorganizations
carrier. Subsequently, the chosen combination of probes was tested in isolated blastomeres from
discarded embryos. The final combination of probes, all of them from Abbott Molecular, USA,
was as follows: a locus-specific indicator (LSI) 14 (spectrum red and spectrum green) and a LSI
21 (spectrum red) were applied in a first round of FISH; a Tel 17 (spectrum red) and a CEP 17
(spectrum aqua) were used in a second round and a CEP 17 (spectrum aqua) and a CEP 2

(spectrum orange) in a third round.

IVF procedure, embryo biopsy and blastomere spreading

The six patients underwent routine superovulation procedures for the IVF cycles. On day 0 ICSI
was performed to inseminate the mature oocytes retrieved and the presence of 2PN was
evaluated on day+1 to assess their fertilization. On day+3, early in the morning, one blastomere
was biopsied from each of the embryos that had reached the 6-8-cell stage in cases A-E. In the
first IVF-PGD cycle from case F, two blastomeres were biopsied, while in the subsequent cycles
only one blastomere was biopsied. Two different biopsy methods, using Tyrode’s acid or laser,
were used depending on the IVF center. For short-CGH analysis, each blastomere was washed in
various PBS/0.1% PVA solution drops and it was put into a labeled 0.2 ml PCR tube in sterile
conditions. For FISH analysis, the biopsied blastomeres were firstly washed in PBS/0.1% PVA
solution and then transferred to a KCI hypotonic solution (5.592x107g/l). Subsequently, each
blastomere, with a minimal amount of medium, was placed on a slide (the four blastomeres
available for FISH analysis were spread sequentially in the same slide with proper
identification), where Carnoy solution (methanol:acetic acid, 3:1) was added to complete the

fixation procedure. All of the process was performed under a stereomicroscope (Leica).

PGD procedure by short-CGH

For this approach, the biopsied blastomeres were the test sample, whereas single lymphocytes
(46,XY) were used as reference. The protocol used was the one previously described by our
group '"'?. Briefly, after cell lysis, single cell DNA from blastomeres and from lymphocytes
were amplified by DOP-PCR, labeled by nick translation and co-hybridized to normal male

(46,XY) metaphase spreads (Abbott Molecular; USA). Immediately after a 30-min exposure in a
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75W microwave (Optiquick Compact, Moulinex) in humid conditions, slides were treated in a
moist chamber at 37°C for 12h in rotary agitation (65 rpm/min) using a 1309-1CE rotator (Lab-
line Instruments, Inc; USA). A minimum of 12 metaphases per cell-case were captured and
analyzed using the Isis CGH software developed by Metasystems. The diagnostic criterion was
based on the intrinsic “standard deviation” of each sample’s hybridization (with a confidence
interval of three times the standard deviation). A chromosomal region was considered as being
gained or lost if the average ratio profile crossed the standard deviation limit. All of the short-
CGH process was carried out on day+3 and results were obtained on day+4. Therefore, embryo

transfer could be performed on day+4 in the afternoon or on day+5 in the morning.

PGD procedure by FISH

The slide containing the four fixed blastomeres was firstly ethanol dehydrated (70%, 85% and
100%, 1 min in each) and then air dried. Target material and probes were co-denatured at 73°C
for 5 min using a HYBrite™ (Abbott Molecular; USA) and then hybridized at 37°C in humid
conditions for 14h in the first and second FISH rounds and for 2h in the third FISH round After
each round the slide was washed in 0.4X standard saline citrate (SSC) at 73°C for 2 min,
2XSSC/0.1NP40 at r.t. for 30 sec and ethanol dehydrated (70%, 85% and 100%, 1 min in each).
Finally, DAPI solution (125 ng/ml) was added to visualize the nuclei under the epifluorescence

microscope (Nikon eclipse 901). FISH results were obtained between day+3 and day+4.

Analysis of discarded material from cases A, B, C and D

Available discarded material from cases A, B, C and D was also analyzed by short-CGH. When
it was possible, blastomeres were disaggregated and processed separately. But, in most cases, as
they were compacted or at the blastocyst stage, the entire embryos were processed after

removing the zona pellucida using Tyrode’s acid.

97



Results

Ability of short-CGH to detect partial chromosome losses or gains of unbalanced discarded
embryos from a 46,XX,t(2;5)(g21;933) carrier

Embryos 2 and 4, discarded after FISH-PGD for having unbalanced chromosome complements,
were analyzed by short-CGH (Table 1). In all of the six blastomeres from embryo 2, the short-
CGH approach successfully detected a partial loss and gain of chromosomes 2 and 5,
respectively, compatible with the 2:2 adjacent-2 segregation type and the presence of a
derivative chromosome 5. These results were not in agreement with the FISH-PGD, which
showed fluorescent signals in the binucleated blastomere analyzed that did not correspond to any
of the theoretically expected segregation types. The short-CGH analysis of the five blastomeres
from embryo 4 showed mosaicism, while FISH-PGD had detected a loss of chromosome 5,

compatible with a 3:1 segregation in the fixed blastomere.

Results from the 1VF-PGD cases in carriers of balanced translocations

Overall, a total of 150 cumulus oocyte complexes (COCs) were obtained from the clinical cases
included in this work. Of them, 115 were at the MII oocyte stage and were inseminated by ICSI,
achieving a 77.4% fertilization rate (89/115). Of the 89 zygotes, 91% (81/89) reached the 6-8-
cell stage and were successfully biopsied (100%) (Table 2). Correct amplification was obtained
for 76 cells, yielding a 93.8% (76/81) short-CGH diagnosis rate. Cytogenetic results from the

processed blastomeres are shown in Tables 3, 4 and 5.

Case A: 45,XY,1(13;14)(q10;910)

All of the 12 biopsied embryos presented short-CGH profiles for chromosomes involved in the
reorganization that were compatible with the existence of normal or balanced chromosomes,
resulting from a 2:1 alternate segregation. However, nine of the 12 biopsied embryos presented
other chromosome numerical and/or structural abnormalities. Aneuploidies were found in
chromosomes from groups B, C, D, E, G and sex chromosomes. Structural errors were found in
chromosomes from groups A, B, C and D, affecting from part of an arm (i.e., -2p15-pter from
embryo 8) to 75% of the chromosome (i.e., +7pter-q31.3 from embryo 8). An isochromosome 9
(-9p/+q) was also found in embryo 8 (Table 3).

Three embryos (25%) were diagnosed as being euploid and two of them were transferred on
day+5, but no pregnancy was achieved. The third euploid embryo was cryopreserved and has not

been transferred yet.
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Embryos 5 and 206, which were discarded for having stopped their development at the 2-cell
stage, were subsequently analyzed by short-CGH. The profiles obtained were compatible with
normal or balanced chromosome complements, resulting from a 2:1 alternate segregation and

without other chromosomal abnormalities.

Case B: 45,XX,t(13;14)(q10;q10)

Summarizing the results from the two IVF-PGD cycles, two of the 16 biopsied embryos
presented a 2:1 adjacent segregation, while 14 showed short-CGH profiles compatible with
normal or balanced chromosomes. However, 14 of the 16 embryos had other numerical and/or
structural abnormalities. Aneuploidy affected chromosomes from all groups. Structural errors
were found in chromosomes from groups A, C, D and F, involving from part of an arm (i.e.,
+15921.3-925 of embryos 5 and 6 from B.1) to >50% of the chromosome (i.e., -8pter-q21.3 of
embryo 3 from B.1) (Table 3). While in the first IVF-PGD cycle all of the embryos had
chromosomal abnormalities, in the second IVF-PGD cycle there were two embryos (embryos 2
and 9) with normal or balanced chromosomes and free from other chromosomal abnormalities.
Embryo 2 was discarded for having stopped its development at the 4-cell stage, and embryo 9,
which was considered to be of good quality, was transferred on day+4, achieving an ongoing
pregnancy (with an initial B-HCG of 490 1U/1).

Short-CGH profiles were obtained from the discarded embryos 2, 6, 7, 8 and 10. The results of
embryos 2 and 10 confirmed the short-CGH diagnosis. Embryos 6 and 7 presented some of the
aneuploidies observed during the clinical case, indicating the existence of mosaicism. Finally,
the reanalysis of embryo 8 showed the occurrence of a 2:1 adjacent segregation involving the
gain of chromosome 14. The discordance observed in the blastomere diagnosed during the short-
CGH-PGD was attributed to the presence of mosaicism, as that blastomere presented a high level

of aneuploidy.

Case C: 45,XY,1(14;21)(q10;910)

The four biopsied embryos presented short-CGH profiles compatible with normal or balanced
chromosomes, resulting from a 2:1 alternate segregation. However, all of them showed
aneuploidy involving chromosomes not related to the translocation (from groups A, B, C, D, G
and chromosome Y) and, besides, two of them also had structural chromosome aberrations (from
groups A, B, C, E and F), affecting part of an arm (i.e., +7q31.1-q36 from embryo 2) or an entire
arm (i.e., -1q from embryo 4). For this reason, none of the embryos was available for transfer

(Table 3).
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Embryo 1, which was discarded for having stopped its development at the 2-cell stage, was
subsequently analyzed by short-CGH. Its two blastomeres displayed CGH profiles compatible
with normal or balanced chromosome complements, resulting from a 2:1 alternate segregation
(46,XY).

The embryos discarded after the short-CGH-PGD were also reanalyzed using the same method.
Embryos 2 and 3 showed mosaicism among their blastomeres and embryos 4 and 5, in which

each one was processed as a whole embryo, also presented chromosomal abnormalities.

Case D: 46,XX,1(10;13) (g23.2;922)

Summarizing the results from the two IVF-PGD cycles, seven of the 18 embryos diagnosed
showed short-CGH profiles that were concordant with normal or balanced chromosomes,
resulting from a 2:2 alternate segregation. The 11 remaining embryos displayed unbalanced
chromosome complements (four resulting from a 2:2 adjacent-1 segregation, three resulting from
a 2:2 adjacent-2 segregation and four resulting from a 3:1segregation) (Table 4) (Figure 1).
Moreover, six out of the 18 embryos presented aneuploidies or structural chromosomal
aberrations involving chromosomes not related to the rearrangement. Aneuploidies were found
in chromosomes from all groups (A-G and X/Y) and structural errors were found in
chromosomes from groups A and C, affecting part of an arm (i.e., +1q31.3-qter from embryo
14).

The only totally euploid embryo, which was considered to be of good quality, was transferred on
day+5 in the first IVF-PGD cycle, but no pregnancy was achieved. In the second IVF-PGD
cycle, three good-quality embryos were transferable; two of them were transferred on day+5
with some embryo transfer-procedure complications and no pregnancy was achieved. The third
euploid-diagnosed embryo was cryopreserved and has not been transferred yet.

The reanalysis of three available embryos (embryos 5, 8 and 18), discarded by the short-CGH-

PGD, confirmed the results obtained during the clinical case.

Case E: 46,XX,t(1;10)(p11;pl1.2)

Of the 12 biopsied embryos, 10 produced correct DNA amplification products that yielded the
following short-CGH results: seven presented unbalanced chromosome segregations for
chromosomes involved in the reorganization (three resulting from a 3:1 segregation, three
resulting from a 2:2 adjacent-2 segregation and one resulting from a 2:2 adjacent-1 segregation);
three embryos displayed short-CGH profiles compatible with normal or balanced translocation

segregation, but only one of them (embryo 5) was free from other chromosome errors (Table 4).
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Apart from chromosome errors related to the reorganization segregation, three embryos
presented other aneuploidies, involving chromosomes from groups B, G and X/Y, and three
embryos presented structural errors in chromosomes from groups A, B, C and X/Y, affecting part
of an arm (i.e., +12cen-g21.1 from embryo 12) or an entire arm (-Xq from embryo 7).

Embryo 5 was transferred on day+5, although morphological characteristics were not optimal
(being at the morula stage with fragmentation). At the time of writing, the B-HCG results were

not yet available.

Case F: 45,XY,t(2;17)(q14.2;923); t(14;21)(q10;910)

In the first IVF-PGD cycle, both short-CGH and FISH approaches were performed to ensure the
complete detection of imbalances involving the 17q fragment (~ 25Mb) from derivative
chromosomes 2 and 17. However, as short-CGH was capable of detecting those imbalances, the
second and third IVF-PGD cycles were performed using only the short-CGH approach.

Globally, the most frequent segregation type for the t(2;17) was the 2:2 alternate (7 of 15
embryos), followed by 3:1 (4 of 15 embryos), 2:2 adjacent-1 (3 of 15 embryos) and, finally, by
the 2:2 adjacent-2 (1 of 15 embryos). For the t(14;21), the 2:1 alternate segregation was more
often found (10 of 16 embryos) than the 2:1 adjacent one (6 of 16 embryos) (Table 5).
Additionally, 10 embryos presented aneuploidies affecting chromosomes from all groups except
D, and four of them also had structural errors consisting of a gain/loss of an entire arm of
chromosomes from groups C, E or F.

Taking into account the two translocations together, from the 16 embryos diagnosed, four
displayed CGH profiles compatible with normal or balanced chromosomes involved in both
reorganizations. However, three of them presented aneuploidies affecting other chromosomes.
Only embryo 5 from the third IVF-PGD cycle was completely euploid; this was transferred on
day+4, as it was considered to be of good quality, and pregnancy was achieved (with an initial

B-HCG of 900 IU/).
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Discussion

Methodological considerations

This work demonstrates, with specific examples, that short-CGH is a valuable approach for PGD
of Robertsonian and reciprocal translocations. This methodology has many advantages compared
to the current FISH strategies, especially in reciprocal translocations. Firstly, with short-CGH,
there is no cytogenetic work-up for the detection of all translocation meiotic segregation modes,
as this is capable of detecting partial chromosome gains/losses, provided that the translocated
fragments are larger than its resolution limit (10-20 Mb). Moreover, while a FISH probes set is
usually specific for a particular reciprocal translocation, the same CGH method can be applied to
any different reciprocal translocation. Secondly, it has been suggested that concurrent diagnosis
of chromosome segregation and aneuploidy may improve the pregnancy rate of the selected

1319 With short-CGH, the full karyotype can be ascertained simultaneously to

embryos
translocation diagnosis in a single approach while, using FISH, various rounds of hybridization
must be performed to analyze a limited number of the other chromosomes, with the inherent risk
of nuclei deterioration. Furthermore, the short-CGH technique does not require nucleus fixation,
avoiding possible material losses due to the spreading process. Finally, another advantage of

short-CGH is that it allows the analysis of the entire length of chromosomes, adding robustness

to the diagnosis, as compared with FISH, which only tests one single locus/region.

Ability of short-CGH to detect partial chromosomal abnormalities

Previous to its clinical application, the ability of short-CGH to detect partial chromosome errors
was proved by analyzing two FISH-PGD discarded embryos from a 46,XX,t(2;5)(q21;q33)
carrier. This procedure successfully identified chromosome imbalances of ~100 Mb resulting
from a 2:2 adjacent-2 segregation in all of the blastomeres from embryo 2. The discordance
between short-CGH and FISH results could be due to the fact that the fixed blastomere was
binucleate. In embryo 4, mosaicism and both numerical and structural chromosomal
abnormalities were detected, perhaps accounting for the discordance between short-CGH and
FISH results.

Although the ability of short-CGH to detect ~100 Mb chromosome imbalances was seen, in the
first IVF-PGD cycle for the 45,XY,t(2;17)(q14.2;q23); t(14;21)(q10;q10) carrier, the FISH
procedure was also applied, owing to the small size of the translocated telomeric 17q fragment

(~25 Mb). Nevertheless, the short-CGH results showed that even this ~25-Mb fragment was
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appreciable. Therefore, the FISH procedure was not used in the subsequent IVF-PGD cycles,

thus avoiding the two-cell biopsy for the diagnosis of each embryo.

Translocation segregation proportions

In the group of Robertsonian translocations (cases A, B, C and the Robertsonian translocation
from case F), the most frequent segregation type was the 2:1 alternate, as overall 43 out of the 51
embryos analyzed (84.3%) presented this mode, while eight embryos (15.7%) (two from case B
and six from case F) showed a 2:1 adjacent segregation. In fact, this is in agreement with the
results obtained in studies on meiotic segregation in male Robertsonian translocation carriers,
where the frequency of the alternate segregation type varied from 60% to 96.6%, for the adjacent
it was 2.7-36.6% and for the 3:1 it was 0.08-8.97% *. A possible explanation for this
phenomenon could be the proposed intervention of meiotic checkpoints, which would eliminate
aberrant germ cells by apoptosis, causing a reduction of spermatogenesis '*. This is seen in the
male Robertsonian translocation carriers of this work (cases A, C and F), which presented
oligoasthenozoospermia. Moreover, in populations of infertile males 0.8% were carriers of a
Robertsonian translocation *, while in the general population this is up to nine times lower. In
females, checkpoints have been described to be less stringent ', and this could be the reason
why, excluding the double-translocation male carrier (case F), the two embryos with a 2:1
adjacent segregation were diagnosed in both IVF-PGD cycles from case B, in which the carrier
of the Robertsonian translocation was the female partner.

As for reciprocal translocations (cases D, E and the reciprocal translocation from case F), it is
known that the frequency of the different types of segregation depends on the specific
translocation itself '®'®, In case D, 38.9% of the embryos presented a 2:2 alternate segregation,
while 61.2% showed unbalanced segregations, the 2:2 adjacent-1 and the 3:1 being the most
frequent types (22.2% and 22.2%, respectively), followed by the 2:2 adjacent-2 (16.7%). In case
E, 30% of the embryos were normal or balanced for the reciprocal translocation, while 70% were
unbalanced. The 2:2 alternate (30%), 2:2 adjacent-2 (30%) and 3:1 (30%) types were equally
represented, while the 2:2 adjacent-1 type presented a lower frequency (10%). The reciprocal
translocation from case F showed the following pattern: the most frequent segregation type was
the 2:2 alternate (46.7% of the embryos), followed by 3:1 (26.7%), 2:2 adjacent-1 (20%) and 2:2
adjacent-2 (6.7%). It has been described that the frequency of the alternate segregation type
ranges from 20% to 50% and is similar in male and female carriers '°. However, the frequency of

20,21

3:1 and 2:2 adjacent-2 may be different between the genders . In case D, the translocation

carrier was the female partner and the 3:1 and 2:2 adjacent-1 segregations were more frequently
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found than the 2:2 adjacent-2 segregation, which is in agreement with previous reports 2*'®.

However, in case E, where the translocation carrier was also the female partner, the 2:2 adjacent-
1 segregation was less frequent than the 3:1 and 2:2 adjacent-2 segregations. In case F, where the
translocation carrier was the male partner, the 3:1 segregation was also more frequently found
than the 2:2 adjacent-1, which is not in agreement with the predominance of 2:2 adjacent-1
segregations found for male translocation carriers in the study of Lled6 et al., 2010.

Evaluating the two translocations from case F together, the theoretical probability of producing
normal or balanced gametes is very low, as only 1/32 gametes would be free from unbalanced
segregations for both reciprocal translocation (4/32 gametes would be normal or balanced) and
Robertsonian translocation (4/16 gametes would be normal or balanced). Interestingly, four out
of the 16 (25%) embryos analyzed during the three IVF-PGD cycles were normal or balanced for
the two translocations, although only one of them (embryo 5 from the third IVF-PGD cycle) was
free from other chromosome errors. This embryo was transferred, producing an ongoing

pregnancy (now being in the first trimester).

Abnormalities in chromosomes non-related to the translocations

Apart from chromosome errors directly related to the meiotic translocations segregations,
abnormalities in other chromosomes were also observed. In Robertsonian translocation cases (A,
B and C), 26 out of the 35 embryos analyzed (74.3%) presented aneuploidies from all
chromosome groups, groups E and G being the most affected, and followed by groups C, X/Y, D
and F, B and, finally, by group A. This high proportion of chromosomal abnormalities could be
explained by the hypothesized interchromosomal effect (ICE) "*. The influence of the open
trivalent figure has been suggested as being responsible for this ICE, as this could generate
instability in the rest of the bivalents **, causing the observed multiple aneuploidies. In case B,
however, the advanced maternal age of the female carrier (40-41 years) could also be responsible
for the high incidence of aneuploidy among the analyzed embryos.

On the other hand, seven of the 28 embryos analyzed (25%) from the reciprocal translocation
cases (D and E) showed aneuploidy also affecting all chromosome groups, being predominantly
found in group X/Y, followed by group C, by groups A, B, D, G and, finally, by E and F.
Although there are few cases in this work, the aneuploidy rate found for reciprocal translocations
is lower than that of Robertsonian translocations, and this could be explained by the
chromosomes’ behaviour during meiosis I. The quadrivalent formed in reciprocal translocations

could be more stable than the trivalent formed in Robertsonian translocations, as a complete
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pairing of all chromosome regions is achieved in most cases. Therefore, the influence of this
figure in the segregation of the other chromosomes could be lower.

Aneuploidy has also been observed in 10 of the 16 embryos (62.5%) from case F (cycles 1, 2 and
3). The presence of the trivalent figure or both trivalent and quadrivalent figures could be
responsible for the production of those chromosome errors.

Either way, the existence of ICE is controversial. While some studies give support to this

8,23,24 25-27

phenomenon in Robertsonian translocations , as well as in reciprocal translocations ,

others have not detected its presence 2*~'

. Moreover, other authors suggest that the aneuploidy
found in translocation carriers is more possibly due to the presence of abnormal spermiograms
than to the translocation influence ****. Our study suggests that ICE could be more related to
Robertsonian translocations than to reciprocal translocations, while the proportion of imbalances
resulting from the translocation’s segregations could be higher in reciprocal translocations than
in Robertsonian translocations, as was introduced before ®.

Apart from aneuploidies, structural chromosome errors have also been observed in Robertsonian
translocations (found in 16 of the 35 embryos analyzed; 45.7%), reciprocal translocations (5/28;
17.9%) and the double translocation (4/16; 25%) cases. These were found for all chromosome
groups except G, affecting from part of an arm to ~75% of the chromosome.

Actually, the existence of structural errors was observed in our two previous reports using short-

CGH for the analysis of blastomeres from day+3 embryos '"*'?

, as well as in other studies using
conventional CGH, CGH-array or SNP-array on cleavage-stage embryos **>. It is important to
point out that in previous CGH studies on 1CP and/or MII oocytes, the presence of structural
errors had not been found ***°, or had been found in a very low proportion*', suggesting this is a
phenomenon mostly associated with cleavage-stage embryos. Thus, it could be argued that
partial chromosome gains/losses preferentially have a paternal origin, with some evidence of the

42,43

existence of de novo structural errors in spermatozoa , or that these are a result of the

chromosomal instability inherent to the cleavage stage of embryos >’

Clinical considerations about short-CGH

In this work, we demonstrate that the full-karyotype screening through short-CGH is a valuable
alternative to FISH for PGD of translocations. Evaluating all Robertsonian translocation cases
(A, B.1, B.2 and C) together, 30 of the 32 embryos analyzed (93.8%) showed a 2:1 alternate
segregation, but only five of them (5/30; 16.7%) were diagnosed as being totally euploid by
short-CGH. Of the 25 remaining embryos, 13 were discarded due to the presence of

aneuploidies, one for having a partial chromosome aberration and 11 for the presence of both
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numerical and structural chromosomal abnormalities. Conversely, if the PGD had been carried
out by FISH with specific probes for chromosomes involved in the rearrangement, 25 embryos
would have been incorrectly diagnosed as transferable (25/32; 78.1%). But, if apart from
chromosomes involved in the translocation, chromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X and Y
had also been analyzed by FISH, the number of embryos incorrectly diagnosed as transferable
would have decreased to three (3/32; 9.4%). As for reciprocal translocation cases (D.1, D.2 and
E), 10 of the 28 embryos analyzed (35.7%) showed a 2:2 alternate segregation, but only five of
them (5/10; 50%) were diagnosed as being totally euploid by short-CGH. Of the five remaining
embryos, four were discarded for having aneuploidies and one due to the presence of a partial
chromosome aberration. In these cases, the current strategy used in PGD, that is, FISH with
specific probes for chromosomes involved in the reorganization, would have been incorrectly
diagnosed four of the 28 embryos (14.3%) as transferable. Finally, considering the three IVF-
PGD cycles for the double-translocation carrier (cases F.1, F.2 and F.3) together, four of the 16
embryos analyzed (25%) showed alternate segregation for both reciprocal and Robertsonian
translocations, but only one was completely euploid. Using FISH with specific probes for
chromosomes involved in the reorganizations, three of the 16 embryos (18.8%) would have been
incorrectly diagnosed as transferable.

These data point out that short-CGH is more accurate than FISH for PGD of translocations,
especially for Robertsonian translocation carriers, in which the presence of aneuploidies and
structural errors is very high.

Moreover, the short-CGH variant "'

applied in the 10 IVF-PGD cycles permits specialists to
obtain the diagnosis during the IVF cycle, avoiding the cryopreservation step required when
conventional CGH is carried out. The short-CGH process starts on day+3, early in the morning,
with the embryo biopsies. Cell lysis, amplification, labeling of probes and precipitation are
performed on the same day+3 and hybridization takes place during the night for 12 hours. On
day+4 results are obtained and the transfer of fresh, selected embryos can be realized on day+4
in the afternoon or on day+5. Removing the cryopreservation step from the IVF cycle may
decrease the time necessary to achieve pregnancy and even increase the implantation rate of
euploid-diagnosed embryos.

In this work, the short-CGH-PGD achieved a pregnancy in an extremely challenging case, which
is the couple with a carrier of two different translocations (case F). To our knowledge, this is the
first time that a pregnancy has been obtained from a carrier of such a complex reorganization.

Also, a pregnancy was achieved in case B.2, with a 41-year-old female carrier of a t(13;14). At

the time of writing, B-HCG results for the transferred embryo of case E were not yet available.
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As for the remaining IVF-PGD cycles that reached embryo transfer but without achieving
pregnancy, it is known that other multiple factors, including morphological embryo quality,
endometrial receptivity or the embryo transfer procedure, contribute to pregnancy achievement
. But applying a comprehensive screening method for the PGD of translocations may overcome
one of the pitfalls of PGD using FISH, which is the transfer of embryos containing errors in
chromosomes not analyzed that may impede their implantation.

The recent emergence of CGH-array >0

shows a new way for PGD, including its application
to translocation cases, as it provides a high-resolution molecular cytogenetic analysis.
Notwithstanding, some technical improvement is still required and nowadays the cost of the
reagents and the equipment needed greatly exceeds that of standard CGH /.

In conclusion, short-CGH is a valuable approach for the PGD of Robertsonian and reciprocal
translocations, as this allows the detection of chromosome imbalances related to translocations
and full-karyotype screening in a single process. Moreover, this short-CGH variant avoids the
cryopreservation of biopsied embryos. Clinical trials with a large number of cases should now be
carried out to confirm the hypothesis stated here, which suggests that comprehensive

chromosomal screening through short-CGH may improve the implantation rate in PGD of

Robertsonian and reciprocal translocation carriers.
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Tables and figures

Table 1. Short-CGH results of discarded material from a FISH-PGD for a
46,XX,1(2;5)(921;933) carrier

Short-CGH results FISH results
BI Segregation Other Other structural Sex_ c LSI 2 LSI 5 Tel
aneuploidies errors (p24) (pl5 5q

2.0% ? - - - 0 4 3
2.1-2.6  2:2 adjacent-2 (der 5) XY
4.0 3:1 - - - 2 1 1
4.1-4.2 2:2 alternate -X/Y ,-6,-22 X0
43 2:2 alternate -2,+13,+14,-18 XY
4.4 2:2 alternate +9q XY
4.5 2:2 alternate -X/Y,+13 X0

BI= blastomere

Sex c= sex chromosomes

* This blastomere had two nuclei analyzed by FISH.

Table 2. Global data from the 10 IVF/ Short-CGH-PGD cycles
Patient Karyotype M-age Seminal characteristics COCs MII Fert Biop  Diag
A 45,XY,der(13;14)(q10;q10) 32 oligoasthenozoospermia 12+12  7+10  5+9 4+8 12
B.1 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 40 normozoospermia 13 13 11 8 8
B.2 41 10 9 8 8 8
C 45,XY,der(14;21)(q10;q10) 34 oligoasthenozoospermia 6 5 5 4 4
D.1 46XX, t(10;13) (923.2;922) 29 normozoospermia 13 9 7 6 6
D.2 19 19 13 13 12
E 46,XX,t(1;10)(p11-p11.2) 30 asthenozoospermia 31 14 12 12 10
F.1 46XY, t(2;17)(ql4.2;q23) / 32 oligoasthenozoospermia 10 9 4 4 4

t(14;21)(q10;q10)

F.2 33 13 11 9 8 6
F.3 34 11 9 6 6 6

M_age= maternal age

COCs= cumulus oocyte complexes

MII= mature oocytes at meiosis II stage
Fert= fertilized
Biop= biopsied
Diag= diagnosed
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Table 3. Short-CGH-PGD results from Robertsonian translocation carriers

Patient E.bl Segregation Other aneuploidies Other structural errors Sex ¢ T F P
A 1 alternate +1q XX
t(13;14)(XY)
2 alternate +8 XX
3 alternate XX Yes No
4 alternate XX Yes
6 alternate XY Yes No
7 alternate -21 XY
8 alternate -21 +1q,+2pter-p15,-3q,-4p, XX
-6p,+7pter-q31.3,-9p/+q,
-10q,-11p11.2-qter,
-12q22-qter,+16q
10 alternate -18 XX
201 alternate -22 -18p XX
202 alternate +X/Y, -15 +8q13-g23 XXY
204  alternate +4,+8,-22 XX
207  alternate +X/Y,+4,-7,-16,-17,-18 XXY
Discarded E 5 alternate XX
206 alternate XY
B.1 1 alternate +17,+19,-21 +15q21.1-q24 XY
t(13;14)(XX)
2 alternate +X/Y,+4,+16,+19 XXY
3 adjacent +17,+19,-22 +2pter-p16,-8pter-q21.1, XX
(+13) +15q23-qter
5 alternate +17,+19,-22 +15921.3-q25 XY
6 alternate +17,+19,-22 +15921.3-q25 XY
9 alternate +15 XX
11 alternate -15 XX
13 alternate -16,+17,-21 +19p,-20p XY
B.2 2 alternate XX No*
4 alternate +18 -Tp XY
5 alternate -X/Y,-20 X0
6 alternate +X/Y,-9,+18,-21 XXY
7 alternate +8,+15,+20 XX
8 adjacent -X/Y,+4,-7,-11,-12, +6q,+8q X0
(+13/-14) (+13/-14),-21
9 alternate XY Yes
10 alternate -X/Y,+2,+15,-18 +9p X0
Discarded E 2.1 alternate XX
5 ND
6 alternate -9,+18,-21 XY
7 alternate +15 XX
8 adjacent -11,+19 XX
(+14)
10 alternate -X/Y,+2,+15,-18 X0
C 2 alternate +Y,+5,-8,+11,+13,-22 -3q,+4q,+7q31.1-q36,- XYY
t(14;21)(XY) 10q,+12q,-17p,+18q,+20q
3 alternate -22 XY
4 alternate +Y,-22 -1q XYY
5 alternate +2 XX
Discarded E 1.1 alternate XY
1.2 alternate XY
2.1  alternate -X,-3,-8,-10,+11,+12, +1q,+4q,-5p/+5q,+6q12 YO

+13,-15,+18
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2.2 alternate +X/Y,-1,+3,-5,+6,+7, -2pter-q21.3,+4q,-17q XXY
+9,-13,+15,+18

31 2 -14 +1p,-7p,+16q XY

3.2 alternate XY

4 alternate -1,+2,+5,-7,-8 XY

5 alternate +17 -1q,+16p,+19p XX

E= Embryo; E.bl= Embryo.blastomere; Sex c= sex chromosomes; T= Transferred; F= Frozen; P= Pregnancy

* Embryo 2 from case B.2 was discarded for having stopped its development at the 4-cell stage.

Table 4. Short-CGH-PGD results from reciprocal translocation carriers

Patient E Segregation Other aneuploidies Other Sex ¢ T F P
structural
errors
D.1 1 2:2 adjacent-1 (der13) XY
t(10;13)(XX)
2 2:2 adjacent-2 (der13) XY
3 2:2 alternate XX Yes No
4 2:2 alternate -10qtel XY
6 3:1(-13) +X/Y,+1,+3,-5,+6,+7, XXY
+12,-14,+15,+18,-20
8 3:1(-13) XY
D.2 2 2:2 alternate XY Yes
3 2:2 alternate XY Yes No
4 2:2 alternate XX Yes No
5 2:2 adjacent-1 (der13) XX
7 3:1(-10) XY
8 2:2 adjacent-1 (der10) XX
9 2:2 alternate -XY X0
10 2:2 alternate =22 XY
12 ND
14 3:1(+10) +1g31.3-gter XX
16  2:2 adjacent-2 (derl3) XY
17 2:2 adjacent-1 (der13)  -X/Y X0
18  2:2 adjacent-2 (derl0) XX
Discarded E 5 2:2 adjacent-1 (derl3) XX
8 2:2 adjacent-1 (der10) XX
18  2:2 adjacent-2 (der10) XX
E t(1;10) (XX) 1 ND
2 alternate -X/Y X0
3 ND
4 2:2 adjacent-2 (der10) -3p XY
5 alternate XX Yes ?
6 3:1(-10) XY
7 3:1 (der10,1,10) -Xq XX
9 3:1 (derl) XY
10 2:2 adjacent-2 (derl) -X/Y X0
11 2:2 adjacent-1 (derl) XY
12 2:2 adjacent-2 (der10) +4q,+12cen- XY
q21.1
13 alternate +4,-22 XX

E=Embryo; Sex c= sex chromosomes; T= Transferred; F= Frozen; P= Pregnancy; ND= non-diagnosed
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Table 5. Short-CGH-PGD results from the 45,XY,t(2;17)(q14.2;923); t(14;21)(q11;911)

carrier
Case E Segregation FISH results  Short-CGH results
t(2;17) t(14;21) T im Anecuploidies Structural Sex T P
errors chr
F.1 3 2:2 adjacent-1  alternate no der2 -16 XY
blastomere
4 discordant adjacent 2,der2;17, -21 XX
2x14,21
7 2:2 adjacent-1  alternate 2x2,17, derl7 XX
derl7;
2x(14,21)
8 3:1 alternate 14,17,21* -2 -7,-10,-16 +12q XX
F.2 1 2:2 alternate alternate +19 XX
3 ND ND ND
4 2:2 alternate adjacent -21 XY
5 3:1 alternate +2 -X/Y ,+6,-8,-9, X0
+16,+18,+20,+22
7 ND ND ND
8 3:1 adjacent +14,+17 +1,+15,+19 XY
9 3:1 adjacent +17,-21 XX
10 2:2 alternate adjacent +21 +X/Y XXY
F.3 1 2:2 adjacent-1  alternate der 17 -9 +19q XY
2 2:2 alternate adjacent 221 XX
3 2:2 alternate alternate -18 XX
5 2:2 alternate alternate XX Yes Yes
6 2:2 alternate alternate -X/Y ,-20 -9q,+16q XO
7 2:2 adjacent-2  alternate -X/Y,-16,-20 +6p,-8p, X0
-18p

* The spread material consisted of three chromatin fragments.

E= Embryo; T im= imbalances related to the translocation; Sex chr = sex chromosomes; T= transferred; P=

pregnancy; ND= non-diagnosed.
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Figure and footnote
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Figure 1. Structural errors of chromosomes involved in the t(10;13)(g23.2;q22) detected by the
short-CGH-PGD.
a) Ideograms showing the breakpoints of chromosomes 10 and 13 from the 46,XX,t(10;13)(q23.2;q22)

carrier and the derivative chromosomes produced.

b) Products of a 2:2 adjacent-1 chromosome segregation. Left: CGH-profiles showing partial loss/gain of
chromosomes 10 and 13, respectively, compatible with the presence of the derivative chromosome 10 and
the normal chromosome 13 in embryo 8 from case D.2. Right: CGH-profiles showing partial gain/loss of
chromosomes 10 and 13, respectively, compatible with the presence of the derivative chromosome 13 and
the normal chromosome 10 in embryo 5 from case D.2. ¢) Products of a 2:2 adjacent-2 chromosome
segregation. Left: CGH-profiles showing partial loss/gain of chromosomes 10 and 13, respectively,
compatible with the presence of the derivative chromosome 13 and the normal chromosome 13 in embryo
2 from case D.1. Right: CGH-profiles showing partial gain/loss of chromosomes 10 and 13, respectively,
compatible with the presence of the derivative chromosome 10 and the normal chromosome 10 in embryo

18 from case D.2.
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5. Discussio
5.1. Posada a punt de la CGH rapida en fibroblasts aillats de linies

cel-lulars amb alteracions cromosomiques conegudes

S’ha desenvolupat una variant de la metodologia de CGH, basada en el protocol descrit per
(Gutierrez-Mateo et al., 2004a), perdo amb modificacions que han permés escurcar el periode
d’hibridaci6 de 40-72 hores a 12 hores.

Durant la posada a punt, s’ha provat d’escurgar cadascun del passos del procés, introduint,
finalment, només aquells canvis que han permes reduir la durada global del protocol i, alhora,

mantenir la qualitat del marcatge necessaria per obtenir perfils de CGH fiables.

Emprant aquesta variant, la CGH rapida, s’han detectat, amb un 100% d’éxit, totes les
aneuploidies especifiques i conegudes de les linies comercials dels 30 fibroblasts analitzats. A
més, s’ha constatat que el procediment desenvolupat no genera falsos positius, de manera que

s’observen exclusivament les alteracions realment presents i no d’altres.

El primer canvi introduit ha estat en el pas de ’amplificacid del genoma cel-lular. En el cas dels
fibroblasts aillats, la DOP-PCR s’ha aconseguit escur¢ar de 5 hores a 3 hores i 40 minuts,
principalment reduint el nombre de cicles de la PCR. Malgrat aquesta reduccio, el producte de
DNA amplificat és, tal i com s’evidencia en les pinzellades de fragments de DNA visualitzades
en el gel d’agarosa, similar al que s’obté amb el protocol estandard de 5 hores de durada.

Tot 1 aixi, els canvis realment claus per poder escurgar el temps del protocol s’han fet en el pas
de la hibridacié competitiva dels DNAs: el tractament de les preparacions en el microones a 75W
durant 30 minuts i, sobretot, 1’agitaci6 rotatoria durant tot el periode d’hibridacio, que es redueix
fins a 12 hores. En aquest sentit, el moviment rotatori permet una difusidé més efica¢ dels
fragments de DNA de la sonda sobre les seqiiencies complementaries de la cromatina
desnaturalitzada de les metafases de limfocits, fet que afavoreix el procés d’hibridacio i fa que el
marcatge fluorescent sigui, tot i la reduccié del temps de la hibridacio, molt uniforme (article n°
1). De fet, I’agitaci6 del portaobjectes durant el periode d’hibridacid ja s’havia utilitzat
preéviament per escurcar la durada de la CGH (Landwehr et al., 2008), emprant un protocol de
deteccio indirecte diferent del descrit en el present treball. A més, el tractament de microones

també s’havia aplicat ampliament a diferents tipus de mostres, en les quals s’aconseguien
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reaccions de FISH més rapides i amb un augment de la sensibilitat i especificitat dels senyals
(Multani et al., 1996; Bahce et al., 2000; Pujol et al., 2003a; Weise et al., 2005; Kitayama et al.,
2000).

Per avaluar la qualitat de les hibridacions, s’ha considerat com indicador de bona qualitat la
determinaci6 del genere masculi en les CGHs de fibroblasts aillats de linies cel-lulars masculines
(totes, excepte la linia GM03623, amb cariotip 48,XXX,+18). Emprant DNA de fibroblasts
46,XX com a control, el génere masculi es detecta com una perdua del cromosoma X i un guany
del cromosoma Y. Mentre que per als cromosomes autosomics (1-22) hi ha dues copies
cromosomiques de cadascun d’ells en cada metafase capturada, per als cromosomes sexuals
només hi ha una copia de cada (X o Y). Es a dir, que capturant 12 metafases per cas, s’analitzen
24 cromosomes per cada autosoma, mentre que per als cromosomes X i Y només se n’analitzen
la meitat (12 cromosomes X i 12 cromosomes Y). El fet que analitzant tan sols 12 cromosomes
(en el cas dels sexuals) es detecti correctament la perdua de I’X i1 el guany de I’Y és indicatiu de

la bona qualitat de la hibridacid, tot i la reducci6é del temps d’hibridacio.

En comparar la qualitat de les hibridacions obtingudes aplicant la CGH rapida (12 hores
d’hibridacié) amb la de les obtingudes amb CGH convencional (72 hores d’hibridacio) emprant
el mateix producte de DOP-PCR, s’ha vist que en el primer cas la qualitat era similar o, en
alguns casos, millor que la de les hibridacions realitzades durant 72 hores, amb perfils de CGH
més ben definits. L’explicaci6é d’aquesta observacid podria trobar-se en el fet que la reduccio del
periode d’hibridaci6 evita unions no especifiques, disminuint aixi el soroll de fons detectat pel
programa d’analisi de la CGH. A més, el tractament de microones i I’agitacio rotatoria durant la

hibridaci6 ajudarien a incrementar 1’eficiéncia del procés.
5.2. La CGH rapida per a I’analisi de blastomers aillats

5.2.1. Adaptacié del protocol de CGH rapida per a blastomers aillats

El protocol de CGH rapida aplicat al cribatge d’aneuploidies en blastomers és practicament el
mateix que el descrit per als fibroblasts. La principal diferéncia ha estat que per als blastomers
aillats s’ha hagut de mantenir la durada original de la DOP-PCR de 5 hores, ja que la reducci6 a

3 hores 40 minuts, valida per als fibroblasts, produia una amplificacié no optima del DNA dels
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blastomers aillats. La diferent eficiéncia d’amplificacié s’ha atribuit al fet que es tracta de tipus
cel-lulars diferents.

Un cop establert el protocol d’amplificaci6 idoni per a blastomers, les hibridacions obtingudes
han estat de bona qualitat i han generat perfils de CGH altament discriminatoris. Fins i tot en els
blastomers, la qualitat dels resultats obtinguts amb el protocol escurcat (12 hores d’hibridacié) ha
estat similar o superior a I’obtinguda amb el protocol estandard (72 hores d’hibridacid), quan

s’han aplicat en el mateix producte de DOP-PCR les dues variants de CGH.

Finalment, s’ha avaluat el criteri d’analisi dels resultats de CGH rapida (entre els disponibles en
el programa informatic Isis de Metasystems), tant en la posada a punt de la metodologia amb
fibroblasts com en 1’adaptaci6 per a blastomers. El criteri més comunament emprat en els treballs
de CGH amb 72 hores d’hibridacié és el “criteri fix”. Amb aquest metode, els llindars que
determinen els punts a partir dels quals hi ha guany o pérdua cromosomica son fixos i
independents de la qualitat de la mostra. En canvi, amb el “criteri de la desviaci6 estandard” els
limits estan determinats per un interval de confianca (del 99% en aquest treball), de manera que
el sistema és més sensible a la qualitat de la hibridacido. Tot i que els dos criteris han permes
detectar les alteracions cromosomiques dels fibroblasts i dels blastomers, el “criteri de la
desviacio estandard” ha permes visualitzar amb més claredat els resultats, especialment en el cas
dels blastomers. Per tant, aquest métode s’ha establert com a criteri d’analisi preferent en la CGH

rapida.

5.2.2. Validacio i fiabilitat de I’analisi de blastomers d’embrions descartats en
casos de PGS-FISH mitjancant CGH rapida

Per avaluar la fiabilitat de I’analisi de la CGH rapida, els resultats d’aquest procediment aplicat a
48 blastomers aillats s’han comparat amb els de la CGH de 72 hores d’hibridacio i amb els de la
FISH de nou sondes (FISH-9-cr). En el primer cas, els resultats han estat totalment concordants
1, com ja s’ha esmentat, la qualitat de la hibridacio de 12 hores ha estat similar o superior a la de
72 hores. En el segon cas, s’ha establert la concordanca en tres categories: total, parcial 1
discordant. El 41,6% dels blastomers analitzats presentaven concordanga total entre els resultats
de la CGH rapida i els de la FISH-9-cr; tot i aixi, en sis casos, la CGH rapida va permetre la
deteccid d’aneuploidies en cromosomes que no s’analitzen amb la FISH-9-cr. En el 22,9% del
blastomers, la concordanca era parcial, ja que no totes les aneuploidies diagnosticades amb la

FISH-9-cr es van corroborar amb la CGH o bé es van detectar aneuploidies en 1’analisi de CGH
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que es podien haver diagnosticat amb la FISH-9-cr. Finalment, es va observar discordanga entre
els resultats de la CGH rapida i la FISH-9-cr en el 35,4% dels blastomers, ja que cap de les
aneuploidies diagnosticades va ser corroborada amb la CGH rapida.

Com a explicaci6 per a aquests resultats contradictoris, a part d’un possible error de CGH rapida
produit per una amplificacié preferencial de regions genomiques de cel-lula aillada (fet que no
s’ha observat en 1’analisi de fibroblasts aillats de linies cel-lulars aneuploides), es poden tenir en
compte dues consideracions: I’existéncia de mosaicisme i/o la d’errors de FISH. En aquest
treball, cinc dels vuit embrions que tenien més d’un blastomer analitzat eren mosaics, €és a dir, es
va observar més d’una linia cel-lular, euploide o aneuploide, entre els diferents blastomers d’un
mateix embrio. Aix0 podria justificar la manca de concordanca en els resultats, ja que el
blastomer diagnosticat amb la FISH-9-cr podria tenir una dotacié cromosomica diferent de la de
la resta de blastomers analitzats amb la CGH rapida.

D’altra banda, la reanalisi, rehibridant amb sondes de FISH telomeériques els blastomers amb
resultats discordants entre la FISH-9-cr 1 la CGH rapida, va revelar que la manca de concordanca
havia estat deguda a errors de FISH en la primera analisi. De fet, s’ha descrit que factors
intrinsecs de la FISH, com la superposicié de cromosomes o bé la pérdua de micronuclis durant
la fixacid, podrien ser els responsables del diagnostic de falses monosomies (Munne et al., 1996;
Bahce et al., 2000); per contra, senyals repicats o bé senyals dobles originats per fluorocroms
similars, que no son bloquejats correctament pels filtres de fluoresceéncia, podrien causar un fals
diagnostic de trisomies (Munne et al., 1998). Errors de FISH d’aquest tipus han estat identificats
com a responsables del diagnostic incorrecte d’aneuploidia que va comportar descartar els
embrions n° 7 1 n° 8, (article n° 1), quan, posteriorment, 1’analisi amb CGH rapida va revelar que
eren euploides en tots els seus blastomers. Es, per tant, important valorar la fiabilitat del
diagnostic de la CGH rapida versus la de la FISH-9-cr i la necessitat de precaucid en el
diagnostic. De fet, la utilitzacié de la FISH en el PGS ha estat recentment qiliestionada. Alguns
estudis han posat en evidéncia que aquest metode no permet incrementar la taxa d’implantaciéd
en dones de menys de 36 anys (Staessen et al., 2008); altres autors fins i tot han descrit que el
PGS emprant la FISH en pacients d’AMA, no només no augmenta la taxa d’implantacio dels
embrions transferits, sind que en causa una disminucié (Staessen et al., 2004; Mastenbroek et al.,
2007; Hardarson et al., 2008).

En aquest sentit, a més, cal tenir en compte el potencial de deteccid de cada tecnica. Segons els
resultats obtinguts en aquest treball, si el PGS dels embrions s’hagués realitzat amb la CGH
rapida, el diagnostic hagués estat més acurat. De fet, la FISH només pot analitzar, en el millor

dels casos, 13 cromosomes dels 24 totals (1-22, X 1 Y), de manera que les aneuploidies que
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afecten altres cromosomes romanen sense detectar-se en més del 40% dels casos (Bielanska et
al., 2002). Aquesta proporcid també s’ha trobat en la nostra série de blastomers descartats, en
que, dels 94 esdeveniments aneuploides detectats, 41 (43,6%) corresponien a cromosomes que
no s’analitzen normalment amb la FISH-9-cr.

Aixi doncs, el present treball ha posat de manifest que la metodologia de la CGH rapida ¢€s
altament fiable, tant en fibroblasts com en blastomers, i permet una analisi cromosomica molt

més completa que la que s’obté amb la FISH-9-cr.

5.3. Estudi citogenétic complet d’embrions descartats en casos de

PGS-FISH per a edat materna avancada

S’ha portat a terme I’analisi citogenetica amb CGH rapida de 145 blastomers provinents de 22
embrions descartats per preséncia d’aneuploidies en PGS emprant la FISH-9-cr (article n° 2). La
indicaci6 per al PGS en tots els casos era I’edat materna avangada, sense 1’existéncia de cap altre

factor conegut que predisposés a I’aneuploidia.

5.3.1. Tipus d’alteracions cromosomiques detectades

En I’analisi dels 22 embrions, la CGH rapida ha detectat anomalies cromosomiques numeriques 1
estructurals.

Pel que fa a les numériques, se n’ha trobat en tots els cromosomes excepte el 10. Aixi doncs, el
38,5% de les aneuploidies observades (153/397) no s’haurien pogut detectar amb la FISH-9-cr.
Aquesta proporcio €s similar a I’obtinguda en la série de blastomers analitzada en la posada a
punt de la tecnica de CGH rapida, en qué el 43,6% dels errors observats afectaven cromosomes

no analitzats amb la FISH-9-cr.

Pel que fa a la deteccid d’alteracions cromosomiques estructurals, cal esmentar que, a diferéncia
de la FISH, la CGH permet analitzar la totalitat del cromosoma en la seva longitud, de manera
que es poden identificar guanys o pérdues parcials de material amb un limit de resolucié de 10-
20 Mb (Griffin et al., 1998; Malmgren et al., 2002). En aquesta serie, el 31,8% dels embrions
analitzats presentava alteracions estructurals que afectaven els cromosomes 1, 2, 4,9, 13, 18, 191
20. L’alteracié més freqlient ha estat la pérdua o guany d’un brag sencer, perd també s’han

observat anomalies que afectaven la part terminal d’un brag (p.e., -13g21.2-qter en I’embrié n° 5)
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o, fins 1 tot, isocromosomes (p.e., +1p/-1q o -2q/+2q en ’embrid n° 9, +18p/-18q en ’embrid n°
5) (veure taula A inclosa en la figura 1 de Iarticle n°® 2).

La presencia d’errors cromosomics estructurals en embrions ha estat descrita també en altres
estudis de CGH i array-CGH (Wells et al., 1999; Voullaire et al., 2000; Hellani et al., 2008). En
canvi, en estudis previs de CGH aplicada a 1CP i/o oocits en estadi de MII no s’havia trobat
aquest tipus d’alteraci6 (Gutierrez-Mateo et al., 2004a; Gutierrez-Mateo et al., 2004b; Obradors
et al., 2010), o s’havia trobat en una proporcié molt baixa (Fragouli et al., 2009). Aixi doncs,
aquest fenomen podria tenir un origen predominantment masculi. De fet, estudis citogenétics
d’espermatozoides han permeés detectar una incidéncia considerable d’alteracions estructurals en

els gametes masculins (Estop et al., 1995; Templado et al., 2005).

D’altra banda, recentment s’ha publicat un estudi focalitzat en aquest tipus d’alteracié (Vanneste
et al., 2009) en embrions de bona qualitat (descartats després de seleccio de sexe per malalties
lligades al cromosoma X en pacients de < 35 anys). Emprant microarrays de CGH amb BACs i
microarrays d’SNPs, es van detectar alteracions estructurals en el 70% dels embrions analitzats.
D’aquestes alteracions, el 40% corresponia a guanys o pérdues de bracos sencers, mentre que el
55% corresponia a desequilibris de segments terminals dels cromosomes (delecions,
duplicacions o amplificacions). Els autors proposen 1’existéncia d’una inestabilitat cromosomica
inherent als primers estadis de divisié embrionaria com a responsable de les alteracions trobades.
Aixi, les anomalies de bracos sencers, també observades en el nostre treball, podrien produir-se
per trencament cromosomic (chromosome breakage), seguit d’una segregacio incorrecta dels
fragments originats, o de la formacié d’isocromosomes i(p) o i(q), també detectats en el nostre
estudi.

Pel que fa als desequilibris de segments terminals, amb la CGH convencional només s’han pogut
detectar aquelles alteracions que impliquen fragments de mida més gran que 10-20 Mb, mentre
amb I’array-CGH, de resoluci6 més elevada (2-10 Mb), pot detectar alteracions de mida més

petita.

Finalment, la preséncia de desequilibris cromosomics estructurals també podria estar relacionada
amb I’estadi de replicacié de la cel-lula. Atés que en les primeres etapes del desenvolupament
embrionari la proliferacid cel-lular és molt elevada, el cicle cel-lular comprén basicament les
fases de sintesi (S) 1 mitosi (M). En aquest sentit, si el blastomer analitzat es trobés en la fase S,
els guanys o perdues parcials de cromosomes observats podrien correspondre a regions

cromosomiques ja replicades o encara pendents de replicar, segons si es tractés de fragments de
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replicacid6 més primerenca o més tardana, respectivament. En aquest cas, no es tractaria
d’alteracions reals, sin6 generades com a conseqiiéncia del fet que la replicaci6 de la cromatina

no és sincronica per a tot el material genetic.

En aquesta seérie d’AMA, I’analisi a cegues de la CGH rapida no va detectar la trisomia del
cromosoma X present en els cinc blastomers de I’embrid n°® 5 (article n® 2). Aixo va ser degut a
la utilitzaci6 de cel-lules control 46,XY, que son les emprades rutinariament quan la CGH
s’aplica a embrions. De fet, la trisomia del cromosoma X ¢és I’nica alteracié viable dels
cromosomes sexuals que no es pot detectar emprant un control XY i constitueix una de les
limitacions inherents a la CGH. Una possible estratégia per superar aquesta limitacié és fer una
doble analisi utilitzant dos DNAs controls; €s a dir, co-precipitar la meitat del producte de DOP-
PCR problema amb un DNA 46,XY i I’altra meitat amb un DNA 46,XX, com s’ha fet en el cas 2
de PGS (veure apartat 4.3). Tot i que d’aquesta manera es pot solucionar el problema del
diagnostic, la durada global del procediment metodologic 1 de [I’analisi es veu forga
incrementada. Aixi doncs, una altra estratégia que es pot seguir és emprar cel-lules control
47,XXY. En aquest cas, no es podrien detectar complements cromosomics 45,Y0, pero la seva
incidéncia tedrica esperada és molt menor i, a més, els embrions amb aquestes caracteristiques

sOn inviables.

5.3.2. Edat materna i mosaicisme

Dels 22 embrions descartats per PGS-FISH 1 posteriorment analitzats amb la CGH rapida en
aquesta serie, només el 22,7% presentava aneuploidia completament uniforme, és a dir, que tots
els blastomers tenien les mateixes alteracions cromosomiques. Tractant-se d’embrions
procedents de dones d’AMA, aquestes alteracions podrien haver estat originades majoritariament
en la meiosi I materna. En canvi, en el 77,3% restant dels embrions, tot i que part de
I’aneuploidia era uniforme, també s’hi va observar mosaicisme, probablement causat per errors

de segregacio mitotica postzigotica.

S’han descrit tres mecanismes a través dels quals es pot generar mosaicisme cromosomic
(Delhanty, 2005): a) pérdua d’un cromosoma per retard en I’anafase (anaphase lag), b)
duplicaci6 cromosOmica i c) separacid anomala de cromatides germanes durant la mitosi, que
resulta en una pérdua o guany cromosomic reciproc en les cél-lules filles. Aparentment, no

sembla que hi hagi una associacio directa entre edat materna i mosaicisme, tot i que alguns
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autors han observat un increment d’errors cromosomics postzigotics en dones d’edat avancada,
especialment dels produits per una separacido anomala de cromatides germanes (Munne et al.,
2002; Daphnis et al., 2005). En el nostre estudi, el 60% (236/397) de les aneuploidies trobades
corresponia a errors cromosomics meiotics, mentre que el 40% (161/397) tenia un origen
postzigotic. A més, dins dels errors postzigotics, s’han observat molts guanys 1 peérdues
cromosomiques reciproques entre dos blastomers del mateix embridé (fenomen detectat en sis
dels 22 embrions analitzats, (27,3%)), que podrien haver estat causats per una separacié anomala
de les cromatides germanes en la mitosi. Per tant, tot i que globalment hi ha una major incidéncia
d’ancuploidia meidtica, com es podria esperar a causa de I’edat materna avancada de les pacients
(> 39 anys), I’elevada preséncia d’errors cromosomics postzigotics €s destacable. Aquest fet
dona suport a la hipotesi postulada per Munné et al. (2002), en la qual els autors apunten que un
possible mal funcionament de ’aparell mitotic femeni relacionat amb ’edat podria causar la

separacio anomala de cromatides germanes en les primeres divisions mitotiques de 1’embrid.

Dr’altra banda, cal dir que I’elevada taxa de mosaicisme trobada en aquest treball (77,3%) podria
no representar exactament la taxa global de mosaicisme dels embrions de dones d’AMA, ja que
s’han analitzat només embrions aneuploides, descartats després del PGD mitjancant la FISH-9-
cr. Tot 1 que la proporci6 de mosaicisme sigui, en el conjunt global d’embrions que es
diagnostiquen, menor que 1’observada en aquest grup d’embrions analitzats, és evident que
aquest fenomen ¢€s un dels majors entrebancs que ha d’afrontar el PGS. Alguns autors recomanen
analitzar dos blastomers de cada embri6 que s’ha de diagnosticar, per tal de poder contrastar els
resultats i determinar si existeix o no mosaicisme (Van de Velde et al., 2000; Baart et al., 2006).
Pero, d’aquesta manera, tampoc €s té la certesa de detectar totes les possibles linies cel-lulars de
I’embri6 i, en canvi, es produeix una agressio major. De fet, estudis recents han posat de
manifest que la biopsia de dos blastomers compromet de manera significativa el futur
desenvolupament de I’embridé manipulat, reduint la capacitat d’arribar a 1’estadi de blastocist 1

mostrant una qualitat morfologica inferior (De Vos et al., 2009; Goossens et al., 2009).
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5.4. Cribatge d’aneuploidies amb CGH rapida: aplicacio clinica

Un cop posada a punt la metodologia de la CGH rapida i avaluat els seu rendiment en 1’estudi
d’embrions descartats, s’ha procedit a la seva aplicacid en casos clinics candidats al PGS per risc
d’aneuploidies.

Habitualment, el PGS es realitza analitzant amb FISH un maxim de nou cromosomes
predeterminats. Amb aquest métode, la taxa d’implantaci6é aconseguida fins ara, segons 1’ultima
recopilacio de PGS feta per ’ESHRE PGD Consortium (Goossens et al., 2009), és del 14,3%
(embrions que mostren batec cardiac positiu/embrions transferits). Tot i que s’analitzen els
cromosomes que més freqiientment s’han trobat involucrats en 1’aneuploidia present en
avortaments (per ordre: 22, 16, 21 i 15) (Munne et al., 2004) i els que son responsables de
sindromes viables (13, 18, 21, X 1 Y), no es poden detectar aneuploidies d’altres cromosomes

que impedeixen la implantacio dels embrions transferits.

Amb el PGS emprant la CGH rapida s’aconsegueix un estudi citogenétic complet dels embrions
que s’analitzen. Aixo normalment implica una reduccié en el nombre d’embrions transferibles,

pero aquests tenen major potencial d’implantacio.

D’altra banda, I’estudi de tots els cromosomes en el PGS permet aprofundir en el coneixement

de I’aneuploidia, particularment dels embrions de pacients amb problemes de reproduccio6.

5.4.1. Consideracions metodologiques sobre I’aplicacio clinica de la CGH
rapida

Pel que fa a I’aplicacid6 clinica de la CGH rapida, el procediment es porta a terme durant el cicle
de FIV. Un cop biopsiats els blastomers a primera hora del mati del dia+3, es fa la lisi,
I’amplificacié 1 marcatge del DNA cel-lular i la co-precipitaci6 amb un DNA control en un
procés global que dura unes 11 hores. El periode d’hibridaci6 del DNA marcat amb el de les
metafases de limfocits €s tan sols de 12 hores i, per tant, transcorre durant la nit. D’aquesta
manera, el dia+4 ja es poden capturar les metafases i fer 1’analisi per aconseguir els resultats
finals. En el nostre laboratori, es triga uns 30 minuts per diagnosticar cada blastomer, ja que
s’utilitza un microscopi amb dos sistemes d’analisi connectats entre si. D’aquesta manera,

depenent del nombre d’embrions per analitzar, I’informe final del diagnostic s’acostuma a donar
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al migdia o bé a la tarda del dia+4. La transferéncia dels embrions seleccionats es pot fer el

mateix dia+4 o bé el dia+5 al mati.

La transferéncia dels embrions seleccionats en el mateix cicle de FIV, després d’un PGS en
embrions de 6-8 cél-lules, és el tret més avantatjos de la CGH rapida respecte la CGH
convencional. La CGH convencional requereix 40-72h d’hibridacio 1, per tant, no és possible
obtenir el diagnostic durant el cicle de FIV. Aixod fa que els embrions s hagin de criopreservar 1
la transferéncia dels diagnosticats com a euploides s’hagi de fer en un cicle posterior addicional,

un cop descongelats i sempre que mantinguin la seva viabilitat.

S’ha demostrat que la viabilitat 1 el potencial d’implantaci6 dels embrions queden forca reduits
després del procés de congelacio i descongelacio (Joris et al., 1999; Edgar et al., 2000). Es a dir,
que a més del cribatge citogenétic i morfologic, els embrions també passen per un cribatge de
superviveéncia al procés de criopreservacio; per tant, el nombre final d’embrions transferibles
minva encara més. Cal dir, pero, que les tecniques de vitrificacid incorporades recentment en els
centres de FIV estan augmentant considerablement 1’éxit del PGS amb CGH (Fragouli et al.,
2009; Sher et al., 2009). De totes maneres, el fet d’haver d’esperar un altre cicle per fer la
transferéncia embrionaria suposa un trastorn per a les pacients, tant pel temps d’espera que aixo
implica com per haver-se de medicar novament per preparar I’endometri. Finalment, en un sentit
més tecnic, la criopreservacié incrementa la manipulacié dels embrions dins el cicle de FIV-
PGD i suposa un pas afegit, previ a la transferéncia embrionaria, dins el procediment de FIV.
Aixi doncs, la utilitzaci6 de la CGH rapida aporta diversos avantatges respecte la CGH

convencional.

5.4.2. Exit del diagnostic amb la CGH rapida

Englobant els cinc casos de PGS inclosos en aquest treball, s’han processat 35 embrions
evolutius mitjancant la CGH rapida (veure taula 4.3.1). Aquests embrions representen el 83,3%
dels zigots generats (35 embrions evolutius de 42 zigots amb 2PN ben caracteritzats) amb una

taxa de fecundacio del 84% (42 zigots de 50 oocits MII inseminats mitjancant ICSI).
L’exit del diagnostic amb la CGH rapida ha estat del 97,1%, percentatge lleugerament superior

al 93% descrit amb la CGH convencional (Gutierrez-Mateo et al., 2004a). D’altra banda, tot i

que es tracta d’un estudi amb un nombre baix d’embrions analitzats, aquesta xifra també supera

130



Discussio

el 92% d’exit del diagnostic del PGS amb FISH documentat en el recull I-IX de TESHRE PGD
Consortium (Goossens et al., 2009). De fet, se sap que 1’éxit de la FISH depén en gran part de la
cura que es tingui en tots els passos del procés, sobretot pel que fa a la fixacié dels blastomers
biopsiats 1 al grau d’expertesa en la interpretacié dels resultats. Per aixo, quan s’empren
técniques de FISH, les taxes de no diagnostic poden arribar a ser del 20% (Mastenbroek et al.,
2007).

Una de les raons per les quals la taxa de diagnostic és superior en el PGS amb CGH rapida és el
fet que aquesta técnica no requereix la fixacid de la cel-lula, de manera que, un cop biopsiats, els
blastomers només s’han d’introduir dins el tub de PCR per poder comencar el procediment. Els
punts més critics del PGS amb CGH rapida sén el procediment de lisi 1 amplificacio del DNA de

c¢l-lula aillada 1, paral-lelament, el risc de contaminaci6 externa i els sistemes per detectar-la.

Dels 34 embrions diagnosticats en els cinc casos de PGS, set no presentaven cap alteracid
cromosomica; aixo situa la taxa d’euploidia en el 20,6%. En canvi, les dades globals recopilades
per P’ESHRE PGD Consortium (I-IX) indiquen que el 36% dels embrions diagnosticats
mitjangant PGS amb FISH son transferibles (Goossens et al., 2009). El nostre resultat és similar
a I’obtingut en estudis previs de CGH convencional en blastomers (Voullaire et al., 2000; Wells i
Delhanty, 2000) 1 indica que, quan s’analitzen tots els cromosomes, la incidéncia d’aneuploidia
en embrions (79,4% en el nostre treball, 75% en el conjunt dels altres dos estudis) és forca més
elevada que la descrita quan s’empra la FISH de cinc a nou sondes per al PGS. En aquests
estudis amb FISH, la taxa d’aneuploidia €s similar a la descrita en les revisions de ’'ESHRE
PGD Consortium (I-IX) i se situa entre el 30 i el 65% (Munne et al., 1994; Benadiva et al., 1996;

Iwarsson et al., 1999).

5.4.3. Tipus d’alteracions cromosomiques detectades amb la CGH rapida

En el present treball, s’han observat aneuploidies gairebé en tots els cromosomes (veure apartat
4.3 Taula 1). Coincidint amb estudis previs en oocits (Gutierrez-Mateo et al., 2004a; Gutierrez-
Mateo et al., 2004b), els cromosomes 15 i X es troben dins el grup de cromosomes més
freqiientment alterats, mentre que 1’11 i el 12 no s’han trobat involucrats en I’aneuploidia. De
totes maneres, tant les dades obtingudes en aquesta serie de casos de PGS com les obtingudes en
treballs precedents del nostre grup aplicats a I’estudi d’1CP i MII d’oocits humans (Gutierrez-
Mateo et al., 2004a; Gutierrez-Mateo et al., 2004b; Obradors et al., 2010), posen de manifest que

els errors cromosomics poden afectar qualsevol dels 24 cromosomes analitzats. Concretament,
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24 dels 40 esdeveniments aneuploides trobats en aquest estudi corresponien a cromosomes que
normalment no s’analitzen amb la FISH de nou sondes (per als cromosomes 13, 15, 16, 17, 18,
21,22, X 1Y). Per tant, si s’hagués utilitzat la FISH-9-cr en el PGS, el 40% de les aneuploidies
haurien quedat sense diagnosticar.

Pero a més d’errors que afecten el cromosoma sencer, amb la CGH rapida també s’han pogut
detectar alteracions parcials de cromosomes, com en I’estudi previ d’embrions d’AMA
descartats (veure apartat 5.3.1). En aquests casos de PGS, sis dels 46 errors observats en total
(13%) corresponien a alteracions estructurals, que afectaven els cromosomes 4, 6, 9, 17 1 18.
Aquest tipus d’alteraci6 tampoc es podria detectar, en molts casos, amb la FISH, ja que hauria de
coincidir la zona on hibrida la sonda fluorescent amb el fragment guanyat o perdut. Per tant,
tenint en compte els errors estructurals i les aneuploidies observades, en aquest treball el PGS
amb FISH no hauria estat capa¢ de diagnosticar completament 15 dels 34 embrions analitzats
(44,1%) 1, el que és més alarmant, nou dels 34 embrions (26,5%) s’haurien diagnosticat
erroniament com a euploides. Els nostres resultats demostren, doncs, la importancia de poder

detectar errors en tot el complement cromosomic, tant numerics com estructurals.

5.4.4. Implicacié de I’aneuploidia en els problemes de fertilitat associats a
AMA, RM i RIF

La ra6 per la qual es recomana el PGS en pacients d’AMA 1 en pacients amb RM ¢és I’elevada
incidéncia d’aneuploidia observada en odcits i embrions de les primeres (Angell et al., 1993;
Munne et al., 1995; Pellestor et al., 2003) i en embrions de les segones (Rubio et al., 2003). A
més, s han trobat alteracions cromosomiques en el 50-70% dels fetus avortats durant el primer

trimestre d’embaras (Hassold et al., 1980; Boue et al., 1985).

En els dos casos d’AMA inclosos en aquest treball (veure apartat 4.3, Taula 1, casos 11 2), s’ha
confirmat una elevada incidéncia d’aneuploidia en els embrions analitzats (100% i 90%,
respectivament). En el cas 1, tots els embrions van ser diagnosticats com a aneuploides, fet que
va evitar la transferéncia d’embrions que no haguessin implantat. En el cas 2, només un dels
embrions va resultar ser euploide, es va transferir i es va aconseguir embaras (que actualment es
troba ja en el tercer trimestre de gestacio).

Es important destacar que si el PGS del cas 2 s’hagués fet amb FISH-9-cr, dos dels embrions
aneuploides (n° 3 1 n® 12) s’haurien diagnosticat incorrectament com a euploides, amb el

conseqiient risc de transferir-los 1 no aconseguir implantacié o acabar en avortament. Aixd
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podria explicar el fet que les taxes d’implantacié i1 d’avortament descrites en el recull de dades
IX de P’ESHRE PGD Consortium per a pacients d’AMA siguin del 13,1% i del 18,9%,

respectivament (Goossens et al., 2009).

En els casos de PGS amb CGH rapida per RM (veure apartat 4.3, Taula 1, casos 3 1 4), la
incidéncia d’aneuploidia no ha estat tan elevada (44,4% 1 66,7% respectivament), tot i que 1’edat
materna del cas 3 era de 37 anys. En aquest cas, quatre dels nou embrions es van diagnosticar
com a euploides i els dos transferits van implantar, produint un embaras que ha donat lloc al
naixement de dos nadons sans. Si el PGS s’hagués fet amb la FISH s’haurien diagnosticat
incorrectament com a euploides tres embrions, i s’hauria indicat una taxa d’euploidia molt
superior a la real.

En el cas 4 només hi havia tres embrions disponibles per a I’analisi de la CGH rapida i, tot i que
un es va transferir després de ser diagnosticat com a euploide, no hi va haver embaras. Amb la
FISH, novament, s’hauria diagnosticat com a euploide un embrié amb alteracions detectades en
’analisi de la CGH rapida.

En aquest sentit, segons les dades del IX¢ recull de ’ESHRE PGD Consortium (Goossens et al.,
2009), la taxa d’implantacio obtinguda en casos de PGS per RM és del 18,4% 1, a més, la taxa
d’avortament dels embrions que implanten és del 20,4%. Com és d’esperar, els resultats
empitjoren si la indicaci6 per al PGS és la combinaci6 d’AMA amb RM, amb taxes
d’implantaci6 i embaras de 1’11,5% 1 25%, respectivament. Per tant, amb els resultats dels dos
casos de RM inclosos en aquest treball, es posa de manifest que el PGS amb CGH rapida és
millor que la FISH com a eina diagndstica, ja que 1’analisi citogenetica és molt més completa.
D’altra banda, cal també tenir en compte que existeixen diversos factors responsables dels
avortaments reiterats, com ara problemes immunologics o endometrials (Quenby et al., 2002;
Sauer et al., 2010). De fet, no es pot assumir que les alteracions cromosomiques en siguin 1’inica
causa, ja que s’han trobat freqliencies de cariotips anomals semblants en avortaments esporadics
(63-76%) i en RM (40-60%) (Hassold et al., 1980; Stern et al., 1996; Ogasawara et al., 2000;
Stephenson et al., 2002).

Pel que fa als casos amb fallades repetides d’implantacio, el cribatge d’aneuploidies pot ser
tamb¢é adequat per millorar la seleccid dels embrions que s’han de transferir. Tot i que hi pot
haver altres causes de no implantacid, com alteracions endometrials o uterines, o problemes
relacionats amb el procediment de la transferéncia, es creu que la preséncia d’alteracions

cromosomiques numeriques podria ser-ne també responsable (Donoso et al., 2007).

133



Discussio

Hi ha diversos estudis que revelen una elevada taxa d’aneuploidia en dones joves amb RIF
(Kahraman et al., 2000; Pehlivan et al., 2003) i s’ha observat una correlacié entre el nombre de
fallades de FIV i la preséncia d’alteracions cromosomiques numériques, del 50% amb tres cicles
i del 67% amb més de cinc cicles (Gianaroli et al., 1997). En el cas presentat de RIF (veure
apartat 4.3, Taulal, cas 5), només un dels set embrions analitzats es va diagnosticar com a
euploide, de manera que la incideéncia d’aneuploidia en els embrions d’aquesta pacient de 36
anys era molt elevada (85,7%). De totes maneres, 1’embrié euploide transferit no va implantar.
Tot 1 que es tracta d’un sol cas i no es pot generalitzar, aquest resultat concorda amb el d’altres
estudis que no han trobat millores en la taxa d’implantacié després del PGS (Gianaroli et al.,
1999; Werlin et al., 2003). Per tant, la fallada implantatoria es podria atribuir a altres causes no
cromosomiques. Amb la CGH, a més, s’han detectat diverses alteracions en cromosomes que no
s’haurien detectat amb la FISH, senzillament perque no s’analitzen, fet que podria explicar, en
part, I’escas exit del PGS amb FISH per RIF descrit en el recull de dades I-IX de ’ESHRE PGD
Consortium (14,1% d’implantaci6) (Goossens et al., 2009).

Finalment, tenint en compte els resultats dels cinc casos de PGS amb CGH rapida inclosos en
aquest treball, la taxa d’implantacio obtinguda és del 60%, ja que tres dels cinc embrions
transferits han generat gestacions que ja han arribat a terme o que estan en curs. Aquesta xifra €s
quatre vegades superior a la descrita en 1’ltima recopilacio de ’ESHRE PGD Consortium
(14,3%). Obviament, com que es tracta d’un nombre de casos molt reduit, no es poden extreure
encara conclusions definitives sobre 1’¢xit de la CGH rapida en el PGS. Els resultats preliminars,
pero, semblen indicar que 1’aplicacié d’un metode de cribatge de tots els cromosomes podria ser
altament beneficidos a I’hora de seleccionar embrions euploides per transferir. A més, el fet
d’evitar la criopreservacié dels embrions biopsiats, com requereix el PGS en dia+3 amb CGH

convencional, pot ajudar a mantenir la qualitat i viabilitat dels embrions seleccionats.
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5.5. Estudi citogenétic complet dels embrions de portadors de
translocacions cromosomiques equilibrades mitjancant el PGD amb
CGH rapida

5.5.1. Consideracions metodologiques sobre I’aplicacio de la CGH rapida en el

PGD per a translocacions

Tenint en compte el limit de resolucié de la CGH, 10-20 Mb (Griffin et al., 1998; Malmgren et
al., 2002), I’aplicaci6 d’aquesta técnica al PGD podria estendre’s també al diagnostic
d’alteracions estructurals de fragments de mida superior a 10-20Mb derivades de segregacions

cromosomiques desequilibrades en casos de translocacions.

En aquest treball (article n°® 3), s’ha evidenciat que la CGH rapida permet fer un estudi
citogenetic complet dels embrions de portadors de translocacions equilibrades, ja que permet
detectar tant els productes desequilibrats resultants de les segregacions com altres alteracions de
cromosomes no implicats en la translocacio. A més, aquesta estratégia suposa diversos
avantatges respecte 1’actual PGD per a translocacions emprant la FISH, sobretot en el cas de les
translocacions reciproques. En primer lloc, amb la FISH es necessita fer una posada a punt de
cada cas per tal de triar la combinacié de sondes idonia per a la deteccio de totes les segregacions
cromosomiques possibles. Aquest procés pot ser més o menys llarg depenent dels cromosomes
involucrats en cada translocacid i els punts de trencament, i sovint una combinacié de sondes
nomes és util per a un cas concret. Assumint que la CGH rapida pot detectar guanys o perdues de
material cromosomic a partir de 10-20 Mb, aquesta técnica es pot utilitzar per al PGD de
qualsevol translocacid reciproca sense haver de fer cap posada a punt; sempre i quan els
fragments translocats siguin més grans que el limit de resolucié de la CGH.

En segon lloc, s’ha suggerit que el diagnostic de les segregacions cromosomiques
desequilibrades simultani al cribatge d’aneuploidies podria incrementar la taxa d’implantacid
dels embrions seleccionats (Kuliev i Verlinsky, 2002; Pujol et al., 2006). Emprant la FISH en el
PGD, pero, s’haurien de fer diverses rondes d’hibridacié per poder analitzar la segregacio de la
translocacio 1 un nombre limitat dels altres cromosomes, amb el risc inherent del deteriorament
del nucli. Amb la CGH rapida, en canvi, I’estudi de tot el complement cromosomic i el

diagnostic de la segregacid de la translocacid es fan simultaniament en una sola analisi. A més,
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aquesta técnica no requereix la fixacid del nucli, evitant aixi les possibles perdues de material
degudes a aquest procés.

Finalment, una altra de les caracteristiques de la CGH rapida és que permet 1’analisi dels
cromosomes en tota la seva llargada, fet que proporciona més robustesa al diagnostic,
comparant-lo amb el de la FISH, en qué les sondes només detecten loci o regions especifics.
Obviament, aixd també fa que es puguin detectar alteracions estructurals en altres cromosomes

no implicats en la translocacio.

5.5.2. Detecci6 d’alteracions cromosomiques parcials mitjancant CGH rapida
en embrions descartats d’una portadora 46,XX,t(2;5)(g21;933) i en el PGD
per al portador 45,XY,t(2;17)(q14.2;q923); t(14;21)(q10;910)

Préviament a ’aplicacié de la CGH rapida en el PGD per a translocacions calia provar la seva
capacitat de detectar alteracions cromosomiques parcials degudes a reorganitzacions
cromosomiques. Aixo es va fer evident amb 1’analisi d’embrions descartats d’un PGD amb FISH
per a una portadora 46,XX,t(2;5)(q21;933). Mentre que el fragment translocat del cromosoma 2
era d’unes 115 Mb, implicant la meitat del brag¢ 2q, el fragment translocat del cromosoma 5 era
de 34 Mb, aproximadament una sisena part del brag 5q, longitud molt propera al limit de
resolucié de la CGH (10-20 Mb). Amb I’analisi de CGH, pero, es van observar desequilibris
cromosoOmics resultants de la segregacié 2:2 adjacent-2 de manera homogenia per a tots els
blastomers de 1I’embrié n® 2, que implica guanys i pérdues de la part no translocada del
cromosoma, €s a dir, d’unes 128 Mb per al cromosoma 2 i d’unes 147 Mb per al cromosoma 5.
Els resultats no concordants amb els obtinguts amb la FISH es podrien explicar pel fet que el
blastomer 2.0 fos binucleat. En I’embrido n°® 4 es va detectar mosaicisme i alteracions tant

numeriques com estructurals d’altres cromosomes, fet que podria justificar la discordanga amb el

resultat de la FISH.

Malgrat que amb I’analisi dels embrions descartats s’hagués demostrat que la CGH rapida era
capa¢ de detectar desequilibris de fragments d’unes 100 Mb derivats de segregacions
desequilibrades, en el primer cicle de FIV-PGD per al portador de la doble translocacio
45,XY,t(2;17)(q14.2;923); t(14;21)(q10;q10) (cas F) es va emprar la FISH combinada amb la
CGH rapida. Aixi, atés que el fragment translocat del cromosoma 17 era molt petit i telomeric
(~25 Mb), es pretenia garantir la completa deteccid de desequilibris d’'una mida encara més

propera al limit de resolucié de la CGH rapida. Els resultats d’aquest primer cicle, pero, van
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mostrar que la CGH rapida és capag¢ de detectar fins i1 tot desequilibris d’aquesta mida. Per tant,
en els segiients cicles d’aquest cas de DGP ja no es va utilitzar la FISH, evitant aixi biopsiar dues

cél-lules de cada embrio.

5.5.3. Proporcions de les segregacions cromosomiques de les translocacions

En el grup de les translocacions robertsonianes (casos A, B, C i la del cas F), la segregacid
cromosomica més freqiient ha estat la 2:1 alternant, observada en 43 dels 51 embrions analitzats
(84,3%), mentre que vuit dels embrions (15,7%) (dos embrions del cas B 1 sis del cas F)
presentaven la segregaci6 2:1 adjacent.

Aquests resultats concorden amb els obtinguts en estudis de segregacid6 meiotica en homes
portadors de translocacions robertsonianes, en que la freqiiéncia del tipus 2:1 alternant varia des
del 60 al 96,6%, la del tipus 2:1 adjacent es troba entre el 2,7 1 el 36,6% 1 la del tipus 3:1 és del
0,8-8,9% (Roux et al., 2005). Una possible explicacié del predomini de la segregacio 2:1
alternant és la proposada existéncia d’un punt de control meiotic, on es podrien eliminar les
cel-lules germinals amb segregacions aberrants per apoptosi, fet que causaria una reduccié de
I’espermatogénesi (Roeder 1 Bailis, 2000). A aquesta hipotesi s’hi adequa el fet que els tres
homes portadors de translocacions robertsonianes d’aquest treball (casos A, C i1 F) presentaven
oligozoospeérmia. A més, en estudis de poblacions d’homes infértils, es va trobar que el 0,8%
presentava aquest tipus de translocacié (De Braekeleer i Dao, 1991), mentre que en la poblacio
general la freqiiéncia €s nou vegades inferior. Excloent el cas de la doble translocacio (F), els dos
unics embrions amb segregacid 2:1 adjacent de les translocacions robertsonianes han estat
diagnosticats en el cas B, en qué la portadora de la translocacié era la dona; aquest fet donaria
suport a la idea que el punt de control meiodtic és menys estricte en dones que en homes

(LeMaire-Adkins et al., 1997).

Pel que fa al grup de les translocacions reciproques (casos D, E i la del cas F), és ben sabut que
la freqiiencia dels diferents tipus de segregacid depen especificament de cada translocacio, és a
dir, dels cromosomes involucrats, de la mida dels fragments intercanviats i de la dels segments
intersticials del quadrivalent (Martin i Hulten, 1993; Escudero et al., 2003; Benet et al., 2005;
Lledo et al., 2010). Sumant els dos cicles del cas D, el 38,9% dels embrions presentava
segregaci6 2:2 alternant, mentre que el 61,2% presentava segregacions desequilibrades, essent el
2:2 adjacent-1 (22,2%) 1 el 3:1 (22,2%) els tipus més freqiients, seguits del 2:2 adjacent-2
(16,7%).
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En el cas E, el 30% dels embrions van resultar ser normals o equilibrats per als cromosomes
implicats en la translocacid, mentre que el 70% eren desequilibrats. Els tipus de segregaci6 2:2
alternant (30%), 2:2 adjacent-2 (30%) 1 3:1 (30%) van trobar-se en la mateixa proporcid, mentre
que el tipus 2:2 adjacent-1 (10%) va presentar una freqiiéncia menor.

El patr6 de segregacio dels tres cicles agrupats del cas F va ser el segiient: la segregacido més
freqlient va ser la 2:2 alternant (46,7%), seguida de la 3:1 (26,7%), la 2:2 adjacent-1 (20%) i la
2:2 adjacent-2 (6,7%).

En els tres casos de translocacions reciproques (D, E i la del cas F), la freqiiencia del tipus de
segregacio 2:2 alternant es troba dins del rang observat en la bibliografia, entre el 20 i el 50%,
que es creu semblant en portadors homes i1 dones (Munne, 2005). D’altra banda, sembla que les
freqliencies dels tipus 3:1 i 2:2 adjacent-2 podrien ser diferents segons el génere del portador
(Mackie Ogilvie i Scriven, 2002; Lim et al., 2008). En el cas D, la portadora de la translocacid
era la dona i els tipus de segregacio desequilibrada 3:1 i 2:2 adjacent-1 han estat igualment més
freqiients que el de la 2:2 adjacent-2, observacid en concordanca amb altres publicacions
(Mackie Ogilvie i Scriven, 2002; Lledo et al., 2010). En canvi, en el cas E, en qué la portadora
també era la dona, el tipus de segregacid 2:2 adjacent-1 es va trobar en menor proporcié que els
de les segregacions 2:2 adjacent-2 i 3:1. En el cas F, en qué el portador era I’home, el tipus de
segregacid 3:1 ha estat lleugerament més representat que el de la 2:2 adjacent-1. En aquest cas,
les freqiiéncies observades tampoc es corresponen amb les descrites per Lledé et al. (2010), ja
que en el seu estudi el tipus de segregacié 2:2 adjacent-1 és més freqlient que el de la 3:1 en

homes.

En el cas F, valorant conjuntament la segregacid de les dues translocacions (sense tenir en
compte possibles recombinacions), la probabilitat tedrica de produir gametes normals o
equilibrats €s molt baixa, ja que només un de cada 32 gametes generats podria tenir un
complement sense cap alteracidé cromosomica lligada a la translocacié reciproca (4/32 gametes
serien normals o equilibrats) o a la robertsoniana (4/16 gametes serien normals o equilibrats).
Curiosament, quatre dels 16 embrions analitzats en els tres cicles (25%) van ser diagnosticats
com a normals o equilibrats per a les dues translocacions, perd només un, pertanyent al tercer
cicle de FIV-PGD, era totalment euploide. Aquest embri6 va ser transferit i va produir un

embaras, que actualment es troba en el primer trimestre de gestacio.
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5.5.4. Anomalies dels cromosomes no implicats en les translocacions

En aquest treball, a part de les alteracions dels cromosomes implicats en les translocacions, s’han
detectat anomalies en altres cromosomes. En portadors de translocacions, s’ha suggerit que
I’elevada incideéncia d’aneuploidia en els altres cromosomes pot estar lligada a 1’existéncia d’un

efecte intercromosomic (ICE) (Lejeune, 1963; Gianaroli et al., 2002).

En les translocacions robertsonianes (casos A, B i C), s’han observat aneuploidies en el 74,3%
dels embrions analitzats (26/35), que podien afectar qualsevol dels grups cromosomics, essent
majoritariament afectats els grups E 1 G, seguits dels C, X/Y, D1 F, B i, per ultim, del grup A.

La possible influéncia de la figura oberta del trivalent ha estat assenyalada com a responsable de
I’ICE, ja que podria generar inestabilitat en la resta de bivalents (Navarro et al., 1991) i causar
les multiples aneuploidies observades. En el cas B, pero, cal tenir en compte també que 1’edat
materna era de 40-41 anys, de manera que les aneuploidies observades podrien ser degudes, a

més, a ’AMA.

En les translocacions reciproques (casos D 1 E) s’han detectat aneuploidies en el 25% dels
embrions diagnosticats (7/28), que afectaven també tots els grups cromosomics, essent el grup
més freqiientment implicat 1’X/Y, seguit del grup C, dels grups A, B, D i G i, finalment, dels E 1
F. Tot i la limitacié del nombre de casos, aquest percentatge és bastant inferior al trobat en les
translocacions robertsonianes 1 podria explicar-se pel comportament dels cromosomes translocats
durant la meiosi I. El quadrivalent format en les translocacions reciproques pot ser forga més
estable que el trivalent format en les robertsonianes, ja que, depenent dels fragments i dels
cromosomes implicats, pot tenir un aparellament més complet de totes les regions
cromosomiques homologues (Oliver-Bonet et al., 2002). Per tant, I’efecte d’aquesta figura en la

segregacid d’altres cromosomes no involucrats en la translocacié podria ser menor.

En els tres cicles de FIV-PGD de la doble translocaci6 (cas F), s’han detectat també aneuploidies
en el 62,5% dels embrions analitzats (10/16). La seva preséncia pot ser atribuida a 1’existéncia
del trivalent o a la d’ambdues figures, trivalent i quadrivalent, que podria afavorir la produccid

d’aneuploidies.
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L’existéncia de I’'ICE ¢€s un tema controvertit en la bibliografia. Mentre que alguns estudis donen
suport a aquest fenomen tant en translocacions robertsonianes (Gianaroli et al., 2002; Anton et
al., 2004a; Anton et al., 2010) com en reciproques (Oliver-Bonet et al., 2002; Rives et al., 2003;
Anton et al., 2004b), altres no han detectat la seva existéncia (Martini et al., 1998; Estop et al.,
2000; Oliver-Bonet et al., 2004; Munne et al., 2005¢c). Alguns autors han suggerit que les
alteracions trobades en portadors de translocacions son més degudes a la preséncia de
seminogrames alterats, que a la translocacio en si (Pellestor et al., 2001; Douet-Guilbert et al.,
2005).

Pel que es despren del nostre estudi, es podria assumir que I’ICE estaria més associat a les
translocacions robertsonianes que no pas a les reciproques, mentre que la proporcio de
desequilibris lligats a segregacions dels cromosomes implicats en la reorganitzacio seria més
elevada en les translocacions reciproques que en les robertsonianes, coincidint amb els treballs

anteriors (Gianaroli et al., 2002).

El present treball ha evidenciat, a més de les aneuploidies esmentades anteriorment, 1’existéncia
d’alteracions estructurals en cromosomes no involucrats en les translocacions, que afectaven tots
els grups cromosomics excepte el G, i involucraven des de part d’un brag¢ fins aproximadament
el 75% del cromosoma. Aquestes alteracions s’han observat en ambdos tipus de translocacions,
tot 1 que la incidéncia sembla ser forca diferent. Mentre que en els casos de translocacions
robertsonianes la preséncia d’errors cromosomics parcials ha estat del 45,7% (observats en 16
dels 35 embrions analitzats), en els casos de translocacions reciproques, ha estat del 17,9%
(5/28). En el cas de la doble translocacio, el 25% dels embrions analitzats (3/16) presentava
alteracions cromosomiques estructurals.

L’existéncia d’errors cromosomics estructurals, doncs, s’ha demostrat en els diversos treballs
realitzats amb la CGH rapida, tant en els embrions descartats com en els embrions de casos de
PGS i de PGD per a translocacions. La discussio detallada sobre el seu possible origen i la seva

naturalesa s’ha desenvolupat en 1’apartat 5.3.1.

5.5.5. Importancia de la CGH rapida en els resultats dels casos de FIV-PGD

per a portadors de translocacions cromosomiques

En els cicles de translocacions robertsonianes (A, B.1, B.2 1 C), 30 dels 32 (93,8%) embrions
analitzats presentaven el tipus de segregacio 2:1 alternant, pero només cinc d’ells (5/30; 16,7%)

van ser diagnosticats com a totalment euploides amb la CGH rapida. Dels 25 embrions restants,
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13 es van descartar per preséncia d’aneuploidies, un per preseéncia d’una alteracio estructural 1 11
per presencia d’alteracions cromosomiques, tant numériques com estructurals. En canvi, si el
PGD s’hagués fet mitjangant la FISH amb sondes especifiques per als cromosomes implicats en
la translocacio, 30 embrions s’haguessin diagnosticat com a transferibles, cinc correctament i 25
incorrectament (78,1%; 25/32). D’altra banda, si a més dels cromosomes translocats també
s’haguessin analitzat amb la FISH els cromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X 1 Y, el nombre
d’embrions transferibles hagués disminuit fins a wvuit, cinc diagnosticats correctament i tres

(9,4%; 3/32) incorrectament.

En els cicles de translocacions reciproques (D.1, D.2 1 E), 10 dels 28 (35,7%) embrions analitzats
presentaven la segregacio 2:2 alternant, pero només cinc d’ells (50%; 5/10) van ser diagnosticats
com a totalment euploides amb la CGH rapida. Dels cinc embrions restants, quatre es van
descartar per preséncia d’aneuploidies i un per preseéncia d’una alteracio estructural. En aquests
casos, l’estratégia majoritariament emprada en el PGD, és a dir, la FISH amb sondes
especifiques per als cromosomes implicats en la translocacid, hauria diagnosticat nou embrions

com a transferibles, cinc correctament i quatre incorrectament (14,3%; 4/28).

Finalment, agrupant els tres cicles de la doble translocacio (cas F), quatre dels 16 embrions
analitzats (25%) van presentar segregacions alternants per a les dues translocacions, perd només
un va ser diagnosticat com a completament euploide mitjangant la CGH. Amb la FISH, emprant
sondes per als cromosomes involucrats en les dues translocacions, s’haurien diagnosticat
incorrectament com a transferibles els altres tres embrions amb segregacio alternant per a les

dues translocacions (18,8%).

Aquests resultats demostren que, també per al PGD, la CGH rapida és una estratégia molt més
acurada que la FISH, especialment en els casos de translocacions robertsonianes, en que la

presencia d’aneuploidies 1 alteracions cromosomiques estructurals és molt elevada.

En aquest treball (article n° 3) es presenten, per primera vegada, resultats d’un PGD emprant la
CGH rapida per a un cas complex d’un portador de dues translocacions (cas F), en que, a més,
s’ha aconseguit un embaras. Tamb¢ s’ha obtingut un embaras en el cas de la portadora de la
t(13;14) de 41 anys (cas B.2). D’altra banda, en el moment de redactar el present estudi, encara

no s’ha fet la mesura de la B-HCG en la pacient portadora de la t(1;10) (cas E).
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Pel que fa a la resta de cicles de FIV-PGD en qu¢ s’ha arribat a la transferéncia d’embrions
diagnosticats com a euploides que no han produit embaras, se sap que, a part de la constitucid
cromosOmica, intervenen altres factors en el procés d’implantacid, com per exemple la qualitat
de la morfologia embrionaria, la receptivitat endometrial o bé el procediment de transferéncia en
si (Donoso et al., 2007).

El que apunta el nostre estudi, perd, és que 1’aplicacié d’una analisi cromosomica completa,
mitjancant la CGH rapida, en el PGD per a translocacions és una eina que permetra superar una
de les maximes limitacions actuals del PGD emprant la FISH, com és la transferéncia

d’embrions amb errors en cromosomes no analitzats que poden impedir la seva implantacio.
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5.6. Perspectives de futur de la CGH rapida

En Dactualitat, la necessitat d’analitzar tot el complement cromosomic per poder fer un
diagnostic acurat és ja una realitat. En aquest context la CGH rapida és una bona alternativa a
I’actual PGD. Com s’ha vist, es tracta d’una técnica molt completa, ja que no només permet
detectar alteracions numeériques de tots els cromosomes, sind que també pot identificar
alteracions estructurals (amb un limit de resolucié de 10-20 Mb). D’altra banda, a diferéncia de
la CGH convencional, no requereix la criopreservacio dels embrions analitzats, de manera que es
maximitza la seva capacitat per implantar. Aixi doncs, sembla I’opci6 idonia per al diagnostic.
En tractar-se d’una técnica complexa, pero, la seva aplicacid clinica requereix un equip

especialitzat 1 ben coordinat, sobretot pel que fa a 1’analisi dels resultats.

Paral-lelament al desenvolupament de la CGH rapida, esta prenent forga la tecnologia de 1’array-
CGH (Hu et al., 2004; Le Caignec et al., 2006; Hellani et al., 2008; Vanneste et al., 2009). El fet
que la resolucié d’aquesta técnica sigui més elevada que la de la CGH (rapida o convencional) 1
que el procediment sigui igual o més rapid fa d’aquesta técnica una opcid atractiva per ser
aplicada al PGD. Tanmateix, la metodologia i el sistema d’interpretacié dels resultats encara
s’estan acabant de validar (Gutierrez-Mateo et al., 2010; Harper i Harton, 2010). A més, el cost
de la infraestructura i els reactius requerits per poder portar a terme tot el procediment és encara

molt elevat si es compara amb el de la CGH.

Una altra metodologia prometedora és la dels microarrays amb SNPs (Handyside et al., 2009),
que permet no només determinar el nombre de copies de tots els cromosomes, sind també
caracteritzar el genotip de la cél-lula analitzada. Per tant, tot i trobar-se encara en una fase forga
preliminar, aquesta tecnologia podria ser utilitzada per a I’estudi citogenetic i molecular de
manera simultania en una mateixa cel-lula. De totes maneres, la necessitat d’analitzar el DNA
patern i matern o, en alguns casos, també de parents propers a la parella per tal de poder fer
I’analisi de lligament en els embrions, suposa una despesa elevada que cal afegir a I’important

cost economic que ja té aquesta teécnica.
En conclusid, mentre els métodes basats en la tecnologia dels microarrays continuin pendents de

validar 1 el seu cost sigui tan elevat, la utilitzaci6 de la CGH rapida en el diagnostic pot ser una

bona estratégia per incrementar 1’¢xit del PGD.
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. Conclusions

S’ha desenvolupat i validat la metodologia de la CGH rapida, en que el temps d’hibridacio
s’ha escurgat de 40-72 hores a 12 hores. Aquesta metodologia permet obtenir resultats amb

una qualitat similar o, en alguns casos, superior a I’aconseguida amb la CGH convencional.

La validaci6 de la metodologia de la CGH rapida en blastomers d’embrions descartats per
PGS emprant la FISH-9-cr ha posat de manifest que la manca de concordanga entre els
resultats de la CGH rapida 1 els de la FISH-9-cr es deu, principalment, a 1’existéncia de

mosaicisme, pero també a errors de la FISH.

. Amb la metodologia de la CGH rapida desenvolupada, es poden analitzar simultaniament
tots els cromosomes de la cel-lula. Aixi, en blastomers d’embrions descartats per PGS amb
FISH-9-cr 1 també en els casos de PGS, entre el 38,5 1 el 43,6% de les aneuploidies

detectades no haurien estat diagnosticades amb la FISH-9-cr.

En embrions descartats d’AMA, mentre que el 60% de les aneuploidies detectades és
d’origen meiotic, com ¢€s d’esperar per 1’edat de les pacients (= 39 anys), el 40% ¢és d’origen
postzigotic, és a dir, generat per errors en la segregacid mitotica de les primeres divisions

embrionaries.

L’elevada taxa de mosaicisme (77,3%) trobada en embrions descartats d’AMA, corrobora

que aquest fenomen és un dels principals obstacles del PGS.

. Amb la CGH rapida no només es detecten aneuploidies, sindé tamb¢ alteracions estructurals,
amb un limit de resolucidé de 10-20 Mb. Aquest tipus d’alteraci6 s’ha observat en el 10-
31,8% dels embrions descartats pel PGS amb FISH i en el 17,6% dels embrions dels casos de

PGS presentats, fet que indica que es tracta d’un fenomen comu i no menyspreable.

La reduccio del temps d’hibridacio de la CGH permet ’aplicacié d’aquesta técnica en el
PGD de blastomers en dia+3, fet que fa possible obtenir els resultats el dia+4. D’aquesta
manera, s’evita la criopreservacid dels embrions biopsiats i els seleccionats com a euploides

es poden transferir, en fresc, en el mateix cicle de FIV.
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10.

11.

12.

13.

La taxa d’implantacié obtinguda en el PGS amb CGH rapida, tot i tractar-se d’un nombre
reduit de casos, és del 60%, és a dir, quatre vegades superior a la descrita en la recopilacio I-
IX de ’ESHRE PGD Consortium (14,3%). Per tant, ’aplicacié d’aquesta metodologia en el

PGS pot ajudar a augmentar la taxa d’implantacid dels embrions seleccionats i transferits.

La CGH rapida ha estat capag de detectar alteracions cromosomiques estructurals, amb un
limit de resolucié de 10-20 Mb, derivades de segregacions desequilibrades en embrions de

portadors de translocacions equilibrades.

Per primera vegada, I’aplicacié de la CGH rapida en el PGD per a un portador d’una doble
translocacido ha permes seleccionar embrions normals o equilibrats per a les dues
translocacions i ha aconseguit la transferéncia d’un embrié euploide que ha produit un

embaras.

La proporcié d’embrions amb desequilibris derivats de la segregacid dels cromosomes
implicats en una reorganitzacid €és superior en les translocacions reciproques (60,5%)
respecte les robertsonianes (15,7%). En canvi, I’efecte intercromosomic sembla ser més

rellevant en les robertsonianes (74,3%) que en les reciproques (25%).

La proporcio d’embrions amb desequilibris deguts a alteracions estructurals no relacionades
amb la reorganitzaci6é sembla ser més rellevant en les translocacions robertsonianes (45,7%)

que en les reciproques (17,9%).

La CGH rapida apareix com una eina molt util en el PGD per a translocacions robertsonianes
i reciproques, ja que, a més de la deteccid d’alteracions cromosomiques estructurals
derivades de la segregacid del trivalent o del quadrivalent, permet diagnosticar altres
alteracions, tant numeériques com estructurals, en qualsevol dels cromosomes del
complement. A més, I’obtencio6 dels resultats citogenetics el dia+4 possibilita la transferéncia

dels embrions seleccionats dins el mateix cicle de FIV, fet que evita la seva criopreservacio.
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