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1.1. La reproduccio en I'’espécie humana

1.1.1. Eficiencia reproductiva en I'espécie humana

L'esterilitat es defineix com la impossibilitat per a una parella d’aconseguir un embaras després
d’un any de relacions sexuals sense proteccid. Afecta un 10-15% de les parelles en edat
reproductiva i en un 20% dels casos la causa d’esterilitat €s masculina.

L’espécie humana és una de les especies de mamifers menys fecundes i es considera que les
possibilitats d’obtenir una gestacid per a una parella sense problemes d’esterilitat son
aproximadament d’un 25% per cicle menstrual (Edmonds et al., 1982). Es calcula que
aproximadament el 70% de les gestacions no arriba a terme i que el 50-60% es perd durant o
poc després de la implantacid, per tant, son inadvertides (Hill i Anderson, 1990).

Una proliferacié endometrial insuficient o alteracions en els senyals entre I’embri6 i I'endometri
podrien ser causes d’aquesta baixa taxa de fecunditat. També ho podrien ser una vascularitzacio
uterina deficient o alteracions dels nivells hormonals. Una de les contribucions a la pérdua
embrionaria més important és, sens dubte, la produccié d’embrions cromosomicament anormals.

L’espécie humana presenta una incidencia molt elevada d’embrions cromosomicament anormals.
La majoria d’aquestes anomalies cromosomiques son originades durant els processos de formacio
d’oocits i d’espermatozoides. Gracies a la fecundacié in vitro (FIV) ha estat possible I'accés a
I’oocit i el seu estudi i es considera que entre el 20-25% dels oodcits s6n cromosomicament
anormals. Aquest percentatge augmenta amb I’edat materna, ja que la integritat del procés
meiotic de I'oocit empitjora amb I’edat de la dona (Battaglia et al., 1996).

Estudis en espermatozoides utilitzant primer el test de hamster i, més tard, la hibridaci6 in situ
fluorescent (FISH) han estimat un 10% d’anomalies cromosomiques. Tot i que existeix una gran
variabilitat no només entre laboratoris, siné també entre individus.

Tenint en compte els percentatges d’oocits i d’espermatozoides amb anomalies cromosomiques,
es pot calcular que entre el 30-35% de les concepcions seran cromosomicament anormals.

També poden originar-se anomalies cromosomiques després de la fecundacié. Les primeres
divisions postzigotiques sén especialment sensibles i poden donar lloc a mosaicismes. El
percentatge de mosaicisme observat en els embrions procedents de FIV oscil-la entre el 17% i
el 43% i el d’anomalies cromosomiques en general, entre el 30% i el 65% (Wilton, 2002).

Estudis citogenétics en avortaments presenten una incidéncia d’anomalies cromosomiques entre
el 50% i el 70% (Hassold et al., 1980; Jacobs i Hassold, 1995). Aquest percentatge va disminuint
a mesura que ens apropem al moment del naixement, de manera que es troben anomalies
cromosomiques en el 5% de les morts perinatals i en un 0.9% del nascuts vius (Jacobs, 1992)
(Figural).



Figura 1. Anomalies cromosomiques i seleccié natural (adaptat de Gardner i Sutherland, 2004).

Oocits aneuploides Espermatozoides anormals
20-25% 10%

'

Anomalies cromosomiques en
embrions preimplantacionals
30 -35%

Embrions a dia 3
50%

Fetus anormals al 1r trimestre
10%

Anomalies cromosomiques
en el naixement
0.4-0.9%

1.1.2 Anomalies cromosOomiques

Les anomalies cromosomiques comprenen qualsevol modificacié del nombre o de I'estructura
dels cromosomes. Les anomalies cromosomiques numeériques es generen normalment de novo
com a resultat d’'una mala segregacié (no disjuncié) durant el procés de gametogenesi dels
progenitors. Sil'alteraci6 afecta tots els cromosomes, és a dir, si tenim un nombre de cromosomes
multiple de 23, parlem de ploidia (triploidia, tetraploidia, etc.), i utilitzem el terme aneuploidia si
I'alteracio afecta només a un o uns quants parells de cromosomes (monosomia, trisomia,
tetrasomia, etc.).

Les anomalies cromosomiques estructurals s6n normalment heretades d’algun dels progenitors
que és portador d’una anomalia cromosomica equilibrada (sense guany ni pérdua de DNA).
Variants estructurals son les translocacions reciproques i Robertsonianes, les inversions
paracentriques i pericentriques i les insercions. Altres alteracions son les duplicacions i les
deficiéncies en les quals hi ha pérdua o guany de DNA.

La majoria dels embrions amb anomalies cromosomiques numeriques no son viables. Els embrions
portadors d’aquestes anomalies poden arribar a la implantacio i a I'inici del desenvolupament,
perd pocs arriben al naixement. L'nica monosomia viable és la sindrome de Turner (45,X0),
present en un de cada 5000 naixements. També hi ha algunes trisomies viables. La sindrome de
Klinefelter (47,XXY) afecta un de cada 1000 nens nascuts, igual que les trisomies 47,XYY i 47 ,XXX.
Les Uniques trisomies autosomiques viables sén les dels cromosomes 21 (sindrome de Down),
18 (sindrome d’Edwards) i 13 (sindrome de Patau), amb freqliéncies d’un de cada 667, 6250 i
12048 nounats respectivament. La trisomia 21 és I'Gnica que arriba a I'edat adulta; les altres dues
tenen una mortalitat de més del 90% en els primers mesos de vida (Jacobs i Hassold, 1995).

Les anomalies cromosomiques estructurals desequilibrades poden donar lloc a fallades
d’'implantacié, avortaments de primer trimestre 0o naixements a terme, en funcié del grau de
desequilibri cromosomic i del grau i tipus de pérdua o guany de DNA.



En un estudi realitzat per Eiben et al. (1990) amb 750 avortaments espontanis, la anomalia més
frequent va ser la trisomia (62%o), principalment dels cromosomes 16, 22 i 21, seguida de les
triploidies (12.4%), monosomies del X (10.5%), tetraploidies (9.2%) i un 4.2% d’anomalies
estructurals.

1.2 Citogeneética en ceél-lules germinals masculines

1.2.1 Meiosi masculina

1.2.1.1 Alteracions de la meiosi masculina

La meiosi és la fase de I'espermatogénesi mitjancant la qual s’originen cel-lules amb dotacio
cromosomica haploide. Durant la meiosi, els espermatocits primaris (2n) es converteixen en
espermatides rodones (n). Es un procés cel-lular complex i consta de dues divisions cel-lulars
sense replicacio de DNA entre elles. La primera divisi6 meiotica es caracteritza per I'aparellament
entre els cromosomes homolegs que permet la recombinacid genética, i per la reduccio del
nombre de cromosomes que dona lloc a espermatocits secundaris. A la segona divisio es produeix
la separaci6 de cromatides que generen espermatides rodones haploides.

Les anomalies meidtiques son alteracions del procés meiotic, i per tant limitades a la linia germinal,
que no es poden detectar mitjangant estudis en cel-lules somatiques (cariotips). Les anomalies
meiotiques afecten principalment el procés d’aparellament dels cromosomes homolegs (sinapsi)
(Hultén et al., 1990; Pearson et al., 1970). Usualment, es posen de manifest per la preséncia de
regions cromosomiques no aparellades en Profase | i per alteracions en el nombre de quiasmes
que presenten els bivalents cromosomics en metafase |.

Les anomalies meiotiques s’han relacionat amb mutacions d’'un o més gens que codifiquen per
productes especifics de la meiosi (proteines dels elements dels complexes sinaptonemals, enzims
de la recombinacié, enzims de reparacié DNA, etc.) (Edlemann et al. 1996; Hassold, 1996;
Baarends et al., 2001; Judis et al., 2004), amb alteracions mecaniques del procés sinaptic i també
amb la influéncia d’un ambient testicular anormal, especialment quan els nivells de la FSH sén
elevats (Mroz et al., 1999; Vendrell et al., 1999; Egozcue et al., 2000).

L’analisi de les divisions meiotiques de les cél-lules espermatogeniques en biopsies testiculars
ha permés la caracteritzaci6 i la classificacio de les diferents anomalies meiotiques (revisat per
Templado et al., 1981; Egozcue et al., 2005). Les anomalies descrites poden ser limitades o
extenses, poden afectar un sol bivalent, alguns bivalents o la majoria, i produir asinapsi total o
parcial de bivalents. També poden afectar totes les divisions meidtiques analitzades o poden
coexistir amb una linia cel-lular normal. Les anomalies mes freqlients sén (revisat per Egozcue
et al., 2005):

i. Separaci6 preco¢ dels cromosomes sexuals. Es deu a una reduccio de la recombinaci6 entre
els cromosomes X i Y, que també esta correlacionada amb una disminucié en la frequéncia de
recombinacio dels bivalents autosomics.



ii. Desinapsi total de bivalents de mida petita (grup G). El nombre de bivalents afectats sol variar
segons les diverses cél-lules estudiades i també segons els pacients que la presenten.

iii. Desinapsi parcial de bivalents. Els bivalents afectats solen presentar una reduccio en el
nombre esperat de quiasmes. Els cromosomes implicats solen ser de mida mitjana pero
també s’ha descrit en bivalents cromosomics de mida gran. Com en el cas anterior, hi ha
variabilitat en el nombre de bivalents que poden estar afectats, en el nombre de cél-lules
amb anomalies i en els pacients afectats. Es ’'anomalia més freqiientment observada en
pacients esterils.

iv. Desinapsi total de bivalents. Es una anomalia molt poc freqiient i afecta la practica totalitat
dels bivalents. Acostuma a anar acompanyada de fragmentacié cromosomica.

Les anomalies d’aparellament comprometen la continuitat del procés meiotic i poden donar lloc
a bloqueigs més o menys drastics de les linies cel-lulars afectades (fet que es traduira en una
azoospérmia o una oligozoospérmia greu), perd també a la produccié d’espermatozoides amb
anomalies cromosomiques derivats de linies cel-lulars capaces de completar el procés (Egozcue
et al., 1983, Martin et al., 1996).

1.2.1.2 Aplicacio clinica de I’estudi de la meiosi

L’estudi de la meiosi va ser incorporat com una eina diagnostica per al cribatge de I'esterilitat
masculina en els anys 70 (Hultén et al. 1970; Pearson et al. 1970). Estudis meiotics en biopsia
testicular en pacients estérils han demostrat una incidencia del 6% d’anomalies d’aparellament
(Egozcue et al. 1983; De Braekeleer i Dao, 1991). Aquesta incidéncia augmenta fins al 17.5%
en pacients amb oligoastenozoospérmia greu i fins al 40% en pacients amb concentracions per
sota de 0.5 x 106 espermatozoides /ml. (Vendrell et al., 1999). Martin (1996) va evidenciar que
molts homes esterils amb cariotip normal presenten anomalies sinaptiques durant la meiosi que
provoquen un bloqueig més o menys greu i la produccié d’espermatozoides aneuploides.

Donat que els estudis de la meiosi poden aportar informacié valuosa per establir un diagnostic
i la posterior orientacio terapéutica, les analisis meiotiques en teixit testicular s’inclouen com a

prova diagnostica en molts centres per a I’avaluacio de I'esterilitat masculina.

1.2.2 Citogenética de I'espermatozoide

1.2.2.1 Tincié cromosomica diferencial

L’espermatozoide és una cel-lula altament diferenciada i especialitzada, amb una funcié molt
especifica que és transportar el complement cromosomic masculi fins a I'oocit i, després de
fecundar-lo, activar-lo per iniciar el desenvolupament de I’embrié. El nucli de I'espermatozoide té
una organitzacié molt particular, caracteritzada per un elevat grau de condensacio de la seva
cromatina que n’ha condicionat I'analisi.

En els anys 70 es van dur a terme els primers intents per detectar aneuploidies en I'espermatozoide
huma. Barlow i Vosa (1970) van utilitzar quinacrina o0 mostassa de quinacrina per tenyir la regio



heterocromatica del cromosoma Y, i van identificar com a disdomics pel cromosoma Y aquells
espermatozoides que presentaven dos cossos fluorescents. Aquesta técnica estimava uns percentatges
molt elevats d’aneuploidies (Pawlowitzki i Pearson, 1972; Klasen i Schmid, 1981) que es van atribuir
a senyals artefactuals (Beatty, 1977). Poc després, Bobrow et al. (1972) i Pearson (1972) van utilitzar
altres técniques indirectes per estimar aneuploidies espermatiques tenyint la constriccié secundaria
dels cromosomes 1 i 9 amb dificultats i limitacions semblants.

1.2.2.2 Cromosomes d’espermatozoides

L'any 1978, Rudak et al. van descriure una tecnica que permetia una analisi directa de la constitucio
cromosomica de I'espermatozoide huma mitjancant la fecundacié in vitro interespecifica d’oocits
d’hamster sense zona pel-licida amb espermatozoides humans (Yanagimachi et al., 1976). Aquesta
técnica, estandarditzada per Martin et al., (1982), ha permés I’estudi d’anomalies numeriques i
estructurals en els espermatozoides (Genesca et al., 1990; Martin et al., 1991; Templado et al., 1996).
Tot i aix0 és una tecnica complexa, laboriosa i poc Util en casos en que els espermatozoides sén
incapacgos de penetrar els oocits d’hamster. Tot aix0 ha fet que aquesta técnica s’hagi utilitzat cada
cop menys en la rutina del cribatge del factor masculi.

1.2.2.3 Hibridacio in situ fluorescent (FISH)

A mitjan anys 80 es van desenvolupar les tecniques d’hibridacid in situ sobre espermatozoides
(Joseph et al., 1984; Guttenbach i Schmid, 1990), i durant els anys 90 es va consolidar I'aplicacio
de protocols d’hibridacié in situ fluorescent (FISH) sobre nuclis descondensats d’espermatozoides
(Wyrobek et al., 1990; Vidal et al., 1993).

La metodologia de la FISH s’ha hagut de modificar lleugerament per a I'estudi dels espermatozoides
a causa de I'elevat grau de compactacio de la seva cromatina, que fa dificil I'accés de les sondes.
Per aix0, s’ha aplicar un tractament de descondensaci6 del nucli abans de la desnaturalitzacio del
DNA i la posterior hibridacié amb les sondes corresponents (Vidal et al., 1993; Holmes i Martin, 1993;
Bischoff et al., 1994).

En els primers estudis (Pieters et al., 1990; Guttenbach i Schmid, 1991) s’utilitzava una Unica sonda
de DNA, cosa que feia impossible distingir entre espermatozoides disomics i diploides, ja que la
mida del diametre del nucli no és un bon parametre per diferenciar-ho. Va ser el fet de combinar
diferents sondes de DNA i fluorocroms el que va permetre resoldre aquest inconvenient (Williams
et al., 1993; Bischoff et al., 1994). També ha estat imprescindible establir uns criteris de valoracio
per eliminar la subjectivitat de I'investigador i uniformitzar els resultats (Goldman et al., 1993; Robbins
et al., 1993). Des de llavors, I'aplicacié de la FISH en nuclis descondensats d’espermatozoides ha
suposat la millor alternativa per avaluar la constitucié cromosomica dels espermatozoides humans
(Downie et al., 1997; Egozcue et al., 2003).

Diversos autors han fet estimacions de la incidéncia d’aneuploidies en espermatozoides d’homes
fertils (Martin et al., 1993; Miharu et al., 1994; Spriggs et al., 1995; Blanco et al., 1996; Downie
et al., 1997) per poder comparar-la amb la de diferents grups de pacients (pacients esterils,
pacients amb diferents tipus de cancer, individus exposats a certs toxics, etc.). A la taula 1 es
recullen les frequéencies de diploidies i disomies per alguns cromosomes en pacients control



presentades per diversos autors. La incidéncia d’espermatozoides diploides en controls oscil-la
entre 0.03% (Vegetti et al., 2000) i 0.35% (Downie et al., 1997). També hi ha una variacié important
en les disomies per als cromosomes sexuals dels espermatozoides dels grups control presentades,
des de 0.13% (Vegetti et al., 2000) fins a 0.54% (Calogero et al., 2001a). Igualment trobem
diferéncies en les frequiéncies de disomies dels mateixos autosomes en els estudis dels diversos
autors. Per exemple, la disomia del cromosoma 18 en els grups control varia des de 0.06%
(Vegetti et al., 2000) fins a 0.2% (Calogero et al., 2001a).

Aquesta variabilitat pot ser deguda a diferéncies interindividuals, perd també a aspectes tecnics,
com son els diferents protocols de descondensacio, els diferents criteris de valoracié o el nombre
d’espermatozoides analitzats. Per aix0 és important que cada laboratori tingui el seu propi control
intern.

Taula 1. Resultats de I'analisi de FISH d’espermatozoides d’individus control segons diversos
autors.

autor n disom.l disom.13 disom.16 disom.18 disom.21 dis.sex. diploid.
Miharu, 1994 9 0.14 0.17 0.21 0.18
Chevret, 1995 4 0.20 0.39 0.14
Spriggs, 1995 5 0.10 0.11 0.43 0.17
Guttenbach, 1997 6 0.12 0.23 0.05
Downie, 1997 6 0.06 0.19 0.35
Blanco, 1997 5 0.09 0.37 0.25
Pang, 1999 4 0.20 0.11 0.18 0.15 0.15
Colombero, 1999 23 0.46 0.24
Vegetti, 2000 13 0.06 0.13 0.03
Ushijima, 2000 10 0.09 0.13 0.19 0.38 0.16
Calogero, 2001a 13 0.20 0.54 0.05
Soares, 2001 9 0.10 0.18

A la taula 2 es presenta un resum de les dades publicades per diversos autors després d’analitzar
els espermatozoides de pacients esterils. El primer estudi realitzat amb FISH d’espermatozoides
de pacients esteérils va ser el publicat per Miharu et al. (1994). Van estudiar la frequéncia de
diploidies y d’aneuploidies dels cromosomes 1, 16, 17, 18, XiY de 12 homes esterils i 9 homes
fertils. Els autors no troben diferéncies en les taxes de diploidia, ni en les de disomies per als
cromosomes analitzats entre el grup de pacients i el grup control, pero no es tracta d’un grup
de pacients homogeni, ja que alguns d’aquests pacients sén oligozoospérmics i altres presenten
esterilitat de causa desconeguda. El mateix passa en un estudi presentat per Guttenbach et al.
(1997), on I'autor no troba diferéncies en la taxa mitjana de diploidia entre 45 pacients, pero si
que les troba en alguns pacients determinats quan les compara individualment (fins a 1.6%o).

Pang et al.(1999) troben frequéncies de diploidies comparables a les del nostre estudi en analitzar
els espermatozoides de 9 pacients amb OAT (1.9%), frequiéncia significativament superior a la



del grup de donants fertils (0.15%). Igualment, Ushijima et al. (2000) troben diferencies amb la
taxa de diploidia entre controls i pacients en un grup de 8 pacients amb OAT (0.16% versus
0.29%).

Vegetti et al.(2000) i Calogero et al. (2001a), en dos estudis amb pacients heterogenis, també troben
diferéncies en la incidéncia d’espermatozoides diploides entre pacients i controls (per als controls
0.03% i 0.05%, respectivament i per als pacients 0.11% i 0.22%, respectivament).

La frequeéncia de disomies per als cromosomes sexuals varia entre el 0.27% i 2.57% en els grups
de pacients. Miharu et al. (1994) no troben diferéncies entre controls i pacients (0.21% i 0.27%), pero
si que les observen Pang et al. (1999), Colombero et al. (1999), Vegetti et al. (2000), Ushijima et al.
(2000) i Calogero et al. (2001a).

Taula 2. Resultats de I'analisi de FISH d’espermatozoides de pacients estérils segons diversos autors.

autor n disom.1 disom.13 disom.16 disom.18 disom.21 dis.sex. diploid.
Miharu, 1994 12 0.13 0.16 0.27 0.23
Guttenbach, 1997 45 0.13 0.24 0.10
Pang, 1999 9 1.1-35 0-3.1 0.6-3.4 2.57 1.9
Colombero, 1999 24 0.60 1.2 0.64 0.75
Vegetti, 2000 15 0.23 0.22 0.29 0.58 0.11
Ushijima, 2000 8 0.13 0.12 0.24 0.59 0.29
Calogero, 2001a 19 0.39 0.91 0.22

Els resultats difereixen en funcio del grup de pacients estudiats. Alguns d’aquests treballs estudien
grups heterogenis de pacients amb diferents tipus d’esterilitat masculina. Estudis amb grups homogenis
de pacients amb oligoastenozoospérmia han demostrat, utilitzant la FISH, un augment en el percentatge
de diploidies i de disomies dels cromosomes sexuals i d’alguns autosomes (Moosani et al., 1995;
Martin, 1998; Pfeffer et al., 1999; Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Bernardini et al., 2000).

Alguns autors han descrit també una relacié entre la incidencia de formes anormals i aneuploidies
espermatiques (Calogero et al.,, 2001b). Rubio et al. (2001) observen una associacié entre
I'oligoastenozoospérmia i un elevat percentatge d’aneuploidies i diploidies en els espermatozoides
que resulta en baixes taxes d’embaras en aquestes parelles. Tot i que alguns treballs no troben
diferencies entre la incidencia d’aneuploidies en homes esterils i fertils (Miharu et al., 1994, Guttenbach
et al., 1997), la majoria dels estudis publicats presenten una correlacié inversa entre les aneuploidies
cromosomiques i la concentracié espermatica (revisat per Egozcue et al.,1997).

1.3 Técniques de reproduccio assistida (TRA). La fecundacio in vitro (FIV)

El primer naixement en mamifers fruit d’una fecundacié in vitro (FIV) va ser descrit I'any 1959 (Chang,
1959), pero no va ser fins a I'any 1978 que es va aconseguir el primer naixement en I'espéecie humana



(Steptoe i Edwards, 1978). Des de llavors, s’han anat estandarditzant i protocolaritzant tots els
processos implicats en la FIV i s’han introduit noves metodologies associades que han permés
millorar els resultats i ampliar les indicacions de la técnica.

Una d’aquestes metodologies és la microinjecci6 intracitoplasmatica d’espermatozoide (ICSI) (Palermo
etal., 1992), que ha permes tractar pacients amb factor masculi greu. Gracies a la ICSI s’ha aconseguit
el naixement de milers de nens procedents de fecundacions d’o0cits per espermatozoides que mai
haurien fecundat i fins i tot per espermatozoides procedents del testicle o de I'epididim.

Una altra tecnica complementaria de la FIV és el diagnostic genetic preimplantacional (DGP); des de
la seva incorporacié als anys 90 (Handyside et al., 1990) ha permeés evitar la transmissié de malalties
genétiques, com algunes malalties monogéniques o malalties amb heréncia lligada al cromosoma X.
També s’esta utilitzant el DGP per evitar la transmissio d’anomalies cromosomiques estructurals o
per al cribatge d’aneuploidies a fi d’intentar augmentar les taxes d’embaras i disminuir les taxes
d’avortament en pacients de mal pronostic.

1.3.1 Microinjeccié intracitoplasmatica d’espermatozoide (ICSl)

1.3.1.1 Risc genetic de la ICSI

La microinjeccid intracitoplasmatica d’un espermatozoide (ICSI) ha esdevingut el metode d’eleccio
per excel-lencia per al tractament de I’esterilitat masculina. El primer embaras aconseguit
mitjancant aquesta técnica va tenir lloc I'any 1991, i el primer naixement va ser descrit per
Palermo et al. I'any 1992.

Els primers estudis de seguiments d’embarassos, naixements i nens nascuts mitjangant aquesta
técnica van revelar que la ICSI no suposava un augment en el percentatge d’anomalies dels nens
nascuts (Govaerts et al., 1998). Pero, a mesura que van anar apareixent estudis més amplis,
diversos autors van presentar increments en el percentatge d’anomalies cromosomiques (In’t
Veld et al., 1995; Bonduelle et al., 2002a) i en el percentatge d’anomalies congénites (Wennerholm
et al., 2000a; Ludwig i Katalinic, 2002) en els fetus i nens nascuts.

Hi ha dos tipus diferents de risc de la ICSI; els que depenen directament del procediment i els
que depenen de la propia poblaci6 esteril tractada (Patrizio et al., 1995; Kurinczuk et al., 2003).

Dins del primer grup trobem el risc produit pels trastorns fisics i bioquimics provocats en el
ooplasma o en el fus meiotic de I’o0cit (Tesarik, et al., 1995; Wang et al., 2001a), errors en la
selecci6 de la zona d’injecci6 (deguts a la variabilitat de localitzacié de la placa metafasica
(Hardasson et al., 2000; Wang et al., 2001b) o, per ultim, el risc d’injectar contaminants externs.

Alguns autors han suggerit que I'estres que suposa la ICSI per a I'00cit podria estar afectant el
procés d’imprinting, especialment vulnerable a I'estrés fisic i quimic (Young et al., 2001). La
sindrome d’Angelman, la sindrome de Prader-Willi o la de Beckwith-Wiedemann estan provocades
per anomalies en els processos de metilacié i imprinting dels cromosomes 15 11 (Surani et al.,
2002). Alguns casos de nens nascuts amb defectes d’imprinting han fet questionar la relacio
entre aquestes sindromes i no només la ICSI (Cox et al., 2002) sin6 també la FIV en general



(DeBaun et al., 2003). Chang et al., (2005) relacionen també I’estimulacié ovarica o la propia
causa d’esterilitat amb la sindrome de Beckwith-Wiedemann. Altres estudis no han trobat cap
relacio entre la ICSI i els errors d’imprinting (Manning et al., 2000). Hem de tenir en compte que
aquestes sindromes sdn excepcionalment rares, per tant es necessiten estudis de seguiment
molt amplis per esbrinar si realment aquesta relacié existeix o no.

En el grup de riscos depenents de la poblacio tractada s’inclouen tots aquells que tenen un
origen genic o genétic relacionat amb I'esterilitat masculina. S’han trobat mutacions del gen DAZ
(delecié a azoospermia en el cromosoma Y), en alguns casos d’homes amb azoospérmia o
oligozoospérmia greu (Vogt et al. 1998). Aquest locus és gran i conté gens implicats en el
desenvolupament i manteniment de les cél-lules germinals masculines (McElreavey i Krausz,
1999; Foresta et al., 2001). Les microdelecions en aquesta regié estan associades a I'esterilitat
masculina i es calcula que el 10-15% dels pacients amb azoospérmia i oligozoospermia greu
les presenten (McElreavey i Krausz, 1999). En utilitzar espermatozoides d’aquests homes per dur
a terme la ICSI, estarem generant descendéncia masculina portadora d’aquestes delecions.

S’han descrit algunes malalties genétiques associades a I'esterilitat masculina, com és el cas
de la fibrosi quistica i I'abséncia congeénita de conductes deferents (ABCD). L'ABCD és una forma
moderada de fibrosi quistica en homes sans (Chillon et al. 1995). Donada I'alta freqliencia de la
mutacié del gen de la fibrosi quistica a la poblacié general (4%), és necessatri fer un cribatge a
ambddés membres de la parella i donar consell genétic a les parelles incloses en un programa
de FIV-ICSI per ABCD (Silber et al., 1995).

Un dels riscs més evidents és la possibilitat d’obtenir embrions anormals després de la injeccio
d’espermatozoides cromosomicament anormals. Diversos autors han demostrat un increment
d’anomalies cromosomiques en els espermatozoides de pacients amb OA greu (Pang et al.,
1999; Pfeffer et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Calogero et al., 2001a, Pang et al., 2005). Igualment,
pacients portadors d’anomalies estructurals poden produir espermatozoides desequilibrats
(Templado et al., 1990; Blanco et al., 1998). En ambdds casos, la utilitzacié d’aquests
espermatozoides per a la microinjeccid intracitoplasmatica pot originar un nombre més elevat
d’embrions anormals que poden provocar fallades d’implantacio, avortaments espontanis o
naixements de nens amb anomalies cromosomiques, tal com han demostrat alguns estudis en
diagnostic prenatal, evidenciant un augment de les anomalies cromosomiques en embarassos
obtinguts mitjancant la ICSI (In’t Veld et al., 1995; ESHRE Task Force, 1998; Bonduelle et al.,
2002a).

1.3.1.2 Seguiment dels embarassos i nens nascuts mitjancant la ICSI

La majoria dels estudis de seguiment dels nens d’ICSI distingeixen entre anomalies cromosomiques
i anomalies congenites o malformacions.

Ja al'any 1995, In’t Veld et al. van presentar un increment en les anomalies dels cromosomes
sexuals en els diagnostics prenatals d’una série petita (n:15) d’embarassos procedents d’ICSI.
El mateix any, Liebaers et al. (1995) presenten una incidéncia d’anomalies en els cromosomes
sexuals de I'1%, significativament més alta que en les concepcions espontanies
(0.3-0.4%, Jacobs et al., 1992). Bonduelle et al. (1995) no troben diferéncies en estudiar



els cariotips prenatals de 130 embarassos procedents d’ICSl i 130 procedents de FIV convencional,
ni tampoc en ampliar la série a 293 cariotips estudiats (Bonduelle et al., 1996). Posteriorment,
la mateixa autora va presentar un increment en les anomalies cromosomiques trobades en 1586
diagnostics prenatals d’ICSlI, increment que estava relacionat amb la concentracid i mobilitat
espermatica del progenitor (Bonduelle et al., 2002a). La frequencia de cariotips anormals és del
3%: I'1.6% s6n anomalies de novo i I'1.4% so6n heretades. Aquest percentatge d’anomalies
heretades s’explica si tenim en compte que estudis citogenétics en sang periferica han demostrat
un increment de la freqtiéncia d’anomalies cromosomiques en els pacients candidats a ICSI
(Meschede et al., 1998).

Els primers treballs de seguiment de nens nascuts procedents d’ICSI no van trobar un augment
en les anomalies congénites (Bonduelle et al., 1995; 1996), tot i que, poc després, alguns autors
van presentar un percentatge més elevat (Aytoz et al., 1998, Ludwig i Katalinic, 2002). Sembla
ser que aquest increment s’observa si el comparem amb la poblacié general, perd no si el
comparem amb els nens nascuts mitjan¢ant la FIV convencional (Bergh et al., 1999; Hansen et
al., 2000; Ludwig i Diedrich, 2002). Bonduelle et al., (2002b) comparen 2889 nens d’ICSI amb
2995 nens de FIV i no troben diferéncies en el seguiment medic. Fent un seguiment a llarg termini
a I’edat de 5 anys, tampoc troben diferencies al comparar un grup amb 266 nens procedents
d’embarassos espontanis (Bonduelle et al., 2004).

Recentment, la mateixa autora ha presentat el seguiment de més de 1500 nens (540 nens d’ICSI,
437 de FIV i 538 d’embaras espontani) també als 5 anys i troba un increment en les malformacions
menors, tant en els nens d’ICSI com en els de FIV, respecte als de concepcié natural, i aquest
increment és més gran quan els nens tenen 5 anys. També observa un augment de les malformacions
majors degut a un increment dels defectes de I'aparell urogenital en el grup de nens respecte al
de nenes d’ICSl i respecte al grup control. De nou indicaria un efecte causat per factors paterns
geneétics i no per la técnica en si mateixa (Bonduelle et al. 2005).

Alguns autors han estudiat I'’evolucié de 'embaras i dels nens nascuts en funcié de I'origen dels
espermatozoides utilitzats per a la ICSI (ejaculat, epididim o testicular) i de la seva qualitat. Aytoz
et al. (1998) presenten una mortalitat intrauterina més gran quan la mostra de semen és de baixa
qualitat. En canvi, la majoria dels autors no troben diferéncies en funcié de la qualitat de la mostra
ni de I'origen dels espermatozoides (Wennerholm et al., 2000b; Ludwig i Katalinic, 2003). Bonduelle
et al. (2002a) unicament troben diferencies en les malformacions dels nens quan el percentatge
d’espermatozoides mobils és inferior al 50%, i amb un estudi posterior no troben relacié entre
I’oligozoospérmia i les malformacions majors ni menors (Boundelle et al., 2005).

La discordancia entre els estudis dels diversos autors s’explica perque és dificil fer un seguiment
homogeni durant molts anys d’un ndmero elevat de nens, sobretot dels grups control. Sovint la
metodologia no és la mateixa i els grups no sén comparables. Es necessari fer estudis multicéntrics
per estudiar grups grans, i aixo fa que, quant a la descripcio de les diferents malformacions, hi
pugui haver diferéncies entre pediatres, o fins i tot en altres aspectes que poden produir un biaix,
com ara I’entorn sociocultural del nen. Aquest és un debat encara per resoldre que necessitara
del seguiment d’aquests nens durant meés anys.



Es important tenir en compte, a I’hora d’analitzar les dades, que moltes de les complicacions
obstétriques i perinatals sén derivades dels embarassos multiples (prematuritat, baix pes, mortalitat
perinatal, etc.). Aquestes complicacions no es poden adjudicar a la ICSI o a la FIV per se, sin6
a la transferéncia de massa embrions que incrementa el risc d’embaras multiple i de les seves
consequeéncies (Bergh et al., 1999; Bonduelle et al., 2005).

1.3.2 Diagnostic genetic preimplantacional (DGP)

El DGP es va introduir a principis dels anys 90, per evitar haver d’interrompre embarassos de
fetus afectats per determinats defectes genetics en parelles d’elevat risc genétic. A partir de
I"analisi d’una sola cél-lula d’un embrié es pot diagnosticar si és portador d’una determinada
malaltia genética o d’una anomalia cromosomica i, d’aquesta manera, es poden seleccionar
quins son els embrions aptes per a la transferencia.

La primera aplicacio del DGP va ser per a la seleccié d’embrions mitjangant sexat en pacients
portadores de malalties lligades al cromosoma X (Handyside et al., 1990). Es va seleccionar els
embrions mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) de sequiéncies del cromosoma
Y i es va aconseguir gestacions amb la transferencia d’embrions femenins.

Des de llavors, el DGP mitjancant la PCR, s’ha utilitzat també per al diagnostic de malalties
monogeéniques (Sermon et al., 2005). Poc després, la hibridaci6 in situ fluorescent (FISH) es va
implantar com a métode d’eleccio per el DGP per sexat d’embrions (Griffin et al., 1992) i per
altres casos d’alt risc genétic com la deteccié d’anomalies numeériques o estructurals (Munné
et al., 2000).

Un segon grup d’indicacions del DGP comprén aquells casos que, sense tenir un alt risc genétic,
poden beneficiar-se del DGP per millorar els resultats de la FIV. Es tracta de I'anomenat DGP
per screening d’aneuploidies (DGP-AS) en pacients de mal pronostic. Actualment s’esta fent un
cribatge d’aneuploidies per a un maxim de 9 cromosomes diferents en els embrions de determinats
grups de pacients. Poden ser candidates al DGP-AS les pacients avortadores de repeticio (Vidal
et al., 1998; Rubio et al., 2003), les dones d’edat avancada (Gianaroli et al., 1999; Munné et al.
1999, Kuliev et al., 2002), o les que presenten fallades d’implantacié (Gianaroli et al., 2001). Tot
i que, en alguns casos, els resultats sobre la veritable utilitat de la técnica continuen generant
controversia (Munné et al., 2003; Staessen et al., 2004, Gianaroli et al., 2005).

De fet, el DGP-AS ha esdevingut I'aplicacié més estesa de DGP degut al gran potencial de grups
de pacients que es poden beneficiar de la tecnica (Sermon et al., 2004).

1.3.2.1 Diagnostic genétic preimplantacional per esterilitat de causa masculina

En els Ultims anys, alguns autors han suggerit realitzar DGP a les parelles amb factor masculi
greu. S’han publicat resultats de DGP en pacients amb la sindrome de Klinefelter (Staessen et
al., 1996; Reubinoff et al., 1998; Kahraman et al., 2003; Staessen et al., 2003) i en pacients amb
mosaicismes per als cromosomes sexuals (Magli et al., 2002).



Staessen et al. (2003) presenten els resultats de 32 cicles de DGP en pacients amb la sindrome
de Klinefelter (47,XXY) i 88 cicles de DGP per seleccié de sexe com a grup control. El percentatge
d’embrions anormals (46%) és significativament diferent al del grup control (22.8%). Kahraman
et al. (2003) mostren un percentatge similar d’embrions anormals (39.1%) en 8 cicles de DGP
també en pacients 47,XXY. Es més elevat el percentatge d’embrions anormals observat per Magli
et al. (2002)(63%) que diagnostiquen 295 embrions de parelles amb mosaicismes dels gonosomes.
Aquest percentatge baixa fins al 53% quan és I’home el que presenta el mosaicisme, enfront
d’un 67% quan és la dona.

Pel que fa a la incidéncia d’aneuploides per als cromosomes X i Y, Staessen et al. (2003) les
observen en un 13.2% dels embrions de pacients amb la sindrome de Klinefelter, mentre que
Magli et al. (2002) presenten una incidéncia més baixa (3.7%) en pacients amb mosaicismes per
aquests cromosomes.

Altres autors han proposat també utilitzar el DGP en casos en que s’ha de recorrer a espermatozoides
testiculars (TESE) o d’epididim (MESE) per tal de dur a terme la ICSI (Gianaroli et al., 2002; Silber
et al., 2003), evidenciant elevats percentatges d’embrions anormals i mosaics. Kahraman et al.
(2004) també presenten una incidencia elevada d’embrions anormals (37-46%) quan apliquen
el DGP en casos de teratozoospérmia total.

Els pacients que presenten anomalies meiotiques també es podrien beneficiar del DGP-AS. Sén
pacients que produeixen un percentatge elevat d’espermatozoides anormals i que produiran un
nombre més elevat d’embrions amb anomalies cromosomiques. Estaria indicat analitzar aquests
embrions mitjangant una bidpsia embrionaria i transferir tnicament els embrions cromosomicament
normals per intentar augmentar les possibilitats d’embaras i disminuir el risc d’avortament.



‘ O 02 - objectius




Els objectius que es van plantejar en aquest treball sén els segients:

1.

Analitzar la frequéncia d’anomalies cromosomiques, mitjangant hibridacio in situ fluorescent
(FISH), en els espermatozoides de pacients amb astenozoospérmia i oligoastenozoospérmia.

. Valorar el resultat clinic dels cicles de FIV-ICSI en pacients amb oligoastenozoospéermia greu

en funcié de les anomalies meidtiques que presenten.

. Analitzar la incidéncia d’anomalies cromosomiques en embrions procedents de pacients amb

anomalies en la meiosi masculina.

. Avaluar la contribucié del DGP a la millora dels resultats dels cicles de FIV-ICSI en pacients

amb alteracions de la meiosi masculina.






3.1 Poblaci6 estudiada

La poblaci6 estudiada correspon a series seleccionades de parelles estérils que van dur a terme
un o més cicles de fecundaci6 in vitro (FIV) per factor masculi en el Servei de Medicina de la
Reproduccié de I'Institut Universitari Dexeus durant el periode 1998-2003.

Tots els pacients van firmar consentiments informats de les diferents técniques a que van ser
sotmesos.

3.2 Estudi del pacient esteril

3.2.1 Seminograma

Les mostres de semen van ser recollides per masturbacio en un pot esteril, després de 3-5 dies
d’abstinencia ejaculatoria. Tots els seminogrames van ser realitzats mitjangant la metodologia
de fotografia per exposicié multiple descrita per Makler (1978), que determinen els parametres
espermatics segients: concentracio espermatica, mobilitat espermatica, velocitat mitjana,
distancia efectiva mitjana i index de direccionalitat.

3.2.2 Cariotip

Es va realitzar un cariotip en sang periférica a tots els pacients inclosos al estudi.

3.2.3 Biopsia testicular i estudi de la meiosi

Es va realitzar una biopsia diagndstica testicular unilateral sota anestésia local a tots els pacients
inclosos en els estudis corresponents als articles 2 i 3, i als pacients de I'article 1 en els quals
estava indicat segons el protocol d’estudi de I'esterilitat masculina de I'Institut Universitari Dexeus
(Vendrell et al., 1999).

El material testicular es va recollir en soluci6 isotonica (0.9% Na CI) i es va processar segons
Egozcue et al., (1983), basant-se en la tecnica d’Evans et al.(1964).

Es van avaluar els estadis meiotics, el recompte de quiasmes i la caracteritzacié meiotica segons
els criteris estandard (revisats per Hultén et al., 2001 i Egozcue et al., 2000), i les anomalies
meiotiques es classificaren segons Templado et al., (1981). Totes les preparacions van ser
analitzades per dos observadors.

3.2.4 Hibridacio in situ fluorescent (FISH) en espermatozoides

Les mostres de semen van ser preparades mitjancant gradients de densitat (PureSperm; IVF
Science AB, Goteborg)(Ord et al., 1990). Es van fixar els pellets amb metanol: acid acetic (3:1) i
es van processar per la FISH. Els detalls de fixacid, descondensacio nuclear i FISH van ser
descrits per Vidal et al. (1993).



Per dur a terme la FISH es van utilitzar sondes centromeriques per al cromosoma X (Xp11.1-
qll.1, Spectrum Green), Y (Ypll.1-q11.1, Spectrum Orange) i 18 (18p11.1-q11.1, Spectrum
Aqua) (AneuVysion Assay, Vysis, Inc.). La valoracié s’ha fet segons criteris descrits per Blanco
et al. (1996).

3.3 Cicle de fecundaci® in vitro (FIV)

3.3.1 Inducci6 de I'ovulacio i puncio fol-licular

Les pacients van rebre agonistes de I’hormona alliberadora de gonadotrofines (GnRH) en
combinacié amb gonadotrofina menopausica humana (HMG) i/o hormona fol-licle estimulant
(FSH) en dosis variables com a tractament inductor de I'ovulacio (Barri, 1993). Les dosis hormonals
es van ajustar individualment d’acord amb la resposta ovulatoria de la pacient, que va ser
monitoritzada mitjancant analitiques hormonals i ecografies transvaginals.

Es van recuperar els oocits mitjangant puncioé transvaginal ecoguiada 36 hores després de
I'administracio d’HCG, seguint el protocol del nostre centre (Carreras et al., 1994).

3.3.2 Preparaci6é de mostres de semen

Totes les mostres de semen es van preparar utilitzant gradients discontinus (Pure Sperm; Nidacon,
Goteborg, Suécia)(Ord et al., 1990), ajustant el volum de gradient i el temps de centrifugacié a
les caracteristiques de cada mostra.

3.3.3 Microinjeccio intracitoplasmatica (ICSI)

Els oocits recuperats van ser denudats de les cel-lules del cumulus oophorus i de la corona
radiata enzimaticament mitjancant una solucié de 80 Ul d’hialuronidasa (Hyase; Vitrolife, Géteborg,
Suecia). Es van microinjectar inicament els oocits en metafase Il. Per a la microinjeccid, s’aspira
un espermatozoide morfoldgicament normal previament immobilitzat en polivinilpirrolidona (PVP)
amb una pipeta d’injecci6. Es subjecta I’o0cit mitjangant una pipeta de succié o holding. Es
passa la pipeta d’injeccio a través de la zona pel-ltcida i de la membrana de I'o0cit, i es diposita
I’espermatozoide en el citoplasma després d’haver comprovat el trencament de la membrana
amb una lleu aspiraci6 (Calderén et al., 1995).

3.3.4 Cultiu i transferéncia embrionaria

Entre 16 i 20 hores després de la ICSI (dia 1), es va valorar la preséncia dels signes de fecundacio,
dos pronuclis i dos corpuscles polars. Al dia seglient (dia 2), es va valorar el desenvolupament
embrionari i es van transferir de 1 a 3 embrions, en funcié de I'edat de la pacient i de la qualitat
embrionaria. La transferéncia es va dur a terme sota control ecografic, segons el protocol habitual
del nostre laboratori (Coroleu et al., 2000).



Els embrions restants que presentaven un bon ritme de divisi6 i un percentatge de fragmentacio
per sota del 30% van ser criopreservats en dia 3 de desenvolupament, segons el protocol de
Lassalle et al. (1985).

3.3.5 Fase lutia

El suport de la fase I(tia es va dur a terme amb progesterona vaginal 600 mg/dia (Utrogestan;
Seid, Barcelona, Espanya) durant 10 dies, o amb hCG 2500 Ul (Profasi, Serono, Madrid, Espanya)
els dies 2, 4 i 6 després de la puncio fol-licular.

Es va determinar la concentracié de BhCG sérica els dies 12 i 21 després de la transferéncia i

es va confirmar I’embaras mitjangcant una ecografia a les 6 setmanes d’amenorrea per detectar
sac gestacional i batec fetal.

3.4 Protocol de DGP

3.4.1 Biopsia embrionaria i fixacio

En tots els casos en que es va fer DGP, les bidpsies embrionaries es van realitzar en dia 3. Cada
embrid es va manipular individualment en medi EB (Vitrolife, Géteborg, Suécia) sota oli mineral
(Ovaoil; Vitrolife, Goteborg, Suécia). Es va perforar la zona pel-licida (diametre 25u aproximadament)
mitjancant un sistema laser (Fertilase, Octax MTG) (Boada et al., 1998). Es van aspirar un o dos
blastomers de cada embrié (Parriego et al., 2003) mitjangcant una pipeta de vidre (Humagen;
Charlottesville, USA) i es van fixar sobre un portaobjectes segons el métode de Tarkowski (1966)
lleugerament modificat (Santald et al., 1986).

3.4.2 Hibridacio in situ de fluorescencia (FISH)

Els blastomers fixats van ser processats per cribatge d’aneuploidies. En la primera ronda
d’hibridacié es van utilitzar sondes especifiques per la valoracié dels cromosomes 13 (LSI 13,
13q14, locus RB1, Spectrum Red), 16 (CEP 16, locus D16Z3, Spectrum Aqua), 18 (CEP 18, locus
D18Z1, Spectrum Blue), 21 (LSI 21, 21g22.13-21g22.2, loci D21S259, D21S341, D21S342,
Spectrum Green) i 22 (LSI 22, 22g11.2, locus bcer, Spectrum Gold) (MultiVysion PB Multi-color
Probe Panel, Vysis Inc.) En la segona ronda de FISH es van aplicar sondes especifiques per als
cromosomes X (CEP X, locus DXZ1, Spectrum Orange) i Y (CEP Y, locus DYZ1, Spectrum Aqua)
(Vysis Inc). El protocol de FISH i els criteris de valoracio utilitzats han estat adaptats dels descrits
per Vidal et al. (1998), d’acord amb les sondes de DNA utilitzades.

3.4.3 Cultiu i transferéncia embrionaria

Els embrions es van mantenir en cultiu fins al dia 5, en qué es van transferir un maxim de dos
embrions diagnosticats com a cromosomicament normals per a les sondes estudiades. Els
embrions normals supernumeraris van ser criopreservats en estadi de blastocit (Menezo i Veiga,
1997).

El suport de la fase Idtia i el diagnostic de I'embaras van ser els mateixos que en I'apartat 3.3.5.



3.5 Analisi estadistica

S’ha utilitzat el test de la chi-quadrat per a I'’estudi comparatiu entre grups en el treball d’anomalies
cromosomiques en espermatozoides, i per comparar les taxes de fecundacio, embaras, implantacio
i avortament segons el patré meiotic.

Els resultats relatius a taxes d’embaras, implantaci6 i avortament en cicles de DGP es van avaluar
mitjancant el test de la F de Fisher.

En tots els casos es va utilitzar el programa SPSS (SPSS, Inc, Chicago, Estats Units), amb un
nivell de significacio inferior a 0.05.






4.1 Freqgléncia d’anomalies cromosomiques en espermatozoides de pacients esterils

L’objectiu de I'article 1 va ser avaluar la freqiiéncia d’anomalies cromosomiques en els
espermatozoides de pacients amb astenozoospéermia (AS) i amb oligoastenozoospérmia (OAT).
Es va analitzar el percentatge d’espermatozoides portadors dels cromosomes X i Y, de disomies
per als cromosomes sexuals, de disomies per al cromosoma 18 i d’espermatozoides diploides

Es van analitzar 9373 espermatozoides de 19 pacients esteérils (14 amb oligoastenoteratozoospermia
(OAT) i 5 amb astenozoospérmia (AS)) mitjancant FISH amb sondes centromeériques de DNA per
aguests tres cromosomes. Els resultats es van comparar amb un grup control format per 5
donants amb cariotip i parametres seminals normals, dels quals es van analitzar més de 50.000
espermatozoides (Blanco et al., 1997). Es va observar una alta variabilitat en la incidéncia
d’aneuploidies entre individus que no estava relacionada amb els parametres espermatics. Els
resultats de cada pacient individualment, aixi com els parametres seminals més importants, es
presenten a la taula 3.

Taula 3. Parametres espermatics i incidencia d’aneuploidies dels cromosomes 18, X i Y i de
diploidies en els espermatozoides de 19 pacients esterils..

Pac. Edat Diag. Cont* Mob.* Progr* Hapl.X Hapl.Y Dis.Sex. Dis.18 Dipl. Altres** Total

1 34 OAT 04 02 0 100 97 2 - 4 3 206
2 32 OAT 002 001 O 01 9 2 - 3t 3 108
3 3 OAT 31 03 0 313 202 of 1 3T 6 656
4 48 OAT 19 03 017 116 109 3 - 3t 233
5 40 OAT 118 02 0 495 480 4 - L 995
6 37 OAT 11 03 013 170 147 1 - 1 - 319
7 37 OAT 80 20 O 110 114 3 - - 227
8 40 OAT 20 02 003 226 218 3 - 12 450
9 33 OAT 64 28 114 220 229 1 - - 450
10¥ 37 OAT 136 016 0 205 198 1 1 1 6 412
1137 OAT 07 03 005 230 274 2 - -7 513
12 33 OAT 4 069 024 534 502 5 2 13" 14 1070
13¥ 34 OAT 003 002 0 172 104 5@ - 1 23 305
14%¥ 28 OAT 093 003 0 249 222 1 - - 33 505
15 44 AS 19 09 0 463 470 3 - T4 947
16 39 AS 207 09 0 525 518 2 - 6 9 1060
17 39 AS 820 100 0 189 189 2 - 1 - 381
18 43 AS 2066 25 089 123 107 - - 1 - 231
19 37 AS 4041 1249 468 109 104 1 - 1 - 215

* espermatozoides x 10%/ml

** espermatozoides no hibridats i nul-lisdmics
T p<0.05 (comparant amb controls)

¥ pacients amb anomalies meiotiques



L’avaluacio dels resultats agrupats segons el diagnostic seminologic (OAT o AS) i comparats
amb els del grup control es mostra a la taula 4.

Taula 4. Resultats de I'analisi de FISH en els espermatozoides de 14 pacients amb OAT i 5
pacients amb AS.

Control Grup OAT Grup AS
% n (%) P n (%) P

Haploides X 50.29 3231 (49.41) n.s. 1409 (49.72) n.s.
Haploides Y 48.99 3085 (47.18) n.s. 1388 (18.98) n.s.
Disomies sexuals 0.37 42 (0.64) <0.01 8 (0.28) n.s.
Disomia 18 0.09 4 (0.06) n.s. 0 (0) n.s.
Diploides 0.25 70 (1.07) <0.01 16 (0.56) <0.01
Altres 0 107 (1.64) 13 (0.46)
Total 6539 2834

n.s.: no significatiu

No s’observen diferéncies significatives en el percentatge d’espermatozoides haploides per al
cromosoma X (49.41% i 49.72%) i per al cromosoma Y (47.18% i 48.98%) en cap dels dos grups
respecte al grup control (50.29% i 48.99%). La sex-ratio es manté dins de la proporcio 1:1
esperada. Tampoc es troba un increment en la incidencia d’espermatozoides disomics pel
cromosoma 18. S’observen diferencies estadisticament significatives en la freqiéncia
d’espermatozoides amb disomies per als cromosomes sexuals en el grup de pacients amb OAT
(0.64% versus 0'37%; p<0.01). El percentatge d’espermatozoides diploides és significativament
superior al del grup control (0.25%), tant en el grup de pacients que presenten OAT (1.07%) com
en el grup de pacients amb AS (0.56%0)(p<0.01).

Taula 5. Resultats de I'analisi de FISH en espermatozoides de 5 pacients amb anomalies
meiotiques.

Control Anomalies meiotiques
% n (%) P

Haploides X 50.29 1390 (49.55) n.s.
Haploides Y 48.99 1300 (46.35) n.s.
Disomies sexuals 0.37 14 (0.50) n.s.
Disomia 18 0.09 3(0.11) n.s.
Diploides 0.25 15 (0.53) <0.01
Altres 0 83 (2.96)
Total 2805

n.s.: no significatiu



Si considerem tan sols els pacients que presenten alteracions de la meiosi (n=5), només difereix
el percentatge d’espermatozoides diploides si el comparem amb el grup control (0.53% versus
0.25%; p<0.01). Les dades es mostren a la taula 5.

4.2 Relacio entre les anomalies meiodtiques dels pacients amb oligoastenozoospérmia greu
i els resultats dels cicles de FIV-ICSI

En l'article 2 es van analitzar retrospectivament els resultats de 224 cicles de FIV-ICSI per factor
masculi greu realitzats en 137 parelles. Tots els pacients presentaven OAT (<1.5 x 106
espermatozoides mobils/ ml) i tots ells havien estat sotmesos a una biopsia testicular amb estudi
de la meiosi. Aquests pacients es van classificar en tres grups en funcié del resultat de I'estudi
meiotic: grup A: meiosi normal; grup B: bloqueig parcial de la meiosi; grup C: anomalies sinaptiques.

A la taula 6 es presenten les caracteristiques generals de les parelles i dels cicles de FIV-ICSI
en funcio del patré meiotic.

Els grups s6n comparables quant a I’edat mitjana d’ambdds membres de la parella, els nivells
d’estradiol en el dia de I'administracio de I’hCG i quant a la mitjana d’oo0cits recuperats i
microinjectats. La mitjana de concentracié d’espermatozoides en el grup de meiosi normal va
ser significativament superior a la del grup de bloqueig meiotic (4.6x106 versus. 1.2x 106 sptz./ml;
p<0.001). La concentracid d’espermatozoides mobils totals també va ser diferent en els dos
grups (0.8x106 i 0.38x10%: p<0.01). No es van trobar diferéncies en els parametres seminals entre
el grup de meiosi normal i el d’anomalies sinaptiques, ni entre el grup de bloqueig meidtic i el
d’anomalies sinaptiques.

Taula 6. Caracteristiques generals dels cicles de FIV-ICSI en relacié amb el patré6 meiotic.

Grup A Grup B Grup C
Meiosi Bloqueig Anomalies
normal meiotic sinaptiques

N° pacients 93 35 9

Ne° cicles 158 51 15

Edat mitjana 34.7 35.2 34

N° espermatozoides X108/ml. 4.62 1.22 2.6

Mobilitat total x 108/ml, 0.85P 0.38P 0.8

Edat mitjana Q 33.6 33.1 32.9

E, (dia hCG)(pg/ml) 1822 1753 1910

X o0cits recuperats 13.3 14.2 12.8

X oocits microinjectats 10.1 111 11.1

ap<0.001: P p<0.01



Els detalls relatius a I'evolucié dels cicles, és a dir, les taxes de fecundacio, el nombre d’embrions
transferits, les taxes d’embaras i I’evolucié dels embarassos, es mostren a la taula 7.

Taula 7. Resultats dels 224 cicles de FIV-ICSI en relacié amb el patré6 meiotic.

Grup A Grup B Grup C
Meiosi Bloqueig Anomalies
normal meiotic sinaptiques
N° cicles 158 51 15
N° puncions fol-liculars 158 51 15
N° oocits 2PN (%) 1099/1592 (69) 377/568 (66.4) 119/167 (71.3)
N° embrions transferits (X) 433 (2.7) 144 (2.8) 43 (2.9)
N° transferéncies 158 51 15
Embarassos (%) 55 (34.8) 23 (45.1) 6 (40.0)
Ectopics (%) 2 (3.6) 0 0
Avortaments (%) 2(3.6) 3(13) 0
Naixements (%) 51 (92.7) 20 (87.0) 6 (100)
Taxa d’'implantacié (%) 19.6 (85/433) 25 (36/144) 18.6 (8/43)

Les taxes de fecundacié van ser molt similars en els tres grups (69%, 66.4% i 71.3% en els grups
A, B i C respectivament). També van ser molt semblants les mitjanes d’embrions transferits (2.7,
2.812.9). Lataxa d’embaras en el grup de meiosi normal va ser inferior (34.8%o) a les dels grups
amb anomalies de la meiosi (45.1% i 40% en els grups de bloqueig meiotic i d’anomaliessinaptiques
respectivament). Tot i aix0, les diferéncies no sén estadisticament significatives. Igualment, no
son estadisticament diferents les taxes d’avortament, d’embaras ectopic, ni d’implantacié entre
el grup A i cada un dels grups B i C. Tampoc es troben diferencies si es comparen els dos grups
amb anomalies meiodtiques entre si.

4.3 Diagnostic genétic preimplantacional (DGP) en pacients amb meiosi alterada

Tot i que en I'article 2 es va evidenciar que no hi havia un efecte important de les alteracions
meiotiques en els resultats del cicles de FIV-ICSI, ens vam plantejar si el DGP podia ser util per
millorar els resultats en aquest grup de pacients. L’objectiu de I'article 3 va ser comparar els 66
cicles realitzats per als 44 pacients amb anomalies meiotiques de I’estudi anterior amb un grup
de 25 parelles que havien dut a terme 27 cicles de DGP per alteracions de la meiosi. En tots els
pacients del grup de DGP el resultat de I’estudi meiotic va indicar la preséncia de desinapsi d’un
nombre variable de bivalents. Les caracteristiques generals i I’evolucio clinica d’aquests cicles
es presenten a la taula 8.



Taula 8. Caracteristiques i evolucio dels cicles d’ICSI amb i sense DGP en pacients amb alteracions

de la meiosi.
Anomalies meiotiques Anomalies meiotiques
amb DGP sense DGP
N° parelles 25 44
N° cicles 27 66
Mitjana edat o) 34.6 (28-51) 34.9 (21-59)
Mitjana edat 31.5 (24-39) 33.1(20-41)
X oocits recuperats (N°) 19.2 (519) 13.9 (916)
X oocits microinjectats (N°) 14.6 (393) 11 1(735)
X oocits 2PN (N°; %) 10.9 (293; 74.5) 5 (496; 67.5)
N© tranferéncies 25 66
X embrions transferits 2.1 2.8
N° embarassos 13 29
Taxa d’embaras/cicle 48.1% 43.9%
Taxa d’embaras/transfer 52.0% 43.9%
Taxa d’'implantacié 32.1% 23.5%
Taxa d’avortament 15.4% 10.3%

En el total de 27 cicles de DGP es van biopsiar 250 embrions, dels quals es va poder analitzar
un 73.2%. No es va aconseguir diagnostic de 23 embrions (12.7%), normalment a causa de
resultats no informatius per algun dels cromosomes analitzats. Dels 160 embrions diagnosticats
(87.4%), 68 embrions resultaren anormals (42.5%). Els detalls dels resultats obtinguts es mostren
alataula 9.

Taula 9. Resultats de I'analisi dels embrions.

Ne° cicles 27
N° embrions biopsiats (%0) 250
N° embrions analitzats (%) 183 (73.2)
N° embrions diagnosticats (%) 160 (87.4)
N° embrions normals (%) 92 (57.5)
N° embrions anormals (%6) 68 (42.5)
N° embrions sense diagnostic (%) 23 (12.6)

Les anomalies observades en aquests embrions es presenten a la taula 10 i a la figura 2. A la
figura 3 s’exposen les frequiéncies d’aquestes anomalies.



Taula 10. Anomalies trobades en els 68 embrions anormals mitjangant DGP.

Anomalies n° embrions
Embrions haploides 5
Embrions poliploides 4
Cromosoma 13: Monosomies 1
Trisomies 4
Cromosoma 16: Nul-lisomies 1
Monosomies 2
Cromosoma 18: Nul-lisomies 1
Monosomies 4
Trisomies 10
Tetrasomies 1
Cromosoma 21: Monosomies 3
Trisomies 3
Cromosoma 22: Trisomies 2
Cromosoma X: Monosomies 3
Trisomies 2
Tetrasomies 1
Cromosoma Y:  Disomies 3
Embrions mosaics 6
Aneuploidies combinades 12

Cal destacar que en 6 embrions es van observar resultats discordants en analitzar dos blastomers
del mateix embri6 (mosaics), i es van trobar anomalies que afectaven a més d’'un cromosoma
en 12 embrions analitzats (aneuploidies combinades).

La incidéncia d’aneuploidia més alta va ser la del cromosoma 18, seguida per la del cromosoma
21 (8.1%). Les trisomies van ser el tipus d’anomalia més frequent (25%).



embrions haploides
embrions poliploides
nul-lisomies 13
monosomies 13
trisomies 13
nul-lisomies 16
monosomies 16
trisomies 16
tetrasomies 16
nul-lisomies 18
monosomies 18
trisomies 18
tetrasomies 18
nul-lisomies 21
monosomies 21
trisomies 21
nul-lisomies 22
monosomies 22
trisomies 22
monosomies X
trisomies X
tetrasomies X
disomies Y
embrions mosaics

aneuploidies combinades

0 2 4 6 8 10 12

Figura 2. Anomalies cromosomiques trobades en els 68 embrions anormals.



embrions poliploides
embrions haploides
nul-lisomies 13
monosomies 13
trisomies 13
nul-lisomies 16
monosomies 16
trisomies 16
tetrasomies 16
nul-lisomies 18
monosomies 18
trisomies 18
tetrasomies 18
nul-lisomies 21
monosomies 21
trisomies 21
nul-lisomies 22
monosomies 22
trisomies 22
monosomies X
trisomies X
tetrasomies X
disomies Y
embrions mosaics

(%0)

Figura 3. Frequencies de les anomalies cromosomiques dels embrions anormals (algunes
anomalies es van trobar en el mateix embrio).

Tot i haver seleccionat els embrions cromosomicament normals per a la transferéncia i haver
aconseguit unes taxes d’embaras per cicle i per transferéncia i una taxa d’implantacio més altes
en el grup de DGP (48.1%, 52% i 32.1%) que en el grup sense DGP (43.9%, 43.9% i 23.5% ),
les diferencies no sén estadisticament significatives. No es van trobar diferéncies entre els dos
grups a cap dels parametres estudiats.
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Objective To evaluale the freqguency of disomy (for chromosomes X, %, and 18) and of dipfoidy In the
spermatozra: of infertile men undengoing intracyioplasmic gparm injection (1C5)

Design: Prospective analyss of sparm macla by fluonesoencs in @iy hybndization (FISH)

Safting Univirsty-afilistod IVFACS program

Patieni{s): Sermen sampdes from 19 polients panicpating in an IVFICS program

Intervention{s) Samen samples were anaiyzed and prepared for FISH.

Main Outcome Maasurelsr Samen were evalusted. The frequency of disomy for chromosomes:
2 Y, and 18 and the frequency of diplaidy ware analyzed by FISH

Result{s): A tola of 8,372 spermalozoa from 18 infertile palients wene anal yzed and compared wilh sper-
e from & cordrel group of 5 hesliiyg men. Mo dilferences: in the: frequency of disory 16 were fourd, but
giaistically sigrificant o Henances i m the incdenoe of se chromosomed somy and of dipioidy were obeeneed.
Conclusion(sl The sudy of sparm nuda by FISH s ueeful to improve ganetic counssing ininfertile patients
sefectid for ICS, (Fartil Steril™ 1999 72609701, ©1899 by Amancan Sodaly for Repnoductive Madicni )
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Intracytoplasmic sperm injection (ICS1) hes
bacome the mathod of chalca for iha ireatment
of sovons male factor infartility. The first prog-
nancy oblained with the use of 1ICS ooourmed
in 1991, and the first defivery of an infant bom
& a8 result of 1G5 was reporied in 1992 by
Palermo et al. (1). This micromani pul ation
Technigue |5 much mone efficlant han ha pro-
vipusly described partial zona dissection o
subzond inseminaion (2).

It s been shown that none of the conven-
fional semen paramelers hes amy rdation (o the
fertilization and pregrancy rates obia ned with
ICE, ecept when totaly immatile spermato-
zoa are w=ed (3). Debate regarding the gendic
risks assnd aed with the wse of 1CS] has anisen
whin patients with extramdy savere and idic-
patec male fador infertility ane treated (4).

Micromani pulation by itsslf does not seem
12 lead to abnormalities in live infants borm a5
aresudt of 15 {5), Embryonic mamphology and
development Ater ICS are simillar 1o that after
IVF, and oocyle damage is minimized by the
= of the proper tools and methodol ogy (6).

Certan types of male infertility (ssvene or
idiopathic infertility) may have a genelic ori-
gin. |4 hes been shown thal the Yg gene DAZ
{deletad in szoogparmia) is ddeted in some men
wilh ssvere oligoasthenczoospermia (OAT)
ard i mione men wilth azocspermia (7). Soreme
ing pabents for this daelion is expengve and
nol dways possible in al ICH programs.
Oiher, unknown muiations may be irvolved,
and palients must be informed about the pos-
sble nsk of fransmithing infertility from gen-
eration bo peneration.



It also has beon reported thal some genelic disorders ane
associated with male infertility. One of these conditions is
cystics fibresis Congenital bilatera or unilaberad abeence of
the vas defenens has proved 1o be a mild form of cyslic
fibrogis in otharwize heslthy men (8). Genalic screening and
counssling should be offered io couples who are participat-
ing in ICSl programs because of congenital bilaera abeanoe
af the vas deferens (9). Cther, unknown astosomal recessive
disorders also may be rdaled o infertility, the sk depands
on the carrer Traquency In the population bang treated.

Another concern is the possibility of oblaning chrome-
somaly abnorma embryos after the injection of unbalanced
sparm from men wilh savera OAT who ae participating in
ICE programs. Cylogendic sludies of subfertile men have
shown an incressed prevalence of chromosomal abnommnali-
ties in this population, including balanced Sructural rear-
ranGgements and anauploldy. K any oty ng should Deinoduded
in the soreening of pationts who ano undargaing 1CS1 (10),

Maotic studies in infartile men (11) have demonstrated
an increesed frequincy of synaptic disruptions in both the
audosomes and the s chromosomes. Panng abnormal ibes
observad during maicss in nfertile men can lead to maolic
arrest or the production of chromosomal abnoemslities,
depending on the ability of the alfected ool to comglate
meiceis, this mosi oflen results in oligozoospermia or
APOCEPETTHA

In contrasd, reports on prenalal diagnoss and on infantks
born &= a result of 109 (12) with an incressed rale of s
chromesomal sbnormalities have shown the imporianoe of
shudtying the chromosomal constitution of sparm wsad for
ICH,

Anayssol the chromosomes of human spermaloroa wsed
to be paformed with the use of the bumean-hamaer inler-
specific fertilization systern (13). However, (n recent yoars,
th wse of flucrescence (n Sty hybridization (FISH) of
decondensed sparm nuclel has provided an alternative
approach for evaluating the chromosomal constifution of
hurnen spermaiozoa | 14),

I this article, we repoart the ind dence of s chromosome
disomy. disomy 18, and spermatezoal diploldy in Infertile
petients participating in an ICE program

MATERIALS AND METHODS

Samen samples were oblaned from 18 infertile men (age
range, 28—48 years) who wera referred 1o tha androl ogy unit
of our ingtitution before parficipating in an IVF-ICS pro-
gram, The dudy was approved by the athics commilles of
Ireetitud Uriversilari Desces

All spermiograms were performed by multiple exposure
photography. Spermiograms showed OAT (<20 = 10%mL
of spermalozoa and < 35% of molile spermalezos) in 14
patients and ssthenozsosparmia (AS; - 35% of maotile sper-
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malozoa) in 5 palienis. In the group with OAT, the maan
concentration of spermalozoa wes 280 = 100mL with a
reEn concentration of matile spermatozca of 0.54 = 10 mL
and a mean concentralion of progressivey malile spermato-
zoa of 0,12 = 107mL. In the group with AS, the memn
concentration of spermaloroa was 36.55 = 10%mL, with a
mesn concentration of matile spermatosaaof 5.36 » 105mL
and a mean concentration of progressively matile spermato-
zoa of 1.11 = 10%mL. The s=amen paramelas of the 19
patiants ara shown in Table 1.

As part of & previous scresning protocol, a karyolype and
adiggnosic lesticular biopsy were performed in &l patients
and ameotic sudy was performed in 8 patients, All palients
head anorma karyotype except for one man {patient number
12) with a pericentric inversion in chromosome 9 (46XY
{im 3ip11g12). Maluraion arres was observed in 11 pa
fienis Flve patients with 04T had mactic abnormalities

The semen samples were prepared (a8 for ICS) with
discontinuous gradients (Pure Spernt Scandinavian, IVIF
Scence AB, Goleborg, Swedan) and washed twice in Ga
mede- 100 (Scandinavian, |VF Stience AB). Cryplozoosper-
mic samples wers only washed fwice in Gamete-100. Sparm
pallats were fixed in methanal and acelic aod at aratio of 321
and processad for FISH analyss Sperm nuda were decon-
dhensed by &ide incubation in S mM of dithiothraitol and 1%
Triton X-100, Detals of the sperm fixation, nudear de-
condensation, and FISH procssses have been described
previousy (15)

Triple-color FISH with centromeric DNA  probes for
chromosomes X (Specirum green; Viyss Inc, Downers
Grove, IL), Y (Spectrum orange; Vyas Inc.), and 18 (Spec-
rum aguax Viyss Ine) were used for the FISH study. Flue-
rescenc in sty hybridization incubalion and datection wore
performed acoording to the manulachirer' s |nstructions.
Angyses were performed using an Olympus BX60 (Tech-
nices Medicess MAB 5.4, Barosona, Spain) epill uorescence
microscope equippad with a Iiple-handpess filter for dis
minophenylindole, Texas Red, and fluorescain isolhiocya
ree and wilh gingle-band pees filters for flugrescain igothio-
cyanale, Texas Red, and Agua

Sperm nuclél sooring wis done according (o the strict
criteria described by Blanco o a, (16) To decresse the
subjectivity of the obsarvations, 1he flollowing criteria wene
used: overlapped spermalozoa o sparm heads without a
weed |-deffinexd boundary were nol evalualed, and in caees of
gy or diplcidy, al sigrals had (o have the sameintensgly
and be syparaled from each olher by a diganos gredler than
the dianeter of each sgnal. Nullisomies were nol soored
direcily and were consdered conservabively as equivalent o
the incdence of disomies

The conirol group consisled of five men (age range,
2337 years) with a normal karyotypa and normal gamen
paramaters Two of them had proved fertility, The resulis
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TABLE 1

Samen parameters and incidence of chromosome 18. X, and ¥ and frequency of diploidy as determined by fluorescenca in

Situ hybridization in 19 infertile patients.

Molile Progressive

Pabent  Age Spormnooourd sporm counl Spenrn cou Sl

{y) Disgresis [ 10%mL} (* W0fmL) [ 10%mL) Hapisid X Hoaplpld Y dismy  Disoeny 18 Diploidy  Other*  Toldl
1 M OAT oD am o 100 ar - - 4 3 206
2 ®  OAT ooz 0 ] o @ 2 - 3 3 158
3 ¥ OAT 310 0 o 3 22 ot 1 5t 8 EER
4 48 DAT 190 0x o 116 100 3 - 3t 2 brat
5 40 OAT 1180 oz ] 458 a0 4 - Bt 8 -
& i oaT 110 a3 013 17 147 1 — 1 - G
7 M OAT 800 2m ] 110 114 3 - - - =7
& 40 CAT 2 Az 0.0 o 218 3 - | 2 450
g 3B OAT B4l 28 194 0 27 i - - — 450
o I QAT 1.38 a8 ] i3 198 1 1 1 g 412
13 i AT 0.7 k] (eli ] by T4 2 - - ¥ 513
W™ oAT 400 0es 0 L e 5 z 13 o 1om
13 2 QAT oo il 4 o " 104 L} - 1 & i
i m AT oE3 om n} 249 o 1 - — 1n ='r
1% 4 AB 16,00 T ] 45T 470 3 = Tt 4 T
18 B AS 0. 080 ] 525 518 2 - 8 % 108
17 M| AS B2 0 10.60 ] 168 188 2 - 1 — 3
18 43 AS HEE s nee 123 107 - = 1 = m
9 I AE 4041 1249 468 10 10 1 - 1 — 215

Mote AS - mitenazccsparin DAT - ol goasthanoter floanoaparmia
* Montybeidoel and rudlsmic garmaoion

TF< 0% (ve coningis)

§ Pabanda wilh mascle abrerrlilios

Al REnarE LA of oV asase 0L Y, Bna 18 Farsd Rl 1000

regarding anomdies of chromosomes 18, X, and Y in the
control populaion aready have been putlishad (17).

The y* test wes used for inbergroup companisons. P<2 .05
wilts conaderad Satigically sgnificant,

RESULTS

A told of 9,373 sparmataroa from the 19 palients in-
duded in the study were analyzed by triple-color FISH with
centromenc DMA probes for chromasomes X, Y, and 18
The results ane shown in Table 1.

Hybridization was efficent, with an overdl| frequency of
hybridization of 99.63% (range, 93.22%~100%). The resulls
of FISH analysis in the group of infertile patients compared
wilh the résults obtanad in tha 50572 spermalosos of the
oontrol group are shown in Tadle 2. The fraquencies of X-
and Y -seering spenm, sex disomy, disomy 18, and diploidy
were analyoed

In the sty group, a total of 4,640 spermatazoa (48,5%)
had an X chromosome and 4,433 sparmatozoa had a 'Y chng-
s (47, 35%), When the resulbs obtared in he sudy group
and the comirol group wers compared, no stalistically signif-
icant differences in the frequencies of X and Y sperm were
found. In the control group, the Trequencies of spermao-
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FISH aneuploidy screening of spermalozoa

zoawith X and Y chromosomes were 0,200 and 48,005,
respectively.

Mo gatisticaly significant differences in the frequency of
chromasome 18 disomy were observed befween the control
groas and the sudy group, Theincidenca of chromosome 18
digomy wes 0.05% in the gudy group and 0.08% in tha
conlrol group.

Resulls of fluorescencs in aitu hybridization analysis in
18 infertile patéenis compared with healthy controls.

Mo (%) iR M. (%) in
Finding ool group sy group P valum
Hoplod X 28 400 (50X & B [ad 50y NE
Haglad ¥ T 4 LED (4T 25} HE
Sem ooy 168 (A7) S0 (53y < 5
Diisorry 18 S (0009} ({0 0alj Lk
Diipleig 125 (D.25) BE (082} <
Char Qi 120 (1.28)

Total 5T [T

Moee ME = mol g grifican
Aran. Abnormiitem of chyomoeoTes K.Y end 18 Fanl Sod 1905

ol 72, No. 4, October 1555




Rasults of Meorescance in Sl hybadization anahysis in 14
patients with oligoasthenoteraloroospemia and § patients
with asthenozoospenmia,

Cartral OAT AS

proup goup o iU o
Finding (%) %) P sy %] Py
Hoplodd X S028 323 (d8d1) HE 1 4EE8TH N
Heploid ¥ 4890 J085(4718) NS 13EB (4808 2 NS
S ity Q37 L2064 = 808 NE
Diigomsy 18 Qo & {0.0G] N3 Qim M3
Dipisid 0.2 mapon =m 16 (0.58) <01
Othear a 10T {1.64) 13 (0.48)
Tola ek ZEM
Mole AS = mfhencroospemia WS = nof sgnificnl, OAT = digo-
aethenchir dl Bzntanar A

Aram Aorermulibes of chvomoesmes 1 Y, e 18 Fanl Seril 1000

Statigtically significant differences were obeerved in the
incidence of disomies for he s chromosomes bebwoeen the
study group (0.53%) and the control group (0.37%, P-.05),
Satigically sgnificant differences in the frequency of &p-
loid spermatozca deo wera observed (D82% in the sludy
group and 0.25% in the control group; (P .0001).

Table 3 shows the resuts of FISH analysis in the groups
of palients wilh OAT and AS. The frequencies of haploid X
(49.41%) and haplold Y (47.18%) spermatozoa in the OAT
group were comparable (o those in the control groun (50250
and 48 99%, respectivaly). No daligicaly sgnificant differ-
encess in the Incidence of disomy 18 wene obasrved betwean
thesse two groups (0.06% va 0.09%). Salistically sgnificant
differences in the frequency of =ex chromosome disomy
wiara found batwean the OAT group (0.64%) and the contral
group (0.37%; P<.01). Sidically ggnificant differances
in the incdence of diploid seermalozos s ware Tound
(1.07% in tha OAT group va& 0.25% in the contral group;
P<.01).

In the pabients with AS, the frequency of diploid sperma-
tozoa was incressed significantly (0.58%) compared with the
control group {0.25%; P<.01). This was the only statisi-
cally sgrficant differencer there were no differences in the
incidence of haploid X (40.72%), haploid ' (48 88%), sex
chromasome disony (0.28%), o disomy 18,

In paticnls with maolic abnormalities, only the ingdance
of diploid spermatozoa (0.53%) differed in comparison with
the contral group (0.25%; P<.01). No dalidicaly sgnifi-
cant differences in the rales of haplod X (49.55%), haploid
¥ (4B.35%), s= chromosome dizomy (0.50%), or dizomy 18
(0011%) wera obaerved. Thess findings areoutlined in Tabla 4.

DISCUSSION

Snge 1978, ancuploidy dudies in human sparm have
been performed waing the zong-free hamsler egg penaration
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asay (13). In the lat few years, sverd shudies (18-24)
have baen published on the incidence of chromosomal ab-
normaifies in decondensed defermined with
T L of FISH, The fird studies used a single DNA probe
{18, 19). This mathod wes nol adequate becass it ws
impossible to distinguish between disomic and diploid cals,
Zome investigators bdieve thal dipicid sperm are larger
than haplold sperm, b size does not seem to be A good pa-
rameter for the identification of diplold spermaiozoa (20, 21).
The use of dusd FISH dlows the differentidion befwesn
disomic and diploid spermalozoa, With the use of dual FISH
{for autosomes), normal haploid spermatozoa show two hy-
bridizalion signals, one for each probe Disomic spermalo-
zoa show three hybridization signals and diploid spermato-
zoa have Tour signals, two for each chromosome andlyzed,
Mulliple-color FISH has been used by soveral inveshigalons
{21=24). In this study, we used three-color FISH with can-
fromeric DNA probes for chromosomes X, Y, and 18,

In the shudy group, the ralio of X-bearing 1o ¥ -bearing
sparm did not differ from the expected 1.1 proportion. The
sex rafio in the sudy group was 1.04 va 1.03 in the control
group. No stalislicaly sigrficant differences were obaarved.

The frequancy of diploid sperm in our study was 0.592; it
wis higher in the patients with QAT (1.07%) than in the
patients with AS (0.55%). The role was significantly hgher
than the diplcidy rabe In the control group (0.25%), Thesa
diploidy rales are comparable 1o the diploidy Trequency re-
ported by some, bul not dl, investigalors. Miharu & a. (25)
reported s milar inc dences of diploidy ininfertile and fertile
patients (0.23% and 0.18%, respectivaly) in a single-color
FISH study, but most of thess infertile patients had oligo-
rooepermia of unexplaned infertility. Guitenbach &t & (26)
reporied a frequency of diploid sperm of 0.1% in a hatero-
ganeous population of infertile palients and a frequency of
0.05% in fartila probands. These differances wera not satis-
licaly gignifican, dthough we obmserved a higher Treguency
of diploid gperm in & sdected group of 12 infertile men

Results of fuorescence in situ hybridization analysis in five
patiants with meiatic abnormasitos,

Conbrol group Meotic abnomalidies

Finding %} o (%) Pyl
Hagddd B 500 1,300 {40 £5) NS5
Haploid Y 4356 1,300 46.35) HS
e O sy 03T 14 {050) L]
sy 18 009 3{211) RS
Diiplend 025 15053 = 0
Oiirer ] BI{258)
Total 2805

Hole: M5 = nct significant
Ayan Alrormalde of oo KV and 18 Fatil Benl 1009

680
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Peng et al. (27) reported a highar Trequency of diploidy in
9 palients with OAT (2.07%) than in fertile donors (0.1%).
In't Veld & a. {28) descnibed a man with OAT who had a
very high frequency of diplod ssermalozoa ($05%6).

Theserdifferences prabably are dua o the haterogenaly of
the populations of infertile men slud@ied, Our dala ar gmilar
by thoss reporbed by Pang of a. (27) and In'l Vield & & (28),
who sudied patients with OAT smilar to mod of the pa-

Hents in our sEies

Tha frequancy of disomy 18 (0U04%) obeerved in our
shudy group was not satigically sgnificantly different from
that im the control group (0.099) and wae comparable 1o the
frecyueencies repored by Williams of o, (28) (006%) and by
Spriggs el a_ (21) (0.11%) in fertile men, but lower than the
frequency repored by Biacholl o a. (23) (0.25%:), wio only
aralyzed 1,000 spermalozoa in two forbile men

‘W found statistically significant differances in the fre-
quency of sex chromesome disomy Detween patients and
confrols (0.53% va 0.37%). The lrequency of sex chromo-
sorme disomy wasespecial ly high in the subgroup with AT
(00645} and was slalislically significant]y different from (hal
in the conrdd group. The frequency of sex dhromosome
dizormy alsn was high in the group with malotic abnormali-
tios (0.500), but it was nol stalistically significantly differ-
anl, probably 88 & resull of the small numbsr of palients in
this growp.

Moosam e a. (24) reported a higher Trequency of XY
disomy in the sparm of five men with idiopathic infertility
(0.18%~0.47%) than in heaithy man (0.16%). Pang of a.
(27) chebocted a higher incidence of s chromosome disonmy
i patients with OA T (4.98%) than in Tertibe donors (0.48%).
It Woel el ol (28) reported ihal mos spermaloroa from one
pedienl with OAT had both an X and a 'y chromosome, sug-
gesding thal malsegregalion of the ax dromosomes oould
be rdated to the presence of asingle aimod terminal, chias-
ma bebween the X and Y chromosomes & macss | (30),

O the other hand, diploid sperm may be reded 10 the
presence of arralic chrormosomes (derived Trom the syraptic
anomaies delecled through the ludy of mecss in some of
these patients) (31) thal may abort anaphase | and produce
dipleid sparm, or they may result from the establishment of
helErosyNapses, A Process thal rescues malosis in some pa-
tients with synaptic errors (32) but o surts: the devel opment
of snaphaee | and &l s0 can produce diplold spermatozca A
cons derable incresse in malolic digturbances was Tound in
patients with OAT (17.9% va 43%=8% in patients with
ciher types of infertility) in a recent study performed in
our laboratory (33).

Cwr daia are smilar to those reported by Pang e a. (27)
and by In't Veld & d. (28). who found an incresse in sex
chromosome disomy and diploid spermalozca in palients
with QAT,

Severd sets of data indicate that moderate, albeil signif-
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FISH aeuploidy soreeming of spermatozon

icant, incresses in agiven lype of disomy in spermalozoa e
related to an incresse in aneuploidy in the of fepring. Some
fathers of children with Down syndrome of palerma onigin
have been shown to have incressed Trequencies of disomy
21 in thair spermatonoa (34), and one father of a girl with
Turner syndrome of palerna ofigin was shown 10 have an
incressed frequency of == chromosome nullisomy in his
sparm (35). Thus, defection of an incresss in = chromo-
some disomy in sparmatocoa (27, 28, 30) could be rdated to
The incresse in == chromosome aneuploidy reporied inchil-
dren concaived with the usa of 1G5 {12, 38, 37).

I suneviany, our nesults show increesad rates of diploidy
and chromosome disomy in some infertile men compared
wilh fertile cortrols This is espec aly important Tor paliems
wilh svere male factor infertility (1.2, OAT) who are par-
licpating in IVFICS programs, and if undersoones (he
imperance of wEng multicolor FISH or other mathads to
Sy The genilic risk in these man,

Screaning palionis bafore ICS! tresiment is important o
eyl iate the prognosis and genetic riske of the couple W
believe tha multicolor FISH should be induded in this
soreening whenever sperm aneuploidy 15 suspected.
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Outcome of intracytoplasmic sperm
injection in relation to the meiotic pattern
in patients with severe
oligoasthenozoospermia

Begofia Aran,” Francesca Vidal, Ph.D.,"” Josep M. Vendrell, M.D.," Ferran Garcia, M.D.,*
Susana Egozcue, M.0.," Josep Egozcue, M.D.." Pere N. Barn, M.D.,* and

Anna Veiga, Ph.0."
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Cihjective: The aim of the siady was wo evaluale the imrcyisplazmic sperm injection outcome in a selecad
groap of paticnls with oligoastheneorspermia i relation b the resulls obtained From ibar mciotic analysis,

Dhesign: Hetrospociive chimeal shuly,

Setiimg: An assisied reprodustion service anid o enbversity depanment.
Potienitisl: Owme hundned ihiny-seven men with oligoasthenozoospenmin grouped i relation w thele medotic

paiem,
Interventionisk. Two humdred fwenly-four ind

racytoplasmic sperm imjection cycles frome 137 men wath

aligoasthenogoospermin in whom diagnestic meiolie analyses had been performed,
Muin Dutcome Mensurels): Ferilieation, pregnancy, implasiation, and abortivn rales,
Hesultis): There were no significam siaissieal differences in femilization, pregnancy, implansation, or abortion

riles among the thiree grougs smdsed.

Conclusbonisk: Mo suisically signiilicant differences n femilizadon. pregnancy, implammion, or abomion

mabes were found in patienis with olj

pacnspermia in rolation io the mesmic panerm (Fenil Sienl®

2003BO0-5, DI003 by American Sockly for Beprodedive Medicie.)
Key Wards: IC5E meiolic patteni, oligoasthenioeobspeniia

In 1992, Palerma (1) reported the st preg-
nancwes after infracytoplasmic sperm njection
(ST, and since then this meromanipalution
technigue has become the method of choice for
the reatmen of severe male factor inferliny.

It hass besen established that noms of the con-
ventional semen parumelens shows any rebation-
ship with the fermilization and pregnancy rubes
abtained after FCS] except when otally immotila
spermuloesa wre sed (21 The iscue about the
genetic risk denived from the use of 1051 aricas
when patients affected by extremely severe and
idiopathic male fsctors are treated (3. One of
the risks is the possibility of obtaining chroma-
somically abpormal embeyos aficr the injection
of unbatunced sperm from males with sevene
wligoasthenoteratoroonpermiin.

Meistic studies i infertile men (49 demon-
strated that meistic disosders are found in 6%
of men sludied, reaching 17.5% in palients
with severe oligoasthenoeoospermia (0A) (5,
o),

The passible nelaticnship between dilferent
spermatogensc paramelors and the resulis of e
meloic analysis in patients with severe OA
wits evalupied by Vendrell el ol. (55 They
found  seatstically  significant  differences.
among e meistie puitems in rdlaion (o spemm
concentration and FSH levels. The investiga-
tors reported thit o high incidence of meiotic
abpomunlities (66.75% ) was found in paticnts
with o sperm concentrmion <1 10 ml, and
they concluded thal sperm coumts =<1 X
10%mL ambior FSH concentration =10 IU/L

"



could be conssdered as pradictors of meiotic abiormalities.

Tt is well established that meiotic disturbances can lead 1o
mekstic amests andlor to the production of sperm with chim-
mosome abnormalities, depending on the ability of the af-
fected cell 10 overcome the meiotic checkpoints and 10
complete meaoses (7, 8], bul most resull in asaocmied oligo-
FUOSPLTITNE OF A200PerTii.

With regard 0 sperm chromasome abpommalities, some
studics thmt used Muorescent in situ hybridization (FISH) (%,
107 have reponted an incnease in sex chromasonie disomies
and dipload spermatoeon i paticnts wath QA undergmng
IVF-ICE] cyeles, Funhermore, Vegetti et al, (11) observed a
comelution between poor semen parameters and increased
aneuploidy rates for chromosomes 13, 18, 21, X, and ¥ in
spermstoroa. Maore recently, Rubio et al. {12) wwd Calogero
et al. {13} also neperted that oligoasthensenioeoospenmia
(OAT) was associaled with higher speemi aneuploidy and
diploidy rmies, resulting in lower pregnamsey mies in couples
wilh higher sperm aneaploidy (13),

Taking inte considerstion the published data, our swdy
focused on the relationship between the meiotic paern and
the elinical outcome of ICS1 eyeles in patients with severc
A, To attain this objective, we evaluated the fertilization,
pregnancy, miscarriage, and implantation (feta] heartbea per
mumber of embryos replaced) rates in 224 1CS1 cycles.

MATERIALS AND METHOINS

The study was carried out in 137 patienis {mepn age
runge, 26-59 yvears) who were referned 1o the andrology il
of our institution before participating in an 1C5] program,
The stsdy was approved by the ethics committee of the
Institnt Umversitan Dexeus,

Spermisgrams were performed by multiple exposure phio-
tgraphy (14), and all patiems showed severe OA (madibe
sperm coneentration < 1.5 Miml).

Folbowing the protocol for the soudy of infemile men at the
Instimug Universitan Dexeus (30, a diagnostic iesticular bi-
opsy for melotic malysis wis indicated and performeed [ all
the patients included in this series. Unilaeral westicular bi-
opsdes were obtained wsder local anesihesia. Meiolic prepa-
rtions were obtaingd using the technigue of Evans e al,
(15} All preparsions were coded, scored 1o locae meiotic
divisions at 100 X, and analyzed blindly by two different
observers. The blind was only disclosed at the cnd of the
study. Wrinen infoermed consent wos obained from all pa-
Tieis
1CSI Cycles

Folliculor stimulation wus corried o in all patients by the
associntion of 5C adminisirated GnRH (leuprolide; Procnn;
Abbot, Madrid, Spain) FSH (Neofertinorm; Serono, Madnd,
Spain) and hOG (Profoei; Serono, Madnd, Spain) as de-
sgeribed elsewhere (16). Oocyiles were recovered by ultra-

92 Aranelak  [CSTresults i orebation lo mewdtic paltern

soand-gided nnsvaginal follicke punctiie 36 hours afler
hOG injection (17).

All sperm samples were prepared with  discontinsous
gradients ipure sperm: Nidacon, Gieborg, Sweden) {18,
Oacyle preparation snd ICS1 procedures have been de-
seribed elsewhere {19).

Between 16 and 20 hours after the 1C51 procedure, oo-
cvles were observed under a stercomicroscope (CHymipias
SZH: Olympus Espafia, Barcelona, Spain) For e presence
of pronuclet and polar bodies, Embryos were evalualed 48
hours after 1CSL, and 1-3 normally cleaved embrvos were
replaced. Supemumerary embryos showing pormal cleavige
and less than 25% of fragmentation were cryopreserved,

Luteal phase support was given by vaginal adminisiration
of natura] micronteed P 600 mpfday (Uirogestan: Seid, Bar-
celonn. Spain) for 10 days or WOG 2,500 1L on doys 1, 4, and
6 alter oocyle rerieval.

Pregnancy was evaluated by the serum B-hOG concen-
tation measured 12 and 21 days afier eplacement. An
ultrasound sean was performed alter 6 weeks of amenorrlens
for the detection of o gestationa] sac and Tetal hearibeal,

Dala Set and Stalistics

Patents were classified into three groups depending on
their meotic patterm: group A, nommel melesis; group B,
spermatogenic amest (presence of prophase | figures amd
oceisionel spermitozos bul o metaphae | or metaphee 11
thgures observed), and group C. synaptc anomabes (chro-
msome palring anomalics),

Ferilization, pregnancy. mmplaniation. and abortion rales
obtuined in each group were evalunted. For statistical anal-
wich the v test was applied using SPSS software (SPSS.
Ine., Chicuges, IL.),

RESULTS

A tonal of 137 couples and 224 1C51 cycles were included
in this retrospective study. General charucteristics of couples
amd cycles in relmion 1o the meioic patern are shown in
Table 1.

The women's nges runged from 20 w043 vears. Mean ages
were 336, 331, and 329 years in groups A, B, and C.
respectively. No suatistically significant differences were
fiound in the mewn oge of the women among the three groups
or in Es kevels on the day of WOG sdministration,

Mo statistcally significam différences were found in the
mean age of the men (4.7, 352, and 34 years), which
ranged between 21 and 5% vears. Statisiical differences were
observed in the sperm parameters between the normal mei-
osis group and the meiotic armest group. The mean concen-
tration in the normal meiosis group wos 46 % 10 spermo-
topoaiml versus 1.2 % 10° spematozoatml. in the meiotic
wrrest group (P 000} Sttistically significant differences
were found in the motile spermateeoo concentrution between

Yal. 80, Mo, 1. July 2003



General characterisiics of IVF-Intracytoplasmic sparm
injection cycles in ralation to the meiotic results.

Ginesp A Geoup B, Gioup
sl el sy RapLi
ecinni ey amcrnlics

Mo ol patients a2 s L
Mo ol cyeh 158 5l 15
Mean ape. male M7 2 M
Wi of spermatores = §0%mL an® (T g In
Total motility * 10%ml {LR5* 0" 0B
lcan ape. femmalc n i i
I, ipgimlb) (RO day) 1,832 1753 1400
Xipp'ml) reevvered eocyies 133 (L (X
X miciaiieclod cocyies 11, | 8 n
Nore: X = mess of reoovered oocyies,

=P .

" Pz i,

Are JOXF rrvalis i el boe parieti pertires, Frridd Soend 200,

both groups (0,8 % 10" spermuozoalmL versus 0,38 = 10°
spemuiozoa’ml) (P01, No sttistico] differences wene
observed in sperm parameiers between the normal meiosis
group ond the syvoapiic anomalies group or between the
meiodic arrest group and the synapbc anomalies group. No
satistically significant differences wene found in the number
of recoversd vocytes, metaphase 1l soeytes, or inseminated
ooeyles between proups. Demailed resulis of the 334 1051
cycles ane shown in Table 2.

A ol of 93 patients with normal meiosis (group A)
participsted i 158 [CS1 cycles. The fertilization rute in this
group was 69.0%, Four hundred thiny-three embryos were
replaced in 138 transfers (X = 2.7}, and 55 pregnancies wene
achieved (34.8%),

Thiny-five paticnts showing meiotic amest (group B)
participmed in 51 1CS] evcles, The ferilization rate was

Gh.4%. Twenty-three pregnancies were achieved from 31
replacements of |44 embryos (X = 28 embryosieplace.
ment, and 45.1% pregnoney rae per replacoment ol per
follicle punctane).

Nine putients showing symugpic anomalies {groap C) par-
icipated in 15 ICSE eycles, The fertilization rate was T1.3%,
Fifteen replacements were performmed with 43 embryos (X =
297 resulting in six pregnancies (43,9901,

Mo dhiflerences were founsd i the fediihzation, pregnancy.,
mpluntstion, or miscamage raes amoeng the three groups.
Mo significant differences in femilizmion, pregnancy, mis-
enrringe, or implantation rate were observed when conpar-
ing resulls i patients wath ol aeelosis versus patients
with any kind of meiotic sbaormality (group B and growp C).
Mo significant differences in multiple pregnancy rates in
relation to the metotic pattern (34,65, 3.7%, and 33.3% in
groups A. B, and C, respectively) were observed.

OF the 34 pregnoncics obtmined, two were eclopic preg-
nancies and five resulted in miscarmiages (chromosome stud-
ies were not perfonmed as the prégnancies were followed in
other centers), In the 77 pregnancics that ended in deliveries,
prenatal dingnoesis was corried owl in 26 coses, The M
comesponding fetwses had normal karyotypes. There was a
fetal demh at 20 weeks inoa twin pregnancy. In the remnining
51 coses, prenmal diagnosis was oot performed. The 79
children bom from these pregnancies are apparently healthy
and they dio nod presenl congenital malformations, except for
a4 boy with 4 minor mulformation in an eor of probable
hereditary origin and a girl who died before birth (multiple

pregnancy ).

I ol groups, the pereemiage of girls was higher than the
percentage of boys. Sixiy-nine girls were bom in the thiee
groups (62.3%) versus 42 boys (37.8%) Differences were
ol seatistically significant, but there is a 1205 relation in all
groups, o group A, 44 girds (60.3%) amd 29 boys were borm,

TABLE 2

I¥F-intracyloplasmic aperm injection culcome in relation to the meiolic resulla.

Group A Giromap [, Cvupe
il Eeiomin [ T ] wynaple anamalies

Mo of cycles 148 n 1%

N of follizle pancinres 158 L1} L]

Mo of IPN oocyes (W) 1R ) S92 6800 NTTIS68 (664} I I EST (71,30
Now of replaced covbryos (X 433z IE T 1] 432
Mo, off T 158 5 (L]
Pregnancies (%) 55 (M.E) X480} £ (0T
Eciopic pecpmancics (% ) Jidm [i] 1]
Mliscarmages (%) FARY 1] Iaam L]
Deliveries (%) 51T 2070} t { 11M1
Trpdantation e (%) (fetal 1A (REM3T) I8 (O lddy IR f ERAT)

Beaft heallémmbeya foplaced)

Aras JCKP reilti b selation b mekane parrere. Femll Taent M0EL
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Twenty girls (66.7%) and 10 boys (33.3%) were born in
group B, and 3 boys (37.5%) and 5 girls (62.5%) in group C,

DISCUSSION

Tio our knovabedpe, the present stsdy §s the first 1o evaluoee
the outcome of IVE-ICSH cycles i nelation to meiofic paltem,
Movers et al, (200 analyzed the relationship between results
of ICSI and FSH in males with standard sperm parameiers.
The investigators did not find any relationship among senum
F5H levels and femilization, cleavage, pregnancy, o implan-
tatiemn rmies afier 1050 however, no meiotic dam were in-
cluded in their repom, On the other hand, Levron et al, (210)
demonstrated 2 link between high serum FSH levels and
sperm chromosome aneuploidies detected by FISH.

Vendoell et ol (%) evolused the incidence of different
meiotic patterns and their relntionship with spermatogenic
parameters in paticnts with severe 0A. As stated before,
statistically significant differences among the thoee mciobi
patterns in relation 1o sperm concentration and FSH levels in
patients with severe OA were detecied. For this reason we
wond 1o knosw whether these differences were reconded in the
outcomes of the ICS1 cvcles in these patienis.

Our resules show that no statistically significant differ-
ences were found in the fertilization, pregnancy, implama-
tom, or shoithon rue when these patlents participated in
IVF-ICST progranms, [E scems that meiotic abmommalities do
not have any adverse ¢llect on embryo implunuion. Meiotic
abaormalities recult in poor sperm guality, bu if o good
fertilization rate by 1081 s achieved, pregnancy and implan-
Lation rales are comparable o e pregnancy and implama-
tigwn rates obtaied in patients with OA with normal meiosis,

In & previous udy performed in our laborstony aralyzing
the chromosomal comstitution of spermmocas by FISH of
five patents showing mesobic abnormalites. unl;r the m-
dence of diplosd spermatoeoa (0.534%) differed in compan-
son with the control group (L.25%) (P01} No signiticant
dilferences. in the mies of haploid X (49.55%), hoploid Y
(46.35%), sex disomies (L30%), and disomy 15 (L1 1%)
were ohserved (9),

Meotie prrests can be complete of panial and sssociated
or ned with symaptic anomulies, depending on the cases
resulting in assspermin or sevene oligmoospermin (22, 230,
Furthermore, synapiic disorders may be quile extensive,
affecting all or some meloic bivalents. Pregnancy and im-
plantateon rates in this groap wene 45. 1% and 25%, mespec-
tively, the highest of the three groups, In the patients of s
series, the few cells tha complete mekosix seem (o be pormmal
and the poor quality of these samples does not seem 1o be
related in an increase in sperm chromosome abnormalities.
These patients usually have very low concentration samples,
but a high ferilization mie can be achieved asing 1051,

producing peod embryos with a good implantation mie.

94 Aranclal.  1CS] resubis inorelakion b menkic paliern

The implanttion rde in e symiplic ancmalics group
was 18.0%, quite bower than, although not satissically difs
ferent from, the meiotic amest group probably because of the
simall number of ¢ases studied in this growp.

In the 26 cases in which prenunl disgmmes were carmied
o, 1w abmormmnl Karvobypes wene foumd, No dilferences in
the congenital malformation rte were found either, since all
children were healthy,

in a preliminary study camed out by cur group (24, 25),
wie Tound a higher rate of abnormal embryos after preim-
pluntwtion genetic dingnosis (PGD) in patients with synuplic
mmvmalies tham in PG eyeles For sex selection (27.5% v,
I6.8%: P=01) These data suggest that PGD could be
indicwied in paiients with meiotic disturbances and even
more in paticnts with synaptic anomalics.

The sereening of paticnts before 1051 §s impomant for
wssessing genetic risk, Meiotic siudies and FISH in ejaeu-
lated or testicular spermatoeoa are highly recommended and
should be considered as part of the genetic study in these
paticnts. Reproductive counseling and  funher strategics
should consider the results obtained in the genetic study. In
this sense, préimplantation diagnosis should be advised in
cases with o high genctic risk w0 inerepse the changes of
replacement of chromaosomally normal embryos.

Avknwlegmess; The authors thask J, C. Suris. Repanmens of Gysecal-
gy aml Qbsigires, Insiisd Uniy i Dinews, Baneclona, Spain, for
stalistical analysia, They alw fhask w0 Silvie Rei, Rith Calveie, Mivcia
Florensa, and Marn Sasches (or data colleeiion
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Abstract

Indications and candidates for preimplanation geneiic diagnosis { PG have increased in recent years. This siudy evaluates
whether 1VFP-intmcytoplasmic sperm injection (FC51) resulex could be improved by selecting embryos through PGD-AS
{ancuplboady screeningh in couples in whom the male panner presents mesotic abpormalities, Two hendred and fifty-six
cmbryos were biopsied and 183 were suitable for analysis (73.2%). Ninety-two embryos showed normal chromesomal
analysis (50 3% of the analysed embryos and 57.5% of the diagnosed embryos). Pregnancy, aborion and inplantation rates
were compared with 66 [V F-1CS1 cycles performed in 44 patients with metobic abnormalities without FGD (control grouapd.
Mo statistically significant differences i the pregrancy mte (52 versus 43,95 ), implantation rate (32,1 versus 23.5% ) and
mescarriage rae (154 versus 10.3% ) were observed beiween the groups, Although the embryos obtained from men with
meiotic abnormalities showed o high frequeency of chromoesome aboormalities, no improvements in pregnancy unid
implantation ratcs were obtained afier PGD=AS in the series analyscd,
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Introduction

Since 1590, when Handyside er al. reporied the firss pregnancy
from biopsicd preimplantation embryos, candidates and
indecateons for preamplaniaton genciie dagnoses (PGDY have
imerensed J,!I:Iﬂl-iil:|l,.‘l=h|}' (EXSHRE PGD Comsoetiem, 20025
Peirwilays, PGLD 15 il anly sexd b avosd the ransmassion of
genetic abnormalities. but also w improve 1VF success mue in
cenain groups of patients (Crlanaroli eral,, 1999, Munnd eral,,
[, TG; Kuliey and Verlingky, 2002; Munndé, 2002 ), Some
patients that conld posaihly benefit from PGD=AS (ancuploddy
screening ) ang couples i whom fwe male pariner is affecied by
meiotic whnormmlitees {Aran eof o, 2§,

Meiote sodies have been incorporaied as o cviogeneiic
diggnostic ool i the sereenng of male nfertility singe the
early 1970= (Hulén & al.. 1970 Pearsen er al, 1970).
Investigation of the mekstic division in spermatogenic cells
from testicular biopsies resulted i the deseripiion of specific

miiotie abnormalities limited w the geem eell line, affecting
hoaalogue Chromosene paining (synapsis | amd recombination
(revised by Egoecue ef ol N0 that hove been relabed oo
mutations of one or more genes coding for specific meiotic
products (for example, synaptonemal comples  proteins.
recombination enzymes, DMA repair enzymes, Edelmann er
al,, 199 Hassold, 1996), Different groups have contribated to
the charncterieation and elassification of the different melotic
abrormalities described so far (réviséd by Templodo ef al.
1981}, Taking into comsiderstion thar meiotce abaormalithes
are  omly  detectable  throwgh  cytogenetic  stodies  in
spermadocybes and that the information obimned can help o
establizh a1 o diagnosis, meiotic analysis hos been included in
sonmie screening profoceds of male mferdility, especially since
the reluctance of andrologisis 1o obiain wstiealor maerial has
chearly décréased,

Meiotic disorders in spermatogenic cells have been found in
6% of infertile men in whom a meiotic snalysis had been




incleneed EEh:um,"uE ef ol 1UE3) This [ercentage rises [0y
175% in paticnis with oligoasthenoteratozoospermin (CATH
(Vendrell er al., 1999 Epozcus of af., 20000, Melotic
amomalies could lesd o different degrees of meiotic omest
(partial or complete) clearly identificd through the meiotic
stady, and usually reflected in an abpormal spermiogrum. bul
alen 1o non-disjunctionary evems that coold resubt (0 the
production of unbalanced spermatoroa. In fact, this point is
suppiorted by data obaimed from Moorescensce  im-silu
hybadization (FISH) sfedics m decondemaed sperm niocle.
Several prmips hove meponied increnses inosex chromosoime
disomies ond dipleid spermatoron in potienis with O
{oligoasthenoronspermia) - and OAT  undergaoing
IVEF-inracytoplasmic sperm injection (ICS1) eyeles (Arun o1
ard,, 1999 Pang ot al., 1999, Bermarding ef o, 20000 Yepom er
arl., 200K Calogero e al . 2001; Rubio e al_, 2001 ).

Simce the development of 1CS1 {Palermo e ol 1992), this
micromunipulation techpigue has become the method of
choice for the irealment of severe male factor infertality. 1C5]
wilved he Ecrlilil!:,.' Tl'll'rlenn. ol many ol these P.llil;.'nlli., b
opened a debate sbout the genctie risk for the offspring when
paticnts affected by extremely severe and sdiopathic male
factors are trented (Mescheds and Hosst, 1997), Funbermorne,
in severely oligonsthenotermiosomspermic makes with meiolic
disorders, the theoretical risk could be increased by the
pessibility of peneruting chromosemally abnormal embryos
due 1o ke injection of abnasmal spermonozes.

In o previows study (Aran eof af., JM3), no siadistecal
différences were found in the IVF-ICS] preghancy and
implantutien resulis in olipeadhenozoospermic patients with
regard 1o the meiotic anomalies observed. Nevertheless, wking
inte account the rsk of production of chromosemally
abmormal spermatozoa {ancuploid, diploid), application of
PGD could be useful in some patients showing meolic
abmmrmalities. In this context, cyiogenetic analysis of embryos
denved from these couples and Tunhier reéplacement of those
evaloated as normal could result in an increase in e
implantation amd pregnancy e, as well ax in 3 decrease in the
ke of chromosomal abnommalitics in the ofspring. Therelome,
PGED wars introduced for the reproductive reatment of couples
with severe male faotors associamed with  meiotic
abmormalities, o evaluaie if the we of PGOD-AS in ihese
patients could resuly in s improvement of assisted
repronduclive suceess,

This paper preseils the résults oblained in PGID-AS ¢ycles in
couples in whom the males presented meiotic chromasormal
anomalies. Pregnancy and implantation rtes obtained in such
couples are oomparcd alier PG with o samikar groap i which
PG was not performied.

Materials and methods

The swdy group included 25 couples with severe male facior
and meiotic abnormalities, wnlergoing 27 MED-AS, The
contrel  group  comprised 44 couples  with  similar
charsclermtcs undergaing 6f IS cyeles, bul nol relermed [or
PG All patients enrolled in the study gave wriiten consent o
participate,
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Cytogenetic meiotic analysis

Cyiogenetic meiotie analysis is included in the pretocol of
sty of infertile men @ the Institug Universitin Dexeus ond
suggested o patients according 1o the andrologist's criterin
(Vendrell of al., 1999,

In ol the patients included in this study, unilsseral testcalar
biogay for meiotic analysis was obtined under local
anpesthesin, Testicular matenal was collected i isotonic
sobiution (099 NaCl) and processed as previowsly described
{Epozcwe ev al.. 1983), based on the classical wechnigue of
Evans er al. { 1941, Testicular tissue was chopped up with fine
seissors in o Petri dish; material was tronsfermed 100 conieal
cenlrifuge twbe comuining hypotonic solutim (0075 molid
KCl amd lefi wo stnnd ar rooem remperaiure 1o illow pheces of
tubwles 10 sediment, Supematant was removed 10 a <hean
centrifuge mbe. incubated an 37C for 20 min and cenrifuged
for 10 pin a1 BOO rpan. The obtained pellen was resuspended in
5-8 ml of fixative (msethanol-acetee aced, 3:1) and kept sl 4°C
for 30 min. The suspension was centrifuged as above, the
supermant discarded amd the pellet resuspended in Tixative.
This procoidune was repeated 2 or 4 times uniil clean. Finally,
the pellet was resuspended in -2 mi of fixotive amd wir-dried
preparudins were obtained by theowing | or 2 doops of the cell
suspension onioe clean degreased slides.

Preparstions wete coded. swimed by Leishman (124, in
Leishman buffery for & min, scored under o bright field
microseope o locale mowdse Tigures af < 10 andd anolvsed af
= 100}, Evaluation of the meiolic stages, chissmata couint snd
medotic characterizason was performed acoonding o standard
criteria {revised by MHulién er af, 20013 and meiotic
abnomalities were classified according o Templado e al,
{19%1).

Pariens ensolbed for PG were selecied from those presenting
meotic anomalies.

ICSI cycles

Follecular stirmalatson was carrsed oal m all paticnis, using o
combination of subcutapeous sdministroted ponsdotrophin-
rebepsang hormone agonist (GnRH) (Leuprolide, Procring
Abbat, Madrid. Spain} with F3H (Neofertinorm: Serono.
Mudrid, Spaind and human chorionie gonadotrophin (HCG)
{Proffasi; Serom, as described previcusly (Bami of al, 1988).
Oocytes were recovered by ulrasound.guided  ransvagingl
follicle punciure 36 h after HOG injeciion (Carmeras o af..
19945,

Al sperm samples were prepaned with discontimoos prdients
{Pure sperm: Nidacon, Goteborg, Sweden) (Ond er al., 19900,
Orocyte preparation and (5] procedune have Béen descnbed
previously (Calderdn er al., 19955,

Fertilizainon was assessed using a siereomicmoscope ((vmpus,
SZH; Olympus Espails, Barcelonn, Spain], 16-20h after IC5],
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PGD protocol

Embrvo biopsies were performed o dov 3. Eoch embryo was
manipulated individually in EB mediom i Vitrolite, Gateborg,
Sweden) under oil (Owvoil; Vitolife), The wonn pellocida was
dlrilled {ehinmeter 25=30 ) with the use of a loer (Fertilase)
{Boada er al., 19985, A blastomere was gently aspirated with a
glass peedie (Humagen. Charlotesville, USA), The fixation
method used was a slight modification of that described by
Tarkowski | 1566,

Fixed blastomenes were processed for ancuploidy sereening
(Vidal gr ol 1998). The PE maltcolour probe panel (Vs
Inc., Dovwmers Grove, IL. USA) plus a sccond round of FISH
usang satellite DNA probes for chromosomes X and Y {Vysas)
were wsed for the evaluntion of chromosomes (13, 16, 18, 21,

Data set and statistics

Results regarding pregnancy, implantation and miscaminge
rates obasined in the PGD group for meiotic abnormalities
were compared with the conimol growp, wsing Fisher's exoct
test. I sl canes 5% level of significance was chimen.

Results

All the males schected for the study displaved desynapsis of o
variable mumber of chromosome bivakems (Templado 2r al.,
1RE L) in the meiotic analysis performed.

Gieneral charactersstics of couples and cyeles and & summary
of the clinical outcome ane descrited in Table 1. In the PGD
cycles, women's ages ranged from 24 1o 3% years, with o mean

22.%.7) of 31.5. Men's mean nge wis 34.6 years, ranging from 25 o 51
vears, & ol of 519 oocyles were recovered {mean 19.2), 393
Embryo transfer ooeyles were microinjected (mean 14.6) and 293 {mean 10.9)

Mommal daagnosed embryos were replaced on day 3. Surplus
transferable cmbryos were cryopreserved, In the controld growp,
embryos wene replaced on day 2 accosding to the usuil
Isboranory protocol.

Luteal phase

Latcal phase support was given by vaginal adeministration of
naiural micronized progesterone 600 mpfday (Utrogesuun;
Seid. Barcelona, Spain) for 10 days or HOG 2300 IU on days
2,4 and & afier oocyie retrieval,

Pregnancy was evalused by serom B-HOG concentration
measured 12 aml 21 days alter neplacement, An olirmsound
scan was performed ot & weeks of amenomhoca for the
detection of a gestational 2a¢ and Fetal heart beat,

showed 2PN between 16 and 20 h post-microinjection
(7457 ). In the control growp, women's mean age was 33,1
veurs (range 20-41} and men’s mean age wos 349 (rmnge
21-59%), Nine humdred and sixteen oocyies were recovered
(mcan 13,90, T35 oocyles were micninjected (mean 11,17 and
496 showed 2PN (mean T35: 6753%). Mo sidstically
significant differences were found Between the groups in any
of the parameters studied.

Results of PG are shown in Tahle 2. Two hamdred and ity
embryes were biopsicd and 183 could be analysed (73.2%).
Ningty-two embryos were normial for the chromosomes
analysed (30.3% from the analysed embryos and 37.5% from
the dingrosed embryos). Sisty-cight embryos wene abnormal
(372% from the analysed embryos and 42.5% from ihe
dimgnosed embryos), Twenty-ihree embryos (12.7% ) hadd an
inconclusive diagnosis, waally due w non-informative resulis

Table 1. General charnctenistics und clinical cutcome of couples with meiotic shaormualities sfier
IES1 eveles with amd withow PGD. There were no significam differences berween groups.

Meiotie abrormalines Medorie abmormalines
with G it PG
Mo eouples 25 A+
Mo eyeles 7 fifa
Bean age male (years) 36 (28-51) 3491021-59)
Mean age Female {years) 3.5 (2430 3R (X041
Meun oocytes recovered (no. oocyies) 192 (519 139(916)
Menn socyies microinjected (no, ooeyvies) 146 (303) 111 (735}
Mican 2PN oocytes (. cocytes 2PN: %) 109 {293, 74350 75 (404, 67.3)
No. replacements 25 6l
Mean ne, embryosiransfer 2.1 28
No. pregnancies I3 by
Pregmancy rale/cyele (%) 48.1 419
Pregnancy ralefiransfer (%) 520 438
Implantatin rate (%) | 135
Miscarmiage rie (%) 154 0.3




Tahle 2, Embrys onalysis resulis.

Mo eyeles 27

Mo hiopsied embryos 250
No. analysed embryos (%) 153 (733)
Mo, dingrosed embrves (%) 160 (BT .4)
Mo, normal embryos (%) 92 (575
Neo. abnormal embryos (%) 6% (42.5)
Ner, unlliagnosed embeyos (5) 23012.6)

Table 3. Abnoomalitics found in the stnormal embeyos afler
PG for meiotic abnommalities.

Abrormaliies Niv. embiryos
Haploid embryos 5
Padyploid embryos 4
Chraumaosore 13

Mommomics |

Trisomies 4
Chroinasome |6

Mullisomics I

Mososonmes 2
Chaoirarsome 18

Nullisomies I

Monpsomsics 4

Trespmies 1n

Tetrazomics I
Chromaosome 2/

Monmoomics 3

Trisgamies 3
Chrourosome 22

Trispmics 2
Chommesome X

Monposomies 1

Trisunies 2

Tetrsombes |
Choimosome ¥

[Msomies 3
Moszic embryos® fi
Complex aneuploidies" 12

B yiscondsns pewilts obesined aBer the anabysls of fwe bl
B Tecaing aevers] of the chenmosnmes sabysed.

for one of the chromosomse pairs analveed (Table 2} Sixty-
seven embryos (268%) could mod be analysed due 1o the
charactenstics of the nuecler oblained afier Tisation,

Details of embryo chromoseme almormalities are shown in
‘Tahle 3 and Flgure 1. Five embryes analysed were haplodd
and four embryes were polyvploid. Nine embryos showed
abnormalities of the sex chromosemes. Five embryos hod
abnormalities affecting chromosome 13, three embryvos
affectng chromosmne 16, 16 anbryos chromossme 18, six
embryos showed amovmalies affecting chromasome 21 and two
embryos chimnosome 22, Twelve embryos  presemied
ohonormalities affecting several of the chromosomes analysed
{complex ancuploddies), Discordant resulls were obained aher
the analysis of two blastoanenes in six embrvos (considered as
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mspsaich. Fipure 2 shows frequencies of toial apomalies found.

Nmety-three embryos wene replaced in 25 transfers in the PGD
group For meiotic abnormalities (2.1 embryos/transler},
resulting in 13 pregnancies. This represeams 48, 1% pregnancy
rate per cyche and 32% pregnoncy rate per wronsfor. The
implantation rute was 32.0%. Two pregnancies ended in
miscarriages {1 54%) (Table 1)

In the contml group, 29 prepnancies were achieved from 66
IVF-ICS] eyeles: 43.9% of prognancy rabe per eycle and per
transfer. Implamation rute was 23.5% . Miscarringe rate wis
10.5% (Tahle 1)

There were tvo significant differences in the prégnancy re,
imgantation rae and miscarmisge rate betwesn the Two groups.

Discussion

The data obtaimed in this series indicate that embryos from
patienls with meiotic abiormalities subject 1o ICS] have a high
number of chromosome anomalies (42.5%),

Gianaroli et wf. (1997 did nor find differences o the
percentage of abnormal embryes after PGD in 1CS] patients
versus conventional IVF patiems, or when the same awthors
(Gianaroli er al., 3000) compared PGD resulis between
nofmoEnasperme palients  versas oligoasthenocoospermic
patients. They found differences in patiems with abaosmal
kuryotype, bot they did nol sty ptients with meiotic
ahnormalithes.

Kahraman ef af, (2002}, observed o percentage of abnomial
embryos (41 3%) very similar to that observed in the present
study (42.5%) in severe male infenility. The authors analysed
the relatiomabip between chromosome abnormalibies and
promecbenr morphology in severe male infertility. However,
this group of paticits is quite differcnt from the present groug,
The present soedy onalyses only patients with meiotic
anomalles, whereas Kahraman studied patiemts with different
categories of male infenility and vsed ejaculaied spermainena,
testicular spermatosoa or even mund  spermatids  for
fertilization.

Silber o of, (2003) reported o high incidence of mosaicism in
embryos derived from testicular sperm extraction (TESE) in
men with o severe deficit in spermatogenesis (33% in TESE
cycles wversus 26.5% In ICSI cyeles wihth ejaculmed
spermatozoal. The aneuploidy mies were o statistically
differem between the groups (17 versus 26.2% respectively)
and were sather bower than in the present stusdy (42.5%), bat
the stidies cannol be companad, because Silber of o analysed
patkents. with non-obstructive aroospermia and the present
study involves patients with meiotic abrormalitics,

Giiamaroli er af, (2000} found bower frequencies of nonmal
embryios (57.5%) after PGD for several indications, 3F% in
PGD for maternal age and i micro-eprdidymal sperm
mapirntion (MESAVTESE patients and 2% of normal
embryis i PGD for recurment absonteons, Misnne o al. (20025
found similor percentages (39.7%) of normal embryos afier
PGD for maternal age, Bubie of gl (2003) found statistical
differences comparing percentages of normal embryos afier
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Figure 1. Chromosomse almormsalines m the 68 abnosmal
embryos,

PG for recurrent miscamage (29.3%) and for sex-linked
dispases (45.1%),

Regamiing oneuploidy fregquencies, ancuplosdy of chromosome
18 was the owsl frequenily observed (13.0%) m the preseni
study, while the sneuploidy rmte of sex chromasomes was pol
expocully high (13.2%). Theése rosalls ane lower than Owise
reported by Glanarali er al. (2000}, which rise 1o 32% in BGD
for maternal age, Ruble ¢r al. (2003) found similar percemages
of chromosome 185 ancoploidy  (I0U0%) in  recurrent
miscamizge patients and i their conteed group (sex-linked
disease) (9.5% ). However, these authors reported a higher
Fn.-qur:m;_\' o sex chromosasme Jrh:ll[!'ni.ll}' {10 % in bhoth
grouge ) and found ligher incidences of ancuploidees for oaher
chromosomes suech as 16, 21, 13 and 22 (251, 24,0, 2001 and
19,7% respectively) in the recurrent miscarriage group, In the
contrel  proup, frequencies of  aneuploidy  of  these
chromesomes were also higher than in the present sevies; 138
verss 6.0% for chromosome 13, 106 sverus 48% for
chromosome 16, 198 versus 13,15 for chromosomses 21 amnd
.0 verns 6. 23% for chromosoms 22,

Although all puthors used the same probes as wsed 0 the
present study, all of them found lower percentages of normal
embryos and higher frequencies of aneuploidies for the
chromosomes analysod, These athors siudied  prowps of
patients with olher mdications For PG, such as high matermal
ape of recurent aborns. Perhaps the group of patients
stindied here present ancuploidies for other chromosomes, and
other probes should be considered. 1o Iy 1o chorscterize
abnormalities that may be characieristic of these patients, In
adifitiom, it may be necesary b mijust the probes used fior each

Figure 2, Percentage of abnormalities in abpormal embrvod
{zeme abpormalities were found in the came embryo).

PGD indicaton.,

Reganding the results for hapload (3.19% ) and polyploid (2.5% )
embryos, the data ane simibar 1w those reported by Robio et al.
{203 4.7 and 1.6% respectivelyl. Gianaroli ef al. (20001
reported a significantly higher frequency of polyploidy {11%)
in PG for repeated IVF failures.

Pregnancy rates as well as implanition raes were higher
when embryos nommal for the chromosomes stedied were
replaced in patients with meiotic abnormualities subject 1o PGD
than in those who were not (52 versus 43.9% and 32,1 versus
X3 5% mh‘l’ﬂ[ih‘l.']}'h aven II1|.|u|_{]|. the dilTerences observed
were not siatistically significont. If mormal embryos could be
selected wsing adequate probes, pregnancy and 1mplaniaton
ruie could be imcreased with  statistically  significam
differences,

Screcnmg of paticats before ICST is imiporiant to assess ther
penetic risk, Meiotic stidies incorporating multiples. FISH
analysis (Sorrxte er al., 2004) and FISH o ejaculated
spermatozoa of the combination of both wechnigees (Vidal er
al.. 2003} are haghly recommensded, amd should be consadered
as pani of the genetic study in these patients. Correlaiions
between these studies aml the resulis of lirger series will help
o determine the real uiliny of PG i severe male faceor with
meiotic impaimient. Beproductive counselling amd furiber
sraiepies should consider the resulis obained in the genetic
study. In this sense, PGD should be advised in cases with o
high penctic nsk. in order o meresse the chance of
replacement of chromosomally normal embryos and 1o
acheeve .ill.‘nl,!l.lll.il[l‘.‘ [rEgnncy rales,
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6.1 Anomalies cromosomiques en els espermatozoides de pacients amb factor masculi

La majoria dels estudis de FISH en espermatozoides que s’han publicat coincideixen amb el nostre
ja que presenten freqiiéncies d’aneuploidies més altes en els espermatozoides de pacients esterils
que en els d’individus control (Moosani et al., 1995; Pfeffer et al., 1999; Pang et al., 1999; Vegetti et
al., 2000; Ushijama et al., 2000; Calogero et al., 2001a; Rubio et al., 2001). Tot i aix0, alguns autors
no han trobat aquestes diferéncies en les seves series. Miharu et al. (1994) no observen cap augment
en la incidéncia de diploidies i de disomies per als cromosomes analitzats en els seus pacients, pero
la seva série inclou tant pacients oligozoospérmics com pacients amb esterilitat de causa desconeguda.
Tampoc Guttenbach et al. (1997) troben diferencies en un estudi en el qual s’inclouen tant pacients
oligozoospermics com astenozoospermics i oligoastenozoospérmics, amb i sense teratozoospérmia,
malgrat que només dos pacients presenten astenozoospérmia sense oligozoospéermia.

La frequencia de disomia del cromosoma 18 observada en els pacients del nostre estudi (0.04%) no
va ser estadisticament diferent de la del grup control (0.09%), comparable a I'observada per Spriggs
et al.(1995) (0.11%). Ushijama et al. (2000) tampoc troben diferéncies en un grup de pacients amb
OAT respecte del control, perd presenta una incidéncia més alta que la nostra en els dos grups
(0.12% i 0.13% respectivament). En tres estudis s’observa una gran variabilitat en la disomia pel
cromosoma 18 entre pacients (Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000 i Calogero et al., 2001a), fet que
podria explicar que les diferéncies entre pacients i controls siguin estadisticament significatives en
aquestes seéries.

Quant als cromosomes sexuals, en el nostre treball les freqiiéncies d’espermatozoides portadors del
cromosoma X (50.3%) i del cromosoma Y (49%) van ser comparables a les del grup control (49.5%
i 47.3% respectivament). La proporcio X:Y no va ser diferent de la proporcié 1:1 esperada, proporcio
que es manté en practicament tots els estudis publicats de FISH en espermatozoides. S’observen
diferéncies en la incidéncia de disomies per als cromosomes sexuals respecte del control (0.37%)
en el grup de pacients amb OA (0.64%), pero no en els pacients amb AS (0.28%). Altres autors han
trobat diferéncies en la disomia dels cromosomes sexuals entre pacients i controls (Moosani et al.,
1995; Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Ushijima et al., 2000; Calogero et al., 2001a). Destaca
un pacient estudiat per In’t Veld et al.(1997) amb el 93% dels espermatozoides amb una dotaci6 24,
XY. Miharu et al., (1994) i Guttenbach et al. (1997) presenten de nou frequiencies de disomies per als
cromosomes sexuals similars en els grups de pacients i controls. Com ja s’ha comentat, aquests
autors presenten grups de pacients no homogenis que sén poc comparables amb els del nostre
estudi, i aquesta heterogeneitat pot ser la causa dels resultats descrits.

L'increment en la freqiiéncia de disomia dels cromosomes sexuals en pacients amb OAT podria estar
relacionat amb I'augment d’aneuploidies dels cromosomes sexuals que alguns autors han observat
en els nens procedents de cicles d’ICSI (In’t Veld et al., 1995; Liebaers et al., 1995; Meschede et al.,
1997; Devroey i Van Steirteghem, 2004).

En el nostre estudi, la freqiiéncia de disomia per als cromosomes sexuals és significativament superior
a la del cromosoma 18. S’han descrit diferéncies en les disomies de determinats cromosomes, i és
evident que les diferéncies entre cromosomes es fan més patents en els estudis que apliquen sondes
per a un nombre de cromosomes més elevat (Pang et al., 1999; Vegetti et al., 2000; Calogero et al.,
2001a).



L'estudi de les incidencies de disomies en espermatozoides d’individus control han demostrat
que alguns cromosomes tenen més tendéncia que d’altres a la no-disjuncié (Egozcue et al.,
1997). S’ha observat un augment en les disomies pel cromosoma 16 (Williams et al., 1993), pel
cromosoma 21 (Blanco et al., 1996; Spriggs et al., 1996) i per als cromosomes sexuals (Spriggs
et al., 1995; Martin et al., 1996; Vegetti et al., 2000; Calogero et al., 2001a). Aquest increment
d’algunes disomies ja s’havia descrit utilitzant el test d’hamster (Martin et al., 1991) i el seu origen
s’ha relacionat amb una reduccio en la recombinaci6 en el cas del cromosoma 21 (Warren et al.,
1987) i a la ja esmentada preséncia d’un Unic quiasma quasi terminal entre els cromosomes X i
Y (Hassold et al., 1991).

La producci6 d’espermatozoides diploides és I'anomalia cromosomica més freqlent en els
pacients esteérils. Les nostres dades mostren un percentatge d’espermatozoides diploides
significativament més elevat que en el grup control (0.25%) en les tres poblacions estudiades,
tant en els pacients amb astenozoospermia (AS)(0.56%), com en el grup de pacients amb
anomalies meiotiques (0.53%), i en el grup de oligoastenozoospermies (OA) (1.07%), on es va
trobar la incidéncia més alta. Aquestes dades sén comparables a les presentades per la majoria
dels autors (In’t Veld et al.1997, Pang et al., 1999, Ushijima et al., 2000, Vegetti et al., 2000 i
Calogero et al., 2001a), pero de nou les dades de Miharu et al. (1994) i Guttenbach et al. (1997)
discrepen de la resta d’autors. Miharu et al. (1994) mostren freqliéncies similars de diploidies
entre homes fertils i infértils (0.23% i 0.18%, respectivament). Guttenbach et al. (1997) no troben
diferéncies en las taxes de diploidies entre pacients i controls (0.1%-0.05%), pero si que les
troben en alguns pacients determinats si es comparen individualment (arribant fins a 1.6%).

La produccié d’espermatozoides diploides pot estar relacionat amb alteracions del procés meiotic.
L'origen d’aquests espermatozoides pot tenir relacié amb la preséncia de mutacions en gens
especifics de la meiosi 0 amb un ambient testicular anormal que poden afectar el procés i els
punts de control de la divisié meidtica (Rieder et al., 1994; Egozcue et al., 2000; Egozcue et al.,
2005).

Les diferencies entre els resultats dels diversos autors poden ser degudes a I’heterogeneitat en
les causes d’esterilitat que presenten els pacients inclosos en algunes de les séries comentades.
De fet, els resultats comparables els trobem en les séries homogénies de pacients que presenten
OA (Pang et al., 1999; Ushijama et al., 2000), i els estudis a que presenten els resultats agrupats
en funcié de la causa d’esterilitat mostren que és en el grup d’OA a on les diferencies resulten
evidents (Bernardini et al., 2000; Rubio et al., 2001).

Una altra possible causa de la discrepancia entre els diversos estudis podria ser, a més de les
diferencies técniques en els protocols de descondensacio i en els criteris de valoracio, la variabilitat
interindividual. En el nostre treball s’observa una alta variabilitat en la freqliiéncia d’aneuploidies
entre els diferents individus (Taula 3), circumstancia que es repeteix en la majoria dels treballs
publicats i que fa que, en alguns casos, els resultats de les diferents series no siguin comparables.

Totes aquestes dades apunten al fet que, en general, hi ha una relacié evident entre la concentracio
espermatica i les anomalies cromosomiques en els espermatozoides. Fins i tot, alguns autors
han establert una correlacié inversa entre la concentracid espermatica i la taxa d’aneuploidies
per a alguns cromosomes (Vegetti et al., 2000; Calogero et al., 2001a; Martin et al., 2003; Pang



et al., 2005). Aquest fet, juntament amb la variabilitat interindividual observada, justifica la
realitzaci6 de I'estudi de FISH en els espermatozoides de pacients amb OA que permetra coneixer
la frequéncia d’aneuploidies de cada individu i, per tant, oferir un consell reproductiu més acurat.

6.2 Resultats dels cicles de microinjeccio intracitoplasmatica (ICSl) en funcié del patro
meiotic en pacients amb oligoastenozoospéermia (OA)

Els nostres resultats no mostren diferéncies estadisticament significatives quant a les taxes de
fecundacio, embaras, implantacio i avortament entre els pacients que presenten OA i anomalies
meiodtiques i els que no les presenten, quan duen a terme un cicle de FIV-ICSI. En el grup de
pacients amb meiosi alterada s’observa una concentracio i mobilitat espermatica més baixa que
en el grup de pacients amb meiosi normal, pero un cop aconseguida la fecundacié mitjangant
la ICSI, les taxes d’embaras i d’implantacié sén comparables a les dels pacients amb OA i meiosi
normal. Tot i que les diferéncies no sdn estadisticament significatives, el grup amb les taxes
d’embaras i d'implantacio més elevades va ser el de pacients que presentaven bloqueig meiotic
(Taula 7).

Alguns autors han intentat relacionar els resultats dels cicles de FIV-ICSI i els parametres associats
amb la produccié espermatica. En els primers anys d’aplicaci6 de la ICSI, Nagy et al. (1995) no
van trobar cap relacié entre els resultats de la ICSI i els parametres espermatics classics.
Unicament observaven resultats inferiors en els casos d’astenozoospérmia total per la possibilitat
d’haver injectat espermatozoides morts. Novero et al. (1997) van correlacionar els resultats de
la ICSI i els parametres espermatics amb la FSH sérica. Els autors no troben cap relacio entre
els nivells de FSH i les taxes de fecundacio, divisid, embaras i implantacié. Per altre banda,
Levron et al. (2001) troben un augment d’anomalies cromosomiques dels espermatozoides en
pacients amb nivells de FSH elevats.

Colombero et al., (1999) presenten una incidencia més elevada d’aneuploidies en els espermatozoides
de pacients amb parametres espermatics anormals en comparar-los amb un grup de pacients
normozoospérmics, perd aquestes anomalies no afecten els resultats dels cicles de FIV-ICSI
d’aquestes parelles.

Altres autors (Pfeffer et al., 1999; Pang et al., 1999; Rubio et al., 2001) descriuen taxes d’embaras
i d’implantacié més baixes en els cicles de FIV-ICSI en pacients que presenten una major
incidencia d’anomalies cromosOmiques en els espermatozoides. Calogero et al. (2001b) no troben
diferencies significatives en les taxes d’embaras, pero si que observen una menor taxa d’aneuploidies
en els espermatozoides en el grup de parelles que van aconseguir 'embaras respecte de les que
no I'aconseguiren, encara que les diferéncies no eren significatives. Tot i aix0, cap d’aquests
estudis considera el patré meidtic dels pacients.

En un treball realitzat al nostre centre (Vendrell et al., 1999) en el qué es va estudiar la meiosi de
103 pacients amb OA greu, es va observar un augment en el percentatge d’anomalies meiotiques
en els pacients que presentaven concentracions espermatiques més baixes i nivells de FSH
elevats. Quan la concentracié era inferior a 0.5 x 106/ml, la incidéncia d’anomalies de la meiosi
va ser del 40%, mentre que, en el grup de pacients amb FSH superior a 10Ul/I, la freqiiencia



d’anomalies meidtiques va ser del 54.8%. En un estudi posterior (Vendrell et al., 2003) es va
analitzar la divisio dels embrions procedents de pacients amb anomalies meiotiques i de pacients
amb normozoospérmia sotmesos a cicles de FIV-ICSI. En el grup de pacients amb anomalies
de la meiosi arribaven a I'estadi de 4 cel-lules, un percentatge més petit que en el grup de
normozoospérmics, i aquestes diferencies es feien més evidents quan disminuia la concentracio
espermatica. Hi ha un efecte sinérgic entre els dos parametres, anomalies meiotiques i baixa
concentracié espermatica, que influeix en el ritme de divisié embrionaria. Aquest efecte no s’ha
analitzat en la nostra série, pero les nostres dades suggereixen que no és evident, ja que no
repercuteix en les taxes d’embaras i d’implantacio.

Malgrat que la majoria dels estudis ho demostren una correlacio evident entre els parametres
seminals i els resultats dels cicles d’ICS], si els pacients amb alteracions meidtiques produeixen
més espermatozoides cromosomicament anormals, caldria pensar que probablement aquests
espermatozoides donaran lloc a un percentatge més elevat d’embrions amb anomalies
cromosomiques. En aquests casos ens pot ser Util recorrer al DGP amb screening d’aneuploidies
per seleccionar els embrions i intentar millorar les probabilitats d’embaras i de naixements de
nadons sans.

6.3 Diagnostic genétic preimplantacional (DGP) en pacients amb alteracions de la meiosi

6.3.1 Incidéncia d’embrions anormals

El nostre estudi és el primer en avaluar els resultats del DGP en pacients amb anomalies
meiotiques. A la bibliografia trobem altres estudis de DGP per factor masculi que no sén totalment
comparables amb el nostre perqué estudien poblacions de pacients amb esterilitat masculina
en els quals no s’han dut a terme estudis meiotics i sén, algunes vegades, grups poc homogenis.

Les nostres dades mostren un elevat percentatge d’embrions anormals procedents de pacients
amb meiosi alterada (42.5%). S’han descrit percentatges més elevats d’embrions anormals en
utilitzar espermatozoides testiculars i d’epididim (72% per Gianaroli et al. (2002) i 78% per Silber
et al. (2003)). També Gianaroli et al. (2000) presenten frequéncies més altes que les del nostre
estudi (59%-72%) en parelles amb diferents causes d’esterilitat masculina. Altres series de DGP
per altres causes d’esterilitat masculina presenten resultats comparables als nostres, com la
presentada per Kahraman et al. (2002)(41.3%) en parelles amb factor masculi de diferents causes,
0 quan analitza embrions procedents d’espermatozoides macrocefalics o de mostres amb
teratozoospérmia total (46.4% i 37.5%, respectivament) (Kahraman et al., 2004).

Quan s’estudien pacients amb la sindrome de Klinefelter també es descriuen percentatges
d’embrions anormals similars als de la nostra série (39.1% i 46%, Kahraman et al., 2003 i Staessen
et al., 2003 respectivament), aixi com en pacients amb mosaicismes dels cromosomes sexuals
(53%, Magli et al., 2002).

Si es comparen amb els resultats de DGP per altres indicacions, els percentatges d’embrions
anormals publicats en la bibliografia solen ser superiors als del nostre estudi. En pacients d’edat
avancada els percentatges descrits oscil-len entre el 60% i el 70% (Gianaroli et al., 2002; Munné



et al., 2002; Staessen et al., 2004), similars als presentats en dones amb avortaments de repeticio
(72% i1 70.7%, Gianaroli et al., 2000 i Rubio et al., 2003, respectivament).

Tot i que el percentatge d’embrions anormals observat en pacients amb meiosi masculina alterada
no és tan elevat com el presentat en altres indicacions de DGP, considerem que un 42.5% justifica
el DGP en aquest grup de pacients.

6.3.2 Freqliéncia d’aneuploidies

Hi ha una gran variabilitat quant a quins sén els cromosomes més implicats en les aneuploidies
dels embrions segons els autors i les indicacions (Magli et al., 2002; Silber et al., 2003; Staessen
et al., 2003). Els més frequentment implicats sén els cromosomes 16, 18, 21 i 22.

L’aneuploidia del cromosoma 18 va ser la més frequent en el nostre grup de pacients (13.1%).
Aquest valor és superior als descrits quan s’ha dut a terme DGP per altres causes de factor
masculi (3.7%, 7.3% i 5%: Magli et al., 2002; Staessen et al., 2003 i Silber et al., 2003,
respectivament). En pacients amb avortaments de repeticié, Rubio et al. (2003) presenten una
freqiiéncia d’aneuploidia per al cromosoma 18 similar a la nostra (10.1%), mentre que en pacients
d’edat avancada es descriuen freqliéncies molt més elevades (32-35%) (Gianaroli et al.,2002).

La segona aneuploidia més freqiient en la nostra série és la del cromosoma 21 (8.1%). Similar
a les descrites en pacients amb aneuploidies dels cromosomes sexuals (6.1% i 11.6%, Magli
et al., 2002 i Staessen et al., 2003, respectivament), perd superior a la presentada en casos en
que s’han utilitzat espermatozoides testiculars (3%) (Silber et al. 2003). Aquesta dada podria
estar relacionada amb la tendéncia ja descrita del cromosoma 21 a presentar fenomens de no-
disjuncid (Blanco et al., 1996; Soares et al., 2001). En altres indicacions per al DGP es troben
freqléncies d’aneuploidia per al cromosoma 21 més elevades. La freqliiéncia presentada en
dones d’edat avangada oscil-la entre el 29% i el 54% (Gianaroli et al., 2002), mentre que, en
cicles de DGP per avortaments de repeticid, Rubio et al.(2003) presenten una incidencia del
24.1%.

La incidéncia d’aneuploidies dels cromosomes sexuals va ser del 6.2%. No és una freqiiencia
especialment elevada tenint en compte que pacients sotmesos a ICSI poden produir un elevat
nombre d’embrions amb anomalies dels cromosomes sexuals, tal com han descrit alguns autors
(Liebaers et al., 1995; In’t Veld et al., 1997, Devroey i Van Steirteghem, 2004). Una altra dada que
faria esperar una incidencia més elevada d’aneuploidies dels cromosomes sexuals en els embrions
de la nostra serie és que gran part dels pacients inclosos en el nostre treball presentaven una
separacio precoc¢ dels cromosomes X i Y en I'estudi meiotic, fet que podria comportar un
percentatge elevat d’espermatozoides amb aneuploidies dels cromosomes sexuals i, per tant, un
elevat percentatge d’embrions anormals per aquests cromosomes. Fins i tot en altres indicacions
per al DGP es troben incidéncies més elevades d’aneuploidies dels cromosomes sexuals: Rubio
et al. (2003) troben una incidéncia del 10.9% en pacients amb avortaments de repeticid, i Gianaroli
et al. (2002) presenten unes frequencies del 27% al 36% en pacients d’edat avancada.

Els percentatges d’haploidia (3.1%0) i poliploidia (2.5%) observats en la nostra série son comparables
als descrits en altres séries de DGP per factor masculi (Magli et al., 2002; Silber et al., 2003 i



Staessen et al., 2003). També es presenten percentatges similars en series de DGP per a altres
indicacions. En pacients amb avortaments de repeticio es presenta un 4.3% d’haploidia i un 1.3%
de poliploidia (Rubio et al. (2003), mentre que, en dones d’edat avancada, Staessen et al. (2004)
presenten un 2.1% d’embrions haploides i poliploides, Gianaroli et al. (2005) reporten un 3.1%
d’haploidia i un 3.6% de poliploidia en una série de 1029 cicles de DGP per a diverses indicacions.

La majoria dels estudis descriuen percentatges d’embrions anormals i freqliencies d’aneuploidies
per als cromosomes analitzats superiors als de la nostra série. Es tracta de grups diferents de
pacients amb altres indicacions per al DGP (altres causes d’esterilitat masculina, avortaments de
repeticié o dones d’edat avancada), i podria ser que els pacients amb alteracions de la meiosi
presentessin aneuploidies per a altres cromosomes diferents dels estudiats. S’hauria de considerar
la possibilitat que alguns cromosomes estiguessin més especialment implicats que altres en les
aneuploidies d’aquests pacients, per tal de determinar quines serien les sondes més apropiades
per realitzar un adequat screening d’aneuploidies en pacients amb alteracions meiotiques.

La incorporacio de protocols com la multiplex-FISH (M-FISH) permet I'analisi de les preparacions
meiotiques identificant cada un dels bivalents individualment en paquité i en metafase | i cada
cromosoma en metafase Il (Sarrate et al., 2004). Aquesta técnica permetria saber si alguns
cromosomes estan més implicats que altres en les anomalies de la meiosi, en general o individualment
per a cada pacient, i, per tant, permetria fer un estudi personalitzat de FISH en espermatozoides
per confirmar si els cromosomes més implicats en les anomalies meidtiques son també els més
frequents en les aneuploidies espermatiques i ajustar quines sondes caldria aplicar en cada cas
quan es realitzi un cicle de DGP-AS.

6.3.3. Resultats dels cicles de FIV-ICSI amb i sense DGP

Les taxes d’embaras i d’implantacié sén més elevades quan transferim embrions normals per als
cromosomes estudiats en pacients que realitzen DGP per anomalies meiotiques, que quan no fan
DGP (52% versus 43.9% i 32.1% versus 23.5%, respectivament), tot i aixo les diferéncies no sén
estadisticament diferents.

Per altra banda, caldria esperar una disminucié en la taxa d’avortament pel fet de transferir
embrions seleccionats citogenéticament, perd no s’han observat diferencies estadisticament
significatives en la taxa d’avortament entre els dos grups (15.4% i 10.3%).

La utilitzacio de sondes especifiques més adients per a aquests tipus de pacients podria contribuir
a seleccionar millor els embrions que s’han de transferir i, per tant, aconseguir una millora en les
taxes d’embaras i d’'implantacio.

S’ha de tenir en compte que per dur a terme un cicle de DGP-AS és important aconseguir una
bona resposta ovarica a I'estimulacié. S’ha de disposar d’un nombre suficient d’embrions perqué
tingui sentit seleccionar-los no nomeés per la seva morfologia i desenvolupament, sin6 també per
la seva dotacié cromosomica. En un recull de cicles de DGP per a diferents indicacions, Gianaroli
et al., (2005) troben un nombre més elevat d’embrions disponibles en el grup de dones que
aconsegueixen I'embaras que en el grup de les que no queden embarassades, evidenciant que
amb un nombre elevat d’embrions augmenten les possibilitats de selecci6 i, per tant, d’embaras.



Un estudi publicat, prospectiu i randomitzat, en dones d’edat avancada no presenta cap millora
en els resultats pel fet d’haver realitzat DGP en aquestes pacients (Staessen et al., 2004). Es
comparen 2 grups de 200 pacients més grans de 37 anys sotmeses a FIV amb i sense DGP,
havent transferit els embrions en ambdds grups en dia +5. S’aconsegueix, com en el nostre cas,
una millor taxa d’implantacié, tot i que les diferéncies no sén estadisticament significatives i que
la mitjana d’embrions transferits en el grup control (sense DGP) és significativament superior a
la del grup de DGP. Els autors suggereixen que la utilitat d’aquesta tecnica es faria evident en
els casos en que la legislacié limiti el nombre d’embrions a transferir, apuntant que el DGP podria
ajudar a triar el millor embri6 per a la transferencia. Aquesta hipotesi podria ser valida també en
els casos de DGP per anomalies en la meiosi masculina. El DGP podria ser Util en qualsevol cas
en que calgui o es vulgui limitar el nombre d’embrions per a la transferéncia, i potser en el futur
es plantejara el DGP com una eina de seleccié embrionaria per evitar els embarassos multiples.

6.4 Risc genétic i cribatge del pacient amb factor masculi greu

El fet que la incorporaci6 de la ICSI en els laboratoris de FIV hagi permes tractar gairebé tots
els factors masculins greus no implica que no sigui necessari dur a terme un estudi andrologic
exhaustiu quan s'inicia I'estudi d’esterilitat de la parella. Es fonamental la elaboracié d’una historia
clinica amb una anamnesi completa, una exploracié fisica andrologica i un estudi espermatogenic
basal que inclogui determinacid de volum testicular, seminograma i FSH sérica. En els casos de
factor masculi greu és imprescindible avaluar el risc genétic que presenta cada parella abans de
realitzar un cicle de FIV-ICSI. En I'estudi del pacient amb oligoastenozoospérmia greu, es
recomanable dur a terme, a més del cariotip, estudis de meiosi, de FISH en espermatozoides o
fins i tot estudis meiotics amb M-FISH.

Tot i aix0, la correlacio dels resultats d’aquestes proves diagnostiques amb la taxa d’embaras i
les anomalies observades en la descendéncia dels pacients amb factor masculi greu s’hauran
de determinar amb séries més amplies. El consell genétic ha de ser individualitzat en funcio6 del
risc de cada parella i ha de permetre valorar la utilitat del DGP-AS en cada cas.

Es necessari donar un consell genétic acurat abans de dur a terme un cicle de FIV-ICSI, per
considerar en cada cas si és recomanable fer un diagnostic prenatal, un DGP per augmentar les
probabilitats de transferir un embrié cromosomicament normal o, fins i tot, optar per la utilitzacio
de semen de donant quan el risc genétic sigui molt elevat.






. Els estudis de FISH en espermatozoides mostren un increment d’espermatozoides amb
anomalies cromosomiques en els pacients estérils estudiats. S’observa una incidéncia d’esper-
matozoides diploides més elevada tant en el grup de pacients amb astenozoospérmia com
en el grup amb oligoastenozoospérmia. També s’observa una freqiieéncia més elevada
d’espermatozoides amb disomies per als cromosomes sexuals en els pacients amb oligo-
astenozoospérmia.

. Existeix una gran variabilitat en la frequéncia de disomies per als cromosomes X, Y i 18 ien
la freqiieéncia de diploidies entre els diferents individus estudiats, fet que justifica els estudis
de FISH en espermatozoides per determinar la incidéncia d’anomalies en cada pacient.

. No s’observen diferéncies estadisticament significatives en les taxes de fecundacid, embaras,
implantacio i avortament entre els pacients amb oligoastenozoospérmia greu que presenten
alteracions de la meiosi i els que no les presenten.

. Els resultats derivats dels estudis de DGP mostren que els embrions de pacients amb meiosi
masculina alterada presenten un elevat percentatge d’anomalies cromosomiques, comparable
als descrits en series de DGP per altres causes de factor masculi.

. Els resultats dels cicles de FIV-ICSI en pacients amb anomalies de la meiosi, en els quals es
seleccionen els embrions mitjancant DGP, mostren un increment en les taxes d’implantacio i
d’embaras, malgrat que les diferéncies no sén estadisticament significatives.

. Els estudis de meiosi i de FISH en espermatozoides s6n recomanables en pacients amb
oligoastenozoospérmia greu abans de dur a terme un cicle de FIV-ICSI, per tal de donar un
consell genetic individualitzat en funcié del risc de cada parella.
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