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4.5  Diagnostic genetic preimplantacional mitjangant I'analisi de primer corpuscle polar (DGP-1CP) en dones
portadores de translocacions reciproques o robertsonianes

451 DGP-1CP a dones portadores de translocacions robertsonianes

45.1.1 Cas Dx-1(m): dona amb cariotip 45,XX, der(14;21)(q10;910)

4.5.1.1.1 Resultat de I'obtenci6 d’oodcits

4.5.1.1.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

4.5.1.1.3 Resultat de la fecundacio

4.5.1.1.4 Transferéncia embrionaria

45.1.2 Cas Dx-3(n): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;910)

4.5.1.2.1 Resultat de I'obtenci6 d’oodcits

4.5.1.2.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

4.5.1.2.3 Resultat de la fecundacio

4.5.1.2.4 Transferéncia embrionaria

45.1.3 Cas Dx-4(p): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10)

4.5.1.3.1 Resultat de I'obtenci6 d’oodcits

4.5.1.3.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

4.5.1.3.3 Resultat de la fecundacio

4.5.1.3.4 Transferéncia embrionaria

4514 Cas FJD-1(q): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10)

4.5.1.4.1 Resultat de I'obtenci6 d’oodcits

4.5.1.4.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

4.5.1.4.3 Resultat de la fecundacio

4.5.1.4.4 Transferéncia embrionaria

45.1.5 Cas Dx-5 (r): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;910)

4.5.1.5.1 Resultat de I'obtenci6 d’oocits

4.5.1.5.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

4.5.1.5.3 Resultat de la fecundacio

4.5.1.5.4 Transferéncia embrionaria

45.2 Cicles de DGP-1CP a dones portadores de translocacions reciproques

4521 Cas Dx-2(H): dona amb cariotip 46,XX,t(4;12)(922;q23)

4.5.2.1.1 Resultat de I'obtenci6 d’oocits

4.5.2.1.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

4.5.2.1.3 Resultat de la fecundacio

4.5.2.1.4 Transferéncia embrionaria

4522 Cas HCP-1(l): dona amb cariotip 46,XX,t(1;18)(p34.3;912.3)
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Portada: oocit madur d’hamster després del tractament amb tripsina per eliminar la zona pel-licida, de manera que queden
lliures el 1CP i la corresponent MlIl [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Contraportada i entrada de I'index i dels CapitO|SZ diversos 1CP d’hamster. [microscopi invertit amb Optica
de Hoffman 200x]

En el capitol 2 no hi ha figures.

Capitol 1:  introduccio

Figura I-1. Espermatozoides d’huma, mostra d’ejaculat en fresc. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x] pag. 3

Figura I-2. Odcit immadur amb vesicula germinal (dictioté de profase ) i oocit madur (metafase Il). [microscopi invertit

amb optica de Hoffman 200x] pag. 4
Figura I-3. Complex cumul odfor (CCO) huma. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x] pag. 4
Figura I-4. Esquema de I'aparell reproductor femeni [adaptat de Nilsson 1990 i www.educa.aragob.com] pag. 5

Figura I-5 - (a): CCO i espermatozoides humans. El resultat de la fecundacié és el zigot. [microscopi invertit amb

optica de Hoffman 200x] (b): Espermatozoide huma unit la zona pel-licida de I'oocit [Nilsson 1990]

[microscopi electronic] pag. 6
Figura 1-6. Embrié preimplantacional huma amb dues cel-lules o blastdomers. [microscopi invertit amb optica de

Hoffman 200x] pag. 7
Figura I-7. Esquema de les quatre fases del cicle cel-lular: M, G1, S i G2. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 8
Figura 1-8. Esquema comparatiu de les fases i durada d’aquestes en cicles cel-lulars normal i embrionari. [adaptat

d’Alberts i col-l. 2002] pag. 8
Figura 1-9. (a) blastocist expandit huma (aproximadament al 6& dia de cultiu in vitro). (b): blastocist huma sortint

de La zona pel-lucida (aproximadament al 7¢ dia de cultiu in vitro). [microscopi invertit amb optica de

Hoffman 200x] pag. 9
Figura I-10. Alternancga de cicles haploides i diploides en la reproduccié sexual. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 10
Figura I-11. (a): escrot de I'aparell reproductor masculi [adaptat de http://biologia.fciencias.unam.mx]. (b): esquema

de la secci6 transversal d’un tibul seminifer de testicle de mamifer. (c): ampliacié del revestiment

epitelial intern d’un tdbul seminifer [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 12
Figura I-12. Esquema de les diverses etapes de I'espermatogenesi. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 13
Figura 1-13. Esquema de les diverses etapes de la divisi6 meiodtica. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 14

Figura I-14. Esquema del curs temporal de la sinapsi i desinapsi cromosomica durant la profase meiotica |. [adaptat
d’Alberts i col-l. 2002] pag. 15

Figura I-15. Esquema d’'un complex sinaptinemal que mostra els elements laterals i central del complex, i un nodul de

recombinacio. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 16
Figura I-16. Esquema de 'aparellament de cromosomes homolegs matern i patern durant el pas cap a la metafase

de la divisié meidtica I. [adaptat d’Alberts i coll. 2002] pag. 17
Figura I-17. Canvis en el nombre de cél-lules germinals femenines (cel-lules primordials, oogonies i oocits primaris)

[adaptat de Hassold i col-l. 1996] pag. 18
Figura I-18. Esquema de les diverses etapes de I'oogenesi. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002] pag. 19
Figura 1-19. Odcit madur huma subjectat per la pipeta sostenidora i espermatozoide dins la pipeta de microinjeccio

moments previs a procedir a I'lCSI. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x] pag. 24
Figura 1-20. D + 1:00cit madur fecundat o zigot 2PN huma. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x] pag. 25

Figura 1-21. Evolucié del cultiu in vitro huma des del dia de la inseminacioé (D + 0) fins a I'estadi de blastocist
expandit en fase d’eclosié de la zona pel-licida (ZP). [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x] pag. 26
Figura 1-22. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes diferents en fase G1 del cicle cel-lular.

(a): cromosoma dicéntric. (b): fragment acentric. pag. 28
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Figura 1-23. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes acrocéntrics per un brag diferent cadascun.
(a): cromosoma derivatiu llarg. (b): cromosoma derivatiu curt.

Figura 1-24. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes acrocéntrics pel mateix brag. (a): cromosoma
dicéntric. (b): fragment acéntric.

Figura 1-25. Esquema del resultat de les diferents segregacions del trivalent d’'una translocacié robertsoniana: 2:1
alternant, 2:1 adjacent i 3:0.

Figura 1-26. Esquema de les parts del cromosoma derivatiu: segment no translocat, segment intersticial i segment

translocat.

Figura 1-27. Esquema de la figura del tetravalent en forma de creu i de les orientacions resultants de la configuracié en

anell (a-b) i en cadena (c-d), dependent del nombre de quiasmes.

Figura 1-28. Esquema de les diferents segregacions 2:2 del tetravalent d’una translocacio reciproca: 2:2 alternant, 2:2

adjacent-1 i 2:2 adjacent-2.

Figura 1-29. Esquema de les possibles segregacions dels cromosomes implicats en una translocacio robertsoniana
en la gametogenesi d’una dona portadora. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

Figura 1-30. Esquema de les possibles segregacions dels cromosomes implicats en una translocacié

reciproca en la gametogénesi d’'una dona portadora. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

Figura I-31. Esquema de les fases des de la biopsia i inseminacié dels oocits d’'una dona portadora d’una translocacié

robertsoniana a la transferéncia dels embrions resultants de la inseminacié d’oocits normals i equilibrats.

[microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

Figura I-32. Esquema de les fases des de la biopsia i inseminacié dels oocits d’'una dona portadora d’una translocacio

reciproca a la transferéncia dels embrions resultants de la inseminacié d’oocits normals i equilibrats.

[microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]
Capitol 3: material i métodes

Figura M-1. (a): ovari d’hamster estimulat. (b): introduccié de medi en un extrem de la 'ampul-la de I'oviducte
mitjangant una xeringa amb agulla. (c): cimul fora de 'ampul-la [estereomicroscopi]

Figura M-2. (a): oocit madur d’hamster dins del camul. (b): després del tractament amb hialuronidasa. [microscopi
invertit amb optica de Nomarski 200x]

Figura M-3. (a): oocits madurs d’hamster sota I'efecte de la tripsina dissolent la ZP. (b): un oocit després del
tractament amb tripsina, en qué queden lliures I'1CP i 'MII de I'oocit [microscopi invertit amb optica de
Nomarski 200x]

Figura M-4. Biopsia d’1CP d’oocit madur d’hamster per dissolucio parcial de la ZP mitjangant I'aplicacié de solucio
d’acid Tyrode. [microscopi invertit amb optica de Nomarski 200x]

Figura M-5. Esquema del metode d’aplicacid de la soluci6 fixadora sobre I'1CP envoltat de solucié hipotonica.

Figura M-6. Extensié cromosomica d’una MIl d’1CP d’oocit d’hamster tenyida amb colorant Leishman.

[microscopi de camp clar 1000x]

Figura M-7. Extensié cromosomica d’'una MIl d’1CP d’hamster en paper fotografic, podem identificar per mida el
cromosoma X (el més gran) i el cromosoma 21 (el més petit). [fotografia microscopi de camp clar 1000x]

Figura M-8. Imatge ecografica d’'un ovari huma sota I'efecte de 'hormona gonadotrofina fol-liculostimulant (FSH).

Figura M-9. (a): localitzacié dels CCO humans en els liquids fol-liculars sota control del estereomicroscopi.

(b): CCO huma. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Figura M-10. (a): preparacio del gradient de densitat. (b): mostra de semen en fresc. [microscopi invertit amb optica
de Hoffman 400x]

Figura M-11. (a): incubador de cultiu. (b): CCO huma. (c): espermatozoides d’huma. [microscopi invertit amb optica
de Hoffman 400x]
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Figura M-12. Observacié morfoldgica de la fecundacié (a) fecundacié normal (zigot 2PN); (b-d) no fecundacié i (e-f)
fecundacié anomala. [microscopi invertit amb optica de Hoffman i de Nomarski 400x]

Figura M-13. (a): CCO huma. (b): el mateix oocit després del seu tractament amb hialuronidasa. [microscopi invertit
amb optica de Hoffman 400x]

Figura M-14. Preparacio de la placa d’ICSI amb PVP.

Figura M-15. Microscopi invertit amb micromanipuladors i imatge que visualitza la inseminacié per ICSI d’un odcit
madur huma a 400x. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Figura M-16. Fases de I'ICSI. (a): recuperacié d’'un espermatozoide amb la micropipeta d’'ICSI. (b): subjeccié de I'oocit
amb la micropipeta sostenidora. (c): penetracié en el citoplasma. (d): descarrega de I'espermatozoide en el
citoplasma. (e): retirada de la micropipeta d’ICSI. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Figura M-17. (a): esquema del métode fisic de bidpsia d’1CP mitjancant I'is de laser. (b): aspecte de la ZP després
del tractament. [microscopi invertit amb optica de contrast de fases 400x]

Figura M-18. (a): esquema del métode mecanic de biopsia d’1CP mitjangant friccié. (b): imatges del métode
de bidpsia [microscopi invertit amb optica de Nomarski 400x]

Figura M-19. Esquema del métode quimic de bidpsia d’1CP mitjangant la dissolucié parcial de la ZP amb solucié
d’acid Tyrode a 400x.

Figura M-20. Extensié d’'MIl d’1CP huma. [microscopi de contrast de fases 400x, imatge digital]

Figura M-21. Complements cromosomics complementaris d’'1CP (a) i d’oocit Ml (b) humans, hibridats amb una
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sonda centromérica per al cromosoma X (verd) i una sonda de locus especifica per al cromosoma 21 (vermell)

[microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura M-22. Representacié grafica de la translocacio robertsoniana 45,XX,der(14;21)(q10;910). (a): sonda per a
cromosoma sencer (WCP) per als cromosomes 14 i 21. (b): hibridacié amb les sondes aplicades sobre una
extensio cromosomica de limfocit de la pacient. [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura M-23. Representacié grafica de la translocacio robertsoniana 46,XX,der(13;14)(q10;910). (a): sonda de locus
especifica (LSI) per al cromosoma 13 i sonda de teldmer g (TelVysion q) per al cromosoma 14. (b): sonda
de cromosoma sencer per al cromosoma 13 i per al cromosoma 14. (c): hibridacié amb les sondes de
cromosoma sencer aplicades sobre una extensié cromosomica de limfocit d'una pacient portadora
d’aquesta translocacio robertsoniana. [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura M-24. Representacié grafica de la translocacio reciproca 46,XX,t(4;12)(q22;923). (a): sonda centromérica
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(CEP) per al cromosoma 4 i per al cromosoma 12. (b): sonda de cromosoma sencer (WCP) per al cromosoma 4

i per al cromosoma 12. (c): hibridacié amb les sondes de cromosoma sencer sobre una extensié cromosomic
de limfocit de la pacient. [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura M-25. Representacio grafica de la translocacio reciproca 46,XX,t(1;18)(p34.3;912.3). (a): sonda de teldmer q
per al cromosoma q (TelVysion q) per al cromosoma 18 i la sonda centromérica (CEP) per al mateix
cromosoma. (b): sonda de cromosoma sencer (WCP) per al cromosoma 1 i per al cromosoma 18.

(c): composicié amb totes les sondes aplicades.
Figura M-26. Representacio grafica de la translocacio reciproca 46,XX,t(4;11)(q31.1;g23) i extensions de limfocits.

(a): sonda centromerica (CEP) per al cromosoma 4 i sonda telomérica q (TelVysion q) per al mateix

cromosoma. (b): sonda CEP per al cromosoma 11 i sonda de cromosoma sencer (WCP) per al mateix cromosoma

pag.

(c): composicié amb totes les sondes aplicades.
Figura M-27. Representacio grafica de la translocacio reciproca 46,XX,t(8;13)(q24.1;922). (a): sonda de cromosoma

sencer (WCP) per al cromosoma 8 i sonda locus especifica (LSI) per al cromosoma 13. (b): sonda telomérica

g (TelVysion q) per al cromosoma 8 i sonda WCP per al cromosoma 13. (c): composicié amb totes les sondes

aplicades.
Figura M-28. (a): imatge de I'entrada de la pipeta de biopsia dins de I'embrid. (b-c): aspiracié del blastomer dins de
a pipeta de biopsia. (d): el blastomer biopsiat s'expulsa a la mateixa gota on es troba I'embri6. El nucli del

blastdmer es veu clarament. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]
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Capitol 4:  resultats

Figura R-1. Extensié cromosdmica d’un complement euploide d’'1CP d’hamster tenyida amb colorant Leishman.
[microscopi de camp clar 1000x]

Figura R-2. Extensié cromosomica d’'un complement euploide d’oocit || d’hamster tenyida amb colorant Leishman.
[microscopi de camp clar 1000x]

Figura R-3. Extensié cromosdmica d’un complement euploide d’1CP d’hamster tenyida amb colorant Leishman i
microfotografiada amb pel-licula blanc i negre. [microscopi de camp clar 1000x]

Figura R-4. Extensié d’1CP d’hamster amb morfologia cromosomica no preservada tenyida amb colorant Leishman.
[microscopi de camp clar 1000x]

Figura R-5. (a): extensié cromosomica d’un complement euploide d’1CP huma [microscopi de contrast de fases
400x]. (b): la mateixa extensié hibridada amb una sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 11
(vermell) [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura R-6. Extensi6 d’'un complement d’1CP huma amb aparenga de nucli interfasic hibridada amb una sonda de
cromosoma locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromeérica per al cromosoma X
(verd). [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura R-7. Extensié cromosdmica d’un complement euploide d’'1CP huma hibridada amb la sonda locus especifica
per al cromosoma 21 (vermell) i la sonda centromérica per al cromosoma X (verd). [microscopi de
fluorescencia 1000x]

Figura R-8. (a): extensié cromosomica d’'un complement euploide d’odcit Il huma hibridada amb una sonda dual locus
especifica per al cromosoma 22 (verd-vermell) i amb sondes de cromosoma sencer per als cromosomes 13
(verd) i 14 (vermell). (b): extensié cromosdmica d’'un complement euploide d’'1CP huma hibridada amb les
mateixes sondes. [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura R-9. Extensi6 d’'un complement aneuploide (+crt X) d’1CP huma que presenta una falsa aparenga de nucli j
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interfasic i hibridada amb una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromerica

per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura R-10. (a): extensio del complement cromosomic euploide de I'MII de I'odcit hibridada amb les mateixes sondes
[microscopi de fluorescéncia 1000x] (b): extensié cromosomica d’un complement euploide d’'1CP huma
hibridada amb una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromerica per al
cromosoma X (verd).

Figura R-11. (a): extensio del complement cromosomic —ct 21 de I'MII de I'oocit hibridada amb les mateixes sondes.
(b): extensié d’un complement cromosomic +ct 21 d’1CP huma hibridada amb una sonda de locus
especific per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromerica per al cromosoma X (verd). [microscopi
de fluorescéncia 1000x]

Figura R-12. (a): extensié cromosdmica d’'un complement diploide de metafase || humana [microscopi de contrast de
fases 400x]. La morfologia cromosomica d’ambdés complements és encara molt similar. (b): la mateixa
extensié cromosomica hibridada amb una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una
sonda centromérica per al cromosoma X (verd) [microscopi de fluorescéncia 1000x]

Figura R-13. (a): extensioé cromosomica de dos complements cromosomics humans de metafase |l procedents d’'una
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(vermell) [microscopi de fluorescéncia 1000x]
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1.1 Bases biologiques de lareproduccié humana

Des del punt de vista cel-lular, la reproduccié humana té lloc mitjangant la uni6é dels gametes o cél-lules
sexuals. El gameta masculina és I'espermatozoide i el gameta femeni, habitualment anomenat ovul, és

I'oocit madur (Nilsson 1990).

L’organisme masculi, des de l'inici de la seva maduresa sexual, produeix constantment espermatozoides
amb capacitat fecundant [figura I-1]. En situacions normals (WHO 1999) en cada ejaculacié hi ha dos

mil-lilitres 0 més de liquid seminal que conté 20 milions o més d’espermatozoides per mil-lilitre.

Figura I-1. Espermatozoides d’huma, mostra d’ejaculat en fresc. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

En canvi, 'organisme femeni sexualment madur, produeix mensualment només un oodcit amb capacitat
fecundant. A partir de la pubertat i durant tota I'etapa fértil de la dona (entre els 11 i 50 anys
aproximadament), I'ovulacio es repeteix fins a unes 400 vegades. De forma general, cada mes, un dels
dos ovaris produeix I'oocit madur. La maduracié d’aquest és el resultat de la continuacié de la meiosi
d’'un o més oocits immadurs aturats en estadi de dictiote de la profase |, des d’abans del naixement. El
nucli present a I'odcit immadur s’anomena vesicula germinal (VG). L’odcit madur, en estadi de metafase
Il (MII), s’identifica morfoldgicament perqué ha desaparegut la VG i s’ha extrusionat el primer corpuscle
polar (1CP) [figura 1-2].

3 Introducci6



M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d’oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I’analisi de primer corpuscle polar

Continuacié de la meiosi i nova
aturada, estadi de metafase I/
(D)

Oocit molt immadur aturat en estadi de dictioté de la
profase | (46 cromosomes) Oodcit madur aturat en estadi d’MII

Figura I-2. Oocit immadur amb vesicula germinal (dictiote de profase ) i oocit madur (metafase II). [microscopi invertit amb optica
de Hoffman 200x]

Els oocits es troben dins dels fol-licles dels ovaris. En el moment de I'ovulacio, quan es trenca la paret
del follicle, surt amb forga el liquid fol-licular, juntament amb I'o0cit madur envoltat per una gran
quantitat de cél-lules que el protegeixen i el nodreixen, anomenades cél-lules del cimul. Les cél-lules del

cumul i 'odcit madur formen el complex camul oofor (CCO) [figura I-3].

Cél-lules del cumul

Oocit

Figura I-3. Complex cumul oofor (CCO) huma. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Prop dels ovaris es troben les trompes de Fal-lopi quan el CCO és expulsat del fol-licle va a parar a
I'embut de la trompa en la qual resta en repds a la porcié exterior i més ampla. La fecundacié de I'odcit
madur per un espermatozoide té lloc a la trompa de Fal-lopi. Pot ser que en el moment de I'expulsio ja hi
hagi espermatozoides, o bé que hi puguin arribar més tard. L’'odcit madur ja expulsat perd la seva

fecunditat al cap d’unes vint-i-quatre hores [figura I-4].
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Fases del desenvolupament
embrionari

Trompa de Fal-lopi

Ovulacié

Uter
Endometri

Vagina

Trompa de
Fal-lopi

Oocit immadur Ejaculat
(vesicula germinal, VG)

Complex camul oofor
(Cco)

Figura |-4. Esquema de I'aparell reproductor femeni [adaptat de Nilsson 1990 i www.educa.aragob.com]

Durant el coit, els espermatozoides son ejaculats contra I'obertura de la cérvix uterina fins al fons de la
vagina. La probabilitat de concebre és major si el coit coincideix amb I'ovulacié perque, a més de tenir la
preséncia imprescindible de I'dvul, el moc cervical i I'iter estan especialment preparats per facilitar el
moviment de I'espermatozoide cap a l'oocit. Es calcula que aproximadament 100 espermatozoides
aconsegueixen arribar a l'odcit després dels multiples obstacles que es van trobant pel cami. Els

espermatozoides, un cop arriben a I'odcit, amb l'ajut dels enzims de I'acrosoma van disgregant les capes
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cel-lulars que envolten l'oocit fins que queda practicament nu. Quan un espermatozoide penetra dins
I'odcit, la composicié quimica de la seva paret canvia i es forma la coberta de fecundacié. Aixi s’evita
I'entrada d’altres espermatozoides malgrat que encara segueixin adherits a la paret intentant penetrar-lo.
El cap de l'espermatozoide conté el material genétic masculi molt condensat empaquetat per les

protamines.

La fecundaci6 té lloc quan un espermatozoide ha aconseguit penetrar dins I'oocit. Com a resultat, es
produeix la descondensacié del material genétic de I'espermatozoide i la formacié del pronucli masculi.
A la vegada, 'oocit, aturat en MII surt del bloqueig i continua la meiosi. Acaba aixi la segona divisio
meiodtica, que morfologicament es visualitza amb la extrusio del segon corpuscle polar (2CP). També té
lloc la formacid del pronucli femeni constituit pel material genétic del propi odcit, el qual es forma un cop
extrusionat el segon corpuscle polar. Un odcit fecundat, aproximadament al cap de vint hores de la
penetracio, presenta els dos pronuclis, un de corresponent a la dotacié haploide de I'espermatozoide i

I'altre que correspon a la dotacié haploide de I'odcit. Aquest estadi rep el nom de zigot [figures I-4 i I-5].

Com a resultat de la fecundacié I'oocit finalitza la meiosi

Figura I-5. (a): CCO i espermatozoides humans. El resultat de la fecundacio és el zigot. [microscopi invertit amb optica de Hoffman

200x] (b): espermatozoide huma unit la zona pel-licida de I'oocit. [Nilsson 1990] [microscopi electronic]
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Si I'oocit no és fecundat, degenera gradualment i es dirigeix a la vagina a través de la trompa i de I'dter.
Aproximadament catorze dies després de l'ovulacié es produeix la menstruacid, que correspon al
despreniment de I'endometri uteri engruixit, preparat per rebre 'embridé en cas que s’hagués produit la

fecundacio.

Els cromosomes del pronucli masculi i els cromosomes del pronucli femeni s’uneixen en un unic nucli,
després de la primera metafase mitdtica del zigot. Com a resultat de la primera divisié mitotica, al cap
d’'unes vint-i-quatre hores de la fecundacid, el zigot haura donat lloc a un embrié de dues cél-lules

anomenades blastomers, cada una conté informacié génica que prové del pare i de la mare [figura 1-6].

Figura 1-6. Embrié preimplantacional huma amb dues cel-lules o blastdomers. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

L’embri6 huma en els successius estadis abans que tingui lloc la implantacié s’anomena embrié

preimplantacional o preembrié.

El cicle cellular alterna la divisié cel-lular, mitosi o fase M (profase, metafase, anafase, telofase i
citocinesi) i el periode entre dues divisions cel-lulars, la interfase. Aquesta a la vegada consta de tres
fases: G1 (periode compres entre el final de I'iltima divisié cel-lular i l'inici de la replicacié de 'ADN), S
(replicacié de I'ADN) i G2 (periode compres entre el final de la replicacié de 'ADN i la divisié seglient)

[figura I-7].
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Figura I-7. Esquema de les quatre fases del cicle cel-lular: M, G1, S i G2. [adaptat d’Alberts i coll. 2002]

Els cicles celllulars dels embrions primerencs sén molt breus, la mitosi (fase M) ve seguida

immediatament de la fase de replicacio de 'ADN (fase S). Les fases G1 i G2 sén imperceptibles [figura I-

8.

Cicle cellular normal

Cicle cel-lular embrionari

!

Figura I-8. Esquema comparatiu de les fases i durada d’aquestes en cicles cel-lulars normal i embrionari. [adaptat d’Alberts i col-l.

2002]

Del segon al sisé dia aproximadament, I'embrié passa de I'estadi de dues o quatre cél-lules a I'estadi de
blastocist de 120-150 cél-lules ja diferenciades. El blastocist és la blastula embrionaria dels mamifers
formada per una massa cel-lular interna, que donara lloc a 'embrié postimplantacional, i per una capa

externa de cél-lules del frofectoderma, que donara lloc a la placenta [figures 1-4 i I-9].
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Figura I-9. (a): blastocist expandit huma (aproximadament al sise dia de cultiu in vitro). (b): blastocist huma sortint de la zona

pel-lucida (aproximadament al seté dia de cultiu in vitro). [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Les successives divisions cel-lulars continuen al mateix temps que I'embrié es va desplagant per la
trompa de Fal-lopi en direccié a I'Uter, desplagcament facilitat pels cilis de la trompa i les seves
contraccions musculars periodiques [figura 1-4]. Quan arriba a I'iter es troba en fase de blastocist i
aproximadament el seté dia després de la fecundacié es produeix la implantacié quan el blastocist, ja
expandit, es lliura de la paret que I'envolta, pren contacte amb I'endometri i queda habitualment

implantat en el fons de la cavitat uterina.

Uns quants dies després, el blastocist es troba fermament adherit a 'endometri. Aleshores comenga un
intens intercanvi quimic entre aquest i el cos de la mare. El blastocist és capag¢ de debilitar el sistema
immune de la mare a I'iter, perqué si no 'embrié, com que porta antigens nous i propis, seria detectat

com un intrus i rebutjat.

Les cél-lules del trofectoderma produeixen I’hormona gonadotrofina corionica humana (human chorionic
gonadotrophin, hCG) la qual aturara les ovulacions de I'ovari durant 'embaras i evitara que I'endometri
engruixit es desprengui amb la menstruacio i expulsi 'embrié. Aquesta hormona es pot detectar en la
sang materna al cap de pocs dies. L’'embrié postimplantacional anira desenvolupant-se fins a tenir forma
de fetus huma. Finalment, aproximadament al cap de quaranta setmanes arribara el moment del part
(Nilsson 1990).

9 Introduccio6



1.2 Citogenética de lareproduccié humana

L’ésser huma és un organisme diploide que presenta 46 cromosomes organitzats en 23 parelles. La
reproduccié sexual humana implica una alternanga ciclica d’estats diploides (2n) i haploides (n) [figura I-
10].

/ Cél-lula diploide (2n) \

Divisié meiotica d’'una

Fusié de dues A utd
cél-lula diploide

cel-lules haploides

Figura I-10. Alternanga de cicles haploides i diploides en la reproduccié sexual. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002]

Cél-lula haploide (n)

Cél-lula haploide (n)

A la linia germinal, ubicada a les gonades, té lloc la gametogénesi o formacié dels gametes a partir de

les cel-lules germinals primordials (CPG).

En humans, al voltant dels vint dies de desenvolupament embrionari es comencen a formar les CPG en
el sac vitel'li. A la sisena setmana aquestes migren cap a les crestes genitals i seguidament envaeixen
els plecs genitals de les gonades primordials, indiferenciades. La diferenciacié sexual té lloc entre la
setena i la desena setmana de gestaciod, implica la diferenciacié de les gonades (testicles en el mascle i
ovaris en la femella) i de les CGP (espermatogonies en el mascle i oogonies en la femella) (Alberts i
col-l. 1987).
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La gametogenesi masculina o espermatogénesi dona lloc a la formacié dels gametes masculins
(espermatozoides) i la gametogenesi femenina o oogenesi déna lloc a la formacié dels gametes
femenins (odcits madurs). La gametogénesi presenta diferéncies ben marcades entre |'organisme
masculi i el femeni, i inclou processos de divisio mitdtica i de divisi6 meidtica que tenen lloc a les

gonades: els testicles en els homes i els ovaris en les dones.

Les CPG soén cel'lules diploides (2n) i donaran lloc a gametes haploides (amb 23 cromosomes).
L’espermatozoide i 'odcit en fusionar-se en el moment de la fecundacié formen el zigot, una cél-lula
diploide (amb 46 cromosomes). Aquest, en dividir-se per mitosi, formara un embrié de dues cél-lules o
blastdmers amb dotacié cromosomica també diploide. | per divisions mitdtiques successives es formara

finalment I'individu (2n).
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1.2.1 Espermatogenesi

Tota I'espermatogenesi té lloc en el revestiment epitelial intern dels fubuls seminifers que constitueixen

§” \ .-.jl

Condecte deferent

els testicles [figura I-11].

@) il

Tubuls seminifers \
Epididim
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Cél'lula de Espermatogonia
Sertoli
1 | ’
e " +-  Lamina basal
|
mTosl | ' (L. Espermatogonia
| - ,."" 1 (2n)
| : \\ ~id- Espermatocit Espermatogenesi
MEIOSIT | |l . | primari
i
| "‘; 3 Espermatocit
| oy 1 secundari
MEIOSI I e 1""'|.
| . e+~ Espermatida
' v (n)
| w20
'-[. | Espermatida en
Cellula de ' ! diferenciacio
Sertoli —r| s | (espermiogénesi)
[
Lamina basal Cél-lula de l' +  Espermatozoide
envoltant els Leydig ()
tubuls v
seminifers i
(b) (c)

Figura I-11. (a): escrot de I'aparell reproductor masculi [adaptat de http://biologia.fciencias.unam.mx]. (b): esquema de la seccié

transversal d’un tubul seminifer de testicle de mamifer. (c): ampliacié del revestiment epitelial intern d’un tabul seminifer [adaptat
d’Alberts i col-l. 2002]

Durant els primers estadis del desenvolupament embrionari, les CGPs es diferencien en
espermatogonies (2n; 46 cromosomes) i proliferen per divisions mitotiques. Es produeix un bloqueig
mitotic a la setmana setze—divuit de gestacio. En arribar a la maduresa sexual, les espermatogonies es
segueixen multiplicant activament i durant aquesta fase algunes espermatogonies augmenten de mida i
es transformen en els espermatocits primaris o espermatocits | (2n, 46 cromosomes duplicats, 92
cromatides). Cada espermatocit | mitiangant una primera divisi6 meiotica déna lloc a dos espermatocits

secundaris o espermatocits Il amb 23 cromosomes duplicats (46 cromatides). Cada espermatocit I,
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mitjangant una segona divisi6 meidtica, origina dues espermatides haploides amb 23 cromosomes (N
23). Posteriorment, en l'etapa anomenada espermiogénesi, les espermatides es transformen en
espermatozoides mitjangant un procés de diferenciacid cel-lular. La divisi6 meidtica masculina és una
divisioé reductiva en la qual es produeixen quatre espermatides haploides a partir d’'un espermatocit |

diploide [figura 1-12].

Cél‘lula germinal primordial (2n)

®

Entrada a la gonada

Espermatogonia (2n)

R

MITOSI

®

-®

Espermatocit | (2n)

MEIOSI |

Espermatocits |1

o @

®

A }\MEIOSI 1l
© @ © @ Espermatides (n)

l I 4 l Espermiogénesi

@ @ @ Espermatozoides madurs (n)
[ | |

L
) J ;
{ { (
| |

Figura I-12. Esquema de les diverses etapes de I'espermatogenesi. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002]

Durant la interfase anterior a I'espermatocit | s’ha produit la duplicacié de la cromatina (fase S del cicle

cel-lular) i, per tant, cada cromosoma presenta dues cromatides germanes unides pel centromer (46
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cromosomes duplicats, 92 cromatides). Aleshores, s’inicia la primera divisi6 meiotica, que consisteix en
una successio de les fases seguents: profase |, metafase |, anafase | i telofase |, seguides d’'una
citocinesi que ddna lloc a dos espermatocits 1l (23 cromosomes duplicats, 46 cromatides). A continuacio,
sense que hi hagi replicacié de cromatina, es produeix la segona divisié meiodtica, que consta de profase

Il, metafase Il, anafase Il i telofase Il, seguida també d’una citocinesi [figura I-13].

Cromosoma homoleg patern

Cromosoma homoleg matern

Replicacié ADN

i
Espermatocit |
(2n)
i 1 Aparellament de
|
; |

cromosomes homolegs

Alineaci¢ a la

| placa metafasica

Fi
[

/|
-z

10

i

Divisi6 cel-lular Il

Espermatides (n)

Figura I-13. Esquema de les diverses etapes de la divisié meiotica. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002]
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La profase | esta dividida en cinc etapes sequencials: leptoteé, zigote, paquite, diploté i diacinesi,

definides per canvis morfoldgics visibles en els cromosomes [figura I-14].

LEPTOTE PAQUITE

Cromatide 1 ™ __ /1\\(3}1:&
Cromatides
germanes S‘E{‘
paternes i - Element

central

Cromatide 2

Cromatide 3

Cromatides
germanes |
maternes

Cromatide 4

R

INTERFASE : DIPLOTE SEGUIT DE
ZIGOTE DIACINESI

TEMPS

Figura I-14. Esquema del curs temporal de la sinapsi i desinapsi cromosomica durant la profase meiotica |. [adaptat d'Alberts i
col'l. 2002]

Durant I'etapa de leptoté, cada cromosoma homoleg replicat, format per dues cromatides germanes
intimament unides, es condensa formant una llarga i fina fibora amb un eix central proteic. Cada
cromosoma esta unit pels seus extrems a I'embolcall nuclear mitjangant una estructura proteica
especialitzada anomenada placa d’unié. Es considera que I'etapa de zigote comenga amb linici de la
sinapsi o aparellament entre cromosomes homolegs. La sinapsi pot comengar quan ambdds extrems
homolegs dels dos cromosomes s’ajunten al nivell de I'embolcall nuclear, i avanga, com si fos una
cremallera, encara que també pot comengar en regions internes dels cromosomes i avangar cap als
seus extrems. Es creu que amb aquesta alineacié, cada gen queda juxtaposat al mateix gen del
cromosoma homoleg. Quan els cromosomes homolegs s’aparellen, els eixos proteics respectius,
s'ajunten per constituir els elements laterals del complex sinaptinemal. Cada parell cromosdmic aixi
format rep el nom de bivalent. Quan la sinapsi s’ha completat per a tots els cromosomes, la cél-lula es
troba a l'etapa de paquité. En aquesta etapa apareixen grans noduls de recombinacié distribuits a
intervals en els complexos sinaptinemals; es creu que aquests intervenen en la recombinacié meiotica

que consisteix, basicament, en intercanvis cromosomics [figura I-15].
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Elements laterals

Nodul de
recombinacio

Element central

Cromatina de cromatides germanes Cromatina de cromatides germanes
1i2 3i4

Figura I-15. Esquema d’'un complex sinaptinemal que mostra els elements laterals i central del complex, i un nodul de

recombinacid. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002]

Els intercanvis cromosomics donen lloc a creuaments entre dues cromatides homologues que més tard
es visualitzen en formacions anomenades quiasmes. Quan es produeix la desinapsi o repulsié de
cromosomes homolegs, comenca I'etapa de diplote [figura 1-14]. El complex sinaptinemal es disgrega,
cada bivalent queda unit a través d’'un o més quiasmes, que com s’ha dit representen els punts en qué
s’ha produit I'entrecreuament cromosomic. Durant aquesta fase els cromosomes es descondensen i es
produeix activitat de sintesi d'ARN. De I'etapa de diploté es passa a I'etapa de diacinesi, que és una
etapa de transicid cap a la metafase I, en la qual els cromosomes es condensen, s’engruixeixen i
queden lliures de I'embolcall nuclear quan aquest desapareix. En aquest punt s’observa clarament que
cada bivalent esta format per quatre cromatides separades, germanes dues a dues i unides pel
centromer, mentre que les cromatides homodlogues, que estan entrecreuades estan unides pels

quiasmes [figura I-16].
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Cromosoma homoleg matern Cromosoma homoleg patern

Quiasme

Centromers Cromatides germanes

Figura I-16. Esquema de I'aparellament de cromosomes homolegs matern i patern durant el pas cap a la metafase de la divisié
meiotica |. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002]

A l'anafase | els cromosomes homolegs es separen i es distribueixen cadascun cap a pols oposats.
Quan els homolegs arriben als pols té lloc la citocinesi. A continuacié es produeix rapidament la segona
divisi6 meiodtica sense sintesi d’ADN. A la metafase Il els cromosomes presenten una morfologia tipica
d'aquesta fase en la qual s’intueix la cromatina d’ambdues cromatides desplegada en "ziga zaga"
seguint una simetria especular. A I'anafase Il les cromatides germanes se separen i van cap als pols

oposats.

Com a resultat de la primera divisié meidtica, de cada espermatocit | (diploide, n 46, N 92) es formen
dos espermatocits Il haploides perd amb 23 cromosomes cadascun amb dues cromatides germanes.
Després de la segona divisié meidtica de cada espermatocit Il es formen dues espermatides, haploides
amb 23 cromosomes amb una cromatide cadascun. Un cop els espermatozoides estan formats, passen
a la llum dels tubuls seminifers [figura I-11a i b] i es dirigeixen a l'epididim [figura I-11a], on so6n
emmagatzemats mentre es produeix la seva maduracié final o espermiogénesi. Cada espermatide

donara lloc a un espermatozoide.

Si la divisié reductiva no es produis i els gametes tinguessin una dotacié diploide, el nou individu rebria
les 23 parelles de cromosomes (n 46, N 92) del pare i les 23 parelles de cromosomes (n 46, N 92) de la
mare, és a dir, el doble de cromosomes que els seus progenitors, i seria cromosdmicament andomal
(tetraploide: n 92), i generacio darrere generacio, augmentaria indefinidament el nombre de cromosomes
de l'espécie. Aixi doncs, la divisid reductiva és basica per mantenir el nombre de cromosomes de
I'espécie ja que en la fecundacio es fusionen dos gametes que tenen una dotacié haploide (n 23) i es

formara un zigot amb una dotacié diploide (n 46) idéntica a la dels seus progenitors.
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1.2.2 Oogeénesi

En les dones, cap a la novena setmana de gestacié les CGP es diferencien en oogonies. A la desena
setmana s’inicia la proliferacié o multiplicacié mitotica de les CGP que ja s’han diferenciat en oogonies.
A la dotzena setmana algunes oogonies es converteixen en odcits primaris o oocits | (diploides, n 46, N
92) i comencen la meiosi (Garcia i coll. 1987). A partir d’aquest punt i de manera asincronica, les
oogonies es van diferenciant en oocits que entren en meiosi. La primera divisié meidtica queda aturada

a la profase | (estadi de dictioté) fins que s’assoleix la pubertat (Hassold i Hunt 2001).

El nombre i tipus de cél-lules germinals va variant i és maxim al voltant del cinqué i sisé mes de
gestacid. En les gonades primordials només hi ha CGP, en la dona aquestes es van diferenciant en
oogonies que proliferen per mitosi. Les oogonies perden la capacitat proliferativa en el periode fetal i es
van diferenciant en odcits primaris. En el cinqué o sisé mes del desenvolupament embrionari, totes les
oogonies s’han transformat en odcits primaris i aquests hauran comengat la meiosi (aproximadament set

milions). A diferencia de I'espermatogénesi, a 'oogénesi es genera un nombre limitat d’odcits.

Al final del periode fetal s’observa una gran quantitat de fol-licles en degeneracié que contenen odcits
atrésics. En el moment del naixement a l'ovari es troben presents només uns dos milions d’oocits
primaris i a la pubertat en els ovaris hi ha només uns 400.000 milions d’odcits. Cal remarcar que la
majoria d’oocits no assoleixen la maduresa, sind que degeneren de forma gradual en un procés

anomenat atresia [figura I-17].
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Figura 1-17. Canvis en el nombre de cél-lules germinals femenines (cel-lules primordials, oogonies i oocits primaris). [adaptat de
Hassold i coll. 1996]
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Al final de I'etapa fertil de la dona (menopausa), després d’haver tingut unes 400 ovulacions, en els seus

ovaris ja no queden odcits viables.

Cél-lula germinal primordial (2n)

Entrada a la gonada (aproximadament 6a setmana de desenvolupament embrionari - DE)

Oogonia (2n)

%i MITOSI (aproximadament inici a la 10a setmana DE)

Obcit I (2n)

Divisié meiotica |; aturada en profase

L Granuls corticals
Zona pel-lucida

Maduracié de I'oocit primari; final divisié meidtica |

Oocit Il (divisié meidtica Il; aturada en metafase)
1r corpuscle polar

Divisié meiotica Il

Oocit madur (n
2n corpuscle polar f ™

Figura I-18. Esquema de les diverses etapes de I'oogenesi. [adaptat d’Alberts i col-l. 2002]

La primera divisié meidtica femenina quedara aturada en 'etapa de dictiote de la profase I, equivalent a
I'etapa de diploté masculina, i es manté en aquesta etapa fins que la dona adquireix la maduresa sexual.

En aquesta etapa de dictioté els cromosomes estan descondensats i realitzen activitat de sintesi d'ARN
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per proporcionar materials de reserva requerits per I'oocit. La majoria de les oogonies no aconseguiran
madurar, sind que degeneraran. De fet, molts odcits degeneren de manera que en el moment de néixer
en queden en els ovaris uns dos milions [figura |-17]. L’atrésia continua durant tota I'etapa prévia a la
maduresa sexual i durant tota la vida reproductiva de la dona. Arribada la maduresa sexual, en els cicles
d'ovulacié, i com a consequéncia de l'actuacié de I'hormona fol-liculostimulant (follicle stimulant
hormone, FSH) i la hCG, diversos odcits | reprenen la meiosi i només un sol arribar a la segona
metafase meiodtica (MIl), perd un cop ja en aquesta fase, de nou queda aturada la meiosi. De cada odcit
primari s’originen dues cél-lules asimétriques, I'una, I'oocit secundari, oocit Il o oocit madur (haploide,
gran i ric en vitel) i Ialtra, el primer corpuscle polar o 1CP (haploide, petit i adossat a I'oocit 11). Com que
I'odcit esta envoltat per la zona pel-licida (ZP), '1CP es manté atrapat a I'espai perivitel-li, entre I'o0cit i

aquesta.

Unicament quan I'oocit Il és fecundat i activat per I'espermatozoide, s’acaba la segona divisié meidtica, i
I'odcit extrusiona el segon corpuscle polar el qual també queda atrapat entre el zigot recentment format i
la ZP.

Cap al final de la vida reproductiva de la dona, els odcits madurs alliberats de I'ovari durant I'ovulacio

hauran estat detinguts en la profase | al voltant de 50 anys.

Com hem dit anteriorment, en la dona la meiosi queda aturada en dues fases: a la profase | (etapa de
dictiote) i a la metafase Il. El dictioté és el periode de laténcia de la meiosi de I'oocit | en la profase |, que

s’inicia en el fetus i no acaba fins que no arriba la fase de maduresa sexual, si no degenera abans.

En la dona, s’obté un nombre limitat d’'oogdnies. Aquestes oogonies, a la vegada generen un nombre
limitat d’odcits |. A I'etapa de maduresa sexual i a cada cicle, només una oogonia arribara a I'estadi
d’odcit Il o oocit madur. En 'lhome, en canvi, la espermatogénesi no comencga fins la pubertat i des

d’aleshores es produeixen espermatozoides de manera continua sense aturades de la meiosi.

Aix0 no obstant, hi ha estudis que han descrit I'existéncia d’oogonies actives en ovaris adults (Johnson i

col'l. 2004; Heng i coll. 2005), i d’altres n’estan en contra (Byskov i col-l. 2005)
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1.3 Reproduccioé humana assistida (RHA)

Per a I'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS), I'esterilitat (incapacitat de concebre) i la infertilitat
(incapacitat d’aconseguir un nascut viu) sén problemes de salut. Les parelles estérils o no fertils tenen el

dret d’ésser tractades per tots els mitjans disponibles actualment en medicina de la reproduccid.

La medicina de la reproduccié és I'especialitat de la ginecologia que té com objectiu a solucionar els
problemes d’esterilitat i d’infertilitat. Tots els tractaments i/o técniques associades reben el nom de
tractaments i/o técniques de reproduccié humana assistida (RHA o TRA) (SEF 1999). Gairebé un milié

de nens han nascut arreu del mén com a resultat de les TRA (Soini i coll. 2006).

La llei actual sobre técniques de reproduccio assistida, Llei 14/2006, regula I'aplicacio de les tecniques
de RHA acreditades cientificament i clinicament indicades, regula I'aplicacié d’aquestes técniques en la
prevenci6 i tractament de malalties d’origen genétic, i regula els suposits i requisits d'utilitzacié de

gametes i preembrions humans criopreservats (congelats).

Es parla d'esterilitat primaria quan una parella, després d’'un any de relacions sense control
anticonceptiu no ha aconseguit I'embaras, i I'esterilitat secundaria es defineix com [l'esterilitat que
presenta una parella que després de tenir un primer fill no aconsegueix una nova gestacio I'any segient

de coits sense proteccio.

D’altra banda, parlem d’infertilitat primaria quan una parella aconsegueix gestacié perd aquesta no arriba
a terme i dinfertilitat secundaria quan una parella després d’un embaras i un part normals, no

aconsegueix una nova gestacié a terme.

Tenint en compte que la vida de 'espermatozoide dins de les trompes de Fal-lopi és d’'uns quatre dies i
que la vida de 'oocit un cop és expulsat de I'ovari, és d’un dia aproximadament; una parella en edat fértil
té uns cinc dies per cicle amb possibilitat de quedar gestant mantenint relacions sexuals regulars (dues
o tres per setmana). Una altra forma de dir-ho és que el 25 % de les parelles aconsegueixen I'embaras
en el primer mes de tenir relacions sexuals regulars. Aproximadament un 20 % (una de cada sis) de les
parelles en edat reproductiva és estéril. Segons la Societat Espanyola de Fertilidad (SEF), la freqiéncia
de les causes d’esterilitat és un 30 % femenina, un 30 % masculina, un 30 % mixta i un 10 % d’origen
desconegut (SEF 2005).
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Des de I'any 2004 la Generalitat de Catalunya elabora un informe sobre RHA que inclou les dades de cicles d’obtencié d’'odcits,
cicles de transferéncia d’embrions i embarassos. Les primeres dades recollides son les corresponents a I'any 2001 i van ser
publicades I'any 2004 (FIVCAT.NET 2001, Generalitat de Catalunya, 2004). L’dltim informe sobre I'estadistica de RHA a Catalunya
publicat I'any 2007, inclou les dades de 'any 2004 (FIVCAT.NET 2004, Generalitat de Catalunya, 2007) i la causa d’esterilitat fou:
26,6 % femenina, 30,7 % masculina, 21,0 % mixta, 7,7 % sense diagnostic i la resta d’origen immunologic o bé no hi constava

I'origen.

L’ultim registre de la SEF de I'any 2007 (SEF 2007), que analitza les dades de I'any 2004, inclou 21.696 cicles d’obtencié iniciats i

la causa d’esterilitats fou: 30,1 % femenina, 30,7 % masculina, 20,6 % mixta i 6,2 % sense diagnostic.

Una de les causes d’esterilitat femenina més freqlients ve donada per 'obstruccié o falta d’'una o les
dues trompes de Fal-lopi [figura I-5], anomenada patologia tubaria. Com a consequéncia d’aquesta
patologia és dificil o impossible la fecundacié de I'odcit atés que els espermatozoides no es poden posar
en contacte fisic amb aquest. També hi pot haver un factor ovaric com per exemple una mancanga
d’ovulacié 0 menopausa precog. L’'OMS en l'ultima edicié del seu manual de laboratori (WHO 1999)
estableix uns valors de normalitat (normozoospérmia) per a la concentracidé, mobilitat i morfologia
espermatica a I'ejaculat: vint milions o més d’espermatozoides per mil-lilitre o bé quaranta milions o més

d’espermatozoides totals a I'ejaculat, un 25 % o més de mobilitat de tipus “a” (progressiva rapida) o 50
% o més de mobilitat de tipus “a” + mobilitat de tipus “b” (lineal o no lineal, lenta) i en cas que el
percentatge de formes normals sigui inferior al 14 % aleshores la taxa de fecundaci¢ in vitro es pot veure

reduida (en estudi).

En 'home habitualment I'esterilitat ve donada per la produccié d’'un nombre d’espermatozoides baix
(oligozoospermia) i/o la reduccié de la mobilitat (oligoastenozoospermia/astenozoospermia) o també per

I'abséncia d’espermatozoides en I'ejaculat (azoospérmia).

En les TRA es produeix una estimulacio artificial de I'ovulacié, més o menys intensa segons la técnica
aplicada. Les TRA aplicades actualment sén la inseminacié artificial i la fecundacié in vitro (per
inseminacié convencional o per microinjeccié intracitoplasmatica d’'un espermatozoide). Habitualment
aquestes técniques es fan amb el semen de la parella (inseminacié homologa) perd també es poden fer
amb el semen d’un donant (inseminacié heterdloga). La fecundacio in vitro també es pot fer amb odcits

d’'una donant, si cal.

La inseminacié artificial conjugal (IAC) o inseminacio6 artificial homologa és la TRA més senzilla. Després
d'una estimulacié suau de l'ovulacid, es processa el semen de la parella mitjiancant una técnica de
centrifugacié en gradient de densitat discontinua i es concentren els espermatozoides mobils en un
volum petit de medi de cultiu. Aquest medi amb espermatozoides en suspensié és introduit als fons de

I’ater mitjangant una fina canula, el mateix dia de I'ovulacié. Aquesta técnica esta indicada tant en casos
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en qué se sospita de factors masculins lleugers com a responsables d’esterilitat, com de factor mixtes i

factors desconeguts (Bank 1965 ).

Segons la SEF, la taxa de gestacié per cicle d'IAC és de 13,6 % en dones de menys de 40 anys (SEF 2007). Actualment no

existeix un registre de IAC realitzats només a Catalunya.

La fecundaci6 in vitro (FIV) consisteix en una estimulacié de l'ovulacié una mica més intensa per tal
d’aconseguir un major nombre de fol-licles. Es recuperen els oocits el dia de I'ovulacio, mitjangant puncié
dels fol-licles estimulats, sota control per ecografia. Els odcits madurs i els espermatozoides es posen en
contacte en condicions adequades, imitant les condicions fisioldgiques de I'aparell reproductor femeni.

La inseminacio es pot fer de diverses maneres:

— Convencional: afegint uns 50.000-100.000 espermatozoides per cada oocit, esperant que un
espermatozoide penetri 'oocit (Harris 1978).

“1978: primer naixement Regne Unit (Louise Brown)” ; “1984: primer naixement Espanya (Victoria-Anna)”

— SUZI: introduint de forma mecanica un o diversos espermatozoides a I'espai perivitelli de
I'oocit (Fishel 1991).

— ICSI: introduint de forma mecanica un espermatozoide en el citoplasma de I'oocit (Palermo i
col-l. 1992).

En la FIV amb inseminacié convencional la penetracioé de I'odcit per un espermatozoide té lloc de forma
natural des de fora de la zona pel-licida. En la FIV amb SUZI es travessa la zona pel-ldcida mitjangant
una pipeta molt fina de vidre i es deixa un espermatozoide, o diversos, a I'espai perivitel-li, 'entrada al
citoplasma té lloc de forma natural. En canvi, en la FIV amb ICSI, es travessen amb una pipeta la zona
pel-licida i la membrana i es deixa un espermatozoide ja dins del citoplasma, és a dir, la penetracio és

artificial [figura [-19].

23 Introduccio6



M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d'oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I’analisi de primer corpuscle polar

Figura I-19. Odcit madur huma subjectat per la pipeta sostenidora i espermatozoide dins la pipeta de microinjeccié moments previs

a procedir a I'ICSI. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

L’espermatozoide pot provenir d'una mostra d’ejaculat o bé d'una recuperacié quirdrgica
d’espermatozoides (REQ) per biopsia testicular, aspiracio de liquid de I'epididim o aspiracio de liquid del
conducte deferent [figura |-12]. La inseminacié es fa sempre el mateix dia de la puncié fol-licular,

considerat coma D + 0.

La FIV amb inseminacié convencional esta indicada basicament en casos d’esterilitat tubaria bilateral
(obstruccid6 o mancanga d’ambdues trompes de Fal-lopi), en casos d’esterilitat deguda a factors
masculins, com ara un recompte insuficient d’espermatozoides mobils per realitzar una IAC o també per

factors d’esterilitat desconeguts després de diverses IAC en les quals no s’ha aconseguit 'embaras.

Tant la FIV amb SUZI com la FIV amb ICSI estan indicades en esterilitat causada per un factor masculi
greu, basicament amb un recompte d’espermatozoides molt baix. Aixd no obstant, la FIV amb SUZI esta
actualment en desus, i en aquests casos s’aplica I'lCSI atés que aquesta técnica és extremadament més
eficient. La ICSI esta especialment indicada en casos amb azoospérmia a [l'ejaculat, i els

espermatozoides s’obtenen per REQ.

Al cap de setze—divuit hores postinseminacio, es pot veure si I'oocit ha estat fecundat i dona lloc al zigot,
el qual s'identifica morfologicament per I'extrusié del segon corpuscle polar i la preséncia dels pronuclis
masculi i femeni [figura I-20]. El dia seguent al de la punci6 fol-licular i la inseminacio (D + 0), és el D +

1, en el qual s’observa el resultat de la fecundacié.
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Figura 1-20. Odcit fecundat o zigot 2PN huma. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

Si s’ha produit la fecundacié, a partir del segon dia després de la puncié fol-licular i la inseminacio,
s’observa la divisio del zigot que donara lloc a 'embrié de dues cél-lules o blastomers. Els embrions es
transfereixen a I'iter matern, habitualment, el segon o tercer dia després de la inseminacié (D + 20D +
3), quan estan es estadi de quatre o vuit cél-lules respectivament. Amb els medis de cultiu actuals els
embrions es poden cultivar com a maxim fins a l'estadi de estadi de blastocist expandit
(aproximadament en D + 6) que és l'estadi previ en el qual té lloc la implantacié de I'embri6é a I'Gter
matern [figura I-21].
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Figura 1-21. Evolucié del cultiu in vitro huma des del dia de la inseminacié (D + 0) fins a I'estadi de blastocist expandit en fase

d’eclosi6 de la zona pel-lucida (ZP). [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

Per fer la transferencia embrionaria embrions es dipositen habitualment dos embrions, mitjangant un
catéter, al fons de I'Gter, a la zona on habitualment en una fecundacio in vivo té lloc la implantacié de
I'embrié. Els embrions restants, si és el cas, es guarden congelats per a una transferéncia posterior. La
llei actual de reproduccié assistida (Llei 14/2006) recull transferir com a maxim tres embrions per cicle
(article 3.2). La taxa de gestacio per cicle de transferéncia és aproximadament d’'un 30 % amb oocits
propis i d'un 50 % amb oocits de donant (SEF 2007).

L’dltim informe sobre I'estadistica de RHA a Catalunya publicat I'any 2007 inclou les dades dels cicles realitzats només a
Catalunya l'any 2004 (FIVCAT.NET 2004, Generalitat de Catalunya, 2007) i la taxa de gestacié per cicle de transferéncia
d’embrions procedents de FIV/ICSI és de 36,6 %. D’altra banda, segons [I'Ultim registre publicat 'any 2007 per la SEF també
corresponent a dades de cicles realitzats I'any 2004 (SEF 2007), la taxa de gestacié per transferéncia d’embrions procedents de
FIV/ICSI és molt similar (36,7 %).

Com s’ha dit anteriorment, la implantacié de I'embrié té lloc en estadi de blastocist, a diferéncia de la

fecundacio in vivo en qué I'embrioé arriba a I'Uter, ja en aquest estadi embrionari, a la fecundacio in vitro
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I'embrié transferit a I'dter habitualment a partir de I'estadi de quatre cél-lules es va dividint en el mateix
uter fins a assolir I'estadi de blastocist amb el qual pot tenir lloc la implantacié. Després de la
transferéncia embrionaria, al cap de catorze dies aproximadament, la implantacié es detecta amb la
preséncia, en el torrent sanguini de la mare, de BhCG produida per les cel-lules del trofectoderma del

blastocist implantat, el qual és responsable de la formaci6 de la placenta.

Com ja s’ha dit, després de la fecundacié in vitro, al cap de setze—divuit hores postinseminacié es pot
veure si l'oocit ha estat fecundat. Qualsevol dotacié per excés o defecte de pronuclis, nuclis i/o

corpuscles polars correspon a estats de zigots andmals o a abséncia de fecundacio.

La preséncia de més de dos pronuclis en un zigot pot tenir diferents origens; com ara, penetracié de
meés d’'un espermatozoide (en casos de FIV per inseminacié convencional) o bé a la no-extrusié d’'un
corpuscle polar (Grossmann i col-l. 1997; Rosenbusch i col'l. 1997a). En canvi, la formacié d’un sol
pronucli pot ser deguda a l'activacié per partenogenési de I'odcit (Staessen i col-l. 1997). Els odcits
sense pronuclis perd amb un corpuscle polar sén aparentment oocits madurs no fecundats; en canvi, si

no presenten corpuscle, en principi sén considerats oocits immadurs aparentment no fecundats.

També és possible que els oo0cits aparentment no fecundats, en realitat hagin estat penetrats per un
espermatozoide perd que s’hagi produit un bloqueig en el procés i de vegades s’observa cromatina en
estadi de condensacié cromosomica prematura (sperm premature chromosome condensation, SPCC)

corresponent a la dotacié cromosdmica de I'espermatozoide (Benkhalifa i col'l. 1996).

Segons la llei actual sobre técniques de reproduccio assistida, Llei 14/2006, els gametes es poden

utilitzar amb finalitat d’investigacio.

” «“

Article 14. “Los gametos podran utilizarse de manera independiente con fines de investigacion.” “[...] no podran utilizarse para su

transferencia a la mujer ni para originar preembriones con fines de procreacioén.”

Tanmateix, segons I'anterior llei, Llei 35/1988, vigent durant la recerca portada a terme en aquest treball,
aquest proposit també era possible (article 14.1), tot i que restringia més les condicions previstes (article
16.1).

Article 14.1 “Los gametos podran utilizarse independientemente con fines de investigacién basica o experimental.”

Article 16.1 (punts b-d-e-j), en les condicions previstes a l'article 14 de 'esmentada llei s’autoritza:
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b)—‘La investigacién béasica sobre el origen de la vida humana en sus fases iniciales sobre el envejecimiento celular, asi
como sobre la division celular, la meiosis, la mitosis y la citocinesis”.

d)—’Las investigaciones sobre la infertilidad masculina y femenina, los mecanismos de la ovulacién, los fracasos del
desarrollo de los ovocitos o de la implantacién de los 6vulos fecundados en el utero, asi como sobre las anomalias de los
gametos y de los 6vulos fecundados.”

e)—‘“Las investigaciones sobre la estructura de los genes y los cromosomas, su localizacion, identificacion y funcionalismo,
asi como los procesos de diferenciacion sexual en el ser humano.”

j)—"“Las investigaciones sobre el origen de las enfermedades genéticas o hereditarias, tales como las cromosopatias, las
metabolopatias, las enfermedades infecciosas y las inducidas por agentes externos (mutagenos, teratégenos, fisicos,

quimicos u otros), en especial las de mayor gravedad.”

1.4Anomalies cromosomiques estructurals

Les anomalies cromosoOmiques estructurals son el resultat de trencaments que afecten un o més

cromosomes i una reparacio erronia posterior.

Un cromosoma es pot trencar en qualsevol moment del cicle cel-lular, pero si es trenca durant la fase G1
[figura I-7] i no es repara durant la fase S, aquest sera visible a totes dues cromatides a la metafase
seglent. En cas que durant la fase G1 es produeixi un trencament a dos cromosomes diferents [figura I-
22] i es doni un intercanvi de fragments entre ells, es pot produir un cromosoma dicentric i un fragment
acentric (opcié6 a) o bé dos cromosomes ftranslocats (derivatius) cadascun amb el centromer

corresponent perd amb fragments intercanviats (opcio b).

Centromer
@ @«

Punt de _———-—-— . oo o = E—— === L - -

trencament

(a) (b)

Figura 1-22. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes diferents en fase G1 del cicle cel-lular. (a): cromosoma

dicentric. (b): fragment acéntric.
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L’opcio (a) és la que es dona habitualment en una translocacioé robertsoniana, que implica freqiientment
cromosomes acrocentrics, i I'opcié (b) és la que es déna en una translocacio reciproca. Les alteracions

estructurals cromosomiques poden afectar un cromosoma o més d’un.

Els trencaments cromosoOmics a la linia germinal poden provocar anomalies estructurals hereditaries.
Per contra, si es donen en cél-lules somatiques, dbviament no poden donar lloc a anomalies hereditaries

perod si que poden incrementar el risc de cancer.

1.4.1 Translocacions robertsonianes

Les translocacions robertsonianes es refereixen a la transferéncia de bracos sencers de cromosomes
acrocentrics. Les translocacions robertsonianes son les anomalies estructurals més freqients en
humans. La transferéncia de bragos sencers entre cromosomes humans que no siguin acrocéntrics és
molt rara, ja que s’originarien monosomies d’'un bra¢ sencer combinades amb trisomia d’un altre brag

sencer, fet que seria letal.

Habitualment, les translocacions robertsonianes no afecten el fenotip de I'individu portador equilibrat, tret
d'una fertilitat reduida i d’esterilitat masculina ocasional. Els individus, que tenen 45 cromosomes,
presenten una delecié dels bragos curts dels cromosomes acrocéntrics que no té efectes greus en el

fenotip ja que es tracta de regions d’heterocromatina sense informacié génica.

Si un cromosoma es ftrenca pel brag curt i I'altre cromosoma es trenca pel brag llarg, prop dels
centromers o bé pel centromer mateix [figura 1-23], en ambdds casos el resultat és la formacié d’'un

cromosoma derivatiu llarg (a) i d’'un cromosoma derivatiu curt (b).

Centromer

Punt de - —— = - — — — - - e - -
trencament —>

@) (b)

Figura 1-23. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes acrocentrics per un brag diferent cadascun. (a): cromosoma

derivatiu llarg. (b): cromosoma derivatiu curt.
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Si ambdés cromosomes acrocéntrics es trenquen pel mateix brac el resultat és la formacié d'un

cromosoma derivatiu dicéntric (a) i d’'un fragment acentric (b), que generalment es perd [figura |-24].

Centromer

Punt de - —— = - == - = o - -
trencament — 9 & O i_

(C) (b)

Figura I-24. Esquema del resultat del trencament de dos cromosomes acrocéntrics pel mateix brag. (a): cromosoma dicentric. (b):

fragment acéntric.

Les técniques de bandes en translocacions robertsonianes evidencien l'existencia de cromosomes

monocentrics i cromosomes dicéentrics.

Les translocacions robertsonianes poden implicar dos homolegs d’'un parell de cromosomes, per
exemple, rob(13;13)(q10;q10), o bé un sdl homodleg de dos cromosomes acrocéntrics diferents, per
exemple. rob(13;14)(q10;q10).

Durant la gametogénesi dels portadors de translocacions robertsonianes, com a consequéncia de la
sinapsi dels cromosomes implicats en la translocacié, normals i derivatiu, es forma una figura
d’aparellament anomenada frivalent que es pot veure a la fase de paquite. Com a resultat de la
segregacié meiodtica dels cromosomes implicats, durant I'anafase | s’observen les segregacions

seglents: 2:1 alternant, 2:1 adjacent i 3:0 [figura |-25].
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Figura 1-25. Esquema del resultat de les diferents segregacions del trivalent d’una translocacié robertsoniana: 2:1 alternant, 2:1

adjacent i 3:0.

La segregacié 2:1 alternant d’'una t(Dqg;Dq) i d'una t{(Dg;Gq) dona lloc a gametes amb dotacions
cromosomiques normals o dotacions cromosomiques portadores equilibrades. La segregacio 2:1

adjacent d’'una t(Dq;Gq) comporta dotacions cromosomiques trisomiques i monosomiques G.
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1.4.2 Translocacions reciproques

La majoria d’individus amb franslocacions reciproques equilibrades sén fenotipicament normals. Aixo no
obstant, algunes observacions indiquen que almenys en certes translocacions reciproques el fenotip es

pot veure afectat.

El cromosoma derivatiu (translocat) esta format per tres parts: segment intercanviat o translocat (del
punt de trencament als teldmers de I'altre cromosoma), segment intersticial (del punt de trencament al

centromer), i segment no translocat (del centromer als felomers del mateix cromosoma) [figura 1-26].

Segment no

translocat

> Segment

intersticial

Punt de QTP
trencament
Segment
translocat

Figura 1-26. Esquema de les parts del cromosoma derivatiu: segment no translocat, segment intersticial i segment translocat.

A la gametogeénesi d’individus amb cromosomes translocats, ja sigui en homozigosi o heterozigosi, els
fragments dels cromosomes homolegs translocats tendeixen a aparellar-se a la profase de la meiosi |.
Els dos cromosomes translocats i els seus homodlegs normals formen una agrupacio, en forma de creu,
dels cromosomes implicats (normals i derivatius),que constitueix un tetravalent que es pot veure a la

fase de paquité.

Els fragments translocats molt petits poden no ser reparats o bé no formar un quiasme. Aix0 resulta en

la formacié de dos bivalents, o un grup de tres i un univalent.
Ara bé, si es presenta un quiasme terminal a cada bra¢ de la creu [figura |-27] (a), la configuracio

metafasica resultant sera un anell de quatre (b). | si en un dels bragos no es forma un quiasme (c),

aleshores la configuraci6é metafasica sera una cadena (d).
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Figura |-27. Esquema de la figura del tetravalent en forma de creu i de les orientacions resultants de la configuracié en anell (a-b) i

en cadena (c-d), dependent del nombre de quiasmes.

La segregacio 2:2 alternant produeix una cél-lula filla amb dos cromosomes normals i I'altre amb dos
cromosomes translocats. La segregacié 2:2 adjacent-1 déna lloc a la formacié de dues cél-lules filles
desequilibrades, cadascuna amb un cromosoma translocat i un de normal. | en la segregacié 2:2
adjacent-2, els centromers homolegs no segreguen a pols diferents i dona lloc a dues cel-lules filles que
encara sén més desequilibrades [figura 1-28]. A part de la segregacio 2:2, també es poden donar els

tipus de segregaci6 1:3 i segregacio 4:0.
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Figura I-28. Esquema de les diferents segregacions 2:2 del tetravalent d’una translocacié reciproca: 2:2 alternant, 2:2 adjacent-1 i
2:2 adjacent-2.

El risc de produir diferents tipus de cariotips desequilibrats depén de la configuracid del paquite que
formen els quatre cromosomes implicats en la translocacio. Aquest fet a la vegada esta determinat per la
forma dels cromosomes i les distancies de cada punt de trencament respecte del centromer (segment
intersticial) i els telomers (segment intercanviat o translocat) [figures 1-24 i 1-26]. Les dimensions
d’aquests segments afecten la probabilitat de recombinacié de forma especifica en cada tetravalent. El
tipus de segregacio es pot inferir, en part, de les freqiéncies de recombinacié observades en diferents
families amb individus portadors de translocacions i es poden inferir alguns comportaments del
tetravalent (Miller i Therman 2001):
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1. Quan els segments intersticials son tan curts que no formen el quiasme, resulten més

segregacions adjacent-1 que adjacent-2.

2. Quan s’espera un quiasme almenys en un segment intersticial, la segregacié observada

més ampliament és I'adjacent-1.

3. Quan els fragments translocats sén molt curts, els quatre cromosomes formaran una

cadena o dos bivalents, aleshores es déna més freqlientment la segregacioé adjacent.

4. Quan la part no intercanviada és molt curta, és impossible que es formi un quiasme. La

cadena resultant s’espera que segregui tipus adjacent-2.

5. Els factors que sembla que donin lloc més freqientment a segregacions 1:3 respecte
2:2 son els seguents: un dels cromosomes és acrocéntric, almenys un trencament és
proper al centromer i quan participen cromosomes de mida molt diferent; en altres

paraules, quan el paquité és molt asimeétric.

1.5 Anomalies cromosomiques numeriques

Les alteracions cromosomiques numeériques son les alteracions en qué esta alterat el nombre de

cromosomes.

1.5.1 Alteraci6 del nombre de complements cromosomics (poliploidia)

Aquest tipus d’alteracions inclouen les triploidies (el total de cromosomes que presenta la cél-lula és de
69 en comptes de 23) i les tetraploidies (el total de cromosomes és de 92). Aquest tipus d’alteracions
poden permetre la implantacio i I'inici del desenvolupament embrionari perd no s’han descrit nounats

que la manifestin (Jacobs i Hassold 1995).

La proporcio d’oocits amb complement cromosomics poliploides varia del 3,4 % al 31,1 %. (Pellestor i
col'l. 2005). La no-extrusié de I''CP sembla que és el causant principal de la diploidia. També s’han
descrit oocits Il amb dues plaques metafasiques (Rosenbusch i col-l. 2002). La no-extrusio de '1CP ha
estat associada amb la immaduresa citoplasmatica que pot ser consequiéncia de factors fisiologics,

hormonals, genétics o ambientals (Pellestor i col-l. 2005).
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1.5.2 Alteraci6 del nombre de cromosomes de la dotacié cromosOmica (aneuploidia)

L’aneuploidia és I'alteraci6 del nombre de cromosomes de la dotaci® cromosdomica i pot afectar
qualsevol cromosoma. La majoria de monosomies (pérdua d’'un cromosoma) i frisomies (guany d’un
cromosoma) autosdmiques no soén viables i els embrions que les pateixen aturen el seu
desenvolupament; per aixo és freqient diagnosticar-les en productes d’avortaments espontanis (Jacobs
i Hassold 1995). Aixd no obstant, hi ha algunes trisomies autosomiques viables, com per exemple la
trisomia 21, la Unica en que lindividu arriba a I'edat adulta. La sindrome de Turner (45, XO) és un

exemple d’aneuploidia sexual i és la Unica monosomia viable en I'espécie humana.

Estudis d’avortaments espontanis i en nascuts vius han posat de manifest que la majoria de les

aneuploidies en I'embrié sén degudes a una no-disjuncio en la primera divisié meidtica materna.

1.5.3 Mecanismes i etiologia d’aneuploidia en oocits d’humans

El mecanisme de no-disjuncié pot venir originat per una no-disjuncié de bivalents en meiosi | (no-
disjuncio classica) (Zenzes i col-l. 1992a; Kamiguchi i col-l. 1993; Dailey i coll. 1996) i, per tant,
implicaria un guany o una pérdua d’'un univalent a les cél-lules filles (1CP i Mll). O bé, per una separacié
precog de cromatides (predivisié) d’univalents produint una distribucié de cromatides equilibrada (2 2) o
desequilibrada (3 i 1) (Angell i col-l. 1993; Dailey i col-l. 1996).

La predivisid de cromatides desequilibrada implica guany o pérdua de cromatides a les cél-lules filles.
L’any 1991 (Angell 1991), analitzant complements cromosdomics d’odcits amb tincié uniforme, van
observar per primera vegada una nova alteracié que afectava les cromatides dels cromosomes,
predivisié de cromatides (univalents) originada durant la meiosi I. En canvi, a la predivisié de cromatides

equilibrada no hi ha guany ni pérdua de material cromosomic.

El mosaicisme gonadal també és un procés que pot donar lloc a aneuploidia. Es sabut que la
recombinacié anomala i 'edat materna avangada son factors etiologics essencials, perd els mecanismes
causants de I'existéncia d’'una mala segregacié meiodtica encara no estan del tot clars. L’efecte de I'edat

materna és multifactorial (Pellestor i col-l. 2005).
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1.6 Incidencia d’anomalies cromosomiques a la poblacié humana, risc per ala

descendeéncia i diagnostic genétic

La preséncia d’anomalies cromosomiques en els gametes humans, odcits i espermatozoides, varia

quant a la incidéncia i el tipus d’anomalia.

1.6.1 Tecniques de fixacio

La técnica de fixaci6 més ampliament aplicada és la basada en el mefode de Tarkowski (Tarkowski
1966). Tanmateix, aquesta técnica de fixacidé pot induir el desplagament i la pérdua de cromosomes
durant el procés de fixacio. Consegiientment, de forma habitual es fa una estimacié conservadora de
I'aneuploidia multiplicant per dos el nombre de hiperploidies observat. Encara que, de fet, la pérdua
artefactual de cromosomes constitueix la major causa de hipoploidies, també cal tenir en compte la
implicacio d’alteracions de mecanismes inherents a I'oogénesi, tal com el retard en I'anafase, I'alteracié
del citoesquelet o el desplagcament de cromosomes (Pellestor i col-l. 2005). L'any 1983, Mikamo i
Kamiguchi van descriure en oocits una técnica de fixacié suau i gradual, que evitaria la pérdua de

cromosomes i la separacié de cromatides artefactuals propies de la técnica de Tarkowski.

1.6.2 Freqiliéncia d’anomalies cromosomiques en gametes humans

La frequéncia mitjana de poliploidia, aneuploidia i d’anomalies estructurals, observades en els estudis
de cariotipatge d’odcits humans, varien segons la técnica de fixacié aplicada. Utilitzant la técnica de
fixacié gradual les incidéncies soén del 9,3 %, 17,0 % i 4,6 % respectivament. | utilitzant la técnica de
Tarkowski son del 10,9 %, 26,4 % i 6,0 %, respectivament (Pellestor i col'l. 2005). Aquests autors
extreuen aquestes dades d'una revisio de catorze estudis de cariotipatge d’oocits humans fixats
mitjancant la técnica de fixacid gradual, amb un total de 3.808 metafases analitzades; i trenta-cinc
estudis de cariotipatge d’oocits humans fixats mitjangant la técnica de Tarkowski, amb un total de 3.795

metafases analitzades.

Quan s’apliquen altres tecniques d’analisi citogenetica molecular, la incidéncia d’anomalies
cromosomiques varia ampliament segons els estudis. Pellestor i coll. (2005), revisen diversos estudis
de FISH convencional en oocits humans, la poliploidia oscilla entre el 6,0 % i el 11,0 % (tres estudis) i
I'aneuploidia oscil'la entre el 3,0 % i el 47,5 % (dotze estudis). Aquests mateixos autors revisen la
incidencia d’aneuploidia en quatre estudis de la FISH en 1CP i varia entre el 32,1 % i el 52,1 %. També
revisen quatre estudis en que s’aplica el cariotipatge espectral (SKY o M-FISH) i la incidéncia
d’aneuploidia varia entre el 20,0 % i el 39,0 % (almenys amb quaranta-set metafases analitzades), tres
estudis en qué s’aplica la técnica de PRINS o la técnica de PNA (entre 18,2 % i 23,5 %) i dos estudis on

s’aplica la técnica de CGH (48,0 % i 90,0 %). Cal tenir en compte que aquest valors podrien ser encara
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massa baixos ja que no s’estan tenint en compte les anomalies que es poden produir a la segona divisio

meiotica un cop ha tingut lloc I'extrusié del segon corpuscle polar.

En qualsevol cas, en odcits humans la incidéncia d’anomalies cromosdomiques numeériques és superior a
la incidéncia d’anomalies estructurals. Cal tenir en compte que la morfologia i la condensaci6 de les
cromatides en MIl dificulten la deteccié d’anomalies estructurals. Conseguentment, la taxa estimada
d’anomalies estructurals esta probablement subestimada (Pellestor i col-l. 2005). En odcits humans en
MIl, tenint en compte les dades obtingudes en la revisi6 d’estudis de cariotipatge i citogenética
molecular, la possible incidéncia d’anomalies cromosomiques és aproximadament del 20 % (Pellestor i
coll. 2005).

En espermatozoides humans, en canvi, la incidéncia d’anomalies cromosdmiques és major en
anomalies cromosomiques estructurals essent d’'un 7 %, respecte les anomalies numeériques, d'un 3 %
(Martin i coll. 1991; Guttenbach i col-l. 1997).

En odcits, la més elevada taxa d’anomalies suggereix que hi ha una major contribucié materna en la
génesi de concepcions anomales. Resulta dificil estimar la incidéncia de la pérdua de concepcions
humanes atés que la majoria es produeixen abans de la implantacié o no es detecten abans de la
primera falta menstrual i passen desapercebudes. L'any 1987, Santalé i coll. (1987), analitzant
embrions preimplantacionals descartats de cicles de FIV, estimen una frequéncia del 65 % de pérdues
preimplantacionals tenint en compte les anomalies cromosdmiques trobades en aquests embrions.
Després de la fecundacio es produeix una pérdua progressiva d’embrions andmals a estats especifics
del desenvolupament embrionari primerenc, a través d’'una aturada d’aquest i la degeneracié dels

embrions anomals.

1.6.3 Freqguéncia d’anomalies cromosomiques en embarassos

Dels embarassos detectats en la poblacié humana en general, un 85 % corresponen a embarassos que
tiren endavant; d’aquests, un 83,3 % sobreviuen (nascuts vius) i un 1,7 % resulten en morts perinatals
(nascuts morts o mort primerenca). De forma natural, la incidéncia d’anomalies cromosomiques al llarg
de I'embaras decreix de tal manera que en les morts perinatals és un 5-6 % (Machin i Crolla 1974) i en
nascuts vius és d'un 0,6 % (Nielsen 1975), sent en ambdds grups més freqlients les anomalies
numeériques, 75 i 60 %, respectivament, enfront de les anomalies estructurals, un 25 i 40 %
respectivament. Si ens centrem en les reorganitzacions cromosomiques equilibrades (translocacions
robertsonianes, translocacions reciproques i inversions), trobem que un 31 % dels nascuts vius amb
anomalies cromosomiques presenten anomalies cromosomiques estructurals equilibrades, la qual cosa
correspon a un 0,19 % del total de nascuts vius. Es a dir, dinou de cada deu mil individus sén portadors
d’'una reorganitzacié cromosomica, i formen un grup de risc elevat de transmetre anomalies

cromosomiques a la seva descendéncia.
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El 15 % restant dels embarassos detectats a la poblaci6 humana en general acaben en avortaments
espontanis postimplantacionals durant el primer trimestre de gestacio i es considera que el 50-70 % so6n
deguts a anomalies cromosomiques (Rubio i coll. 2003; Boué i col-l. 1975, Hassold i col-l. 1978; Plachot
1989; Eiben i col-l. 1990; Stephenson i col-l. 2002). Les anomalies cromosomiques numeriques es donen
en el 95 % dels avortaments (Eiben i col-l. 1990; De Vita i col-l. 1993) i les anomalies cromosomiques

estructurals es donen en el 5 % restant dels avortaments espontanis (Eiben i col-l. 1990).

A més, també cal tenir en compte que un 4,7 % de les parelles no fértils, amb dos o més avortaments
espontanis (avortaments de repeticié) inclouen un progenitor portador d’'una reorganitzacié cromosomica
estructural (De Braekeleer i Dao 1990). Les anomalies estructurals sén les més frequients i representen
un 2,1 % dels avortaments espontanis; les anomalies estructurals més frequients son les translocacions
reciproques (1,2 %), seguit de les translocacions robertsonianes (0,6 %) i les inversions (0,2 %). La
frequéncia d’anomalies estructurals respecte del nombre d’avortaments espontanis per parella: un, dos o
més de dos augmenta respecte del nombre d’avortaments, sent un 1,0 %, 22 % i 24 %,

respectivament.

Si tenim en compte el sexe del portador, ens trobem que la distribucié de les anomalies cromosomiques

sempre és major en les dones.

Hi ha una taxa elevada de no-evoluci6 embrionaria i hi ha una seleccié negativa de les anomalies
cromosomiques durant les primeres etapes del desenvolupament embrionari. La incidéncia d’anomalies
cromosOmiques decreix respecte de les setmanes de gestacio: 45,5 % en avortaments espontanis
(abans de les vint setmanes de gestacio): 5,35 % en morts perinatals i 0,3 % en nascuts vius (Jacobs i
Hassold 1995). S’ha estimat que en dones de 35 anys o més, el 50 % dels embrions so6n

cromosomicament anormals i el factor predominant és I'aneuploidia (Munné i coll. 1995a).

1.6.4 Indicacions de poblaci6 de risc de tenir descendéncia amb anomalies

cromosomiques

Les indicacions d’'una poblacié de risc de tenir descendéncia amb anomalies cromosdmiques sén: I'edat
materna avangada (> 36 anys), parelles amb dos avortaments 0 més (avortament de repeticio), pares
portadors de reorganitzacions cromosomiques equilibrades i, finalment families amb un fill afecte d’una
cromosomopatia precedent, en els quals esta indicada la realitzacié d’un diagnostic genétic prenatal per

evitar el naixement de descendéncia afectada.

En aquest treball ens hem centrat en l'estudi d’alteracions cromosdomiques estructurals com a

consequéncia de dones portadores de translocacions.
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1.7 Diagnostic prenatal

L’obtencié de mostra biologica del fetus i la seva analisi s’ha de fer en un marge de temps suficient per
permetre, si és el cas, practicar una interrupcié voluntaria de 'embaras, que per llei es pot practicar, com
a maxim entre les setmanes dinou i vint de gestacié (Llei 9/1985). El primer diagnostic prenatal
d’anomalies cromosomiques data de l'any 1967 (Jacobson i Barter 1967) i es va portar a terme
mitjangant el cultiu de cél-lules del liquid amniodtic. | 'any 1983, Brambati i Simoni (1983) utilitzen per
primera vegada la bidpsia de vellositats de corion per al diagnostic prenatal. L’'obtencié de mostra fetal
es fa sota control per ecografia, entre les setmanes nou i dotze de gestacié es fa una biopsia de
vellositats de corion i entre les setmanes quinze i disset de gestacié es fa una extraccio de liquid

amniotic (amniocentesi).

Les indicacions del diagnostic prenatal son les de la poblaci® amb risc de transmetre anomalies
cromosomiques a la seva descendéncia, indicades anteriorment [vegeu l'apartat 1.6.4], i també
I'observacié prévia per ecografia de fetus amb anomalies (com ara el creixement retardat i la morfologia

fetal alterada).

1.8 Diagnostic genetic preimplantacional (DGP) mitjancant blastomer

Els avencos en les técniques de reproduccié humana assistida han facilitat el desenvolupament de
meétodes de diagnostic de malalties genétiques i anomalies cromosomiques que sén tan precoces que,
de fet, es poden diagnosticar abans que tingui lloc la gestaci6. Per aquesta rad aquesta metodologia es
coneix amb el nom de diagndstic genétic preimplantacional (DGP) i és un complement excel-lent al
diagnostic prenatal (Egozcue i col-l. 2006). EI DGP, també conegut com a PDG (preimplantation genetic
diagnosis) va ser inicialment desenvolupat I'any 1990 per Handyside (Handyside, 1990). S’analitza
I'embrié de dos o tres dies (preimplantacional) en lloc del fetus de diverses setmanes de gestacio. El
DGP va ser desenvolupat per evitar la interrupcié dels embarassos patologics i la transmissio a la
descendéncia d’anomalies monogéniques /0 cromosdmiques en parelles de risc elevat (1/20 o

superior).

Aquest procediment, aplicat en un programa de FIV, permet detectar les alteracions genétiques en
blastomers d’embrions de sis—vuit cel-lules i transferir a I'Gter matern embrions genéticament normals.
S’analitzen un o dos blastomers de cada embrié. La técnica d’analisi aplicada inicialment va ser la
técnica de reaccié6 en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction, PCR) la qual permet
amplificar 'ADN de gens o de parts especifiques de gens (Handyside i coll. 1989). També s’ha aplicat la

técnica d’analisi d’hibridacié in situ fluorescent (fluorescent in situ hybridization, FISH) emprant sondes
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d’ADN, marcades fluorescentment, especifiques per a regions concretes de cromosomes (Muggleton-
Harris i col-l. 1995).

En casos de parelles en les quals la dona és portadora d’'una anomalia genica recessiva lligada al sexe,
majoritariament lligades al cromosoma X, es fa una determinacié del sexe de I'embri ja que Unicament
els embrions masculins tenen un risc de patir-la (Handyside i col-l. 1989). Es transfereixen, només,
embrions femenins que seran normals o, en el pitjor dels casos, portadors de 'anomalia. En cap cas no
seran afectes de la patologia ja que el progenitor masculi és normal. Amb el temps es va introduir,
alternativament, la seleccié del sexe mitjangant la aplicacié de la FISH amb sondes especifiques per als
cromosomes sexuals (Staessen i col-l. 1999). També s’ha desenvolupat I'aplicacié del DGP per a
I'analisi citogenética dels cromosomes implicats en aneuploidies viables mitjangant la FISH (Munné i

col'l. 1995a; Munné i coll. 1996; Gianaroli i col-l. 1999) i en translocacions (Munné i col-l. 2000a,c).

Les indicacions de DGP més freqlients sén per a anomalies cromosomiques numeriques o estructurals, i
la gran majoria d’'indicacions sén per a cribratge d’aneuploidies. El cribratge d’aneuploidies s’aplica en
edat materna avangada (Gianaroli i col-l. 1999), en pacients que han patit almenys tres fallides de FIV, i

pacients amb més de dos avortaments amb pares amb cariotip normal (Simén i col-l. 1998).

Els individus portadors d’anomalies cromosomiques, ja siguin numeériques o estructurals (translocacions,
inversions), son els principals beneficiaris del DGP. Aquests individus habitualment presenten infertilitat
deguda a diferents graus d’aparellament a la gametogénesi relacionat amb anomalies meidtiques
induides per I'anomalia cromosomica i a la producci6 de gametes desequilibrats resultants de la
segregacié meiodtica dels cromosomes implicats. Sovint presenten avortaments per raé de la produccio
d’embrions cromosomicament andmals o naixement de nens afectes de desequilibris cromosomics. La

seleccio d’embrions donaria més éxit reproductiu (Egozcue i col-l. 2006).

En el DGP per anomalies citogenetiques en embrions implica la biopsia d’'un o dos blastdmers
d’embrions de sis—vuit cél-lules. La biopsia s’ha d’extreure a través d’'un forat a la zona pel-lucida (ZP).
El procediment per foradar la ZP es pot fer per tres métodes diferents: quimic, mitjangant I'is d’acid
Tyrode; mecanic, utilitzant una microagulla; o mitjangant un laser. L’eleccid6 d’un o altre métode
dependra de cada cas individual i s’ha de considerar abans. També cal tenir en compte que la limitacio
principal del DGP és el nombre d’embrions obtingut. Com més embrions, més possibilitat d’obtenir

embrions sans.

La biopsia es pot extreure també per tres metodes diferents: aspiracio, extrusioé o per desplagament amb

un flux de medi (Egozcue i coll. 2006). Les cél-lules biopsiades es lisen per a fer PCR o es fixen per a
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realitzar la FISH. S’han publicat métodes alternatius que utilitzen la fusié cel-lular d’'un blastdmer amb un
zigot de mamifer, amb la qual cosa s’ha pogut condensar la cromatina nuclear dels blastomer fins a
I'estadi de cromosomes metafasics (Verlinsky i Evsikov 1999; Willadsen i col-l. 1999; Verlinsky i col-l.
2002).

Els primers embarassos, després de I'aplicacié clinica del DGP mitjangant embrions, van ser descrits
'any 1990 (Handyside i col-l. 1990), realitzant la seleccié de sexe d’embrions per PCR. Avui en dia,
milers d’embrions han estat analitzats, i centenars de nens i nenes han nascut utilitzant el DGP

mitjangant embrions.

L’any 1997 es va crear un consorci especific per DGP dins la Societat Europea de Reproduccié Humana
i Embriologia (European Society of Human Reproduction and Embriology, ESHRE). La finalitat era fer un
estudi a llarg termini de I'eficacia i els resultats clinics del DGP. Des del mes de gener de 'any 1997
aquest Consorci fa la recol-leccié de dades dels centres europeus que realitzen DGP. S’han publicat
quatre recol-leccions (Geraedts i col-l. 1999 i 2000; Sermon i col-l. 2005). L’'any 2006 (Harper i col-l.
2006) s’ha publicat I'ultima recol-leccié de dades que inclou les dades de gener a desembre del 2002 i

les compara amb les dades de les recol-leccions I-IV.

Agrupant les dades de les cinc recol-leccions (I-V) s’han fet 5.891 cicles de DGP per anomalies
cromosomiques estructurals, anomalies lligades al sexe i malalties monogéniques (2.701), per cribratge

d’aneuploidies (2.950) i per seleccié de sexe per motius socials (240).

1.9 Diagnostic genetic preimplantacional mitjancant [I'analisi de primer

corpuscle polar (DGP-1CP)

L’any 1990 Verlinsky i col-l. (Verlinsky i col-l. 1990) van proposar un métode alternatiu al DGP en
embrions basat en I'analisi de primer corpuscle polar (1CP); després que Monk i Handyside I'any 1988
(Monk i Handyside 1998) van demostrar que era possible utilitzar la PCR per amplificar gens en ADN
aillat de blastdmers. Aquest métode alternatiu, inicialment anomenat diagnostic genétic preconcepcional
(DGPC), obviament, pot ser exclusivament aplicat en parelles en les quals és la dona la portadora de
'anomalia génica o la que genera el risc d’alteracié cromosdmica per a la seva descendéncia; edat

materna avangada o ser portadora de reorganitzacié cromosdmica equilibrada.

El diagnostic genétic preimplantacional mitjangant I'1CP (DGP-1CP) es basa en les caracteristiques
especifiques de la gametogénesi femenina que ja hem explicat anteriorment [vegeu I'apartat 1.2] en la
formacio del gameta femeni. L’odcit madur, aturat a la metafase I, va acompanyat de I'1CP, resultant de
primera divisié meidtica. En ser ambdues cel-lules cromosdmicament complementaries es pot fer una

analisi indirecta del contingut cromosomic de l'oocit a través de I'estudi del contingut cromosdmic de
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I'1CP, mentre I'oocit manté la capacitat reproductiva intacta. Aixi, dins d'un programa de FIV es podria
identificar i seleccionar per ser transferits a I'iter matern embrions resultants d’oocits cromosomicament

normals o equilibrats.

Cal tenir present que els errors en I'extrusio del segon corpuscle polar, els errors postzigotics (mitotics) i

les anomalies lligades al cromosoma Y, no es poden detectar.

El DGP-1CP té un gran interés ja que, almenys el 90 % dels errors cromosomics s’originen en la meiosi
femenina (Hassold i col-l. 1996; Nicolaidis i Petersen 1998). El desenvolupament del DGP-1CP esta
indicat en la deteccié d'anomalies com la sindrome de Down de la qual es coneix que en un 95 % dels
casos l'origen és matern (Antonarakis 1991; Antonarakis i coll. 1992) i que de manera molt majoritaria,
en un 77,1 % dels casos, l'error s’ha produit en la disjuncié dels cromosomes durant la primera divisio

meiodtica materna.

Aquesta analisi té I'avantatge que no esta afectada per I'existéncia de mosaicisme, el qual resulta molt
frequent durant les primeres divisions mitotiques postembrionaries, cosa que dificulta el DGP (Munné i
col'l. 1994; Munné i col-l. 2002b). Una altra avantatge que presenta aquesta analisi és que I'1CP, en
trobar-se detingut a la metafase Il, no presenta la dificultat d’'interpretacié dels senyals de la FISH que,
en canvi, presenten les cél-lules proliferants susceptibles de poder-se trobar en qualsevol de les etapes
del cicle cel-lular (Pujol i coll. 2004). Aquest fet sembla que podria induir a errors d’interpretacié durant
el DGP (Munné i col-l. 2002b).

En l'aplicacié del DGP-1CP, com que la biopsia es realitza en el D + 0, es disposa de fins a tres o quatre

dies per poder fer I'analisi citogenética.

No obstant aixd, el DGP-1CP presenta certes limitacions. No informa de les alteracions produides durant
la segona divisié meiotica, com a consequéncia d’una segregacié andmala de les cromatides germanes
que, encara que amb menys freqiéncia, també té lloc (Verlinsky i col-l. 1997a). Al mateix temps, I'analisi
de I'"'CP no informa de la contribucié paterna. Aixd es podria evitar amb la realitzacio, en D + 3, de
'analisi d’'un o dos blastdmers de I'embrié de sis—vuit cél-lules el qual ha donat lloc la inseminacio de
I'oocit. La mala qualitat de les extensions de I'1CP pot dificultar-ne I'analisi citogenética (Verlinsky i col-l.
1996).

L’aplicacié del DGP-1CP a dones portadores d’anomalies géniques ha permeés identificar oocits sense la
mutacié, mitjangant la técnica de la PCR (Verlinsky i col-l. 1990), i en dones amb risc d’aneuploidies ha
permeés identificar oocits cromosomicament euploides, mitjangant la FISH amb sondes centromériques
especifiques (Munné i col-l. 1995b; Verlinsky i col-l. 1995, 1996). Altres camps d’aplicacié de la bidpsia

d’1CP sén la deteccié d’anomalies géniques lligades al cromosoma X (Verlinsky i col-l. 2001 i 2006) i per
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tipatge d'antigens humans leucocitaris (human leucocyte antigen, HLA) per diferents desordres
(Verlinsky i col-l. 2001; Rechitsky i col-l. 2004, 2006; Kuliev i col-l. 2005). Recentment s’ha aplicat I'analisi
d’1CP per el diagnostic d’'anomalies géniques mitjangant multiplex fluorescent PCR reaction (Renbaum i
col'l. 2007).

La llei actual sobre técniques de reproduccié assistida (Llei 14/2006) defineix els casos en qué es

podran practicar técniques de diagnostic preimplantacional:

Article 12.a “La deteccién de enfermedades hereditarias graves, de aparicion precoz y no susceptibles de tratamiento curativo
postnatal con arreglo a los conocimientos cientificos actuales, con objeto de llevar a cabo la seleccién embrionaria de los

preembriones no afectos para su transferencia.”

L’ultim informe sobre I'estadistica de reproduccié humana assistida a Catalunya publicat I'any 2007,
inclou les dades de l'any 2004 (FIVCAT.NET 2007), un 0,6 % de cicles de transferéncia sén per
I'aplicacié del DGP com a tecnica de RHA. | segons I'Ultim registre publicat I'any 2006 per la SEF
corresponent a les dades de I'any 2003 (SEF 2007), el 3,0 % dels cicles sén de DGP.

ElI DGP a Espanya esta regulat per la Llei 14/2006, en concret, a l'article 12:

1. “Los centros debidamente autorizados podran practicar técnicas de diagnéstico preimplantacional para:

a) La deteccion de enfermedades hereditarias graves, de aparicion precoz y no susceptibles de tratamiento curativo postnatal
con arreglo a los conocimientos cientificos actuales, con objeto de llevar a cabo la seleccién embrionaria de los preembriones
no afectos para su transferencia.

b) La deteccion de otras alteraciones que puedan comprometer la viabilidad del preembrién.”

2. ‘“La aplicacion de técnicas de diagndstico preimplantacional para cualquiera otra finalidad no comprendida en el apartado
anterior, o cuando pretendan practicar en combinacion con la determinacion de los antigenos de histocompatibilidad de los
preembriones in vitro con fines terapéuticos para terceros, requerira de la autorizacién expresa, caso a caso, de la autoridad

sanitaria...”

1.10 DGP-1CP en dones portadores de reorganitzacions cromosomiques

En translocacions robertsonianes, un 69,6 % soén degudes a mares portadores i un 30,4 %, a pares
portadors. En translocacions reciproques la distribucié és similar, 63,9 % son degudes a mares
portadores i un 36,1 %, a pares portadors (De Braekeleer i Dao 1990). EI DGP-1CP esta especialment

indicat en la seleccié d'oocits de dones portadores de translocacions, amb éxit reproductiu baix i risc
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elevat de descendéncia desequilibrada, en les quals es podria fer una seleccié dels oocits per estudi de

segregacié dels cromosomes implicats en la translocacié en glestio.

En el cas dels oocits de dones portadores de translocacions robertsonianes com a resultat de la
segregacié dels cromosomes implicats en la translocacié es poden formar vuit gametes diferents:
normal, equilibrat i sis combinacions de gametes desequilibrats (2:2 adjacent-1, 2:2 adjacent-2, 1:3 i 0:4)
[figura [-29].
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Figura 1-29. Esquema de les possibles segregacions dels cromosomes implicats en una translocacié robertsoniana en la

gametogénesi d’'una dona portadora. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

En canvi, com a resultat de 'oogénesi d’'una dona portadora d’'una translocacié reciproca es poden
formar teoricament setze gametes diferents: normal, equilibrat i catorze combinacions de gametes
desequilibrats (2:2 adjacent 1, 2:2 adjacent 2, 3:1 i 0:4) [figura [-30].
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Figura I-30. Esquema de les possibles segregacions dels cromosomes implicats en una translocacié reciproca en la gametogénesi

d’una dona portadora. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]

Si ’home té un cariotip normal es pot fer la seleccié dels odcits normals o equilibrats mitjangant un DGP-
1CP. La dona portadora de la translocacio és sotmesa a estimulacié hormonal i el dia de la puncio
fol-licular els oocits madurs recuperats s’inseminen per ICSl i es biopsien els 1CP. Al cap d’'un o dos dies
tindrem el resultat de I'analisi citogenética dels 1CP i, indirectament, dels oocits. Els embrions resultants
de la inseminacio d’odcits diagnosticats normals o equilibrats, des del punt de vista citogenétic, seran els
aptes per transferir a I'iter matern, mentre que els embrions resultants d’oocits desequilibrats seran

descartats del cicle [figures I-31 i |-32].
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Figura I-31. Esquema de les fases des de la biopsia i inseminacié dels oocits d’'una dona portadora d’una translocacié
robertsoniana a la transferéncia dels embrions resultants de la inseminacié d’odcits normals i equilibrats. [microscopi invertit amb

optica de Hoffman 400x]

47 Introduccio6



12,5%
teoric

Alternant

Espermatozoide normal
Desequlibrats

adjacent

1:3i0:4

Oocit Il

Desequilibrats

Normal Equilibrat

Zigot 2PN

NO aptes per a

! Aptes pera } )
: transferir

transferir

Embrié preimplantacional

Figura I-32. Esquema de les fases des de la bidpsia i inseminacié dels odcits d’'una dona portadora d’'una translocacié reciproca a
la transferéncia dels embrions resultants de la inseminacié d’oocits normals i equilibrats. [microscopi invertit amb optica de
Hoffman 400x]

Les dones portadores de reorganitzacions soén un grup d’interés d’aplicacié del DGP-1CP i a I'Gltima
recol-leccié de dades del consorci per PGD de la ESHRE que inclou les dades de setembre del 1998
fins al desembre del 2002 (Harper i col-l. 2006) es recullen, com hem mencionat anteriorment, un total
de 5.891 cicles de DGP. D’aquests, 203 (3,4 %) han estat realitzats amb bidpsia d’1CP: vuit per
anomalies cromosomiques estructurals, disset per malalties monogéniques i 178 per cribratge
d’aneuploidies. Per seleccié de sexe no hi ha cap cicle realitzat amb bidpsia d’1CP ja que es requereix
la contribucié paterna. En el cas d’anomalies cromosomiques estructurals, en concret s’han realitzat 106
cicles de PGD de dones portadores de translocacions robertsonianes i 158 cicles de dones portadores
de translocacions reciproques. D’aquests, 158 cicles de DGP per anomalies cromosomiques d’origen

matern, en set cicles (quatre i tres, respectivament) s’ha realitzat el DGP-1CP.
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En la present tesi doctoral, en I'aplicacié dels casos clinics de DGP-1CP, ens hem centrat en

dones portadores de translocacions robertsonianes i dones portadores de translocacions reciproques.
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2.1 Hipotesi de treball

El primer corpuscle polar (1CP) és una cél-lula que acompanya l'oocit madur i es produeix com a
consequéncia de la primera divisi6 meidtica. Ambdues cél-lules tenen per aquest motiu dotacions
cromosomiques haploides complementaries, amb cromosomes amb dues cromatides. Aixi doncs, I'1CP
pot informar, indirectament, de la dotaci6 cromosomica del corresponent oocit. Per tal de comprovar

aquesta hipotesi, en aquest treball s’han seguit els objectius descrits a continuacio.

2.2 Objectius

L’objectiu general d’aquest treball és posar a punt un metode de diagnostic preimplantacional mitjangant
l'analisi citogenética de I''CP (DGP-1CP) i aplicar aquest métode clinicament. Per assolir aquest

objectiu general ens hem plantejat els objectius concrets seglents.

2.2.1 Posar a punt el métode d’obtencié d’extensions cromosomiques d’1CP huma per a
la seva analisi citogenética amb hibridacié in situ fluorescent (FISH) [art.1 vegeu I'apartat
4.6].

2.2.1.1 Posar a punt el métode d’obtencié d’extensions cromosdomiques d’1CP en un model

animal (hamster).

2.2.1.2 Adequar el métode d’obtencid d’extensions cromosomiques d’1CP a odcits madurs

humans control descartats de programes de fecundacid in vitro (FIV).

2.2.1.3 Posar a punt la técnica de la FISH en 1CP d’odcits madurs humans.

2.2.2 Elaborar una série control d'oocits humans descartats de programes de FIV per
veure la complementarietat en parelles 1CP i la corresponent metafase Il mitjangant
FISH [art.2 vegeu I'apartat 4.7].

2.2.3 Analitzar citogenéticament oocits immadurs i zigots humans andmals que son

rutinariament descartats de cicles de FIV amb inseminacié convencional.

2.2.4 Aplicar clinicament el DGP-1CP en dones portadores de translocacions

equilibrades [art.2 vegeu 'apartat 4.7].
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3.1Material biologic

3.1.1 Oocits madurs d’hamster

Els oocits procedeixen de femelles adultes d’hamster daurat o Siri estabulat, espécie Mesocricetus
auratus. Les femelles tenen de dos a sis mesos d’edat i han nascut en una colonia establerta en el

Servei d’Estabulari de la Universitat Autonoma de Barcelona des de I'any 1984 a I'any 2001.

En el present treball s’han inclos 220 oocits madurs, en estadi de metafase Il (MIl), procedents de
quaranta-quatre femelles. Cada femella d’hamster estimulada amb hormones gonadotrofines produeix
una trentena d’odcits, no obstant aixd només s’han processat cinc oocits per femella per tal d’escurgar

els temps de manipulacid.

Taula M-1. Material bioldgic d'hamster.

Oocits madurs Cellules 1CP fixats
processades
220 165 [taula R-1]

1CP (primer corpuscle polar).

L’hamster ha constituit el material de partida per a la posada a punt del métode idoni de fixacié del

primer corpuscle polar (1CP).

S’han fixat adequadament un total de 165 dels 220 1CP processats [taules M-1 i R-1].

3.1.2 Oocits i zigots humans andmals descartats de programes de fecundacié in vitro
(FIV)

Els oocits humans descartats de programes de fecundacié in vitro (FIV) humana, abans o després de la
inseminacid, aixi com els zigots humans anomals també descartats d’aquests programes, han provingut

del laboratori de FIV del Instituto Navarro de Ginecologia, Pamplona.

El Comité Etic de la Universitat Autdnoma de Barcelona i el Comité Etic del centre de FIV han aprovat el

protocol per al present estudi.
En el present treball s’han inclos un total de 240 cél-lules entre oocits madurs en estadi d’'Mll, odcits

immadurs en estadi de metafase | (MI), oocits molt immadurs en estadi de vesicula germinal (VG) i

zigots anomals [taula M-2].
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Taula M-2. Material bioldgic huma analitzat descartat de programes de FIV.

Tipus de ceéllulai origen Céllules Cel-lules fixades
processades
Oocits no inseminats
Madurs (MIl) 3972 35 [taules R2 i R-3]
Immadurs (Ml'i VG) 18 18 [taula R-4]
57 53
Oocits descartats postinseminacié (FIV convencional)
Madurs (MIl) 50 41 [taula R-3]
Immadurs (Ml'i VG) 55 38 [taula R-4]
105 79
Zigots anomals descartats postinseminacié (FIV convencional)
78 49 [taula R-4]
240 181

FIV (fecundacié in vitro), MIl (metafase Il), Ml (metafase 1), VG (vesicula germinal).

218 oocits s'han destinat a la posada a punt del métode d'obtencié d'extensions cromosomiques d'1CP humans (taula R-
2) i 21 oocits s'han destinat a I'elaboracié d'una série d'odcits control fixant separadament la Ml de I'odcit i el
corresponent 1CP (taula R-3).

S’han processat cinquanta-set cél-lules corresponents a oocits madurs, immadurs i molt immadurs,
descartats després de I'eliminacio de les cél-lules del camul dels odcits de cicles de FIV-ICSI i abans de
la inseminacio; 105 cél-lules corresponents a oodcits madurs i immadurs descartats postinseminacié i
observacido morfologica de la fecundacié de cicles de FIV convencional; i setanta-vuit cél-lules
corresponents a zigots andmals també descartats postinseminacié i observacié morfoldgica de la

fecundacio de cicles de FIV convencional.

Dels cinquanta-set odcits no inseminats, s’han destinat divuit oocits madurs a la posada a punt del
meétode d’obtencié d’extensions cromosdmiques d’'1CP humans [taula R-2]; i s’han destinat vint-i-un
o0cits madurs a l'elaboracié d’'una série d’oocits control fixant separadament I'MIl de l'odcit i el
corresponent 1CP [taula R-3]. Els divuit odcits immadurs s’han processat per a la seva analisi

citogenética [taules R-4].
Dels 105 oocits descartats postinseminacié, s’han destinat els cinquanta odcits madurs a I'elaboracio
d’'una série d'odcits control fixant separadament I'MIlI de I'oocit i el corresponent 1CP [taula R-3]. Els

cinquanta-cinc odcits immadurs s’han processat per a la seva analisi citogenética [taula R-4].

[, finalment, tots els zigots andmals s’han processat per a la seva analisi citogenética [taula R-4].
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3.1.3 Aplicacio del diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I'analisi de primer
corpuscle polar (DGP-1CP) a casos clinics: dones portadores de translocacions

estructurals

Els estudis d’odcits procedents de pacients sotmeses a diagnostic genetic preimplantacional mitjancant
I'analisi de primer corpuscle polar (DGP-1CP) s’han realitzat en col-laboracié amb el Servei de Medicina
de la Reproduccié de [lInstitut Universitari Dexeus de Barcelona, el Servicio de Medicina de la
Reproduccion de la Fundacién Jiménez Diaz de Madrid, i el Servei de Medicina de la Reproduccié de

I’'Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.
En el present treball s’han estudiat nou casos clinics (deu cicles) de dones portadores de translocacions

i s’han processat noranta-un oocits madurs per a la seva analisi citogenética mitjangant I'estudi dels

corresponents 1CP [taula M-3].

Taula M-3. Odcits procedents de casos clinics (DGP-1CP).

Casos clinics estudiats . C(.)d.l L, Céllules 1CP fixats
d'identificacio processades

Translocacions robertsonianes

45,XX,der(14;21)(q10;910) Dx-1 (m) 15 11
45,XX,der(13;14)(q10;q10) Dx-3 (n) 4 4
45,XX,der(13;14)(q10;910) Dx-4 (p) 14 8
45,XX,der(13;14)(q10;910) FJD (q) 4 (dos cicles) 3
45,XX,der(13;14)(q10;910) Dx-5 (c) 12 8

49 34 [taula R-11 ai b]
Translocacions reciproques
46,XX,t(4;12)(922;q923) Dx-2 (H) 16 10
46,XX,t(1;18)(p34.3;912.3) HCP-1 (1) 10 6
46,XX,t(4;11)(931.1;g23) HCP-2 (J) 5 4
46,XX,(8;13)(q24.1;q22) HCP-3 (K) 11 9

42 29 [taula R-13]

91 63

1CP (primer corpuscle polar).
DGP-1CP (diagnostic genétic preimplantacional mitjangant I'analisi de I'1CP).
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3.2 Medis, enzims, reactius i solucions utilitzats en el material biologic

d’hamster

3.2.1 Medis i oli de parafina
— Medi base: Biggers-Whitten-Whittingham (BWW) (Biggers 1971)
— Recuperacio oocits: BWW; (BWW suplementat amb 0,3 % de albumina sérica humana,
Grifols)
— Oli de parafina (Sigma)

3.2.2 Enzims
— Hialuronidasa (Sigma) a I'0,1 % en medi BWW;,
— Tripsina (Sigma) a I'0,1 % en medi BWW;,

3.2.3 Reactius
— Acid acétic glacial (Panreac)
— Acid Tyrode (Sigma) a pH 2

3.2.4 Solucions

— Desengreixat i tractament previ del portaobjectes:
« Eter dietilic anestésic (Panreac) i etanol 96 % en proporcié 1:1.
* Trimetoxisila (Fluka) a I'0,1 % en aigua bidestil-lada.

— Hipotonica:
« Citrat trisddic dihidratat (Merck) a I'1,0 % en aigua bidestil-lada i filtrat (Millex GS 0,22
pm, Millipore)

— Fixadora: metanol i acid acetic glacial (3:1)

— Tinci6 uniforme: colorant i tampé Leishman (1:4) (Merck)
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3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.34
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Medis, enzims, reactius i solucions utilitzats en el material bioldogic d’huma

Medis i oli de parafina

— Tamponat: Gamete® (actualment G-MOPS®, Vitrolife)

— Cultiu: IVF® (actualment G-Fert®, Vitrolife)

— Oli de parafina G-Ovoil® (Vitrolife)

— Rentat per espermatozoides: Sperm Rinse®; actualment G-Sperm®, Vitrolife)

Enzims
— Tripsina (Dyfco) 30 mg / ml en PBS
— Hialuronidasa (Hyase®, Vitrolife)

— Pepsina (Dyfco) al 10 % en aigua bidestil-lada.

Reactius

— Acid Tyrode (Sigma) a pH 2

— Acid clorhidric (HCI) (Merck) 10 mM: 0,5 ml de HCI 1 M (100 ml de 37 % HCI fumant més 900
ml d’aigua bidestil-lada) en 49,5 ml d’aigua bidestil-lada.

Solucions
— Recuperacié espermatozoides mobils per gradient de densitat: Pure Sperm®, Nidacon
(actualment Sperm Grad®, Vitrolife) al 90 i 45 % en medi de rentat per espermatozoides.
— PVP (polivinilpirrolidina) (ICSI-100%, Vitrolife)
— Hipotonica: citrat trisodic dihidratat (Merck) al 0,5 % en aigua bidestil-lada i filtrat (Millex GS
0,22 ym, Millipore)
— Fixadora 1: etanol i acid acetic glacial en proporcié 1:1.
— Fixadora 2: metanol i acid acétic glacial en proporcio 1:1.
— Pepsina (Dyfco) 50 pg / ml en HCI 10 mM.
— Refixacié o post fixacio:
e 10 x PBS sense Ca2+ ni Mg2+: 80 g de NaCl, 25,08 g de Na,HPO, dihidratat, 2
g de KCl, i 1,5 g de KH,PO, dissolt en 1.000 ml d’aigua bidestil-lada. Posar a
l'autoclau i ajustar el pH a 7,2.
e 1 x PBS: diluci6 1/10 barrejant 100 ml de 10 x PBS i 900 ml d’aigua bidestil-lada
e MgCl, 50 mM / PBS: 2,5 ml de MgCl, 1 M (20,33 g de MgCl, i aigua bidestil-lada
fins a 100 ml i 47,5 ml de PBS.
e Formaldehid a I'1 % en 50 mM MgCl, / PBS: 2,5 ml de MgCl, 1M, 1,5 ml de
formaldehid i 46 ml de PBS.
e FEtanol al 70, 80 i 95 % en aigua bidestil-lada.
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- Rentat posthibridacio:

e 20 x SSC: 88 g de citrat trisddic dihidratat i 175 g de NaCl en 950 ml d’aigua
bidestil-lada. Ajustar a PH 5,5 i enrasar a 1.000 ml amb aigua bidestil-lada.

e 50 % formamida / 2 x SSC (3 banys): 75 ml de formamida, 15 ml de 20 x SSC i
60 ml d’aigua bidestil-lada. Ajustar a pH 7-7,5.

e 2 xSSC: 100 ml de 20xSSC i enrasar fins a 1.000 ml amb aigua bidestil-lada.

e 2 x SSC/0,1 % Tween 20: 100 ml de 20 x SSC, 1 ml de Tween 20 i 850 ml
d’aigua bidestil-lada. Ajustar el pH a 7-7,5 i enrasar a 1.000 ml amb aigua
bidestil-lada.
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3.4 Metode d’obtencidé d’extensions cromosomiques de I’LCP i de la metafase

Il (MIl) de I'oocit madur d’hamster

3.4.1 Obtenci6 d’oocits madurs d’hamster: estimulacié ovarica

Els odcits s’obtenen després d'una estimulacié hormonal de femelles d’hamster:

— Injeccié en el peritoneu de trenta-cinc a quaranta Ul/animal d’hormona gonadotrofina d’euga
gestant (PMSG, Sigma) el primer dia del cicle. L'accié d’aquesta hormona provoca la maduracio

sincronica d’'un nombre d’oocits elevat.

— Injeccio en el peritoneu de trenta-cinc a quaranta Ul/animal d’hormona gonadotrofina coridnica
humana (hCG, Lavet), entre cinquanta-vuit i seixanta hores més tard de la injecci6 de PMSG.

L’accio d’aquesta hormona aconsegueix la superovulacié dels odcits madurats.
3.4.2 Recuperaci6 d'oocits madurs d’hamster
Després de setze—disset hores de la injeccié de 'hCG, la femella s’anestesia amb éter etilic i se sacrifica
per dislocacié cervical. En aquest moment els odcits madurs superovulats es troben dins del cumul

situat a I'ampul-la de cada oviducte.

Es dissecciona I'ampul-la de cada oviducte i es posen en plaques de cultiu estérils (Nunc o similar) amb
medi BWW; [vegeu 'apartat 3.2] gasificat en una atmosfera de 37°C, 5 % CO,, i 95 % d’humitat.

Tots els passos seguents es fan sota control d’'un estereomicroscopi. ElI cumul s’obté introduint, amb

xeringa i agulla, un mil-lilitre del mateix medi en un extrem de I'ampul-la. Per pressié positiva el camul

s’expulsara per l'altre extrem [figura M-1].
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Figura M-1. (a): ovari d’hamster estimulat. (b): introduccié de medi en un extrem de la 'ampul-la de I'oviducte mitjangant una

xeringa amb agulla. (c) cumul fora de 'ampul-la [estereomicroscopi]

El camul conté els oocits madurs i després d’un tractament enzimatic amb hialuronidasa en medi BWW;
gasificat en una atmosfera de 37°C, 5 % CO, i 95 % d’humitat i cobert amb oli de parafina.
La durada del tractament és de dos minuts per tal que els odcits quedin lliures de les cel-lules que els

envolten [figura M-2].

Figura M-2. (a): odcit madur d’hamster dins del cumul. (b): després del tractament amb hialuronidasa. [microscopi invertit amb

optica de Nomarski 200x]
3.4.3 Aillament de I'LCP d’oo6cits madurs d’hamster
Cada odcit madur es tracta amb una solucié de tripsina en medi BWW; [vegeu l'apartat 3.2] gasificat en

una atmosfera de 37°C, 5 % CO, i 95 % d’humitat i cobert amb oli de parafina. La durada del tractament

és de dos minuts per tal de dissoldre la zona pel-licida (ZP) que envolta I'oocit [figura M-3].
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Figura M-3. (a): oocits madurs d’hamster sota I'efecte de la tripsina dissolent la ZP. (b): un oocit després del tractament amb

tripsina, en quée queden lliures '1CP i I'MIl de I'odcit [microscopi invertit amb optica de Nomarski 200x]

L’1CP i 'MII de l'oocit, lliures de la ZP, es recuperen amb I'ajut d’'una pipeta Pasteur estirada al foc.
Ambdues cél-lules es fixen per separat, cada una en el seu portaobjectes, emprant el métode
desenvolupat per nosaltres, descrit més endavant, per a la fixacié de I'1CP i una modificacié del métode

de Tarkowski (1966) per a la fixacio de I'MII de I'oocit.

Per aillar 'CP també s’ha aplicat una técnica de micromanipulacié sense eliminar totalment la ZP.
L’odcit es posa en un portaobjectes excavat amb medi BWW; [vegeu l'apartat 3.2] gasificat en una
atmosfera de 37°C, 5 % CO, i 95 % d’humitat i cobert amb oli de parafina. L’odcit madur subjectat amb
el micromanipulador es col-loca de manera que I'1CP quedi a la posicié equivalent a les tres de les
agulles del rellotge. El forat es realitza per dissolucioé local de la ZP amb una solucié d’acid Tyrode a pH
2. L’acid es lliura per una pipeta molt fina (< 10 ym de diametre intern) directament a la ZP que es vol

dissoldre [figura M-4].

Figura M-4. Biopsia d’1CP d’oocit madur d’hamster per dissolucié parcial de la ZP mitjangant I'aplicacié de solucié d’acid Tyrode.

[microscopi invertit amb optica de Nomarski 200x]. Vegeu 'annex 1 de l'apartat 7.
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3.4.4 Obtencio6 d’extensions cromosomiques d’1CP d’hamster

3.4.4.1 Tractament previ dels portaobjectes

Els portaobjectes amb banda mat i vores bisellades (Objekttrager, Menzel-Glaser) es desengreixen i,
una vegada secs, es banyen en una solucié de trimetoxisila [vegeu I'apartat 3.2]. Un cop assecat a l'aire

es retira I'excés de producte fregant amb un drap de cot6.

3.4.4.2 Tractament hipotonic i fixacio

Per al tractament hipotonic s’empra una solucié hipotonica consistent en citrat trisddic dihidratat [vegeu
'apartat 3.2]. Primerament se submergeix la cél-lula durant tres minuts en una cubeta amb solucio
hipotonica, després la cél-lula es passa a un portaobjectes encara envoltada de solucié hipotonica i es
manté en aquestes condicions durant dos minuts. Tots el passos es fan sempre sota control d’'un
estereomicroscopi a 50 augments. L’estereomicroscopi disposa de camp fosc i de camp clar (Leica) per

facilitar en tot moment la localitzacio de I'1CP.

Per a la fixacié s’empra una soluci6 fixadora consistent en acid acétic i etanol [vegeu I'apartat 3.2]. L’acid
actua eliminant proteines i fa que la membrana i el citoplasma desapareguin, mentre que I'alcohol fixa la
cromatina. L’'augment de la proporcié d’acid aceétic, respecte de la proporcié 1:3 de la classica solucio

fixadora de Carnoy, aconsegueix eliminar la membrana citoplasmatica de I'1CP més facilment.

La solucid fixadora s’aplica un cop ha passat el temps de tractament hipotonic, deixant-la lliscar molt
suaument sobre el portaobjectes amb I'ajut d’'una micropipeta automatica, i realitzant moviments suaus
en direccié a I'1CP, creant un flux continu en una sola direccié. L'1CP va quedant adherit mentre el
fixador va desplagant, de mica en mica, la solucié hipotonica que I'envolta. Quan I'{CP queda cobert
unicament de solucié fixadora, es repeteix la mateixa operacié per segona vegada. Posteriorment en
observar, en la zona que hi ha I'1CP, un puntejat, es deixa caure una ultima gota de solucio6 fixadora des
d’'una algada de set o vuit centimetres aproximadament, per tal d’augmentar I'extensié dels cromosomes
[figura M-5].
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Figura M-5. Esquema del metode d’aplicacié de la solucié fixadora sobre I'1CP envoltat de solucié hipotonica.

3.4.5 Extensions cromosomiques de I'MIl dels odcits d’hamster

L’MII de I'odcit es tracta amb una solucié hipotonica de citrat trisddic dihidratat a I'1,0 % [vegeu I'apartat
3.2] durant sis minuts, després es col-loca sobre un portaobjectes amb un volum minim de solucio
hipotonica. Llavors, amb I'ajut d’'una micropipeta automatica es tira gota a gota la solucio fixadora [vegeu
l'apartat 3.2], molt a poc a poc i sota control estereomicroscopic fins que la cél-lula desapareix,

eliminant-se el citoplasma i quedant els cromosomes fixats sobre els portaobjectes (Tarkowski 1966).

3.4.6 Observacio i analisi citogenética d’extensions cromosomiques: tincié uniforme

amb colorant Leishman

Les extensions cromosomiques obtingudes s’observen a microscopia de contrast de fases (microscopis
PROVIS-AX 70 i BX-60, Olympus, Técniques Médiques MAB) a 40 augments. A continuacio, les
extensions d’1CP d’hamster s’analitzen mitjangant la tincié uniforme amb colorant Leishman [vegeu
I'apartat 3.2] durant sis minuts, després els portaobjectes s’esbandeixen amb aigua corrent i s’assequen
a l'aire. Les extensions tenyides s’observen a microscopia de camp clar (Leitz Diaplan) amb I'objectiu de

100 augments [figura M-6].
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Figura M-6. Extensié cromosomica d’'una MIl d’1CP d’'oocit d’hamster tenyida amb colorant Leishman. [microscopi de camp clar

1000x]. Vegeu I'annex 1 de 'apartat 7.

Les extensions cromosomiques es microfotografien amb pel-licula de blanc i negre (Agfa Copex Rapid
AHU 50 ASA), o bé es capturen amb una estacié de captura digital i analisi d'imatges (Cytovision Ultra,
Applied Imaging, Regne Unit; Spectra Vysion, Izasa) acoblades a un microscopi PROVIS-AX 70 i BX-60
respectivament. Es fa una valoracié de la qualitat de les extensions dels complements cromosdmics

d’1CP i de la morfologia cromosomica, directament en el monitor o en el paper fotografic [figura M-7].

Figura M-7. Extensié cromosomica d’una MIl d’1CP d’hamster en paper fotografic, podem identificar per mida el cromosoma X (el

més gran) i el cromosoma 21 (el més petit). [fotografia microscopi de camp clar 1000xI]
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3.5 Metode d’obtencio6 d’oocits i zigots humans

3.5.1 Cicles de FIV humana

Els cicles de FIV humana es realitzen en centres de reproduccié assistida. La superovulacié de les
pacients es porta a terme amb una supressié de la hipofisi per un analeg de gonadotrofines en un
protocol llarg en associaci6 amb hormona gonadotrofina fol-liculostimulant (FSH) i hormona

gonadotrofina corionica humana (hCG) [figura M-8].

Follicle estimulat

Figura M-8. Imatge ecografica d’'un ovari huma sota I'efecte de 'hormona gonadotrofina fol-liculostimulant (FSH).

La recuperacio dels oocits envoltats de cél-lules del camul (complex cumul oofor, CCO) es fa per puncid
dels follicles amb una agulla per via transvaginal guiada per ecografia i aspiracio del liquid fol-licular
trenta-sis hores després de I'administracié de 'hormona hCG. La puncié fol-licular es fa en un quirodfan
sota sedacié i sota control ecografic via vaginal. El liquid fol-licular s’aspira per accié d’'una bomba de
buit i es recull en tubs estérils (Falcon). Els tubs es porten a una temperatura constant de 37°C cap al

laboratori d’embriologia.

3.5.2 Recuperaci6 d'oocits humans en cicles de FIV

Els tubs amb liquid fol-licular s’aboquen en plaques de cultiu estérils (Falcon o similar) i sota control d’'un
estereomicroscopi es localitzen els CCO [figura M-9], aquests es passen a plaques amb medi de cultiu
tamponat gasificat en una atmosfera de 37°C, 5 % CO, i 95 % d’humitat, cobert amb oli de parafina

[vegeu l'apartat 3.3].
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Figura M-9. (a): localitzacié dels CCO humans en els liquids fol-liculars sota control del estereomicroscopi. (b): CCO huma.

[microscopi invertit 200x]

3.5.3 Inseminaci6 d’oocits humans en cicles de FIV

3.5.3.1 Processat de la mostra de semen

Els espermatozoides habitualment s’obtenen de I'ejaculat obtingut per masturbacio el dia de la puncio
follicular. La mostra de semen ejaculat es processa per tal de seleccionar els espermatozoides amb
mobilitat progressiva rapida (tipus “a”; WHO 1999) mitjangant un gradient de densitat [vegeu I'apartat
3.3] seqguit d’'un rentat del precipitat, on es troben els espermatozoides seleccionats, en medi basic
equilibrat en una atmosfera de 37°C, 5 % CO, i 95 % (actualment 6 % CO,) [figura M-10].

Figura M-10. (a): preparacié del gradient de densitat. (b): mostra de semen en fresc. [microscopi invertit amb optica de Hoffman
400x]
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3.5.3.2 FIV per inseminaci6 convencional

Per realitzar la FIV per inseminacié convencional els CCO es col-loquen en plaques de quatre pous
(Nunc o similar) amb 0,5 ml de medi de cultiu cobert amb 0,3 ml d’oli de parafina [vegeu I'apartat 3.3]. A
cada pou s’hi afegeix una suspensié d’aproximadament 50.000 espermatozoides amb mobilitat
progressiva rapida (tipus “a”: WHO 1999). Els CCO inseminats es cultiven en una atmosfera de 37°C, 5
% CO,i 95 % (actualment 6 % CO,) [figura M-11].

Figura M-11. (a): incubador de cultiu. (b): CCO huma. (c): espermatozoides d’huma. [microscopi invertit amb optica de Hoffman
400x]

Al cap de setze—divuit hores de cultiu els oocits s’alliberen de les cél-lules del cimul que els envolten per

tractament mecanic amb una pipeta Pasteur estirada a la flama d’'un cremador tipus Bunsen.
3.5.3.3 Observacié morfologica de la fecundacié en cicles de FIV
Els oocits alliberats de les cél-lules del cumul s’observen a 200 augments amb un microscopi invertit

amb la platina a 37°C i optica de Hoffman, i es classifiquen segons els criteris especificats a la [taula M-
4].
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Taula M-4. Classificacié segons morfologia externa post valoracié de la fecundacié.

Tipus de céel-lula Pronucli Nucli Co';gtllasrcle
Zigots
Normal 2 _ 2
Andmals 1 _ 2

3 _ 102

4 _ 102
Odcits
Metafase Il _ _ 1
Metafase | _ _ _
Profase | (vesicula germinal) _ 1 _

Com a resultat d’'una fecundacioé normal s’observa la preséncia de dos corpuscles polars (1CP i 2CP) i
dos pronuclis (2PN) [figura M-12].

Figura M-12. Observacié morfologica de la fecundacié. a): fecundacié normal (zigot 2PN); b-d): no fecundacié i, e-f): fecundacié

andmala. [microscopi invertit amb optica de Hoffman i de Nomarski 400x]
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Les cél-lules descartades de programes de FIV les hem classificat en:

— o0cits madurs aparentment no fecundats: amb un 1CP i sense pronuclis ni nucli en profase |
(metafase Il, MIl) [figura M-12 a]

— o0cits aparentment immadurs i no fecundats: sense corpuscles ni pronuclis, i sense nucli en

profase | (metafase I, Ml) o amb nucli en profase | (vesicula germinal, VG) [figura M-12 b-c]

— zigots andmals: amb dos CP i un, dos, tres, quatre o fins i tot cinc pronuclis, i sense nucli en
profase | [figura M-12 e-f]

Alguns oocits immadurs (Ml i VG) s’han deixat en cultiu dotze hores en el mateix medi de cultiu per

poder assolir espontaniament la maduracié in vitro (MIV).
3.5.3.4 FIV amb microinjecci6 intracitoplasmatica d’'un espermatozoide (FIV-ICSI)
Els CCO es tracten amb hialuronidasa [vegeu I'apartat 3.3] per eliminar les cél-lules del cumul [figura M-

13] i poder fer la injeccio citoplasmatica de I'espermatozoide (intra cytoplasmic sperm injection, ICSI)
[figura M-15].

Figura M-13. (a): CCO huma. (b): el mateix oocit després del seu tractament amb hialuronidasa. [microscopi invertit amb optica de
Hoffman 400x]

La mostra de semen ja processada es dilueix a la concentracié adequada per procedir amb I'ICSI

(aproximadament 500.000 espermatozoides / ml) i s’afegeix a una gota de PVP [vegeu I'apartat 3.3] per

tal de reduir la mobilitat dels espermatozoides i poder-los agafar facilment amb la pipeta [figura M-14].
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Figura M-14. Preparacio de la placa d’ICSI amb PVP.

En els casos clinics, I'lCSI s’ha fet immediatament després de la puncié fol-licular i tractament dels CCO
amb hialuronidasa. D’aquesta manera es fa la biopsia d’1CP després de I'ICSIl. O bé, I'ICSI s’ha fet

després de la biopsia d’1CP, aproximadament cinc a sis hores després de la puncio fol-licular.

En qualsevol dels casos, I'ICSI es porta a terme mitjangant dos micromanipuladors (Narishige o similar)
acoblats a un microscopi invertit amb la platina a 37°C i optica de Hoffman. Els odcits es col-loquen en
gotes de medi tamponat cobertes amb oli de parafina. La ICSI es fa seguint el métode descrit 'any 1992
(Palermo i col'l. 1992) [figures M-15 i M-16].

Figura M-15. Microscopi invertit amb micromanipuladors i imatge que visualitza la inseminacié per ICSI d’un oocit madur huma a

400x. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]
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Figura M-16. Fases de I'ICSI: (a): recuperacié d'un espermatozoide amb la micropipeta d’ICSI. (b): subjeccié de I'odcit amb la
micropipeta Holding. (c): penetracié en el citoplasma. (d): descarrega de I'espermatozoide en el citoplasma. (e): retirada de la

micropipeta d’ICSI. [microscopi invertit amb optica de Hoffman 200x]

Els oodcits inseminats es col-loquen en plaques de quatre pous (Nunc o similar) amb medi de cultiu
cobert amb oli de mineral i es cultiven durant setze—divuit hores en una atmosfera de 37°C, 5 % CO, i
95 % (actualment 6 % CO,). L’'observacié morfologica de la fecundacié es visualitza al cap d’aquestes

hores després de la inseminacié.

En els casos clinics de DGP-1CP el métode de inseminacio aplicat sempre és I'ICSI ja que, en cas de
fer les biopsies prévies a I'ICS| aquesta és la técnica de inseminacid obligada per evitar la polispérmia,
ja que la ZP de l'oocit després de la bidpsia esta foradada, i en cas de fer la inseminacio abans de la

biopsia, amb I'lCSI| s’aconsegueix una major sincronia en la fecundacié atesa la rapidesa de la técnica.
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3.5.4 Aillament de I'1CP d’oocits madurs humans descartats de programes de FIV

3.5.4.1 Digestio enzimatica de la zona pel-licida

Cada oocit es passa per una solucié enzimatica de tripsina [vegeu I'apartat 3.3] durant tres minuts a fi de
dissoldre la zona pel-licida (ZP) que envolta I'o0cit, i aixi poder aillar '1CP d’igual manera que per als
1CP d’hamster. Ambdues cél-lules, 1CP i MIl de l'odcit es fixen per separat, cada una en el seu

portaobjectes.

Aquest sistema s’ha emprat exclusivament en oocits d’hamster i en oodcits humans descartats de

programes de FIV, en els quals 'estudi s’ha dirigit a la recerca basica.

3.5.4.2 Biopsia d'1CP per micromanipulacio

Per fer DGP-1CP va caldre emprar un metode de bidopsia d’1CP per tal que I'odcit no perdés la seva

capacitat fecundant.

Per realitzar la biopsia cada oocit madur es posa en una gota de medi tamponat coberta amb oli de
parafina [vegeu l'apartat 3.3] en una placa a 37°C colllocada sobre la platina també a 37°C d'un
microscopi invertit amb dos micromanipuladors. L’odcit se subjecta amb una pipeta sostenidora de
manera que I'CP quedi a la posicié equivalent a les dotze o tres de les agulles del rellotge dependent

del métode de bidpsia que s’apliqui.
Els metodes alternatius es diferencien en la manera de fer el forat a la ZP per on s’extreu I'1CP (métode

fisic mecanic o fisic) i la manera en qué s’extreu I'1CP (aspiracio, extrusié o desplagament mitjangant un

flux de medi).
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3.5.4.21 Métode fisic

S’aplica una adaptacié del métode per 1CP préviament descrit 'any 1998 (Montag i col-l. 1998, 2004).
Es treballa amb un microscopi invertit a 400 augments amb un equip de dos micromanipuladors. L’odcit
s’orienta deixant '1CP a les tres horaries. El forat es fa per accié local d’'un laser de monocontacte
d’1,48 um (Fertilase; Medical Technologies, Montreal, Suissa) acoblat al microscopi invertit. El laser
desintegra la ZP de I'oocit [figura M-17]. El gruix de la ZP es mesura per determinar el temps d’exposicio

al laser segons la mida del forat que es desitja.
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Figura M-17. (a): esquema del métode fisic de biopsia d’1CP mitjangant I's de laser. (b): aspecte de la ZP després del tractament.

[microscopi invertit amb optica de contrast de fases 400x]
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35422 Métode mecanic

S’aplica una adaptacié del métode préviament descrit I'any 1999 (Cieslak i coll. 1999). Es treballa amb

un microscopi invertit a 400 augments amb un equip de dos micromanipuladors. L’oocit s’orienta deixant
I'"MCP que quedi a la posicidé equivalent a les dotze de les agulles del rellotge. Amb un agulla (PZD,
Humagen) es punxa la ZP per la dreta de '1CP, es passa per sobre d'aquest i es fa sortir per I'esquerra
de I'1CP, sense malmetre'l. Aleshores es deixa anar I'odcit de la pipeta sostenidora i es col-loca per sota
seu, i es frega la ZP enganxada a 'agulla amb la pipeta sostenidora. Es friccionen ambdues pipetes
entre elles fins que, per friccid, la ZP s’acaba seccionant i queda un tall pel qual es pot extreure '1CP
[figura M-18]. Es pot fer un segon tall perpendicular a I'anterior per facilitar I'entrada de la pipeta de
bidpsia.
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Figura M-18. (a): esquema del metode mecanic de biopsia d’1CP mitjancant friccié. (b): imatges del métode de bidpsia [microscopi
invertit amb optica de Nomarski 400x]
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3.5423 Métode quimic
S’aplica una adaptacié del métode préviament descrit 'any 1990 (Cohen i col-l. 1990) perd adaptat a

oocits. Es treballa amb un microscopi invertit a 400 augments amb un equip de dos micromanipuladors.
L’oocit s’orienta de manera que I'1CP quedi a la posicié equivalent a les tres de les agulles del rellotge.
El forat es fa per dissolucié local de la ZP amb una solucié d’acid Tyrode a pH 2. L’acid s’allibera per una
pipeta molt fina (< 10 yum de diametre intern) directament en el punt de la ZP que es vol dissoldre [figura
M-19].

B— 0 =
I ‘

Figura M-19. Esquema del métode quimic de biopsia d’1CP mitjangant la dissolucié parcial de la ZP amb solucié d’acid Tyrode a

400x.

Un cop fet el forat, el procés per extreure la bidpsia fora de la zona pel-lucida es pot fer per tres métodes

diferents (Egozcue i col'l. 2006):

3.54.24 Aspiracié
De lluny és el métode més utilitzat. La biopsia s’aspira dins d'una pipeta de bidopsia amb un diametre

intern de 20—30 um, controlada per un micromanipulador.
3.5.4.25 Extrusié

Aquest métode, menys utilitzat que l'aspiracid, consisteix a pressionar I'oocit utilitzant una pipeta

controlada per un micromanipulador per tal d’empényer I'1CP a través del forat de la ZP.
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3.5.4.2.6 Desplacament mitjancant un flux de medi

Aquest meétode, poc utilitzat, consisteix a introduir, a través del forat de la ZP i utilitzant una pipeta
controlada amb un micromanipulador, un flux de medi a I'espai perivitel-li per crear una pressi6 positiva

que empeny I'1CP cap a fora a través del mateix forat.

3.5.5 Obtencid d’extensions cromosomiques d’'1CP, oocits i zigots humans

3.5.5.1 Extensions cromosomiques d'1CP huma

L’1CP un cop aillat és immediatament fixat segons la técnica detallada anteriorment. Inicialment s’ha fet
servir el mateix hipotonic i fixador que per a les extensions d’'1CP d’hamster perd més endavant s’ha
canviat la proporcid de citrat trisodic dihidratat, de I'1,0 % en aigua bidestil-lada al 0,5 %. També s’ha
canviat la solucié fixadora d’etanol i acid acetic en proporcié 1:1 s’ha passat a metanol i acid acétic

també en proporcié 1:1.

3.5.5.2 Extensions d’o0cits i zigots humans

Els odcits i zigots humans es fixen de la mateixa manera que els oocits d’hamster [vegeu I'apartat 3.4.5].
3.5.5.3 Observacié i captura d’extensions cromosomiques humanes

Després del procés de fixacié d’oocits i zigots, I'extensié cromosodmica o de nucli obtinguda s’observa a
microscopia de contrast de fases (microscopi PROVIS-AX 70, Olympus, Técniques Médiques MAB) a 40
augments, es captura amb una estacio de captura digital i analisi de imatges (Cytovision Ultra, Applied

Imaging, Regne Unit; o Spectra Vysion, Vysis, lzasa) [figura M-20], finalment es guarda en un

congelador a —20°C fins que es processa per a l'analisi citogenética.
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Figura M-20. Extensi6 d’'MIl d’1CP huma. [microscopi de contrast de fases 400x, imatge digital]
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3.5.6 Analisi citogenetica d’hibridacié in situ fluorescent (fluorescent in situ

hybridization, FISH) i observacié microscopica

La tecnica citogenética molecular d’hibridacié in situ fluorescent (FISH) s’ha portat a terme amb sondes
marcades directament amb fluorocroms (Vysis). El protocol de FISH utilitzat és el proposat per la casa
comercial, lleugerament modificat. Abans d’aplicar les sondes es fa un tractament previ del
portaobjectes amb pepsina a 37°C de mig minut a cinc minuts, rentat a temperatura ambient amb aigua
bidestil-lada i assecat a I'aire. Després s’aplica una gota de solucié fixadora recent preparada (metanol i
acid acétic en proporcié 3:1). Seguidament els portaobjectes s’observen a microscopia de contrast de
fases per veure si queden restes de membrana citoplasmatica. Una vegada es tenen les extensions ben
netes, els portaobjectes es tracten amb MgCl, durant cinc minuts, es refixen amb formaldehid a I'1,0 %
durant deu minuts, es renten amb PBS durant cinc minuts i es deshidraten amb etanol al 70, 80 i 95 %,

cinc minuts cadascun, per tal de preservar millor la morfologia dels cromosomes.

Atés que hi ha una cel-lula fixada per portaobjectes (excepte en extensions de limfocits), en comptes
d’utilitzar 10 pl de mescla de FISH per portaobjectes amb un cobreobjectes de 20 x 20 mm, es fa servir,
per cada portaobjectes, d’'un a dos pl de mescla amb un cobreobjectes de 5 x 5 mm. Els cobreobjectes
se segellen amb cola. La desnaturalitzacié de la sonda i el material cromosomic es fa de forma conjunta
colllocant les preparacions en una placa a 72°C durant cinc minuts (Hybraid; OmniGene, lzasa). La
hibridacié es fa en cambra humida en una estufa a 37°C. Un cop finalitzada la hibridacio, s’enretira la
cola i les preparacions se sotmeten al rentat posthibridacié seguint el protocol de la casa comercial amb
lleus modificacions. Es fa un rentat llarg en tres banys de formamida 50 % a 46°C durant 10 minuts
cadascun, un rentat en un bany 2 x SSC a 46°C durant deu minuts, i un ultim rentat en un bany de 2 x
SSC /0,1 % Tween 20 durant cinc minuts [vegeu I'apartat 3.3]. Després les preparacions es tenyeixen
amb un colorant de fons (25 % DAPI Il Vysis i 75 % Vectashield Vector).

En determinats casos es fa una segona ronda de FISH. El DAPI s’elimina submergint la preparacio en
detergent Tween 20 al 0,1 % en 2 x SSC a temperatura ambient i en agitacid constant durant cinc
minuts, es deshidrata en etanol al 70, 80 i 95 %, cinc minuts cadascun i s’asseca a I'aire. Després es fa

una altra vegada la refixacié abans de procedir a la hibridacio.

Per als odcits no fecundats, majoritariament s’ha aplicat la sonda per al satél-lit alfa del cromosoma X
(CEP X Spectrum green, Vysis) i la sonda de locus especifica per al cromosoma 21 (LS| 21 Spectrum
orange, Vysis) en una FISH doble. També s’ha aplicat la sonda triple especifica per al cromosoma 15
(SNRPN/CEP15/PML Spectrum orange/green/orange, Vysis) o sondes per a cromosomes sencers

(Vysis i Cambio). En canvi, per determinar la ploidia dels zigots 1PN i > 2PN, s’ha aplicat una sonda
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doble per al satel-lit alfa del cromosoma X (Spectrum green, Vysis) i per al satél-lit lll del cromosoma Y
(Spectrum orange, Vysis), combinada amb la sonda per al satel-lit alfa del cromosoma 18 (Spectrum

aqua, Vysis).

En els casos clinics s’han aplicat sondes especifiques per a cada cas. S’han aplicat fins a quatre sondes
en dues rondes de FISH. L’estratégia de diagnodstic seguida en cada cas es detallara més endavant

[vegeu l'apartat 3.6.3].

L’observacié es fa amb un microscopi d’epifluorescencia Olympus PROVIS-AX70. Per I'excitacio dels
fluorocroms s’utilitza una bombeta de mercuri de 100 W. Els filtres (Olympus) que permeten excitar i

captar la llum emesa per als fluorocroms utilitzats sén :

e U-MNIBA per captar emissions verdes (Spectrum green, longitud d’'ona d’excitacié 497 nm i
longitud d’ona d’emissié 524 nm).

e U-MWIY per captar emissions vermelles (Spectrum orange, longitud d’ona d’excitacié 592 nm i
longitud d’ona d’emissié 612 nm).

e U-MNU per captar emissions blaves (DAPI, longitud d’'ona d’excitacié6 367 i longitud d’'ona
d’emissio 445 nm).

e Aqua per captar emissio blava especifica del fluorocrom Aqua, (longitud d’ona d’excitacié 433

nm i longitud d’ona d’emissi6 480 nm).
Després de l'analisi directa, les extensions hibridades es capturen i s’analitzen amb una estacié de

captura digital i analisi d’imatges (Cytovision Ultra, Applied Imaging, Regne Unit) acoblada al microscopi
[figura M-21].
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1cp
L) Ml

23 cromosomes amb dues cromatides 23 cromosomes amb dues cromatides

Figura M-21. Complements cromosomics complementaris d’'1CP (a) i de oodcit MIl (b) humans, hibridats amb una sonda
centromerica per al cromosoma X (verd) i una sonda de locus especifica per al cromosoma 21 (vermell). [microscopi de

fluorescéncia 1000x]

3.6 Diagnostic genétic preimplantacional mitjancant |'analisi de primer
corpuscle polar (DGP-1CP) aplicat a casos clinics: dones portadores de

translocacions robertsonianes i reciproques

3.6.1 Protocol d’actuacio

El protocol d’actuacioé per a un possible cas clinic requereix seguir les etapes seglents:

3.6.1.1 Etapa A: parelles candidates

Des dels centres de reproduccié assistida col-laboradors, Servei de Medicina de la Reproduccié de
I'Institut Universitari Dexeus de Barcelona, Servicio de Medicina de la Reproduccién de la Fundacion
Jiménez Diaz de Madrid i Servei de Medicina de la Reproduccié de I'Hospital Clinic i Provincial de

Barcelona; s’informa les parelles candidates, en les quals la dona és portadora d’una reorganitzacié

cromosomica equilibrada i ’'home presenta un cariotip normal de I'existéncia del métode DGP-1CP.
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3.6.1.2 Etapa B: estudi d’informativitat

Una vegada la parella candidata s’inclou en un programa de DGP-1CP, es confirma el cariotip dels dos
membres de la parella i es fa un estudi previ d’informativitat. L'estudi d’'informativitat es fa sobre un cultiu
de limfocits del portador de la translocacié (en aquest cas, la dona) i serveix per determinar si la
reorganitzacié cromosomica és caracteritzable amb les sondes a priori escollides. S’estudien les
caracteristiques morfoldgiques de les marques de FISH de les sondes escollides per comprovar que
permeten diferenciar els cromosomes normals dels derivatius en limfocits de la dona portadora i en
extensions cromosomiques d’1CP d’odcits control, obtingudes en el centre col-laborador mateix. Es pot
donar el cas que la disponibilitat de sondes actual no permeti diferenciar els cromosomes normals o

equilibrats dels desequilibrats, no sent possible la caracteritzacié d’'una reorganitzacié en concret.

3.6.1.3 Etapa C: obtenci6 d’'oocits

Es tracta d’obtenir els oodcits que seran objecte d’estudi. Cal que es faci I'obtencié dels odcits in vitro
mitjancant técniques de reproduccié assistida malgrat que la parella no presenti a priori cap tipus
d’anomalia que impedeixi procrear de manera natural. Un cop signat el consentiment informat, la dona
se sotmet a la estimulacié hormonal. El dia de la puncié fol-licular es procedeix al rentat de la mostra de
semen i al tractament enzimatic dels CCO recuperats. Aquest mateix dia es fa la biopsia dels 1CP dels
o0cits madurs seguint el metode de biopsia seleccionat anteriorment pel centre col-laborador on es
realitza el cas: Servei de Medicina de la Reproduccié de I'Institut Universitari Dexeus de Barcelona
(métode fisic, laser), Servicio de Medicina de la Reproduccién de la Fundacién Jiménez Diaz de Madrid
(meétode mecanic, agulla) i Servei de Medicina de la Reproduccié de I'Hospital Clinic i Provincial de

Barcelona (métode quimic, acid Tyrode).

Préviament també es decideix el moment de realitzacié de I'ICSI, abans o després de la bidopsia d’'1CP:
en els primers casos I'ICSI es va fer després de la biopsia de I'1CP, i posteriorment es va fer I'ICSI
abans de la biopsia. A mesura que es van inseminant i biopsiant els oocits, un a un, aquests son

convenientment codificats i seguidament introduits a I'incubador.
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3.6.1.4 Etapa D: biopsiai analisi de les cél-lules

Immediatament després de la biopsia es procedeix al fractament hipotonic, de fixacié i analisi
citogenética de cada 1CP, segons les técniques detallades anteriorment. EI nombre de rondes de la

FISH ha estat una o dues, dependent de la reorganitzacié estudiada i segons les sondes escollides.

3.6.1.5 Etapa E: inseminacio d’'oocits

Els odcits s'inseminen per la técnica d'/CS/, aquesta es pot fer abans o després de la bidpsia d’1CP.
L’'observacié morfologica de la fecundacio es fa al cap de setze—divuit hores de la inseminacié. Els
zigots 2PN es mantenen dins l'incubador fins que son diagnosticats els corresponents 1CP. En el cas
que d’algun odcit fecundat (zigot 2PN) no es disposés de diagnostic de I'1CP, ja sigui per pérdua en el
moment del tractament hipotonic, fixacid 0 mancancga de resultat de la FISH, en D + 3 es procedeix a la

bidpsia d’un o dos blastdomers de I'embrio resultant i s’analitzen citogenéticament per FISH.

3.6.1.6 Etapa F: transferéncia embrionaria

Un cop es té el resultat citogenétic de cada 1CP, s’informa a la parella a través del centre col-laborador.
Els embrions resultants d’'oocits normals o equilibrats per als cromosomes estudiats soén
citogenéticament aptes per ser transferits. No obstant aixd, també cal una valoracié morfoldgica
d’'aquests per estimar-ne la viabilitat. Segons la llei de reproduccié actual (Llei 14/2006) es poden

transferir com a maxim tres embrions.

3.6.1.7 Etapa G: analisi de cél-lules descartades del cicle de DGP-1CP

Es procedeix també a I'analisi citogenética per a FISH dels odcits immadurs no inseminats, oocits
madurs no fecundats, zigots andmals (1PN, > 2PN i 2PN aturats) i embrions diagnosticats

desequilibrats, per tal de donar un diagnostic global de tots els oocits recuperats en la puncié fol-licular.

S’empren les mateixes sondes fluorescents que per a I'analisi citogenética dels 1CP.
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3.6.2 Translocacions equilibrades estudiades

En col-laboracié amb el Servei de Medicina de la Reproduccio de I'Institut Universitari Dexeus (Dx) s’ha
fet I'aplicacié del DGP-1CP a una dona portadora d’'una translocacio reciproca i quatre dones portadores

d’una translocacio robertsoniana.

Dx-1 (m): 45,XX,der(14;21)(q10;q10)
Dx-2 (H): 45,XX,1(4;12)(922;923)

Dx-3 (n): 45,XX,der(13;14)(q10;910)
Dx-4 (p): 45,XX,der(13;14)(q10;910)
Dx-5 (r): 45,XX,der(13;14)(q10;910)

En collaboracié amb el Servicio de Medicina de la Reproduccién de la Fundacién Jiménez Diaz (FJD)

s’ha fet I'aplicacié del DGP-1CP a una dona portadora d’una translocacié robertsoniana.

FJD-1 (q): 45,XX,der(13;14)(g10;910) [dos cicles]

En col-laboracié amb el Servei de Medicina de la Reproduccié de I'Hospital Clinic i Provincial de

Barcelona (HCP) s’ha aplicat el DGP-1CP a tres dones portadores d’'una translocacio reciproca.

HCP-1 (1): 46,XX,1(1;18)(p34.3;912.3)
HCP-2 (J):  46,XX,t(4;11)(g31.1;g23)
HCP-3 (K):  46,XX,t(8;13)(q24.1;q22)

3.6.3 Estrategia de diagnostic aplicada a cada cas clinic estudiat

La FISH s’ha aplicat amb diferents rondes segons de les caracteristiques de cada reorganitzacié
cromosomica. En la majoria dels casos, la primera, —o Unica—, ronda s’ha dut a terme utilitzant la
combinacié adequada de sondes centromeériques, telomeériques i/o locus especifiques, i una segona
ronda utilitzant sondes de cromosomes sencers [taula M-5]. D’aquesta manera, habitualment es poden

diagnosticar tots els 1CP fixats, encara que no presentin una bona morfologia cromosomica o extensio.
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Taula M-5. Cariotip d'ambddés membres de la parella i sondes aplicades.

Cas Dona Home Sonda 1 Cr Color Sonda 2 Cr Color Sonda 3 Cr Color Sonda 4 Cr Color
Cas Dx-1(m) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) 46,XY Pintat 14 Verd Pintat 21 Vermell np np np np np np
Cas Dx-3 (n) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telomer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell
Cas Dx-4 (p) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telomer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell
Cas FJD-1 (q) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telomer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell
Cas Dx-5 (r) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 46,XY Locus 13 Verd Telomer q 14 Vermell Pintat 13 Verd Pintat 14 Vermell
Cas Dx-2 (H) 46,XX,t(4;12)(922;q23) 46,XY Pintat 4 Vermell Pintat 12 Verd np np np np np np
Cas HCP-1 (I) 46,XX,t(1;18)(p34.3;912.3) 46,XY Telomer q 18 Vermell Centromer 18 Blau Pintat 1 Vermell Pintat 18 Verd
Cas HCP-2 (J) 46,XX,t(4;11)(q31.1;923) 46,XY Centromer 4 Verd Pintat 11 Verd Telomer q 4 Vermell Centromer 1 Blau
Cas HCP-3 (K) 46,XX,(8;13)(q24.1;922) 46,XY Pintat 8 Vermell Locus 13 Verd Telomer q 8 Vermell Pintat 13 Verd

Cr (cromosoma), np (no procedeix).

En algun cas ha calgut diagnosticar de I'embrié resultant d’algun oocit; aleshores es fa una biopsia de
blastomer en D + 3.

3.6.3.1 Dona amb cariotip 45,XX,der(14;21)(q10;q10)

S’ha fet una unica ronda de FISH aplicant les sondes de cromosoma sencer per al cromosoma 14 (WCP

14 Spectrum orange) i per al cromosoma 21 (WCP 21 Spectrum green) [figura M-22].

WCP 14

WCP 21

14 21 der 14/21
@)

Figura M-22. Representacioé grafica de la translocacié robertsoniana 45,XX,der(14;21)(q10;910). (a) sonda de cromosoma sencer
(WCP) per al cromosoma 14 i per al cromosoma 21. (b): hibridacid amb les sondes aplicades sobre una extensié cromosomica de

limfocit de la pacient. [microscopi de fluorescencia 1000x]
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3.6.3.2 Dona amb cariotip 45,XX,der(13;14)(q10;q10)

S’han estudiat quatre casos de dones portadores duna translocacid robertsoniana
45,XX,der(13;14)(q10;q10). En tots quatre casos s’ha aplicat una primera ronda de FISH amb una sonda
locus especifica per al cromosoma 13 (LSl 13 Spectrum green, Vysis) i una sonda telomérica per al
cromosoma 14 (TelVysion 14q Spectrum orange, Vysis). En determinats casos s’ha fet una segona
ronda de FISH amb una sonda de cromosoma sencer especifica per al cromosoma 13 (WCP 13

Spectrum green, Vysis) i per al cromosoma 14 (WCP 14 Spectrum orange, Vysis) [figura M-23].

LS| 13 WCP 13
TelVysion WCP 14
14q .

13 14 der 13/14

13 14 der 13/14
@ (b)

laronda FISH 2aronda FISH

Figura M-23. Representacié grafica de la translocacié robertsoniana 46,XX,der(13;14)(q10;910). (a): sonda de locus especifica
LSI) per al cromosoma 13 i sonda de teldomer q (TelVysion q) per al cromosoma 14. (b): sonda de cromosoma sencer per al
cromosoma 13 i per al cromosoma 14. (c): hibridaci6 amb les sondes de cromosoma sencer aplicades sobre una extensio

cromosomica de limfocit d‘'una pacient portadora d’aquesta translocacio robertsoniana. [microscopi de fluorescéncia 1000x]

L’1CP normal o equilibrat a la primera ronda tindra dues marques verdes corresponents a les dues
cromatides del cromosoma 13 i dues marques vermelles corresponents a les dues cromatides del

cromosoma 14. Els 1CP desequilibrats tindran més o menys marques de cada cromosoma. A la segona

88 Material i metodes



ronda podrem distingir els dominis de cada cromosoma encara que la morfologia cromosdmica no

estigui ben preservada.
3.6.3.3 Dona amb cariotip 46,XX,t(4;12)(g22;923)

S’ha aplicat una primera ronda de FISH amb sondes centromériques per al cromosoma 4 (CEP 4
Spectrum orange, Vysis) i per al cromosoma 12 (CEP 12 Spectrum green, Vysis). També s’ha aplicat
una segona ronda de FISH amb sondes de cromosoma sencer per al cromosoma 4 (WCP 4 Spectrum

orange) i per al cromosoma 12 (WCP 12 Spectrum green) [figura M-24].

1 W

CEP 12 || LI " wep 12

4 1 der4  der12 4 1 der4 der12
(@) (b)
laronda FISH 2aronda FISH

Figura M-24. Representacié grafica de la translocacié reciproca 46,XX,t(4;12)(q22;923). (a): sonda centromérica (CEP) per al
cromosoma 4 i per al cromosoma 12. (b): sonda de cromosoma sencer (WCP) per al cromosoma 4 i per al cromosoma 12. (c):
hibridaci6 amb les sondes de cromosoma sencer sobre una extensidé cromosomica de limfocit de la pacient. [microscopi de

fluorescencia 1000x]
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M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d'oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I’analisi de primer corpuscle polar

3.6.3.4 Dona amb cariotip 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3)

S’ha aplicat una primera ronda de FISH amb la sonda telomérica per al cromosoma 18 (TelVysion 18q
Spectrum orange, Vysis) i la sonda centromérica per al cromosoma 18 (CEP 18 Spectrum aqua, Vysis).
S’ha aplicat una segona ronda de FISH amb les sondes de cromosoma sencer per al cromosoma 1
(WCP 1 Spectrum orange, Vysis) i per al cromosoma 18 (WCP 18 Spectrum green, Vysis) [figura M-25].

CEP 18

TelVysion 18q

laronda FISH

2aronda FISH

Figura M-25. Representacié grafica de la translocacié reciproca 46,XX,t(1;18)(p34.3;912.3). (a): sonda telomeérica q (TelVysion q)
per al cromosoma 18 i la sonda centromerica (CEP) per al mateix cromosoma. (b): sonda de cromosoma sencer (WCP) per al
cromosoma 1 i per al cromosoma 18. (c): composicié amb totes les sondes aplicades.
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3.6.3.5 Dona amb cariotip 46,XX,t(4;11)(q31.1;q23)

També s’han fet dues rondes de FISH. A la primera s’han aplicat la sonda centromérica per al

cromosoma 4 (CEP 4 Spectrum green, Vysis) i la sonda teldmerica per al mateix cromosoma (TelVysion

14q Spectrum orange, Vysis). A la segona s’han aplicat les sondes per al cromosoma 11, centromérica

(CEP 11 Spectrum aqua, Vysis) i de cromosoma sencer (WCP 11 Spectrum green, Vysis). En aquest

cas marquem cada cromosoma en una ronda diferent. El resultat final només el podrem veure en una

imatge composta per les marques de totes dues hibridacions. A la imatge composta la marca del

cromosoma 11 s’ha pintat de groc per poder distingir el centromer del cromosoma 4 que és del mateix

color [figura M-26].

CEP 4

TelVysion
4q

@)

der 4 der 11

laronda FISH

CEP 11

WCP 11

(b)
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(©)
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Figura M-26. Representacio grafica de la translocacié reciproca 46,XX,t(4;11)(q31.1;923) amb extensions de limfocits. (a): sonda

centromerica (CEP) per al cromosoma 4 i sonda telomérica q (TelVysion q) per al mateix cromosoma. (b): sonda CEP per al

cromosoma 11 i sonda de cromosoma sencer (WCP) per al mateix cromosoma. (c): composicié amb totes les sondes aplicades.
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M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d'oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I’analisi de primer corpuscle polar

3.6.3.6 Dona amb cariotip 46,XX,t(8;13)(q24.1;922)

També s’han fet dues rondes de FISH. A la primera s’han aplicat la sonda de cromosoma sencer per al
cromosoma 8 (WCP 8 Spectrum orange, Vysis) i la sonda locus especifica per al cromosoma 13 (LS| 13
Spectrum green, Vysis). A la segona ronda s’han aplicat la sonda telomérica per al cromosoma 8
(TelVysion 8q Spectrum orange, Vysis) i la sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 13 (WCP 13
Spectrum green, Vysis). A la imatge composta la marca del cromosoma 8 s’ha pintat de groc per poder
distingir el telomer del cromosoma 8 que és del mateix color, també s’ha pintat la marca locus especifica
del cromosoma 13, en aquest cas amb blau [figura M-27].

laronda FISH

Tel Vysion
8q

WCP 13

2aronda FISH

Figura M-27. Representacié grafica de la translocacio reciproca 46,XX,t(8;13)(q24.1;922). (a): sonda de cromosoma sencer (WCP)
per al cromosoma 8 i sonda locus especifica (LSI) per al cromosoma 13. (b): sonda telomeérica g (TelVysion q) per al cromosoma 8
i sonda r WCP per al cromosoma 13. (c): composicié amb totes les sondes aplicades.
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M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d'oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I’analisi de primer corpuscle polar

3.6.4 Biopsia de blastomer per micromanipulacio

En els casos clinics en els quals s’ha fet biopsia d’'embrions en D + 3, aquesta s’ha portat a terme
seguint el mateix métode de micromanipulacié utilitzat per fer la biopsia d1CP en D + 0. AD + 3 els
embrions habitualment tenen entre sis i vuit cél-lules de les quals s’han biopsiat una o dues. Els
blastdmers escollits per ser biopsiats sén els que presenten un nucli ben definit. De igual manera que
per als oocits, cada embrié es posa en una gota de medi tamponat coberta amb oli de parafina [vegeu
I'apartat 3.3] en una placa a 37°C col-locada sobre la platina també a 37°C d’un microscopi invertit amb
dos micromanipuladors. L’'embri6é se subjecta amb una pipeta sostenidora de manera que el blastdmer
que volem biopsiar quedi a la posicié equivalent a les dotze o tres de les agulles del rellotge dependent
del metode de biopsia que s’apliqui. Un cop fet el forat, I'1CP s’aspira amb una pipeta de bidpsia amb un
diametre intern de 30—40 ym [figura M-28].

Figura M-28. (a): imatge de I'entrada de la pipeta de biopsia dins de I'embrié. (b-c): aspiracié del blastomer dins de la pipeta de
bidpsia. (d): el blastomer biopsiat s'expulsa a la mateixa gota on es troba I'embrié. El nucli del blastdmer es veu clarament.

[microscopi invertit amb optica de Hoffman 400x]
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3.6.5 Analisi estadistica de la segregacid6 preferent segons la freqliéncia de

recombinacio

S’ha intentat determinar si hi ha una relacié entre la preséncia de punts calents de recombinacié en el
segments intersticials de les translocacions reciproques publicades en les quals s’han diagnosticats
almenys nou oocits, i el tipus de segregacié observada. S’han inclos en aquest estudi cinc cariotips
femenins: 46,XX,t(11;16)(g21;922) (Munné i col-l. 1998a), 46,XX,t(5;8)(p13;923) (Pierce i coll. 1998),
46,XX,1(6;21)(q13;922.3) (Conn i col-l. 1999), 46,XX,t(11;16)(q21;922) (Willadsen i col-l. 1999) i un cas
inclos en el present treball:46,XX,t(4;12)(q22;q23) [art.2 vegeu l'apartat 4.7] [taula M-6].

Taula M-6. Cariotips femenins analitzats per comparar la segregacié observada i la freqiiéncia de quiasmes.

Cariotip de ladona Cel-lules

46 XX H(AB) Tipus de cél-lula diagnosticades Referéncia bibliografica
46,XX,t(11;16)(q21;q22) 1CP, BL 17 Munné i col-l. (1998a)
46,XX,(5;8)(p13;p23) Bl 9 Pierce i col'l. (1998)
46,XX,(6;21)(q13;q22.3) BL 9 Conn i col'l. (1999)
46,XX,t(11;16)(q21;922) 1CP, BL 10 Willadsen i coll. (1999)
46,XX,t(4;12)(922;923) 1CP 11 art.2 (vegeu l'apartat 4.7)

1CP ( primer corpuscle polar), BL (blastomer).

Com que a la bibliografia no hi ha dades sobre les freqiiéncies de recombinacié per cariotips femenins,
hem utilitzat les dades publicades I'any 1985 per Laurie i Hultén (Laurie i Hultén 1985a i b) en cariotips
masculins en metafase |. Les dades serien valides tenint en compte que les Uniques regions en les quals
’home té una més elevada freqiéncia de recombinacié que la dona sén les regions terminals
telomeriques (Ledbetter 2000). S’ha aplicat el test de correlaci6 de Pearson a la freqiéncia de no-
disjuncié de cromosomes homolegs en cada translocacio i la freqliéncia de quiasmes en els segments

intersticials (Laurie i Hultén 1985a i b) per veure si hi ha una correlacié estadisticament significativa.

S’ha fet una comparacio entre el tipus de segregacio observada en oo0cits 0 embrions d’aquestes dones
portadores de translocacions reciproques, la freqiéncia d’'un o més quiasmes intersticials a cada brag
implicat en la reorganitzacié i la frequéncia de no-disjuncié de cromosomes homolegs implicats en la

reorganitzacio.
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Els resultats dels objectius concrets 2.1.1, 2.1.2 i 2.1.4 [vegeu l'apartat 2.2], han estat presentats i
publicats a les revistes Human Reproduction i Human Reproduction Update, recollides en el Journal

Citation Reports® Category Name: Reproductive Biology [vegeu els apartats 4.6 i 4.7].

En aquesta memoria s’ha optat per redactar detalladament tots els resultats obtinguts ja que hi ha una
part que no han estat objecte de publicacio (resultats de I'objectiu 2.1.3). Aquests resultats no publicats
inclouen, a més de I'estudi citogenétic fet a material biologic desestimat de cicles de FIV [vegeu I'apartat
4 4], els resultats de tres casos clinics de diagnostic genétic preimplantacional fets amb posterioritat a

les publicacions referides anteriorment.
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4.1Resultats metodologics

4.1.1 Obtencié d’extensions cromosomiques de primer corpuscle polar (1CP) d’oocits

d’hamster: caracteritzacié morfologica [vegeu I'apartat 4.6 art.1]

En el present treball s’ha desenvolupat un procediment idoni per a I'obtencid6 de complements
cromosomics de primer corpuscle polar (1CP) fixats individualment sobre portaobjectes. La posada a
punt del métode d’obtencié d’extensions cromosdomiques d’1CP s’ha desenvolupat en oocits madurs
d’hamster Mesocricetus auratus com a model animal. El procediment s’ha descrit anteriorment i ha estat
motiu d’'una publicacié [vegeu I'apartat 4.6 art.1].

S’han processat un total de 220 odcits madurs d’hamster dels quals s’han aillat i fixat amb éxit 165 1CP

mentre que els trenta-cinc restants s’han perdut durant el tractament hipotonic o la fixacio.

En aquest treball s’han identificat, per primera vegada, caracteristiques morfologiques diferencials entre
els cromosomes de I'CP i els de la corresponent metafase Il (Mll), ligades a I'estadi cel-lular meiotic.
Aquesta valoracid6 s’ha fet en material cromosomic tenyit amb colorant Leishman i observat a
microscopia de camp clar. En 105 de 165 (63,6 %) complements cromosomics d’1CP els cromosomes
presenten una morfologia cromosdmica molt similar a la dels cromosomes de I'MII dels odcits [figura R-1
i taula R-1].

Figura R-1. Extensié cromosomica d’un complement euploide d’1CP d’hamster tenyida amb colorant Leishman. [microscopi de

camp clar 1000x]

99 Resultats



M.Durban

Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d’oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I'analisi de primer corpuscle polar

Taula R-1. Caracteristiques dels complements cromosomics d'1CP d'oocits madurs d'hamster.

Morfologia cromosomica d'1CP 1CP (%) Euploides (%) Aneuploides (%)
Preservada 105 (63,6) 100 (95,2) 5(4,8)
No preservada 60 (36,4) NA NA

165 [taula M-1]

1CP (primer corpuscle polar), NA (no analitzable).

Ambdos complements cromosomics presenten vint-i-dos cromosomes amb dues cromatides germanes

separades (n 22, N 44) excepte en la regid del centromer. Perd mentre que els cromosomes del

complement cromosomic de 'oocit Il solen tenir un aspecte ondulat i una forma forga definida [figura R-

2], els cromosomes de I'1CP mostren un aspecte desorganitzat caracteristic, i mostren un contorn poc
definit [figura R-3].

Figura R-2. Extensi6é cromosdmica d’'un complement euploide d’oocit || d’hamster tenyida amb colorant Leishman. [microscopi de

camp clar 1000x]
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Figura R-3. Extensié cromosomica d’'un complement euploide d’1CP d’hamster tenyida amb colorant Leishman i microfotografiada

amb pel-licula blanc i negre. [microscopi de camp clar 1000x]

Els 60 (36,4 %) 1CP restants presenten una morfologia cromosdmica no preservada, que recorda, una

vegada estés en el portaobjectes, una falsa aparenga de nucli interfasic [taula R-1 i figura R-4].

Figura R-4. Extensié6 d'1CP d’hamster sense amb morfologia cromosomica no preservada i tenyida amb colorant Leishman.

[microscopi de camp clar 1000x]
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4.1.2 Obtenci6 d’extensions cromosomiques d'ICP d’oocits madurs humans
descartats de programes de fecundacio in vitro (FIV): caracteritzacido morfoldgica

[art .1 vegeu l'apartat 4.6]

S’ha adequat el métode d’aillament d’1CP d’oodcits madurs d’hamsters a 1CP d’oocits madurs humans,
modificant la solucié enzimatica de tripsina usada i augmentant-ne fins a trenta vegades la concentracio.

La zona pel-ldcida (ZP) humana no es dissolia en la solucié enzimatica usada per oocits d’hamster.

Aixi mateix, s’ha adequat el tractament hipotonic i la fixacié d’'1CP d’hamsters per a 1CP humans i s’han
posat a punt dos métodes fisics d’aillament d’aquestes cél-lules per micromanipulacio: fisic (laser) i
mecanic (PZD).

S’ha evidenciat la necessitat i I'oportunitat de fer una analisi de les extensions cromosomiques a
microscopia de contrast de fases préviament a I'aplicacié de la técnica d’hibridacié in situ fluorescent
(fluorescent in situ hybridization, FISH) amb sondes especifiques, ja que els cromosomes d’1CP s’inflen

molt durant el procés de la FISH i perden definicié del seu contorn [figura R-5].
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Figura R-5. (a): extensié cromosomica d’'un complement euploide d’1CP huma [microscopi de contrast de fases 400x]. (b): la
mateixa extensié hibridada amb una sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 11 (vermell). [microscopi de fluorescéncia
1000x]

Per a la l'aplicaci6 de la FISH al nostre material s’ha adaptat el protocol proposat per la casa comercial, i
s’han aconseguit resultats satisfactoris. Abans de la FISH s’ha fet un tractament amb una soluci6 de
pepsina a les extensions cromosomiques fixades que tenien restes de membrana citoplasmatica, i s’ha
aconseguit aixi millorar substancialment el resultat de la hibridacié. Aixi mateix, s’ha fet una refixacio del
material amb formaldehid amb la qual cosa s’ha pogut preservar millor la morfologia cromosomica

meiodtica. Finalment, s’ha reduit el volum de mescla de FISH aplicada aixi com la mida del
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cobreobjectes, ja que hem fixat una cél-lula per portaobjectes i hem aconseguit d’aquesta manera un
estalvi econdmic sense reduccié en la qualitat de la FISH.

S’ha evidenciat que en les extensions cromosomiques d’1CP, fins i tot quan aquestes presenten un grau
baix de preservacié de la morfologia cromosomica, es poden aplicar, a més de les sondes puntuals
locus especifiques i centromeériques [figura R-6], també les sondes de cromosoma sencer, ja que no es

tracta de material cromosomic en interfase.

Figura R-6. Extensié6 d’'un complement d’1CP huma amb aparenga de nucli interfasic hibridada amb una sonda de cromosoma
locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromérica per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescéncia
1000x]

S’han destinat a la posada a punt del métode d’obtencié d’extensions cromosdmiques en 1CP humans,
un total de 18 odcits madurs no inseminats (frescos) descartats de cicles de FIV-ICSI [taula M-2] dels
quals 17 (94,4 %) s’han fixat amb éxit. Respecte a la morfologia cromosomica, en 16 dels 17 (94,1 %)
complements cromosomics d’1CP, els cromosomes presenten una morfologia cromosdmica molt similar

a la dels cromosomes de I'MII dels odcits [figura R-7 i taula R-2].

Figura R-7. Extensié cromosomica d’'un complement euploide d’1CP huma hibridada amb la sonda locus especifica per al

cromosoma 21 (vermell) i la sonda centromerica per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescéncia 1000x]
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Taula R-2. Caracteristiques dels complements cromosomics d'1CP d'odcits madurs humans no inseminats descartats de
programes de FIV.

Morfologia cromosomica d'1CP Cél-lules Cel-lules fixades 1CP vs morfologia Aneuploidia global
9 processades (%) cromosomica (%) (%)
Preservada np np 16 (94,1) 0,0
No preservada np np 1(5,8) 1de1
18 [taula M-2] 17 (94,4) 17 (100,0) 1(5,9)

FIV (fecundacié in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), np (no procedeix).

En aquests casos, ambdés complements cromosomics (1CP i MIl) presenten vint-i-tres cromosomes
amb dues cromatides germanes (n 23, N 46) separades, excepte en la regié del centromer, i amb

morfologia molt similar a 'observada en 'hamster.

Mentre que els cromosomes del complement de I'odcit |l solen tenir un aspecte ondulat i una forma forga
definida, els cromosomes de I'1CP mostren un aspecte desorganitzat caracteristic, ja que mostren un

contorn poc definit i solen ser més curts que els cromosomes de I'oocit en Ml [figura R-8].

Figura R-8. (a): extensié cromosomica d’'un complement euploide d’odcit 1| huma hibridada amb una sonda dual locus especifica
per al cromosoma 22 (verd-vermell) i amb sondes de cromosoma sencer per als cromosomes 13 (verd) i 14 (vermell). (b): extensié

cromosomica d’'un complement euploide d’1CP huma hibridada amb les mateixes sondes. [microscopi de fluorescencia 1000x]

El restant 1CP (5,9 %) presenta una morfologia cromosomica no preservada i mostra una falsa

aparenca de nucli interfasic [figura R-9].
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Figura R-9. Extensié d’'un complement aneuploide (-ct 21) d’'1CP huma que presenta una falsa aparenca de nucli interfasic i
hibridada amb una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromeérica per al cromosoma X (verd).

[microscopi de fluorescéncia 1000x]

4.2 Analisi de la complementarietat cromosomica de I’1CP i la corresponent Mll

en oocits madurs humans descartats de programes de FIV [vegeu 'apartat 4.7
art.2]

D’una banda, s’han processat odcits madurs no inseminats descartats de cicles de FIV-ICSI (oocits
frescos): vint-i-un oocits procedents de deu dones entre 30 i 35 anys (mitjana d’edat, 32,1 anys). |,
d’altra banda, s’han processat oocits madurs descartats després de la inseminacié per FIV convencional
(oocits envellits): cinquanta odcits procedents de trenta-cinc dones entre 29 i 37 anys (mitjana d’edat,
33,5 anys) [taula M-2].

Taula R-3. Série control per determinar I'eficiencia del métode de FISH en odcits humans madurs no inseminats descartats de programes de
FIV: resultats citogenétics.

Tipus de céldula i origen Cel-lules Cel-lules fixades  Concordanga Aneuploidia
processades (%) 1CP-MII (%) global (%)
Odcits no inseminats (frescos) 21 18 (85,7) 18 (100,0) 0,0
Oodcits descartats postinseminacié FIV convencional (envellits) 50 41 (82,0) 39 (95,1) 2(5,1)
71 [taula M-2] 59 (83,0) 57 (96,6) 2(3,5)

FISH (hibridacié in situ fluorescent), FIV (fecundacié in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), MIl (metafase ).

S’han fixat adequadament divuit dels vint-i-un (85,7 %) oocits no inseminats i quaranta-un dels cinquanta

(82,0 %) dels oocits descartats postinseminacio [taula R-3].

S’ha observat morfologia cromosomica preservada en 15 (83,3 %) dels 1CP corresponents a les divuit

parelles d’oocits no inseminats, mentre que en els odcits descartats postinseminacio, unicament s’ha
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observat morfologia cromosomica preservada en sis (14,6 %) dels 1CP de les quaranta-una parelles.
Divuit de divuit (100,0 %) parelles 1CP-MIl procedents d’odcits no inseminats (frescos) analitzades han

mostrat resultats de la FISH concordants per als cromosomes X i 21 i totes eren euploides [figura R-10].

Figura R-10. (a): extensié del complement cromosomic euploide de I'MII de I'oocit hibridada amb les mateixes sondes. [microscopi
de fluorescencia 1000x]. (b): extensié cromosomica d’un complement euploide d’1CP huma hibridada amb una sonda locus

especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromeérica per al cromosoma X (verd).

Les parelles 1CP-MII procedents d’oocits envellits han mostrat resultats de la FISH concordants per als
cromosomes X i21 enel 951 % iel 5,1 % (dos de trenta-nou) dels odcits eren aneuploides [taula R-3].
En un cas, 'MCP presentava un guany del cromosoma 21 i la corresponent MIl una pérdua del
cromosoma 21 (1CP +cr 21 i I'MIl corresponent —cr 21) consequéncia d’una no-disjuncié dels
cromosomes 21. En laltre cas I'1CP presentava una pérdua d’una cromatide del cromosoma 21 i la
corresponent MIl un guany d’una cromatide del cromosoma 21 (1CP —ct 21 i 'MII corresponent +ct 21)

consequéncia d’una separacio preco¢ de les cromatides germanes del cromosoma 21 [figura R-11].

Figura R-11. (a): extensié del complement cromosomic —ct 21 de I'MIl de I'oocit hibridada amb les mateixes sondes. (b): extensié
d’un complement cromosomic +ct 21 d’1CP huma hibridada amb una sonda de locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i

una sonda centromérica per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescéncia 1000x]
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4.3 Obtencié d’extensions d’oo0cits immadurs i zigots humans anomals

descartats de programes de FIV

S’han analitzat un total 151 odcits immadurs i zigots andmals. S’han inclds: divuit oocits immadurs no
inseminats descartats de cicles de FIV-ICSI, cinquanta-cinc odcits aparentment immadurs descartats
postinseminacié de cicles de FIV convencional i setanta-vuit zigots anomals descartats postinseminacio
de cicles de FIV convencional [taula M-2]. Tots ells s’han processat per a I'analisi citogenética i s’ha fixat
adequadament 105 de 151 (69,5 %) cel-lules: divuit de divuit (100,0 %) oocits immadurs no inseminats,
trenta-vuit de cinquanta-cinc (69,0 %) odcits aparentment immadurs descartats postinseminacié per FIV

convencional i quaranta-nou de setanta-vuit (62,8 %) zigots andomals [taula R-4].

Taula R-4. Oocits immadurs (Ml i VG) i zigots humans descartats de programes de FIV.

Tipus de cél-lulai origen proccegilaejes Cel-lules fixades (%)
Oocits no inseminats (grup i) 18 18 (100,0)
Oocits descartats postinseminacié FIV convencional (grup i) 55 38 (69,0)
Zigots anomals descartats postinseminacié FIV convencional (grup ii) 78 49 (62,8)

151 [taula M-2] 105 (69,5) [taula R-5]

FIV (fecundacié in vitro), MI (metafase I), VG (vesicula germinal).

S’han classificat les cél-lules en dos grups, segons I'estadi morfoldgic que presentaven abans de ser
fixades:

Grup i) Odcits aparentment immadurs (no CP)

Grup ii) Zigots anomals.

4.4Analisi d’anomalies cromosomiques numeérigues en oo0cits i zigots humans

anomals descartats de programes de FIV

S’ha obtingut la diagnosi citogenética en noranta-set de 105 (92,4 %) cel-lules fixades [taula R-5]. Els
cromosomes analitzats varien en cada grup i estan detallats a cada apartat [vegeu els apartats 4.4.1 i
4.4.2].
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Taula R-5. Classificacié de les cél-lules anomales fixades descartades de programes de FIV.

Grups Tipus de célllula  Posats a MIV Cél-lules fixades Cel-lules diagnosticades (%)

Grup i: oocits aparentment immadurs

No inseminats MI No 9 8 (88,8)
VG Si 6 6 (100,0)
Mi Si 3 3(100,0)
18 17 (94,4)
Aparentment no fecundats
Mi No 30 27 (90,0)
VG Si 2 2(100,0)
Mi Si 6 5(83,3)
38 34 (89,5)
56 51 (91,1) [taula R-6]
Grup ii: zigots anomals
>2PN No 20 17 (85,0)
1PN No 18 18 (100,0)
2PN aturat No 11 11 (100,0)
49 46 (93,8) [taula R-8]
105 [taula R-4] 97 (92,4)

FIV (fecundacié in vitro), MIV (cultiu in vitro per madurar), Ml (metafase ), VG (vesicula germinal), PN (pronucli).

Alguns oocits immadurs es van deixar en el mateix medi de cultiu unes quantes hores més i van assolir
espontaniament I'estadi d’MIl in vitro (MIV). No es va posar cap suplement hormonal en el medi de cultiu

per tal de promoure la maduracio.

4.4.1 Ococits humans aparentment immadurs descartats de programes de FIV (grup i)

Aquest grup I'han format cinquanta-sis oocits humans aparentment immadurs fixats per fer-ne I'analisi
citogenética [taula R-5]. Aquests odcits corresponen a: nou oocits immadurs no inseminats, préviament
tractats amb hialuronidasa i considerats en estadi de MI; nou odcits aparentment immadurs no
inseminats, préviament tractats amb hialuronidasa, considerats en estadi de Ml i que tot i mantenir-los
dotze hores en cultiu no havien assolit I'estadi d’'Mll (sis VGs i tres MIs); trenta oodcits aparentment
immadurs, en estadi de MI, i aparentment no fecundats per inseminacié convencional; i vuit odcits
aparentment immadurs i que posteriorment a la inseminacié convencional no havien assolit I'estadi d’'MlI
(dues VGs i sis Mls).

Aquests odcits s’han analitzat citogenéticament amb FISH dual per als cromosomes X i 21; amb FISH
dual per als cromosomes 11 i 15; amb FISH simple per al cromosoma 11; o amb FISH simple per al
cromosoma 22. S’han diagnosticat un total de 51 de les 56 (91,1 %) cél-lules incloses en aquest grup.

L’éxit de diagnostic ha oscil-lat entre el 83,3 % i el 100,0 %.
Globalment, el 25,4 % de les cél-lules han estat euploides. S’han observat aneuploidies, tant per a

alguns cromosomes del complement, com aneuploidies que afectaven el nombre de complements

cromosOmics present en l'oocit. Mostrem a continuacié els resultats de [lanalisi citogenética
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corresponent als diferents tipus de ceéllules incloses en aquest grup [taula R-6] i es detallen a

continuacié separadament per a cada tipus d’odcit.

Taula R-6. Resultats citogenétics dels oocits humans aparentment immadurs descartats de programes de FIV (grup i).

Complements aneuploides ° (%)
Tipus Posats a Ceél-lules
d'oocit i diagnosticades Euploides (%) ; Aneuploides (%) Un complement Dos complements "
. MIV S . Aneuplodies de cromosoma
origen (%) diploide de haploides de .
o0 bivalent
cromosomes Mil cromosomes Mil
No inseminats
Mi No 8(88,8) 4 (50,0) 4 (50,0) _ _ 2 céllules 24 bivalents (?)
1 cél-lula univalent 21
1 cél-lula -bivalent 21
VG Si 6 (100,0) 4 (66,7) 2(33,3) 1 cél-lula (nucli PI) _ 1 cél-lula -cr 11 15 (nucli)
Mi Si 3 (100) 1(33,3) 2(66,7) 2 céllules _ _
17 (94,4) 9 (52,9) 8(47,1)"° 3(37,5) 5 (62,5)
Aparentment no fecundats
Mi No 27 (90,0) 3(11,1) 24 (89,0) 13 céllules (54,2) 9 cel'lules (37,5) 1 céllula -bivalent 21
1 cél'lula 25 bivalents (?)
VG Si 2(100,0) 0,0 2(100,0) _ 2 céllules _
Mi Si 5(83,3) 1(20,0) 4 (80,0) 3 céllules 1 cél'lula _
34 (89,5) 4(11,8) 30(88,2) ° 16 (53,3) 12 (40,0) 2(6,7)
51(91,1)
[taula R-5] 13 (25,4) 38 (74,6) 19 (50,0) 12 (31,6) 7(18,4)

FIV (fecundaci6 in vitro), MIV (cultiu in vitro per madurar), Ml (metafase ), VG (vesicula germinal), PI (profase 1), cr (cromosoma).
(?) (bivalent/s desconegut/s). * cromosomes analitzats (X i 21), (11 15)i (11 22).
® Prova exacte de Fisher p < 0,0215 (significatiu si p < 0,05).

4.4.1.1 Oocits humans no inseminats, aparentment immadurs, no posats a madurar in vitro (MIV)

Quatre de vuit (50,0 %) oodcits aparentment immadurs no inseminats eren euploides i presentaven un
complement cromosomic en estadi de MI. Els quatre restants eren aneuploides: dos oodcits mostraven un
complement cromosomic hiperploide en estadi de Ml amb un guany de bivalent que no corresponia ni al
cromosoma X, ni al cromosoma 21 analitzats; un oocit mostrava un complement cromosomic hipoploide
en estadi de Ml amb un univalent 21; i, finalment, un odcit amb un complement cromosomic en estadi de

MI nul-lisomic per al cromosoma 21 [taula R-6].

4.4.1.2 Oocits humans no inseminats, aparentment immadurs i posats a MIV, pero que no havien

assolit espontaniament I'estadi d’Mil|

Dels sis oocits inicialment en estadi de VG, quatre (66,7 %) presentaven un complement cromosomic
euploide en estadi de MI, i dos odcits eren aneuploides: un mostrava un complement cromosomic
diploide amb morfologia de cromosomes en estadi de Ml i I'altre va presentar un complement en estadi
de profase | (PI), hipoploide per als cromosomes 11 i 15. D’altra banda, un dels tres (33,3 %) odcits
aparentment en estadi de MI presentava un complement cromosomic euploide en estadi de M, i els
altres dos (66,6 %) eren aneuploides ambdos mostraven un complement cromosomic diploide amb

morfologia de cromosomes en estadi d’MlI [taula R-6].
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En els casos descrits de complement cromosomic diploide amb morfologia de cromosomes en estadi
d’'MIl, s’observen quaranta-sis cromosomes amb la morfologia tipica d’'un complement cromosdmic Ml
haploide [figura R-12]; no obstant aixd, quan s’observen dos complements cromosdmics haploides, la
morfologia dels cromosomes en MIl d’'un dels complements és més desorganitzada de forma molt

semblant a I'aparenca dels cromosomes de I'1CP [figura R-13].

(@)

Figura R-12. (a): extensié cromosomica d’'un complement diploide de metafase Il humana [microscopi de contrast de fases 400x].
La morfologia cromosomica d’ambdoés complements és encara molt similar. (b): la mateixa extensié cromosomica hibridada amb
una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) i una sonda centromérica per al cromosoma X (verd) [microscopi de

fluorescencia 1000x]
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Figura R-13. (a): extensié cromosomica de dos complements cromosomics humans de metafase Il procedents d’'una cél-lula amb
citocinesi anomala [microscopi de contrast de fases 400x]. La morfologia cromosomica d’'ambdds complements ja és molt diferent.
(b): la mateixa extensié cromosdmica hibridada amb una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell) [microscopi de

fluorescencia 1000x]

4.4.1.3 Oocits humans aparentment no fecundats i immadurs, no posats a MIV

Unicament un 11,0 % (tres de vint-i-set) dels odcits aparentment immadurs i no fecundats eren
euploides [taula R-6]. Respecte els complements aneuploides (89,0 %), en tretze oocits hem observat
una dotacié cromosdmica diploide i la morfologia dels cromosomes corresponia a I'estadi MIl; en nou
oocits hem observat dues dotacions cromosomiques haploides i la morfologia dels cromosomes
corresponia a l'estadi d’'Mll; i, finalment, hem observat dos oocits amb aneuploidia de cromosoma
bivalent en estadi de MI (un odcit nul-lisomic per al cromosoma bivalent 21 i I'altre odcit era hiperploide
amb dos cromosomes bivalents de més pero cap d’ells no corresponia a cap dels cromosomes X i 21

analitzats) [figura R-14].
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Figura R-14. (a): extensié cromosomica d’'un complement euploide huma de metafase | [microscopi contrast de fases 400x]. (b): la
mateixa extensié hibridada amb una sonda locus especifica per al cromosoma 21 (vermell), una sonda centromeérica per al

cromosoma X (verd) i una sonda de cromosoma sencer per al cromosoma 4 (vermell) [microscopi de fluorescencia 1000x]

4.4.1.4 Oocits humans aparentment no fecundats i immadurs, posats a MIV, perd que no havien

assolit espontaniament I'estadi d’MlI

Els dos (100,0 %) odcits aparentment immadurs, no fecundats i inicialment en estadi de VG eren
aneuploides i presentaven dos complements cromosomics haploides en estadi d’'MIl. D’altra banda,
unicament un dels cinc (20,0 %) oocits aparentment en estadi d’'MI va presentar un complement
cromosomic en estadi d’'MI. La resta, quatre de cinc (80,0 %) eren aneuploides: tres de quatre (75,0 %)
presentaven un unic complement cromosomic diploide amb morfologia de cromosomes en estadi d'MlI, i
I'odcit restant presentava dos complements cromosomics haploides amb morfologia de cromosomes en
estadi d’MlI [taula R-6].
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4.4.2 Zigots humans andOmals descartats de programes de FIV (grup ii)
S’han processat setanta-vuit zigots humans andmals descartats de programes de FIV postinseminacio
amb FIV convencional [taula M-2] i s’han fixat adequadament quaranta-nou (62,8 %) de les cél-lules

[taula R-7], corresponents a:

a) Vint zigots amb més de dos pronuclis (> 2PN) descartats de cicles de FIV en el moment de

I'observacié morfologica de la fecundacio, setze—divuit hores després de la inseminacié convencional.
En concret, s’han fixat disset zigots amb tres pronuclis (3PN), dos zigots amb quatre pronuclis (4PN) i un
zigot amb cinc pronuclis (5PN).

b) Divuit zigots amb un sol pronucli (1PN) descartats de cicles de FIV en el moment de I'observacié

morfoldgica de la fecundacié, setze—divuit hores després de la inseminacié convencional.

c¢) | finalment, onze zigots amb dos pronuclis (2PN aturats) que no havien dividit 24 hores després de

I'observacié morfoldgica de la fecundacio.

Taula R-7. Classificacié dels zigots fixats (grup ii)
descartats de programes de FIV.

Tipus de zigot Cel-lules
fixades

> 2PN 20

1PN 18

2PN 11

49 [taula M-2]
FIV (fecundacié in vitro), PN (pronucli).

Taula R-8. Ploidia dels zigots fixats descartats de programes de FIV.

N Cél-lules Tipus de ploidia (%)
) . Cél-lules . .
Tipus de zigot ) diagnosticades
fixades (%) Haploidia Diploidia Triploidia Tetraploidia Pentaploidia
> 2PN
3PN 17 14 (100,0) _ _ 14 (100,0) _ _
4PN 2 2 (100,0) _ _ _ 2(100,0) _
5PN 1 1(100,0) _ _ _ _ 1(100,0)
20 17 (85,0) _ _ 14 (82,3) 2(11,7) 1(5,8)

1PN 18 18 (100,0) 2 (11,1) 16 (88,9) _ _ _
2PN aturats 11 11 (100,0) _ 11 (100,0) _ _ _

49 [taula R-5] 46 (93,8) 2 27 14 2 1

FIV (fecundacié in vitro), PN (pronucli).

La ploidia d’aquests zigots s’ha determinat aplicant la FISH amb sondes d’ADN centromeéric per als
cromosomes X, Y i 18. S’ha establert la ploidia en quaranta-sis dels quaranta-nou (93,8 %) zigots [taula
R-8]:

113 Resultats



a) En disset de vint (85,0 %) zigots > 2PN: catorze zigots 3PN, dos zigots 4PN i un zigot 5PN.

b) En divuit de divuit (100,0 %) zigots 1PN.

c¢) En onze d’onze (100,0 %) zigots 2PN.

Els resultats citogenétics dels quaranta-sis zigots diagnosticats estan inclosos a la taula R-9:

Taula R-9. Resultats citogenetics dels zigots humans diagnosticats (grup ii) descartats de programes de FIV.

ADN-CEN
TIZL;SO?e Complement (freqiiéncia) No replicat Replicat Zigot aturat
CrX, Y, X-Yil8 Cr Xilo 18
3PN X18;Y18;Y18 1(7,1) 1 _ Abans de FS
XY18; XY18 ; XY18 1(7,1) 1 _ Abans de FS
X18; X18; X18 7 (50,0) 7 _ Abans de FS
XX1818 ; XX1818 ; XX1818 1(7,1) _ 1 Després de FS
X18; X18;Y18 4 (28,7) 4 _ Abans de FS
14 13 1
4PN X18; X18; X18 ; X18 1(50,0) 1 _ Abans de FS
X18;X18;Y18;Y18 1 (50,0) 1 _ Abans de FS
2 2 B
5PN X18; X18; X18; X18 ;Y18 1 1 _ Abans de FS
1 1 _
1PN X18 2(11,0) B B
Xx1818 10°(55,6) _ - Abans de FS
XY1818 4(22,2) 4 B Abans de FS
XX18181818 1(5,6) _ 1 Abans de FS
XXY1818 1(5,6) 1 _ FS primerenca
18 5 1
2PN X18 ; X18 4°(36,4) 4 _ Abans de FS
XX1818 ; XX1818 4(36,4) _ 4 Després de FS
XX1818 ;Y1818 1(9,1) _ 1 FS primerenca PN masculi
XX1818 ; XY1818 1(9,1) _ 1 FS primerenca PN masculi
XY18;Y18 1(9,1) 1 B Abans de FS
11 5 6
46 26 8

FIV (fecundaci¢ in vitro), ADN-CEN (ADN centroméric), Cr (cromosoma), FS (1a fase S mitotica), PN (pronucli).
? una primera metafase mitotica i una primera anafase mitotica.
® una primera anafase mitotica.

4.4.2.1 Zigots humans > 2PN

Com hem mencionat anteriorment, els zigots anomals s’han analitzat amb sondes d'ADN centroméric

per als cromosomes X, Y i 18.
Les marques molt juntes, a una distancia menor al diametre d’'un senyal, s’han considerat equivalents a
un cromosoma replicat mentre que les marques separades, a una distancia superior al diametre d’'un

senyal, s’han considerat corresponents a dos cromosomes diferents.
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Segons el nombre de senyals per a centromer dels cromosomes analitzats, es pot inferir I'estadi del cicle
cel-lular en el qual estava el zigot en el moment de ser fixat, és a dir, abans o després de la 1a fase S
mitotica [figura I-8] [taula R-9]:

— Els zigots estan aturats abans de la 1a fase S, és a dir, abans que hi hagi hagut la sintesi d’ADN
o replicacio de la cromatina, quan el cromosoma o cromosomes analitzat/s presenta/en només una

marca i, per tant, hi ha un sol centromer.

— Els zigots estan aturats després de la 1a fase S, és a dir, després que hi hagi tingut la replicacio,
quan el cromosoma o cromosomes analitzat/s presenta/en dues marques per cada centromer i la
distancia entre les marques d’'un mateix cromosoma és inferior al diametre d’'una marca de

centromer, de manera que no permet pensar en I'existéncia de dos cromosomes independents.

44211 Zigots humans 3PN

Els catorze zigots 3PN diagnosticats eren ftriploides [taula R-8] i sis d’ells mostraven almenys un
cromosoma Y: un zigot X18 ; Y18 ; Y18, un zigot XY18 ; XY18 ; XY18 i quatre zigots X18 ; X18 ; Y18 (4)
[taula R-9].

Un total de tretze dels catorze (92,8 %) zigots 3PN estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle

cel-lular. L’altre zigot 3PN estava aturat després de la 1a fase S mitdtica [taula R-9].

Tres de catorze (21,4 %) zigots 3PN, a més de tres pronuclis, contenien un espermatozoide que
mostrava el seu pronucli amb una condensacié cromosomica prematura (sperm premature chromosome

condensation, SPCC) que no va mostrar senyals de FISH.

44212 Zigots humans 4PN

Els dos zigots 4PN eren tetraploides [taula R-8], un mostrava quatre cromosomes X, i l'altre mostrava

dos cromosomes Y i dos X . Els dos zigots estaven aturats abans de la 1a fase S en el moment de ser
fixats [taula R-9].

44213 Zigots humans 5PN

L’Unic zigot 5PN era pentaploide [taula R-8] amb quatre cromosomes X i un cromosoma Y Aquest zigot

estava aturat abans de la 1a fase S en el moment de ser fixat [taula R-9].

4.4.2.2 Zigots humans 1PN

Els divuit (100,0 %) zigots 1PN es van diagnosticar [taula R-8 i R-9].

Dos dels divuit (11,1 %) zigots van mostrar un nucli X18, ambdds presentaven una marca Unica per

cada cromosoma X i, per tant, en el moment de ser fixats estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle
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cel-lular. Ambdues marques aparellades correspondrien a un cromosoma de cada pronucli.

Els restants zigots 1PN, setze de divuit (88,9 %) eren zigots diploides: deu cél-lules (62,5 %) mostraven
un complement XX1818 i, d’acord amb el nombre de senyals per TADN centroméric dels cromosomes
18 i X, estarien aturats abans de la 1a fase S del cicle cellular ja que es visualitzaven dos senyals
separats corresponents a cromosomes diferents, un de cada pronucli; quatre ceél-lules (25,0 %)
mostraven un complement XY1818, i segons el nombre de senyals per 'ADN centromeric dels
cromosomes 18, X i Y, estarien aturats abans de la 1a fase S del cicle cel-lular; una cél-lula (6,2 %)
mostrava un complement XX18181818 i segons el nombre de senyals per 'ADN centroméric dels
cromosomes analitzats 18 i X, el centromer 18 estaria replicat; no obstant aixo, el centromer del
cromosomes X no hauria replicat encara. Aquest zigot estaria encara en la 1a fase S ja que no tots els
cromosomes haurien replicat encara. Finalment, una altra cél-lula (6,2 %) mostrava un complement
XXY1818.

A més, catorze de setze (87,5 %) zigots 1PN diploides mostraven el material cromosdmic en una
formacié de nucli interfasic mentre que dos dels zigots 1PN presentaven un complement cromosdomic
condensat, en un d’ells aturat a I'estadi de metafase mitotica, i en laltre aturat en estadi d’anafase

mitotica.

També s’ha observat que dos dels setze (12,5 %) zigots 1PN, a més a més, contenien un

espermatozoide amb SPCC que no va mostrar senyals de FISH.

4.4.2.3 Zigots humans 2PN aturats

Un total d’'onze zigots amb 2PN i dos CP en el moment de 'observacié morfologica de la fecundacio, no
van dividir i van restar aturats en estadi de 2PN [taules R-8 i R-9].

Quatre dels onze (36,4 %) 2PN aturats mostraven dos nuclis haploides per als cromosomes estudiats: X
i 18, compatibles amb zigots diploides i, d’acord amb el nombre de senyals per 'ADN centroméric
d’ambddés cromosomes, cap d’ells no havia replicat i, per tant, estaven aturats abans de la 1a fase S del

cicle cel-lular.

Quatre d’'onze (36,4 %) 2PN aturats, mostraven dos nuclis haploides XX1818, i d’acord amb el nombre
de senyals per 'ADN centroméric dels cromosomes 18 i X, ambdds cromosomes haurien replicat i
aquests zigots estarien aturats després de la 1a fase S del cicle cel-lular. Un d’'onze (9,1 %) 2PN aturats,
mostraven dos nuclis haploides, un presentava un cromosoma Y i es podia distingir el PN femeni del
masculi. D’acord amb el nombre de senyals per 'ADN centroméric dels cromosomes 18, X i Y, es
tractava d’un zigot XX1818;Y1818 i va ser considerat un zigot diploide aturat a la 1a fase S primerenca.

El cromosoma 18 d’ambdés nuclis i el cromosoma X del PN femeni estaven replicats mentre que el
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cromosoma Y del PN masculi no ho estava.

Un d'onze (9,1 %) 2PN aturats, mostrava dos nuclis haploides, un presentava un cromosoma Y i es
podia distingir el PN femeni del masculi. D’acord amb el nombre de senyals per 'ADN centroméric dels
cromosomes 18, X iY, es tractava d'un zigot XX1818; XY1818. El cromosoma 18 d’ambdos pronuclis i
el cromosoma X del PN femeni estaven replicats mentre que el PN masculi presentava un cromosoma X
i un cromosoma Y ambdds no replicats. Va ser considerat un zigot diploide aturat a la 1a fase S

primerenca del cicle cel-lular.

[, finalment, un d’onze (9,1 %) 2PN aturats mostrava dos nuclis haploides. D’acord amb el nombre de
senyals per ’ADN centroméric per als cromosomes 18, X i Y, es tractava d’'un complement XY18;Y18.
Cap cromosoma no hauria replicat encara i, per tant, el zigot estaria aturat en un estadi previ a la 1a

fase S del cicle cel-lular.

4.5 Diagnostic genetic preimplantacional mitjancant I'analisi d’1CP (DGP-1CP)

en dones portadores de translocacions reciproques o robertsonianes

S’ha realitzat el diagnostic genétic preimplantacional mitjangant I'analisi d’1CP (DGP-1CP) a nou dones
portadores de reorganitzacions cromosomiques: cinc dones portadores translocacions robertsonianes

(sis cicles) i quatre dones portadores de translocacions reciproques (quatre cicles) [taula M-3].

Aquests estudis s’han fet en col-laboracié amb tres centres de FIV: Servei de Medicina de la
Reproduccié de [Institut Universitari Dexeus de Barcelona (Dx), Servicio de Medicina de la
Reproduccién de la Fundacion Jiménez Diaz de Madrid (FJD), i Servei de Medicina de la Reproduccié
de I'Hospital Clinic de Barcelona (HPC).

Les sondes emprades en cada cas es determinen tenint en compte els punts de trencament dels
cromosomes implicats en les diferents reorganitzacions cromosomiques. Les sondes s’han assajat
préviament en limfocits de sang periférica, de la pacient en qlestid, per confirmar el cariotip i comprovar
que de manera practica es podien diferenciar els cromosomes normals dels cromosomes derivatius

[taula M-5]. El cariotip dels homes, en tots els casos, era 46,XY.

45.1 DGP-1CP adones portadores de translocacions robertsonianes

A continuaci6 es detallen els resultats obtinguts en el DGP-1CP a cinc dones portadores de
translocacions robertsonianes (pacients m, n, p, q i r) en un total de sis cicles [taules R-10, R-11a i R-
11b].
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Taula R-11a. Detall dels resultats obtinguts dels casos clinics de translocacions robertsonianes realitzats.

CE,‘S.OS icp cr’\g(r:;oslgr?ﬁiiia Mé.[?de.de Biopsiavs Daonoete Resultat
clinics preservada bidpsia ICs| 1cP ‘ BL ‘ Oocit 0 embri6
Cas Dx-1(m): 45,XX,der(14;21)(q10;q10)
1CP-1 Fragmentat _ _ _ _ _ _ 2PN sortida artefactual ZP
1CP-2 Fixat No Fisic Abans ND _ SR Fecundat
1CP-3 Fixat No Fisic Abans 21 _ 14 der14;21 3PN
1CP-4 Peérdua de biopsia _ Fisic Abans _ _ _ Degenerat
1CP-5 Fixat No Fisic Abans 21 der14;21 _ 14 Fecundat
1CP-6 Fragmentat _ _ _ _ _ _ 3PN
1CP-7 Fixat No Fisic Abans 14 21 der14;21 _ 0 3PN
1CP-8 Fixat No Fisic Abans 14 21 _ der14;21 3PN
1CP-9 Fixat No Fisic Abans ND _ SR Pérdua d'oocit a la biopsia
1CP-10 Fixat No Fisic Abans 21 der14;21 _ 14 2PN sortida artefactual ZP
1CP-11 Fixat No Fisic Abans 21 14 _ der14;21 1PN
1CP-12 Peérdua de biopsia _ Fisic Abans _ _ _ Fecundat
1CP-13 Fixat No Fisic Abans ND _ SR Fecundat
1CP-14 Fixat No Fisic Abans 21 14cts _ der14;21 Fecundat i transferit [figura R-15]
1CP-15 Fixat No Fisic Abans ND _ SR Fecundat
Cas Dx-3 (n): 45,XX,der(13;14)(q10;q10)
1CP-1 Fixat No Fisic _ der13;14 _ 13 14 Peérdua d'oocit a la biopsia
1CP-2 Pérdua de fixacio _ Fisic Abans _ _ SR Fecundat ®
1CP-3 Fixat Si Fisic Abans 13 der13;14 _ Deseq Fecundat
1CP-4 Pérdua de fixacié _ Fisic Abans _ _ SR No fecundat
Cas Dx-4 (p): 45,XX,der(13;14)(q10;q10)
1CP-1 Fixat Si Fisic Després 13 _ 14 der13;14 Fecundat
1CP-2, BL-2  Pérdua de fixacié _ Fisic Després _ 14 der13;14 14 der13;14 Fecundat
1CP-3, BL-3 Pérdua de biopsia _ Fisic Després _ 14 der13;14 14 der13;14 Fecundat
1CP-4 Fixat Si Fisic Després 13 der13;14 _ 14 Fecundat
1CP-5 Fixat Si Fisic Després 14 der13;14 _ 13 Degenerat
1CP-6, BL-6 Fragmentat _ Fisic Després _ Alternant Alternant Fecundat i transferit
1CP-7, BL-7  Pérdua de fixacio _ Fisic Després _ ND SR Fecundat
1CP-8 Fixat Si Fisic Després der13;14 _ 13 14 Fecundat
1CP-9 Fixat Si Fisic Després der13;14 _ 13 14 Degenerat
1CP-10 Fixat Si Fisic Després 14 _ 13 der13;14 3PN
CP-11, BL-1 Fragmentat _ Fisic Després _ Deseq Deseq Fecundat
1CP-12 Fixat Si Fisic Després 13 der13;14 _ 14 Degenerat
CP-13, BL-1 Pérdua de biopsia _ Fisic Després _ Deseq 14 der13;14 Fecundat
1CP-14 Fixat Si Fisic Després 13 14 _ der13;14 Fecundat i transferit [figura R-16]

1CP (primer corpuscle polar), BL (blastomer), ICSI (injeccié intracitoplasmatica d'un espermatozoide), ND (no diagnosticat), der (derivatiu), Deseq (desequilibrat).
SR (sense resultat), cts (cromatides separades), ZP (zona pel-ltcida).

® transferit en D+3 per decisié de la propia parella.
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Taula R-11b. Detall dels resultats obtinguts dels casos clinics de translocacions robertsonianes realitzats.

Cias.os 1CP cr’\g::;lgr?'li::a Mé.t?de.de Biopsiavs Diagnoste Resultat
clinics preservada biopsia ICSI 1cP ‘ BL ‘ Oocit 0 embrié
Cas FJD-1 (q) cicle 1: 45,XX,der(13;14)(q10;q10)
1CP-1, BL-1 Fixat Si Mecanic Després ND 13 der13;14 13 der13;14 Fecundat
1CP-2 Pérdua de fixacid _ Mecanic Després _ _ 13 der13;14 No fecundat *
Cas FJD-1 (q) cicle 2: 45,XX,der(13;14)(q10;q10)
1CP-1 Fixat Si Mecanic Després der13;14 _ 13 14 Fecundat i transferit
1CP-2 Fixat Si Mecanic Després 0 13 14 der13;14 Fecundat
Cas Dx-5 (r): 45,XX,der(13;14)(q10;q10)
1CP-1 Fixat Si Fisic Després 14 der13/14 13 Fecundat
1CP-2, BL-2  Pérdua de fixacio _ Fisic Després _ Normal o Eq _ Fecundat i no evolutiu
1CP-3, BL-3  Pérdua de fixacio _ Fisic Després _ ND ND Fecundat i fixat
1CP-4 Fixat Si Fisic Després 1314 _ der13/14 Fecundat i transferit
1CP-5 Fixat Si Fisic Després 13 14 der13/14 0 Fecundat i fixat
1CP-6 Fixat Si Fisic Després 13 14 _ der13/14 Fecundat i transferit [figura R-17]
1CP-7 Fixat Si Fisic Després 14 der13/14 13 Fecundat [figura R-18]
1CP-8, BL-8 Fragmentat _ Fisic Després _ Normal o Eq _ Fecundat i transferit
1CP-9 Peérdua de biopsia _ Fisic Després _ _ _ Peérdua d'oocit a la biopsia
CP-10, BL-1 Fixat Si Fisic Després ND Monosomia 14 14 der13/14 Fecundat
1CP-11 Fixat Si Fisic Després 13 _ 14 der13/14 No fecundat
1CP-12 Fixat Si Fisic Després 13 14 _ der13/14 Fecundat i no evolutiu

1CP (primer corpuscle polar), BL (blastdomer), ICSI (injeccié intracitoplasmatica d'un espermatozoide), ND (no diagnosticat), SR (sense resultat), Eq (equilibrat).

fixat i analitzat per FISH.

Resultats



4.5.1.1 Cas Dx-1(m): dona amb cariotip 45,XX, der(14;21)(q10;q10)

45111 Resultats de I'obtencio d’oocits

Després de I'estimulacié hormonal, el dia de la punci6 fol-licular es van recuperar quinze CCO [taules R-
10 i R-11a]. Durant el tractament amb hialurodinasa un oocit es va lisar (0ocit corresponent '1CP-4). Un
cop acabat aquest tractament es van classificar els oocits: deu oocits madurs en estadi d’Mll i cinc oocits
immadurs en estadi de M, els quals, al cap d’unes hores van assolir espontaniament I'estadi d’'Mll en el
medi de cultiu (van madurar in vitro) i també es van processar per realitzar I'analisi citogenética del

corresponent 1CP [taula R-10].

4511.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

Es va fer la biopsia d'1CP dels oocits abans de I'ICSI. Els quinze odcits madurs (deu d’inicialment
madurs i cinc d'immadurs que havien madurat espontaniament in vitro) es van anar biopsiant un a un
mitjancant I'aillament de I'1CP per micromanipulacié seguint el métode fisic (laser). Seguidament,
després de cada biopsia es va inseminar el corresponent oocit mitjangant I'lCSI. L'1CP de dos odcits no
es va biopsiar ja que es tractava d’1CP fragmentats (1CP-1 i 1CP-6) [taula-10].

Es van biopsiar amb éxit onze de tretze (84,6 %) odcits, els dos 1CP restants es van perdre durant el
procés de biopsia (1CP-4 i 1CP-12) [taules R-10 i R-11a]. Es van fixar els onze (100,0 %) 1CP biopsiats.
Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant la técnica citogenética de la FISH aplicant les sondes
indicades anteriorment [taula M-5]. Es va diagnosticar el 63,6 % (set d’'onze) dels 1CP fixats. El 42,8 %
(tres de set) corresponien a o00cits cromosomicament equilibrats provenint de la segregacio
cromosOmica 2:1 alternant. Els quatre oocits restants (57,2 %) eren cromosomicament desequilibrats:
tres provenint d’'una cromosdomica 2:1 adjacent, (un oocit —cr 21 i +cr der14;21; i dos oocits —cr 21);
finalment, un oocit era nul-lisdmic per als cromosomes implicats en la translocacié provenint d’una

segregacié cromosomica 3:0 [taules R-10 i R-11a].

451.1.3 Resultat de la fecundacié

El 53,3 % (vuit de quinze) dels oocits inseminats es van fecundar (2PN) perd en dos d’ells el zigot va
sortir artefactualment de la zona pel-lucida. Les cél-lules restants eren un zigot 1PN, quatre zigots 3PN,
un oocit va degenerar després de I'ICSI i un oocit que s’havia el lisat el D + 0 en el procés de biopsia
[taula R-11a].

45114 Transferéncia embrionaria

Finalment, sols es va poder transferir a I'Gter matern un embrié derivat d’'un oocit euploide equilibrat amb
un cromosoma der4;21. El corresponent 1CP presentava un cromosoma 21 i les dues cromatides del

cromosoma 14 separades. La pacient no va quedar gestant.
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4.5.1.2 Cas Dx-3(n): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;910)

45121 Resultats de I'obtencio d’oocits

Després de I'estimulacido hormonal, el dia de la punci6 fol-licular es van recuperar quatre CCO. Un cop
acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els oocits: un oocit immadur en estadi de Ml i
tres oocits madurs en estadi d’Mll. L’oocit en estadi de Ml va madurar espontaniament in vitro al cap de

poques hores i també es va poder processar per realitzar I'analisi citogenética del corresponent 1CP.

45122 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

Es va fer la biopsia de cada 1CP abans de I'lCSI de cada odcit. Els quatre oocits madurs es van biopsiar
un a un mitjangant laillament de I'MCP per micromanipulacié seguint el métode fisic (laser) i
seguidament inseminant mitjancant I'ICSI [taula R-10]. Es van biopsiar tots els 1CP. Un odcit (1CP-1) es
va lisar durant el procés de biopsia i, per tant, no es va poder inseminar. Es van fixar el 50 % (dos de
quatre) dels 1CP biopsiats, els altres dos 1CP es van perdre durant el procés de fixacié (1CP2 i 1CP-4).
Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant la técnica citogenética de la FISH aplicant les sondes

indicades anteriorment [taula M-5].

Es van diagnosticar els dos 1CP fixats. Un dels dos odcits va resultar ser normal i euploide per als
cromosomes analitzats, com a resultat d’'una segregacié cromosdmica 2:1 alternant que s’hauria donat
en la meiosi |, mentre que l'altre era desequilibrat amb una pérdua del cromosoma 14 i un guany d’un
cromosoma derivatiu 13;14, com a resultat d’'una segregacié cromosomica 2:1 adjacent [taula R-10 i R-
11a].

45123 Resultat de la fecundacid

Dels tres odcits inseminats després de ser biopsiats, dos odcits es van fecundar correctament, en d’ells

I’embrié que va resultar no va sortir artefactualment de la zona pel-lucida. L’altre oocit no va presentar

cap pronucli i, per tant, no va fecundar [taula R-11a].

45124 Transferéncia embrionaria

Un dels dos oocits fecundats, no es va diagnosticar pel fet que I'CP es va perdre durant el procés de
fixacio, mentre que l'altre oocit va ser diagnosticat com a cromosdmicament desequilibrat i finalment, per
voluntat expressa de la propia parella, es va fer la transferéncia a I'iter matern de 'embrié procedent de

I'odcit no diagnosticat. La pacient no va quedar gestant.
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4.5.1.3 Cas Dx-4(p): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10)

45.1.3.1 Resultats de I'obtencio d’oocits

Després de I'estimulaciéo hormonal de la pacient, el dia de la puncié fol-licular es van recuperar quinze
CCO. Un cop acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els odcits: un odcit era immadur
en estadi de VG i catorze odcits eren madurs en estadi d’'MIl. En aquest cas, es va descartar del cicle
I'odcit en estadi de VG [taules R-10 i R-11a].

45132 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

Es va fer I'|CSI de cada oocit abans de la bidpsia del corresponent 1CP. Aixi doncs, els catorze odcits
madurs, es van inseminar un a un mitjangant ICSI i seguidament es van anar biopsiant mitjangant
I'aillament de I'1CP per micromanipulacié seguint el métode fisic (laser). Dos oocits no es van biopsiar ja
que els 1CP estaven molt fragmentats (1CP-6 i 1CP-11). D’altra banda, els 1CP de dos dels dotze oocits

madurs biopsiats, es van perdre durant el procés de bidpsia (1CP-3 i 1CP-13).

Es van fixar el 80,0 % (vuit de deu) dels 1CP biopsiats. Aixi, a sis odcits no es va poder fer la diagnosi
genética mitjangant '1CP i es va fer la bidpsia d’'un blastdmer dels embrions. La bidpsia de blastdmer es
va portar a terme en D + 3 seguint el mateix métode que per la bidpsia d’1CP perd utilitzant una pipeta
de 30 um en comptes de 15-20 ym. Els vuit 1CP fixats es van analitzar mitjangant la técnica

citogenética de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es van diagnosticar el 100,0 % (vuit de vuit) dels 1CP fixats. El 37,5 % (tres de vuit) dels odcits eren
cromosOmicament normals o equilibrats, provenint d’'una segregacié cromosomica 2:1 alternant, mentre
que el 62,5 % (cinc de vuit) dels odcits eren desequilibrats, com a resultat d’'una segregacio
cromosomica 2:1 adjacent: un oocit —cr 13 i +cr der13;14 ; un odcit —cr 14 i + cr der13;14; dos odcits -cr
13; i un oocit —cr 14 [taula R-10 i R-11a].

En D + 3 es va biopsiar un blastomer, dels sis embrions per als quals no es tenia diagnostic mitjancant
I'1CP. Es va diagnosticar el 83,3 % (cinc de sis) dels blastomers fixats. Només el 20,0 % (un de cinc)
dels embrions diagnosticats mitjangant el blastdmer van resultar ser cromosdmicament normals o
equilibrats, mentre que el 80,0 % (quatre de cinc) restant eren desequilibrats. Es tractava de tres

embrions amb —cr 13 i +cr der13;14 i dos embrions amb altres desequilibris cromosomics.

Globalment es van diagnosticar 92,8 % (tretze de catorze) odcits madurs o embrions, vuit mitjangant
'MCP i cinc mitjangant el blastomer. El 30,8 % (quatre de tretze) dels oodcits o embrions serien
cromosomicament normals o equilibrats provenint d’'una segregacié cromosomica alternant, mentre que
el 69,2 % (nou de tretze) restant corresponien a una segregacié cromosomica adjacent. La segregacio

cromosomica preferent seria I'adjacent [taula R-11a].
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451.3.3 Resultat de la fecundacid

El 71,4 % (deu de catorze) dels odcits inseminats van fecundar correctament. Del 28,6 % (quatre de
catorze) restant hi havia un zigot 3PN i tres oo0cits que havien degenerat en cultiu. Cap cél-lula no havia

sortit artefactualment de la zona [taula R-11a].

45134 Transferéncia embrionaria

Finalment, es van transferir a I'Gter matern dos embrions provenint de dos odcits cromosomicament
normals o equilibrats, un embrié procedent d’'un odcit diagnosticat mitjangant I'1CP i l'altre embrio
diagnosticat mitjangant el blastomer ja que I'CP no es va biopsiar ja que estava molt fragmentat. La

pacient va quedar gestant perd es va produir un avortament a la setena setmana de gestacio.

4.5.1.4 Cas FJD-1(q): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10)

45141 Resultats de 'obtencié d’odcits

A aquesta pacient se li van realitzar dos cicles de DGP-1CP en un interval de pocs mesos. Després de
I'estimulacié hormonal de la pacient, en tots dos cicles, el dia de la punci6 fol-licular es van recuperar un
total de quatre CCO. Un cop acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els oodcits: quatre
oocits madurs en estadi d’'MII.

4514.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

En aquests dos cicles es va fer I'|CSI| de cada oocit madur abans de la bidpsia del corresponent 1CP i a
continuacioé la bidpsia mitjangant I'aillament de I'1CP per micromanipulacié seguint el metode mecanic
(PZD). Es van biopsiar amb éxit el 100,0 % (quatre de quatre) dels 1CP i es van fixar amb éxit el 75,0 %
(tres de quatre) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant la técnica citogenética de

la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es van diagnosticar dos dels tres 1CP fixats. Un oocit va resultar ser cromosdomicament equilibrat, com a
resultat d’'una segregacié cromosdomica 2:1 alternant. L’altre presentava un cromosoma 13, un
cromosoma 14 i un de derivatiu 13;14, ja que I'CP va resultar ser nul-lisdbmic, com a resultat d’'una
segregacié cromosomica 3:0. Es va fer I'analisi d’un blastomer de 'embrié provenint de I'oocit amb I'1CP
no diagnosticat (1CP-1). L’analisi va mostrar que el embrié era desequilibrat, com a resultat d’una

segregacié cromosOmica 2:1 adjacent en I'odcit [taula R-10 i R-11b].

45143 Resultats de |la fecundacié

El 75,0 % (tres dels quatre) dels odcits inseminats es van fecundar correctament mentre que un odcit no
presentava cap PN i, per tant, es tractava d’'un oocit no fecundat. Aquest oocit no fecundat va ser fixat
per esbrinar-ne la constitucié cromosomica i va resultar ser un oocit desequilibrat, com a resultat d’'una

segregacié cromosomica 2:1 adjacent [taula R-11b].
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45144 Transferéncia embrionaria

Aixi doncs, només un dels quatre oodcits era cromosdmicament normal, com a resultat d’'una segregacio
cromosOmica 2:1 alternant, i els altres tres odcits serien desequilibrats i, per tant, provenint d’'una
segregacié cromosomica 2:1 adjacent [taula R-10]. Finalment, es va transferir a I'Gter matern I'embrio

provenint de I'odcit cromosdmicament normal pero la pacient no va quedar gestant.

4.5.1.5 Cas Dx-5 (r): dona amb cariotip 45,XX, der(13;14)(q10;q10)

45151 Resultats de 'obtencié d’odcits

Després de I'estimulacié hormonal de la pacient, el dia de la puncié fol-licular es van recuperar vint-i-sis
CCO. Un cop acabat el tractament amb hialuronidasa es van classificar els odcits: quinze odcits eren
immadurs (catorze VGs i una MI, que va madurar espontaniament en cultiu) i onze odcits eren madurs
en estadi d’MIl. En aquest cas es van descartar del cicle els odcits en estadi de VG [taules R-10 i R-
11b].

4515.2 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

Aixi doncs, els dotze oocits madurs (onze MIl i una MIl MIV), es van inseminar un a un mitjangant I'ICSI i
seguidament es van biopsiar un a un mitjangant I'aillament de I'1CP per micromanipulacié seguint el
meétode fisic (laser). L'1CP d’un dels oodcits no es va biopsiar ja que estava molt fragmentat (1CP-8)
[taula R-10]. D’altra banda, I'1CP d’un dels onze odcits madurs biopsiats, es va perdre durant el procés
de biopsia (1CP-9).

Es van fixar el 80,0 % (vuit de deu) dels 1CP biopsiats. Els 1CP de dos dels oocits biopsiats es van
perdre durant el procés de fixacid. Aixi, a quatre dels dotze oocits no es va poder fer el diagnostic
mitjangant I'1CP i es va fer la bidpsia de blastomer dels embrions. Els vuit 1CP fixats es van analitzar

mitjangant la técnica citogenética de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es van diagnosticar el 87,5 % (set de vuit) dels 1CP fixats. Cap dels set odcits no era cromosdmicament
normal, tres (42,8 %) odcits eren equilibrats, com a resultat d’'una segregacié cromosomica 2:1 alternant,
mentre que el 57,1 % (quatre de set) dels odcits eren desequilibrats com a resultat d’'una segregacio

cromosomica 2:1 adjacent: dos oocits —cr 14 i dos odcits —cr 13 i +cr der13;14 [taula R-10 i R-11b].

En D + 3 es va biopsiar un blastdomer de cadascun dels quatre embrions per als quals no es tenia
diagnostic mitjangant I'1CP (1CP-2, 1CP-3, 1CP-8 i 1CP-10). Es va diagnosticar el 75,0 % (tres de
quatre) dels blastomers fixats. El 66,6 % (dos de tres) dels embrions diagnosticats mitjangant el
blastdmer va resultar ser cromosdmicament normal o equilibrat, mentre que el 33,3 % (un de tres)

restant era desequilibrat, amb una pérdua del cromosoma 13.
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Globalment es va diagnosticar el 83,3 % (deu de dotze) dels oocits o embrions, set mitjangant '1CP i
tres mitjancant el blastomer. El 50,0 % (cinc de deu) dels oocits o embrions serien cromosdmicament
normals o equilibrats com a resultat d’'una segregacié cromosomica alternant, mentre que el 50,0 %
restant corresponien a una segregacié cromosomica adjacent. A part dels indicats anteriorment, com a
resultat del diagnostic dels quatre blastdmers embrions biopsiats, també hi hauria tres embrions normals
o equilibrats per als cromosomes estudiats i un embrié desequilibrat, com a resultat d’'una segregacio

cromosomica adjacent. La segregacié cromosomica preferent seria I'adjacent [taula R-11b].

45153 Resultat de la fecundacid

El 83,3 % (deu de dotze) dels odcits inseminats van fecundar correctament. Un odcit no va fecundar i un

altre es va lisar durant el procés de biopsia. Cap cél-lula no havia sortit artefactualment de la ZP [taula
R-11b].

45154 Transferéncia embrionaria

Finalment, es van transferir a I'iter matern tres embrions provenint de dos odcits cromosdmicament
normals o equilibrats, dos embrions procedents de dos oodcits diagnosticats mitjangant I'1CP i l'altre
embrié diagnosticat mitjangant el blastomer ja que I'1CP es va perdre durant el procés de fixacié. La

pacient no va quedar gestant.

45.2 DGP-1CP a dones portadores de translocacions reciproques

A continuacié es detallen els resultats obtinguts en el DGP-1CP a quatre dones portadores de

translocacions reciproques (pacients H, |, J i K) en un total de quatre cicles [taula R-12 i R-13].
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Taula R-13. Detall dels resultats obtinguts dels casos clinics de translocacions reciproques realitzats.

C?S.OS 1CcP cr’\:(;:;(]slgiiiia Mé.t?de.de Biopsiavs Paonoete Resultat
clinics preservada biopsia ICsI 1cP BL ‘ Oocit 0 embrié
Cas Dx-2 (H): 46,XX,(4;12)(q22;q23)
1CP-1 Pérdua de biopsia _ Fisic _ _ _ Pérdua de fixacié No inseminat?®
1CP-2 Fixat No Fisic Abans der12 _ 4 derd 12 Degenerat
1CP-3 Peérdua de biopsia _ Fisic _ _ _ Pérdua de fixacié No inseminat?®
1CP-4 Fixat Si Fisic Abans der4 der12 _ 4 12 2PN sortida artefactual ZP
1CP-5 Fragmentat _ Fisic _ _ 12 der12 No inseminat?®
1CP-6 Fixat No Fisic Abans 0 _ 4 der4 12 der12 No fecundat
1CP-7 Fixat No Fisic Abans 0 _ 4 der4 12 der12 Fecundat
1CP-8 Fixat No Fisic Abans ND _ SR No fecundat i sortida artefactual ZP
1CP-9 Fixat Si Fisic Abans 4 der4 der12 _ 12 Fecundat
1CP-10 Pérdua de fixacio _ Fisic _ _ _ 12 der12 No inseminat?®
1CP-11 Pérdua de fixacio _ Fisic _ _ _ 12 der12 No inseminat?®
1CP-12 Fixat No Fisic _ 4 12 der4 _ der12 Pérdua biopsia; No inseminat®
1CP-13 Fixat No Fisic _ 4 derd _ 12 der12 Peérdua biopsia; No inseminat?
1CP-14 Fixat No Fisic Abans 12 der4 der12 _ 4 Degenerat
1CP-15 Pérdua de fixacid _ Fisic _ _ _ SR No inseminat®
1CP-16 Fixat Si Fisic Abans ND _ SR Fecundat
Cas HCP-1 (I): 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3)
1CP-1 Fixat Si Quimic Després 1 18 der18 _ der1 No fecundat *
1CP-2 Fixat Si Quimic Després der1 der18 _ 118 No fecundat *
1CP-3 Peérdua de fixacio _ Quimic Després _ _ der1 18 1PN?
1CP-4, BL-4 Fixat Si Quimic Després ND ND ND Fecundat
1CP-5 Fixat Si Quimic Després 1 der18 _ der1 18 No fecundat *
1PB-6, BL-6  Pérdua de fixacio _ Quimic Després _ ND ND No fecundat *
1CP-7 Fragmentat _ Quimic _ _ _ ND 1PN?
1CP-8 Fixat ® No Quimic Després ND _ 1 der18 No fecundat *
1CP-9 Fixat Si Quimic Després 18 der18 _ 1 der1 3PN?
1CP-10 Pérdua de biopsia _ Quimic Després _ _ ND Degenerat *
Cas HCP-2 (J) : 46,XX,t(4;11)(g31.1;23) °
1CP-1 Pérdua de bidpsia Si Mecanic Després ND _ 4 11 der11 3PN?
1CP-2 Fixat Si Mecanic Després 4 der4 _ 11 der11 Fecundat
1CP-3 Fixat Si Mecanic Després 4 der4 11 _ der11 3PN
1CP-4 Fixat Si Mecanic Després ND _ 4 der4 der11 No fecundat *
1CP-5 Fixat Si Mecanic Després 4 derd 11 _ der11 Fecundat
Cas HCP-3 (K) : 46,XX(8;13)(q24.1;922)°
1CP-1 Fixat Si Mecanic Després 13 _ 8 der8 der13 3PN
1CP-2 Fixat Si Mecanic Després 8 der8 _ 13 der13 Fecundat
1CP-3 Fixat Si Mecanic Després der13 _ 8 der8 13 3PN
1CP-4 Fixat Si Mecanic Després 813 der13 _ der8 Fecundat
1CP-5, BL-5 Perdua de fixacio _ Mecanic Després _ SR ND Fecundat
1PB-6, BL-6 Fixat Si Mecanic Després  der8 cts 13/der13° SR Normal o deseq Fecundat
1CP-7 Fixat Si Mecanic Després 8 13/der13° _ Eq o deseq 3PN
1CP-8 Fixat Si Mecanic Després der8 _ 8 13 der13 Fecundat
1CP-9 Fixat Si Mecanic Després 813 _ der8 der13 3PN
CP-10, BL-1  Perdua de fixacio _ Mecanic Després _ ND ND Fecundat
CP-11, BL-1 Fixat Si Mecanic Després 8 cs 13/der13° SR Eq o deseq Degenerat

1CP (primer corpuscle polar), ICSI (injecci¢ intracitoplasmatica d'un espermatozoide), ND (no diagnosticat), SR (sense resultat), cts (cromatides separades), Eq (equilibrat).

deseq (desequilibrat), ZP (zona pel-lucida). ® fixat i analitzat per FISH, ® madurat in vitro en D+0, ° cas no inclos a I'article 2, ¢ cromosoma recombinant amb una cromatide 13
i una cromatide der13.
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4.5.2.1 Cas Dx-2(H): dona amb cariotip 46,XX,t(4;12)(q22;923)

45211 Resultats de I'obtencio d’oocits

Després de 'estimulacié hormonal, el dia de la puncié fol-licular, es van recuperar disset CCO. Durant el
tractament amb hialurodinasa un oocit es va lisar i en finalitzar aquest tractament es van identificar
catorze oocits madurs en estadi d'MIl i dos oodcits immadurs en estadi de Ml que van madurar
espontaniament al cap d’una hora de ser mantinguts en el medi de cultiu, i també van ser processats per

a l'analisi citogeneética del corresponent 1CP [taula R-12].

45212 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

En aquest cas la inseminaci6é de cada odcit mitjangant I'ICSI es va fer immediatament després de la
bidpsia del corresponent 1CP, la biopsia es va fer mitjangant el métode fisic (laser). Un dels setze odcits
presentava I'1CP molt fragmentat (1CP-5) i no es va biopsiar. Es van biopsiar amb éxit el 86,7 % (tretze

de 15) dels 1CP sencers, els dos restants es van perdre durant el procés de bidpsia [taules R-12 i R-13].

Es van fixar el 76,9 % (deu de tretze) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant la

técnica citogenética de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es van diagnosticar el 80,0 % (vuit de deu) dels 1CP fixats. A partir d’aquesta analisi un dels vuit (12,5
%) va resultar cromosomicament normal, com a resultat d’'una segregacio cromosomica 2:2 equilibrada
alternant, mentre que el 87,5 % (set de vuit) eren oodcits cromosomicament desequilibrats: un oocit, com
a resultat d’'una segregacié cromosoOmica adjacent 2 amb un cromosoma 12 i un cromosoma derivatiu
12; quatre oocits, com a resultat d’'una segregacié cromosomica 3:1 (un oocit amb un cromosoma 4, un
cromosoma derivatiu 4 i un cromosoma 12; un oocit amb només un cromosoma 12; un odcit amb només
un cromosoma 12 derivatiu; i un odcit amb només un cromosoma 4); i dos oocits, com a resultat d’'una
segregacié cromosOmica 4:0 que presentaven els quatre cromosomes implicats en la reorganitzacié
[taules R-12i R-13].

El 50,0 % (vuit de setze) dels oocits madurs no es van inseminar ja que: en dos oocits I''CP es va
malmetre en el procés de la biopsia (1CP-1 i 1CP-3), en un odcit I'1CP estava fragmentat (1CP-5), en
tres oocits I'1CP es va perdre durant el procés de fixacié (1CP-10, 1CP-11 i 1CP-15) i dos o0cits es van
malmetre durant el procés de bidpsia (1CP-12 i 1CP-13). En aquest cas, els vuit 0dcits no inseminats es
van fixar per a I'estudi de la seva constitucié cromosdmica. Es van diagnosticar el 62,5 % (cinc de vuit)

d’aquest oocits. Tots eren cromosdmicament desequilibrats [taula R-13].

45213 Resultat de la fecundacié

El 50,0 % (quatre de vuit) dels oocits madurs inseminats van fecundar correctament mentre que la resta,

dos no es van fecundar i dos van degenerar en el cultiu. El 25,0 % (dos de vuit) dels odcits inseminats

després de la bidpsia, van sortir artefactualment de la ZP.
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45214 Transferéncia embrionaria

No es va poder transferir a I'iter matern cap embri6 ja que I'iinic oocit cromosdmicament normal per als
cromosomes implicats en la translocacié va generar un zigot que va sortit artefactualment de la zona

pel-lucida i no va ser evolutiu.

Globalment es van diagnosticar onze oocits (vuit 1CP i tres MIl). Un oocit (9,1 %) va ser
cromosomicament normal, com a resultat d’'una segregacié cromosomica 2:2 alternant, i els deu odcits
restants (91,9 %) eren desequilibrats. Quatre (36,4 %) oocits provenint d’'una segregacié cromosomica
adjacent 2, quatre oocits més (36,4 %) provenint d’'una segregacié cromosdomica 3:1 i els dos odcits
restants (18,2 %) provenint d’'una segregacié cromosomica 4:0. Dos o0cits, els que van ser malmesos
durant la biopsia de 'CP (1CP-12 i 1CP-13), van poder ser doblement analitzats (1CP i MI). Els
resultats en ambdods casos van ser complementaris i corresponien a una segregaciéo cromosomica 3:1 i
una d’adjacent 2 [taula R-13].

4.5.2.1 Cas HCP-1(l): dona amb cariotip 46,XX,t(1;18)(p34.3;q12.3)

45221 Resultats de 'obtencié d’odcits

Després de I'estimulacié hormonal, el dia de la puncio follicular es van recuperar deu CCO. Un cop

acabat el tractament amb hialuronidasa es va veure que tots els oocits eren madurs en estadi d’Mll. Els
oocits es van inseminar mitjangant I'lCSI i immediatament després es van biopsiar mitjangant el métode
quimic (acid Tyrode) [taules R-12 i R-13].

45222 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

Un odcit tenia I'1CP molt fragmentat i no es va biopsiar. La bidpsia es va obtenir amb éxit en el 88,9 %
(vuit de nou) dels 1CP; el restant 1CP es va perdre durant el procés de biopsia. Es van fixar amb éxit el
75,0 % (sis de vuit) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant la técnica citogenética

de la FISH detallada aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es va diagnosticar el 66,6 % (quatre de sis) dels 1CP fixats segons aquesta analisi. Un dels quatre (25,0
%) dels oocits, va resultar ser cromosdmicament normal, com a resultat d’'una segregacié cromosomica
2:2 alternant, mentre que els tres oocits restants eren desequilibrats. Un oocit, com a resultat d’'una
segregacié cromosomica 2:2 adjacent 1 amb un cromosoma derivatiu 1 i un cromosoma 18; un o0cit,
com a resultat d’'una segregacié cromosomica 2:2 adjacent 2 amb un cromosoma 1 i un cromosoma 1
derivatiu; i un odcit, com a resultat d’'una segregacié cromosodmica 3:1 amb un cromosoma 1 derivatiu
[taules R-12i R-13].

45223 Resultat de la fecundacié

Dels deu odcits inseminats, només un oocit (10,0 %) va generar un zigot amb 2PN [taula R-13]. Els nou

restants eren: un amb 3PN, dos amb 1PN, cinc no es van fecundar i un odcit havia degenerat en cultiu.
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Cinc de les nou cél-lules no fecundades correctament i de les quals no es tenia diagnostic de I'oocit
mitjangant '1CP, es van fixar per obtenir un diagnostic citogenétic: dos zigots 1PN i tres odcits no

fecundats.

45224 Transferéncia embrionaria

Es van poder diagnosticar dues cél-lules que es tractaven de dos odcits desequilibrats; per tant, en

aquest cas no es va poder fer cap transferéncia embrionaria.

Globalment es van diagnosticar sis oocits (quatre 1CP i dos odcits). Un odcit era citogenéticament
normal, com a resultat d’'una segregacié cromosoOmica 2:2 alternant i els cinc oocits restants eren
cromosOmicament desequilibrats: dos odcits originats per una segregacié cromosodmica adjacent 1, dos
o0cits més originats per una segregacié adjacent 2 i un oodcit per una segregacié 3:1. Quatre odcits
(1CP-1, 1CP-2, 1CP-5 i 1CP-9) van ser doblement analitzats (1CP i MIl). Els resultats dels oocits van

ser complementaris [taula R-13].

4.5.2.3 Cas HPC-2(J): dona amb cariotip 46,XX,t(4;11)(q31.1;923)

45231 Resultats de I'obtencio d’oocits

Després de l'estimulacié hormonal el dia de la puncié fol-licular es van recuperar cinc CCO. Un cop

realitzat el tractament amb hialuronidasa es va veure que tots els odcits eren madurs en estadi d’'Mil.

45232 Resultats de la biopsia i analisi de les cél-lules fixades

Es va fer la inseminacié dels cinc odcits madurs amb I'ICSI immediatament abans de la bidpsia

mitjangant el métode mecanic (PZD)

Es van biopsiar amb éxit el 80,0 % (quatre de cinc) dels 1CP, el restant 1CP es va perdre durant el

procés de biopsia [taules R-12 i R-13].

Es van fixar el 100,0 % (quatre de quatre) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant

la técnica citogenética de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es van diagnosticar el 75,0 % (tres de quatre) dels 1CP fixats. Els tres oocits eren desequilibrats: un
1CP, com a resultat d’'una segregacié cromosomica 2:2 adjacent 2 amb un cromosoma 4 i un
cromosoma derivatiu 4, i dos 1CP, com a resultat d'una segregacié cromosomica 3:1 amb un

cromosoma 4, un cromosoma derivatiu 4 i un cromosoma 11 [taula R-12 i R-13].
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45233 Resultat de la fecundacié
Dels cinc odcits inseminats, el 40,0 % (dos de cinc) es van fecundar correctament. Dels tres oocits

restants, dos tenien 3PN i un no es va fecundar; es van fixar per a fer I'analisi citogenética. En cap cas

no es van produir sortides artefactuals de zigots de la seva ZP.

45234 Transferéncia embrionaria

Es van diagnosticar tots (tres de tres, 100,0 %) pero tots tres eren cromosomicament desequilibrats. En

aquest cas no es va poder fer la transferéncia embrionaria a I'iter matern.

Globalment es van diagnosticar els cinc oocits i cap era cromosdmicament normal o equilibrat per als
cromosomes implicats en la translocacié. Un odcit era originat per segregacié cromosomica adjacent 2, i
quatre per una segregacio cromosomica 3:1. Un oocit (1CP-3) va ser doblement analitzat [taula R-13].

4.5.2.4 Cas HPC-3(K): dona amb cariotip 46,XX,t(8;13)(q24.1;922)

45241 Resultats de 'obtencié d’odcits

Després de I'estimulaciéo hormonal, el dia de la puncié fol-licular es van recuperar dotze CCO. Un cop

acabat el tractament amb hialuronidasa es va veure que onze dels oocits eren madurs, en estadi d'Ml, i

un oocit era molt immadur (VG) i es va descartar del cicle [taules R-12 i R-13]

4524.2 Resultats de la biopsia i I'analisi de les cél-lules fixades

Es va fer la inseminacio dels oocits mitjangant I'IlCSI en els onze odcits madurs i immediatament es van
biopsiar mitjangant el métode mecanic (PZD). Es van biopsiar amb éxit el 100,0 % dels 1CP i es van
fixar el 81,8 % (nou d'onze) dels 1CP biopsiats. Els 1CP fixats es van analitzar mitjangant la técnica

citogenética de la FISH aplicant les sondes indicades anteriorment [taula M-5].

Es va diagnosticar el 100,0 % dels 1CP fixats. Un oocit era citogenéticament equilibrat, com a resultat
d’'una segregacié cromosomica 2:2 alternant, cinc odcits eren citogenéticament desequilibrats: quatre,
com a resultat d'una segregacié cromosoOmica 3:1 i un odcit, com a resultat d’'una segregacio
cromosomica 2:2 adjacent 2. A més, tres odcits presentaven, per als cromosomes implicats en la
reorganitzacio, cromosomes recombinants amb cromatides desiguals (una cromatide 13 i una cromatide
der13), que poden generar tant embrions cromosdmicament desequilibrats com embrions

cromosOmicament normals o equilibrats [taules R-12 i R-13].
Es va fer la bidpsia i I'analisi citogenética de dos blastomers d’embrions de 6-8 cel-lules (D + 3), en

quatre dels embrions (1CP-5, 1CP-6, 1CP-10 i 1CP-11): dos, com a resultat d’'oocits amb I'1CP perdut
durant el procés de fixacio; i dos, com a resultat dels odcits que en els 1CP es va detectar cromosomes
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recombinants. No es va obtenir cap diagnostic concloent ja que els blastomers dels quatre embrions van

presentar dotacions cromosdmicament cadtiques per als cromosomes analitzats [taula R-12].

45243 Resultat de la fecundacié

Dels onze odcits inseminats, el 54,4 % (sis d’onze) es van fecundar correctament. Dels cinc oocits

restants, quatre tenien 3PN i un oocit va degenerar. Cap oocit inseminat no va sortir artefactualment de
la ZP [taula R-12].

45244 Transferéncia embrionaria

Quatre dels sis oocits fecundats tenien dotacions cromosdmiques desequilibrades i dels dos restants no
es va obtenir informacié ni de '1CP ni del blastomer. D’acord amb aquests resultats no es va poder
transferir cap embrié a I'dter matern ja que cap embrié no era cromosdmicament normal o equilibrat per

als cromosomes implicats en la translocacio.

4.5.3 Analisi de correlacié: no-disjuncié entre cromosomes homaolegs i incidéencia de

recombinacié empirica de segregacio

En les translocacions robertsonianes realitzades no s’ha observat correlacio entre la no-disjuncié entre
cromosomes homolegs i la incidéncia de recombinacié. En les translocacions reciproques, publicades i
incloses en el present treball s’ha observat una correlacié positiva, altament significativa, entre la
incidencia de no-disjuncio de cromosomes homolegs (segregacions cromosomiques 2:2 adjacents 2, les
segregacions cromosomiques 3:1 i la segregacié cromosomica 4:0) i la freqiéncia de recombinacio
observada per Laurie i Hultén I'any 1985 (Laurie i Hultén 1985a,b) (coeficient de correlacié de 0,8698 (p
< 0,01 Pearson) [figura R-15] [taula R-14].
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M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d’oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I'analisi de primer corpuscle polar

- pag. en blanc -
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4.6 Article 1

Chromosome studies in first polar bodies from hamster and human oocytes

Durban M, Benet J, Sarquella J, Egozcue J, Navarro J.

Hum. Reprod. 1998 13(3):583-587
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Chromosome studies in first polar bodies from hamster

and human oocytes

M.Durban', J.Benet!, J.Sarquella®, J.Egozcue’ and
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Most siudies on preconception diagnosis published so [ar
have used polymerase chaim resction (PCR) analysis fo
identify single gene defects. Although fAuvorescent DNA
probes have been wsed to obtnin a partial cytegenetic
disgnosts of sncuploldies in first polar bodies without
defined chromosome structures, the analysis of strectursl
chromosome anomalies in the interphase nucleus s not
sdequate. We describe a procedure to obtain first polar
bedy chromosome complements from hamster and human
eocyies. In 636% (105 of 165) of hamster first polar
bodies the chromosame complement showed a defined
chromosome marphology and in 94.1% (16 of 17) of human
ovocyies fixed afier follicalar punciure it was possible io
obixin high quality, well spread chromosome complements.
First palar bady chromosomes are fuzey and shorter than
socyie chromosomes, butl Auorescent insitn hybridization
results obtained in human first polar bodies clearly show
that it Is possible to detect whole chromosomes, centromenes
and unlque sequences, including the terminal regions of
small chromosomes. This suggesis that in fresh socyles,
DN A loss resulting from apoptotic chromosame fragmenis-
tion has not yet occurred. Using the procedure deseribed,
first polar bodies could be used o analyse the melotic
segregation of maternal structural abnormalities and o
detect mumericsl chromosome anomalies in bumans.

Key wonds: ancuplosdicafirst polar  bodyhamsierhuman
preconception diagnosivstructiiral chromosome abnormalitics

Introduction

After the routine chinical application of prenatal diagnosis,
preimplantation diagnostic lechnigues wene developed 1o pro-
vide am even earlier waming o couples with & high nsk of
conceiving an affecied child, Thes type of diageosis allows
the detection of some penctic or chromosome defocts sl
the 6-8-cell stage, and cmables only normal embryos o be
transferred.  Preimplanisiion  disgnosis has been used in
X-linked or single gone disesses {for o review see Harmper,
1) and 1o deicel numcrical chromosome  abnormalitics
(Munné ef af., 1993)

& Faropesn Sacacty for Pumas Reprodection and Fmbryology

The mexi approach was the diagnosts of geneisc anemalics
in germ cells, before fertilization. The ancuploidy rete in males
has recenily beon estimaiod by fluorescent in-situ hybndization
(FISH) studies of decondensed sperm heads (Martimesz- Pasancll
el al, 1997 In females, the particulsr chamsclenstics of
pamctigenesis allow the indirect chamcierization of the chro-
mosome comstitution of the gamcte through the study of the
first polar body (IPB) and this presents an opportunity for
germ line analysis. The IPB contams a chromosome sel
complementary io thai of ihe cocyie. Thus, the |PB can bo
analysed io obinin information on the chromosomal consiuleoes
of the comesponding oocyle, which is maimained in culture
for inseminalicn.

Although severnl studics on human 1PHs have boen pub-
lished, they have been limited io the use of polymemse chain
remction {PCR) o identily single pone defecis ([Verlinsky of
al, 199{0) and, more recontly, Mumne e al (1995) and
Verdinsky of al. (1995, 1996) have used centromernic DINA
probes for partial preconception enalysis of ancuploidy using
FISH. The major problem with the use of 1FBs for cylogenetic
evaluation of the oocyte is the difficulty in visumliring the
1PB chromosome complement (Verlinsky of ol 1996). [PB
chromoseme complements with a good chromosome momhio-
logy have only been observed in some cases whene the |PB
was fixed by chance with the cocyte (in the mouse: Dhyvan o
al., 199%; in humans: Angell of ol 19%94; Benkhalifa of af,
1996; Dailey of al., 1996; Wall e af, 1996 Wik of af,
19546, In the present paper, we describe a procedure io obiain
IPB chromosome complemonts with defined  chromosome:
morphology nom hamster cocybes and we present our prelimin-
ary results wsing human 1FHs.

Materials and methods

Kowrce of hamsier and haman oootes

Orvulation was induced m adull female Synan hamsters by Lp.
imgection of 3 40 U of prognant marc's serim

(PR Sigma, St Louis, MO, USA) in the moming on day | of the
ocitrous ¢vele and 30-40 |U of buman chononic gonadotrophin
(HOG Lavet, Madrid, Spain) 16-17 b prior 1o killisg them on day
3 af the cyvele Oocytes were obfained by flushing the dissecied
ovsiucts, and cumulus masses were ansferred o drops of hyaluronid-
ase 0.1% in Biggers - Whinen- Whiningham medium (BWW) (Sigma)
ustil the oocytes dissocisied, Immediately after, they wene rinsed in
BWW and maintaimed in an incubator at 37°C, 5% OOy and 5%
hismidity, The whole procedure was carmicd out under subdued light
i <30 min,

Human smmples were donsted by palienis undergoing vt
fertilization (IVF) cyeles or pymsecological operations for differont
conditsons. The Informed Conseni Form and the protocol for the
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M Durbsan of ol

shady were appraved by the Ethies Commitiee of the Umversitsl
Auténoma de Barncelona. The oocylcs were prodominantly donsted
oocytes processed immedisiely afler puncture.

JA
Figure 1. Gamphic represeniation of the way in whaeh the fixstive
solutscn should be spplicd, The fiamtive should be genily placed
pexd B0 the hypotonic drop containing the first polar body (1PB).

producing & one-way flux (lage smow) aaio the slide. The faative
solution mwst be sdded urder siereomicroscopic conbrol.
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Figure 1. Complcte hamater firsi polar body complement from o
mahere oocyle showing 22 chromosomes wilh & well defined
chresmosoame morphalogy.

Tabde I Characteristion of e e polar body {1FH} chromosome
amplemenes frien harmider wml Buman cocylcs

Hamswy 1B %) Homan (PR (%)

Defined chivfiosme Morphsogy 104 Pl A LU N
Undcfined chromosome morpbology 60 (56d] [
Touml 165 o) 1T ooy
SE4

Iuotation of hasiaaer amd hesan P

Haenster and husnan | PBs were isolaled enrymatically of mechanically
g follews, (i) In the enzymalic procodure, was used 1 &
concentration of | mg/ml BWW (Sigma) for hamster oocyics and of
0 mg/ml PBS (Difco, Detroit, M1, USA) for hisman oocyses, for
1-3 min under & stercomicroscope. When the zoma began io disappear.,
the oocytc was rimscd in BWW and the [PH was carefully separated
from the cocyie. (il) The mechanical procodire was carricd oml with
& micromanipulsior (Marishige, Tokyo, Japan): |PHs From hamster
oocyses were rooovered afier o local digestion of the zona with scid
Tyrode (pH 2) and aspimied with a glass microncedle 20 pm in
diameter. For husnan | PHs the procedune used was the one previously
describod by Verlmaky of al. | 1990)

1A chromoseme complemend fevation

In all cases the free | PB was gestly placed inio a biny well comtainang
hypotonic sodution {1% trisodiam citabe) The hypoioaic reatment
wis conirodled ender o storoomacroscops until the |PE losi brighiness
{%- 10 mim}. i was then gontly placed onto & clesn slide previously
covered with a 1% trimethoxysilane film (Fluks, Buchs, Switrerland)
(Ward er ad, 1995). Using a micropipetic, 8 20 ai drop of eibanol-acclic
scid (I:1) was genily added onio the slide beside the IPE, for &
genile fixation. When the fixaiive sohstion covered the 1B, & sooond
drop was added and, il sooded, one or two more drops (Figure 1)
Finally the slides wore air-dried and observed wnder a phase: contrast
microsoope {24,

Chrmmsome anlysis

Hemser 1PH complements were solid d with sineal
Lelskman's stsin. The slides were observed and photographed with &
Leite IMalu 22 llsmbds Plocmsopak photomicroscope (Leica,
Madeid, Spale) wsing Agfa Copex Rapid AHU (50 ASA) film,
Evemtually, phase contrast microscopy was porformod with an
Cilymps PROVIS-AXT) microscope and metapbases were capiured
sind amalysed using & Cylovision Ulim workstation {Applied lmagng.
Sunderland, LK),

Human |PH complemenis were find phoiographod wnder phase
contrast and then amalysed by FISH, We msed dirccily lablled
Puorescent commercial probes (Vimis, MewYork, NY, USA): shole
chromosome 11 and whole chromosome 22 probes for single and
double FISH (WCF 11 Spectram (hange and WOP 22 Specirum
Green), and comtromenc and locus specific [NA probes for dual
FISH [LSI 2122135222 Spectrum Owange snd CEP Xpll-gll
Spectrum Green), and for triphe FISH (sdding the double probe 151
T2qll 223133, Spectrum OrangeSpectnem Cireen), FISH analywis
was camied oul immediaicly of in preparations kept an -20°C, The
slides were treated with PBS for 5 min, 50 mM MgCly (FBS for
4 min, 1% formaldelydeso mM MgClyPRS for 10 min, PES for
5 min asd firally dehydraied in 70, 90 and |00% cthanol. A vohsme
af 1.5 pl of ihe kybridization mix containing the probes was placed
an BxK mm’ coverslips and mounied 1o the slides. The probes and
the alides were simulinncously denstured by placing the slides on 1o
a ot plaic for 3% min a1 74°C. Afler overnight incubatson at 37°C
in a bumidifiod chamber, ibe sldes were washed using the profocol
wwm.mmnu-dmmm
porformed with s Ohympus PROVIS-ANTD microscape oquipped
with the sppeopriste filler set for FITC, Rhodamine and DAFI
(CHympass, Hamburg, Germany). Afler dinect analysis, phase contias
and FISH metaphases were eaphared snd analysed wang a Cylivaiion
Ulitrn workstation | Apphiod Imagingh

Results
The meithod was developed in an animal model. A iots] of
200 Syrian hamster oocyles were processed immedanicly afier

Resultats
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apboldogy  similar 1o melaphase 11 chromosomes, wiilh

recovery, 168 1PHs were successfully fived and the remarming 1
15 were accidenmlly lost (Table 1) In 105 (63.6%) |PHs sepamicd chromatids still joined by the centromere, it shatva-

the chiaitsosgme complemont showed a defined chromosome img s ‘hary’ mspect as a apccial featere (Figure J) O

weopy and (b) the same | FHR

pleie human first polas bady (1FH) chromosome complemeni by phase contrs me

siraing painting of chromosome 11 with the WCP || Spectrum Ovange. (€] ( omplete mplement with double

wnosomes || and 22 with the whole chromos probes WP 11 Spectrum Oesnge asd WCP 22 Spectram Green. (d)

nan |1FH complems firmtion with the LS 21g2 Speciram Drange peolss snd CEF Xpli-glil

s Cireen probe for chmmososnes 11 & spectively. Mot that one of 1 che gids abcrwcs & aplit LSE signal, whick i
ussng thiz probe smme coenplemsni

fimed with probes LS 2 1g22 s Chemnge, LS1 12q11.2722q13.3, Spectru Cireen {arrows) and CEP

| Spectram (ireen probes for chaomosomes 11, 22 and K. The two signals for the double probe oa ch wiine 22 Can B clemrly

dinsingu ik

Sy Fryhe

L}
Compleic baman 1PH complemsnd by phass © L L

i

ERE
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these 105 IPBs, & total of 100 (95.2%) showed a compleie
complement with 22 chromosomes, while five complements
(4.8%) were hypohaploid, three with 21 chromosomes and
two with 20 chromosomes. The remaining 60 (36.4%) 1PBs
showed no defined chromosome morphology.

Encournged by the high frequency of good quality hamster

| "B chromosome complements obained in this first approach,
we decided 10 adspt the procedure o human cocyies. A iolal
of 21 domsled human cocyles were processed immediately
after puncture. Sevenicen of them were succesafully fixed and
the remnaining foar were secidentally lost during fixation during
the carly 1o sdapt the method 1o human oocytes, In
16 of the 17 IPFB (%4.1%) it was possible o0 obtain well
spread, high quality chromosome complements (Table 1)
Human 1PB chromosomes are fioeey and shorer than
metaphase [ chromosomes and also show separated centromere
regions and chromatids. These | PB chromosomes were suitable
fior in-situ hybridization analysis using fluorcscent commercial
probes. Figure 3a and b shows o complete buman [PH
chromosome complement observed by phase contrast micro-
scopy and hybeidized with a whole chromesome probe for
chromesome 11 (WCP 11 Spectram Orange). I--,p,u:?‘.uh:ws
s complete human |PB chromosome complement
with whole chromosome probes for chromosomes 1] and 22
{WCP 11 Spectram Orange and WCP 22 Spectrum Green,
respectively). Figure 3d shows a complete human |PB comple-
micnt hybridized with the 151 21922, 1 3-422.2 Spectrum Orange
and CEP Xpli-gll Spoctrum Green probes for chromosomes
21 and X. Figure 3¢ and [ shows a complete |PB chromosome
complement ohscrved by phase comtrast microscopy  and
hybeidized with three probes. (LSI 21q22.13-g22.2 Spectrum
Omnge, LS1 22q11.222g13.3 Spectrum  Orange’Spectrum
Green, amd CEP Xpll-qi1 Spectrum Green) for chromosomes
21,22 and X.

DHscussion

%o far it has been cxtremely difficuli o obiain good quality
chromesome complements from | PBs (Verlinsky ef al., 1996).
For this resson, 1PBs have only been used for the delection
of genctic defects by PCR and for the indirect diagnosis of
numenical chromosome abnormalities using | PB complements
without any defined chromosome momphology. This material i
nol suitahle for cytogenctsc analysis of structural chromosome
abnormalities. We have developed for the first time a hypotonic
treatmenit and a fixative procedure (o obtain good | PB comple-
ments in a high proportion of cases, With this procedure it is
possibie (o ohtain well spread chromosome complements thal
can be sccurately analysed by FISH for structaral and numencal
chromosome anomalses.

The rexson for uwsing FISH is thai the high degree of
contraction and fazzy morphology of |PB chromosomes makes
it difficuli or impossible bo obtain G-banding. | PH complements
show a high sensitivity to the FISH denaturation step and
herefore i is useful i oblain phase contrast images prios o
ihe FISH procedure, o facilitate chromosome ihentification.
FISH resalts in human | PBs from fresh oocytes clearly show
that, despite their fuerey aspeet, if is possible to detect whole

k2]

chromosomes, contromenss and unique sequences. including
interstitial regions (LS 21922.13-q22.2 and LSI 22q11.2) and
very terminal regions (LSI 22q13.3) (Figure 3). Our results
scem 10 indicate that the DNA loss related 1o DNA fragments-
tion involved in apoplosis, recently described by Takase of al.
{1995) and Fujine ef af. {1996) in incubaled oocytes, has nol
yet taken place in fresh oocyles.

Only Gve hamster [PBs of the group with defined chroms-
some morphabogy (Table 1) showed an incomplete pumber of
chromosomes and at least bwo of them, with 20 chromosomes,
mist probably resubied from the loss of chromosomes. during
fixation, The olher three, with 21 chromosomes, could result
from non-disjunction. The low level of anificial chromosome
ioss detected, when compared o studies of pocyies, could be
caplained by the charscteristics of the fixative solstion used
[cthanolscetic acid (1:1) insicad of (3:1)] because the bower
propostion of alcohol resulted in a slower evaporation of the
fixative, and the increased proportion of scetic acid made the
fixative solulion more elficient in the disraption of the 1PB
membranes. The way in which the fisative was applied, geatly
placing it mext to the | PH, and the use of the inmethoxysilane
film also improved the results by reducing the area in which
the chromosomes were spread, minimizing the artificial losses,
In sumimary, the essential factors for routinely oblaining good
chromosome spresds from | PBs ares (i) to work with 1PBs
from fresh oocytes, (i) 1o use a long hypotonic lreatmenl
under stereomicroscopie control, (iii) to wse a modificd fixative
solution (ethanol:acetic acid, 111} (iv) 1o produce a one-way
Mux of fixstive on the shde and (v) to use inmethoxyslane
coatod slides.

The procedure described could be extended fo clinical
preconception cybogenetic diagnosis, because it allows the
detection nod only of ancaplokties (which are of matemal
meiotic | origin in $0-95% of cases) but also of structural
chromosome abnormalitbes, oven when small segments of
chromosomes are involved, because the transmission of chro-
fvosome anomalics to the offspring depends mainky on the
segregation of the snomaly st meiosis 1. The technique would
hqﬂhﬂriuﬁmdhﬂmmphmhmh
the carrier of a structural chromosome recrganization becaise,
sccording fo sperm chromosome studics, in these cases the
risk of conceiving a chromosomally unbalanced child ranges
from 15 1o ¥ (Templado e of.. 1988). The analysis of
| PR chromosomes would allow the identification the type of
scgregation that has taken place and, comsequently, predict if
the embryo would be normal or not (Egoscue of al,, 1996,
Furthermore, the clinical application of IPB chromoseme
analyscs in preconception diagnosis would be especially indi-
caled i those couples who, on morl grounds, would reject
embryo seloction afler preimplaniation diagnosis (Egoscue,
1994) or abortson aller prenatal disgnosis.
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4.7 Article 2

PGD in female carriers of balanced Robertsonian and reciprocal translocations by first polar
body

Durban M, Benet J, Boada M, Fernandez E, Calafell JM, Lailla JM, Sanchez-Garcia JF, Pujol A,

Egozcue J, Navarro J.

Hum. Reprod. Update 2001 7(6):591-602

Figure 1(a, b, c and d) : seleccionada per la portada del Hum. Reprod. 7(6)

Fe d’errates: figure 1. (e): WCP 13 spectrum green and WCP 14 spectrum red. Tables Ill and IV: les
frequéncies d’oocits normals, equilibrats i desequilibrats estan calculades respecte del nombre d’1CP
biopsiats i no respecte del nombre d’1CP diagnosticats. A les taules D-4 i D-5, per a tots els casos, les
frequéncies estan calculades a partir del nombre d’oocits diagnosticats. També cal tenir en compte que
a les taules Ill i IV de larticle 2 no hi consten els casos clinics que es van fer posteriorment a la

publicacié d’aquest article.
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Humas Rrprotoeciion |pdeis, Vol T, Sos pp 90600, 208

PGD in female carriers of balanced Robertsonian and
reciprocal translocations by first polar body analysis

M.Durban'®, J.Benet', M.Boada?, F.Ferndndez’, J.M® Calafell*, J.M® Lailla®,
LF. Sinchez-Garein', A_Pujol", J.Egozeve' and J . Navarro'

'I:r[l.r'lml:- de Bicdogia Ceflular, Fissologia 1 Imununcdogia. Uimial de Biodogia, Facubisl de Modicma. Universital Auiissoma de
Barcelona, E-08 193 Bellaierm, "Servei de Medicing de |n Reprodoccis, Institun Universior Desews, Py, Bosanevs K001, E-008017
Narcelona, “Laborasonio de FY, Fundacim liménes [Haz, Avida. Reyes Codlaoos 2, B<2R040 Madrid, WUnicar @ Reproducesd
Assistida, Mospital Clinic de Barveloms, Villarrosd 170, E-0800 Barcelons and "Depanument " Chstetricia @ Ginecologia, Hospital
Kane Joan de Déu, Pg. 50, koan da [ 2, E-DR9S0 Esplugues de Llchregat, Spain

“To whom comespondence should be sddressed 3 Depanumens de Biologia Celbuler, Plubologis i Immusologia, Unior de Biologia,
Faculiat de Medicing. Universitat Autdscma de Barcelona, E-02193 Bellaiera, Spain. E-mail: pnagaima.navsmodush s

Preimplantation genetic diagnosis (PG asing the first polar body (1°B) is a modality of PG that can be used when
the woman is the carrier of o genetic discase or of a balanced chromosomal reorganization. PGD using 1FB biopsy in
carriers of balanced chromasome reorganizations has not become peneralized. Here, we describe our experience
based oo the analysis of unferiilized or Mresh, noninseminaied control soeyies, by lixing separaiely ihe 1PH and the
corresponding eocyie, and on the sty of six clinbcal cases of PGD using 1PH biopsy (foar Roherisonian
translecations and two reciprocal translocations). In Mresh socytes, the chromosome morphology of the 1PB was well
prosorvod, ad the results were always concordant for esch socyie<1PB pair, This indicates thoi the 1PB can be
reliebly wsed for the diagnosi of chronssonie reorganizations. In these stisdiés the technical problenss encoundersd
when performing PG LD using 1PR biopsies for chromosame ciudies are also addressed. Three different sirabeghes of
IFE Wopsy (kascr bean, partial rons disscetion and oacid Tyvrode's) and two different protocols (Intracytoplasmic
sperm injeclion before or afler 1FB biopgy) and their eect on ihe percentage of oocyles disgnosed and ihe
fertilization rate, are discussed. In reciprocal tramslocation cases, published In the llterniure or stedled by ws In
which al leasl ndne oocyvbos had been dlagnosed, s correlation has been foond hetween the frequency af non-
disjunction observed and the itheoretical recombination rate. To date, PGD by 1PB analysis alone or combined with
haslomere bivpsies in female carricrs of chromosomal rearrangements b bécn used in 18 cases, with & lurther §ix
caied reporied here. A lotal of 325 comulus-oncyie complexes have been obiained, of which 294 were hiopsied and
2 were diagnosed. A lotal of 52 émbryes was transferred, 19 of which implanted and 17 produced fall-term
pregnancies

Ky words: i pualar Beely BingayTL H ipreinsplamtation penetic disgeonivrecipnocal imnilocstionuBoheraonian irasdocatsons

TABLE OF CONTENTS embiryo, bul it may alss be based on the analysic of the fira polsr
eI hﬂyli?ﬂlﬁﬂu[l?ﬁhmk‘mhm]uhndtwn
Techaseal the carrier of & g or ol & bal | anaral

Clinkcal spplication and revicw of el
Theoreical comaiorstiom on chmmosume spegsinm
Ciomc lanions
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Imtrodwction

Preemplasiatron penctic disgeoids (PUD) & weally besod on s
mmalyais of one o w0 blastameres chimined from cheavage-stage

m].nr:llnm '.'.l'l:rlﬂib: amalysis of (b 1PH allvws ihe bidiras

i of B comeg PG of PR hiogie: hus
ihe mivaniage  ihei lhuHIul ar dhilTiculi dhagmecs can be
condimed by PGD in Basomeres, thus aveiding e need of
esnabdiching a y amd flw sermninmion

Ta date, PG of IP'E Biopiies has heen widely wed for the
dingnnsis of monogenic diseases, soch 5 cyatic fibommis (Ceslak
ot al, 2000} in spite of e (et thei cocyies wiih heteneygoise
ch {up v HFE ) can produce either pommal ofTspring or

© Lanwpean Soober of Haman Brpeoaderrion and Dmbrysfogy
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sffecied childrem In these cases. confinmation hy secoml pailar
hady [P} Binpoy oF by hlanpmers hiopay (o mandsiory. On the
e hand. s use in female camers of halsaced chromosome
rorganiestions has not become penerslined, probably hecsuse
mint 1FBs arc fived in intcrphase of e degencratod chrmmalin,
This may he due 1 the technicel problems encouniered in
obiaining pood chiomosome spreads [Verimly er ol 1996,
Munné, 20000, 10 the difficulny of such x wmsll cell o the

PR, o Becaiee the PGD of IPB blopades does not allow the
il yais of (e pailemsal comribitson o the genetic endowment of
ihe

It mmusi be noted thai aliboegh over 1K oycles have beoen
porfinmod fuor he diagnosis of arcugdoidics oF gooctic Siscases in
|mwu{|mmmuﬁmlmuuum
Working Group on Preimplantatson Genetics, in association with
the 1IiE IVF Congrese, J000) aaly 28 PGD eyclan oiing 1PE
bivpsses, and one cycle weang 1PH plas blasiomene bopaics s
included in the daia colbection [1 of the ESHRE POIX Consoniam
Sscering Comaemitee (20003, vovering the pericd wniil May |,
MM, OF these, caly three cycles were performed for the
disgnatie of rranilecasions. In conirsm, e Hepon of the Sh
Annual Mesting of the lnemational Working Group on
Preimplanimics Ceseiscs, in swociation with the |l IVF
Cosprewa (3000) refers 10 35 cases of manshocatbon @ the Si
Harnabas cenire without prowiding detsils on the characieristics of
e ransboations, on om D pespbic.

The firdt case ol PG ming 1P biogy i a female carrier of &
Palstced tmnsicestion was published in W (Munnd er
il 15598a). Although the procedure is safe, v daic only 1B cses
ol PGD wwing IFB biopsy in pranslocstion carriers had heen
repaned. The ohsivtrical and neonatal oulcome of the s 1R
five birhs after POD for Moodefion disomben sl ancugloilies
wsing IPE biopsies has been revigwed (Strem of al, J000)

Here, we addeews the iocksscal problems encountered when
performing PGEY For chramosnme soadies using 1P biopsies.
describe our eapericece (s cascs) and review all other cases
repuaied wa Fad in the Feialuoe (1 cases)

Technical aspecis

Alter | years of experience in the use of hamler and hisman
Wrurrmm]n‘lmﬂq:h:lhhnﬂni,tﬂﬂ.ﬂtm
been possible po solve & number of iechaical problems that can e
avinided by following the recommmesdations given below. The
main echniol difficolties emountered weee: (i) reliability of
resshs; (i) gaaliy of 1PH chromoomes prepamions: {ail
fieniliraticn efficiency; and (iv) Muorcscenos in-siva hybriddearion
(FISH] elficiency and 1P dagmoic

Troses we

Brlinkility of resudts
m,mﬂmmﬂmh&ml}!mm
ments of the |PB and the metaphase 1T (MIT) oocyte had been
previously carried oul (Musné ef al., 199 Doiley of o, 1996
Dyban e i, 195} by poinily lixisg e oocyie and the |FR. AL
resulis showed a high degree of conconlance in the pair. and
demonsirated thai a high percemtape (»30F% ) of dhomosome
complemenss could be analysed. In onder o conlam e
reciprocity of the chromowome scis of the [PB amd the oocyic
and e pocible inlluencd of sgeing, & audy wa carrisd out in 41
imseminaiod, unleribeed oocyies wel 18 Tred oyles domaled
by patients undergoing IVF cyeles or gynsecological operations
by hiximg the Ml cocyic and the |PB scparuicly, The Ethics
Camenitiees of the Lniverdom Autdooma de Harcebons aml of the
I¥F cenires iaking part app i the knls 10 Form and
the protccod fior the audy, The |FR was separased Trom ihe M
cocybe githes eneymaticslly wsing erypsin {ifco, Deiroit. M1
USAS 3 mp/mi in phinphate-bulTered salise (PBS) for 2 min, o
mechanically By micromsnipulation  (Menshige., Técnicas
Mélbicas MAB, Spain), Baoah cells were fined differendy: che
1PB flollowing 8 published method (Durban et af . 1998, aml the
M oocyle following & modified Tarkowski's  method
Tarkowskl, 159885 In order o esiablish the concordance beiween
the chromscene complement of the 1P amd (hat of the omgyie,
and other tham ooumting. several sets of probes were wwnld,
evmibining centromere probes. (CEF), hxosapecific protes (L5,
telomene probes (Tel) and whede chromesome paintang {WCP)
jrobees. Thee probes were differonl depending on the case, b were
e smme: for dach oodyie—| PR pair, Thais dirsetly lahellad probes
IWyis, Mew York, USA and Cambio, UK) wese used in single,
dhimible and triple FISH snuesced in ong of leo ounds.

In unferislioed eocytes (aged 2436 b post-punchire ), which are
1M¢mm|,wmmﬁ:hﬁ&tzdm
abmormalies in fomale gametes, U Chromoonie mdaphobogy
was oaly preserved in six of 41 IPBs (14.0% ), and data were
svailskle fnm only 1K of 41 pairs (43.9% ). However. all case
that comahil e analysed were concondant for the pain ven in twe
cases of aneuploidy: ome pair i which the 1FB was X170 ad
e oiyie XM (Figuee la and by, and snother in wiich ke 1PH
ws X2 of 20 e e oocyie K20 12 of 21 a8 & resuly of
prediviseon,

In fresh pocyies. the chromeosome morphology of the | PR was
preserved in |5 af 1H paim (R3.3%) (Figare Ic and di and the
chromoscene complemenis were comcordant ia 16 of 16 pain
{ 100r8 ). Mmmﬂnhmwﬁzmtmd

Figure L {a) Abssrmal s polar By | | FH) chromaocoms

wmmllmwnlﬂan—f—;“li]h L

T wiag e ok, () Mormal,

i and cytopl yies and 1P were
chromoscenally normal.

P ooy " 20 ] v ¢ X

g Bus &, Illhn--:-mu-ﬂr-rl:

wrwn rven |

M) adsswing Bybrabicaon wish L1 31 speesrem erangy
wrarcigeadang

fu" B sl 71

HMEI-J-K“UWH il The

wd CIF X wpectram groen prokoy o o ey erss e e :I'I-n-d'.':m{\-m-ﬂr (b B 1P
u.muq-nu;mmuﬂlwhmmmmmﬂmuq-;n—-nl-urudmll o LN [Toeh
L5 A sl

bﬂlhﬂmmlmmmlﬂhh*“-"-
movmal Trarvums g tijebeice 11

ke bk altbacnph o thi agaeand The Chmioaome oAty (v

m-ipr;—rﬂh mlnulmwmunmmmmmmm
m.-n:n_.-h.h.ﬂ._“ waa“mmmqmmuW|:Mmmhm4-“r
RN

g AP wish prosanved

fng & normal oh

b @ Balsiad cocyla T &

& mikllquam“w il W |3 spepctnum grpes s WOT 14 sgrcirm ovange probes for chmesomes |3 and 14 sespoctively.
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Bt whe bower Teeguency of analysable chromossme sets and
the increased incidonce of chiamsoms anoimalses may be relabed
8o ageing, hécsase IPHs degenemie very quickly, and only
chromatin clumps thar do ot allways bybridine comocily can be
cdasined. and becaune ageing in vitre may isduce chromossme
alkcratinns.

Ia 1PBs and MI oocyees, the chromoscmes s sbeort amd
chromatids are widely sepuraied. Furil IPH ch
are fuery, probably because 1PH o ! "
.:nnh-::rlddlbttﬁﬂllﬂ'lh!lm'ﬂm
pramating [soior present in lhe cocyte (Sapata. |996). However,
the use of FISH albows a high degroe of osslulion, asd several
probes can be used on e same chiomossmes. Chanmosoime
identification 1o pasaible wang spectml karyoiyping [5KY)
(Mirquer o wl., 1598

H’d’m’n—\lﬁﬂn
Ciaining hiph-yuality ok s, froem oncyies on
kasiomeres |s not easy, lﬂihhmﬂl?ﬂndlla_lﬁlt
difficuli—a difficulty that has boom mocently sckmoaledged
(Cicslak of ol 20000, Ia foct, the use ol fresh oocyies as the
maet direct appenach ta obiain chromosome spresds from PR
wrs absr i demonsmed only recemly (Durban eral, 1998L To
ﬂmﬂl[ﬂ&.ulﬂlﬂm several aulbors haove wed
[ i civil ion systems, inchuding oksdasic
acikd mrm-mm ef al, 195 More recenily, high-qualily
slssamere chromosomne complements were obtained by fusng
L withi b eoxyies (Willadsen of al, [9H) and
mouse ryposes (Evsikow amd Vierlimky, 19999, followed by SKY
yping. Heawever, (ke only studies in which pescentages are
repomed (Evisiloov and Verlinsky, 1999, Wilaken of al,, 199)
show that the success rabe s sl imuch higher than 5F% for sy
single cell. Fumhermore, ibese spprosches mne y ex-

ihe Terilization rate increesd 0o 62.3%, Morsover, if ISl is
carried oul immediately afier reuteval and bhefore |PR hiopry. the
ferilization rave cam be increascd i 7229 The roaas N this
e basically two-fold. Firs, if the IPB i hinpaied hefore 1CS1
i reference of the [PB is leoa, amd since ike oocyie may miaie
inside the roma pelbackds (£F), the IC5] mocdle can dansage the
meiokic spindle and prevent il extrusion of he JPH, producing
oypoles with three promaclel. Aliernatively. i may damage the
awicyle i mich & way that ihe developmeni of e eypobe i
amesiod alier docomdcnsation of the sperm head {zygotes with 1w
peonuclel] of even cwficr (eypobcs with one prossescleus).
Recenily, the ¢Mects of iperm during FCEI relative by
the M1 spimdle cn fenibiyy and preimplancaion developosnt wore
svalimed (Riske & al, 20000, The resubts showrd that cmbryis
criginating from oocyles injected with the poler body positicmed
at 7 or 11 oclock implant at a hagher rate, ahhowgh the dats are
mot dignificant. In the ame way, the regions ibal ore safe or
dangerous for FOS1 in the oocyle, laking im0 sccound the positioa
of the 1P, have alw boem defined (Hamdamon o al. 306K
The seccad roasom 4 that the npening in ike ZF produced by the
biopsy procedure sy mesuh in the anefecrusl baiching of
the oocyie of the Zygote. The incidence of these problems is
relecicd is Tables | and 11 (see Clinical application asd review of
resuite).

The hinpsy procedune shoald be carmed out afber BCS1 bas taken
place, wnd wiing & laser beam or & meéchanical proceduis 1o drill
ihe ¥ The laser beam (o Lsfpm non-comec dinde laser;
Fertilase, Medical Technobagies, Manpeay, Suitrerland) odepied
1o an inverbed mismsoope 16 very convenienl, bet expensive, This
laser cyaem has been never used before for human [FB biogny,
However, the efficacy of such o syaem foe wona drilling amd it
usefulness fior madsiod baching wes inmlally demonstrated in
h (Crermosd er al, 1935 mmd subneguenily applicd s

pendive s [EME-CORSURNE.

I nur Isherminey, the iechnigque wed dewcribed G oldain Jaeo
chromonome preparations [Dearban o ol 19HR) was used. These
preparalions were analysed using the most advaniageous
eomhinstion of FISH probes, mnd oy @ nesult af these analyses.
some factors which appear o be cnecial 10 obiain high
prencenapes of spreads with a proscrved chromsraiie Edplology
Beave boda identified,

The picscet proioonl slliws us not anly 1o obain |PB spreads
with prewervad chromosome morpholiogy. bul alsy o Tertilizszion
rate of TV using Laser o panisl sony dessection (PELY). The aims
dmmmmﬁw1hlﬂnmnm|h
the pocyie hud Been sspimiod s mionanjeciel The cati liwt
each step is discussed below:

Since the purpose s b obain the 1PE blopsy an soon as
paseible, 1l 18 recommended thel the oocyle be dedssaded Toom
cumales cells & soon @ the womplex (OOC) 1»
obtzined. rather than thin being performad <3 h later, as ks usually
done in & dandand precal

Fermidizadiow efficiency

Once the ooyte has heen denuded. imracyioplamic sperm
imgection {1CS1h should be performed before the 1PR s biapﬂud
11 BCS1 s performed 120 afer resrieval and Bh after (P biopey
(2w pur cuce iniinlly), the fevtilioion e i only £2.0%, 17
thits. period was shomened o 87 h alicr retricval (Mennd, 2000),

A

astocydl Beopsy (Veiga of al, 1997) snd blastomere Beopey
(Bowda eroal, P98} In oor hands, beamy wang a laser sysiem
afies DCS1 yielded & high fensliesics rase (T1.£%L The
mwchanical preceduse (s more Lme-cossuming bul cheapeer, and
it secondary cffecis on the ZP are avoided. We alo
chdningd & similar ferilization e (75.00%) using ihis biopy
sysiem. While in PGD by IPE snalysis valy thies embryos have
Ieen transfereed alter wcing the laser system, with the moechanical
sysiem 49 canbryos have been iranalerred. Unkil fow, pregnancess
tuve oaly been obtabned sxing ibe mochanical sysom. More cases
using the laser systom will be needed helone sstisiscally valid
somnparizemns. san be k.

The use of ackl Tyrode's is nol recommended (Malicr and
Colezn, 1989, Santald o0 al, 19F). Alhough good quality
chivemrsome preparalvons may be obtabved from [PBs biopsied
with thiz symem, the oocyir may be caily demapod aml the
fertilization rate is reduced (1005,

The [P should be memoved usbap o pipetie of o diameter
Ii]fﬂlrld#f“l‘lllﬁrltr IPH (=Mk=Mpmi i 8 smalier

1w useal, the |PB may be mochanically damaged and
cven lysed, [n binpakes oiwained asing a small pipetic (=10 am),
paly 142% of prepamtions with a pewreed  cheamosmme
maorphalogy wene obinimed (Table I, case m; Table 1L coe Hi
whille usimg a pipesie of & larper dismeter chis proporiion grew (o
89.4% (Table I, cases m p and g: Table 11 casc 1: sov alw Climcal
applwation and peview of fesults), It s alss imporanl o remove
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Tiablr I, Clmical cuse resslie. presimpl et diagewiis GO ol Rob dcalhuns, ining |PH sy
T yim 15 Pesierved IFB BN 1] Hissomere  Oouyie of embeyw BCSI pessh and

e ki i

e e .

Case e 4550 et A2 g B 10
IFE-1 Fragmenind - Pt - = = Artelaciusl by fusd 7 PR
1P Finid han im il - e gt Pervilared
1Pl 3 Fined ] s i - B aeniadi by
IFE-4 Losi dgring oy =~ - Puosi - = = T prncriod
[ R Fined Na Toss 20 der 42l - " Tomliad
IFH5 Fragawrsinl = sy - - 1
I1PR-T Fiid ] e B4 3 deria i - 1] I
IHH.K Fiumi L] Posa (LR - el TN
IFH-9 Fingd Mo Pomil Vel w'wiain] - e sl 1y
[ L] Funad Mo Pt 0 der b2 - 4 Adelwmisl hacted T 1
TPH-11 Frasl P Palt e L ey 21 1PN
iF-13 Lis dhing opmy Pt - - Femmilined
I'B-13 Flaad ] Pt Mo prwhi Fextilinad
I1F-14 Fand P ] PRt = derid2i Fenilised wesd trgmferred
(15 R Pld Mo Pamai Vssbumgrama) = B wanali Fiantilined
Ty o &5, KN der] 10 14 Wy Pk BT
IFfi| P Bin - alen BN 14 - [ER L] Dlarnged durnng ey
P2 Larwst dharing finstion - L] = - B el el L
1P Tived Yo Fimi [EF 1R - Linhalascrd Fertiliend
L1518 Lt during fasses - L] - - Mt skl Urisfeilised
Case o AS XX dert 13 1 0 1k 20T
IF-1 Fived ¥er P 1 - 14 derl 3204 Featilised
PR Dad Lt daring oo - Fre - o der 1314 [EE SRR Fertilised
FE-3, -3 Lasd dhurinag, by = [ = i deri3o14 14 denli 5.0 Feanliped
P PFinad Yew e 13 dest ;02 : T Feertilised
(.51 Faurd W L] |4 derl il - LE]
P, T I'enprocmindd - Fre = Al Alemes Fertilioed arsd irmaslevved
1P, BT Lot dharingg fustion = e - Ursiagpramed Mo esall Fremnili sl
15 Fiurd s Pm ot 1314 - 1314 Frrtilh el
P8BS Fiasd Vs ' el 11 = 134 e prmermal
1 Bl Fuumd Veu Pre 2] - 13 deri 204 ¥ P
IFB-00, Bh-1] Fropeessi - L] - Vel el Wil el Fmiilized
-2 Fand Yies Fee E¥ der i3 14 - 4
IPE-13. Bh-13 Lissa dlaring heogsy = For - ahalawed T e | 3004 Ferinlized
1014 Finsd Yid Pz (LR - I RA L] Femilisd sl massioneed
Case g wyete | 45, X0 et |1 1 4 g | 0
iFR-i. Bk-i Fiagd ew e Vo vl LEE ST RN 1k dariiia Feftilied
IPH-2 Livil st flamios - P - - IY der 1304 Unlestalest®
Car o cyvlie 3 45,00 et | 104y a1 00
PR Fisad Tes e aeri b id = I¥ 4 e @l sransformod
IFR-L, Hk-2 Faad Yed e 4] IR der 14 el
*Trumlerred by sheorimes oof Dy connpde ooy ¥
*Fingel naed snalyua By PISHL
Al = blasboiare. W51 = sbiecypEam 5[ inpeoton; |l = lng poder hody: "N p = d al

the |FH when it has bevome completely detachaod from ibe cocyis
(otherwise, the membrane may be uplored), bul & soon as
poasibde afier BCSD (30 mind, because the |FB must ba bsapsiad
befoee e 2P0 in extruded.

Once biopased. the 1P &hd i18 comesponding oocyie e placed
im mambered, bul separate drogs of medium. The reason log wsing
separaic drops is thal. i & singhe drop. one cell may be damaged
while haadling the sther. The deops sre prepared with freshly

hlicred modsum, iv avoed the proseace of debris hal oould he
confuced with the 1FE.

The hypotonic shock needed to oblan chromosoms spreads
shirialid also be perfomnmed as quickly as pussible, To that end,
trentment with 1% irisoideem cirabe for (0 min (Turban er af.,
159 was changed 80 o treatmenl with 01.5% erisodiven ciirse for
& mén, In clinkcal cames, use of the leag hyputonic (reatmens lod i
only I7TV% of gwesk having a piecerved  chiomosoens

b3’ o
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Tale 1L Clisical case resalis: eeimp prmic desrmma | PLA0 of rocipeocdl tamb uing [PH bopsy

e e IF Frosrved 1P 1051 IFn Blasivmscrr Wi s o sy s [ ST

sradywrd i hnmersrie virmn  dugnosi A thagmemis aml trwnide
APy By

L B 8500 PR g2

1FE-1 Limi during beogmy - - - - Lok duriag Bnation Moo s

12 Fined Ha Pond derl? A det 12 Lkt ot fasted

1F-1 Lamil. charirg: by - - - - Lawi dhuring Binmivon  Medl smrrnsinabed™

i, =1 Fised Yem Puss derd w2 42 Aricl sctesl Balchel 2 PN

1Pl Fragrmind - - - - 12 e Ml s v o

L 2 Fusmd ] Fusa 1] - 4 derd 12 derl2 Undentilicod

1F®-T Finnd T P 1] - oderd 1T derl 2 Tomdiged

|FH-5 Finml N Passt Uiy manan] = Fo vl A me el ks bundi

wned wmbenilived

|Ph Fiusd e Pt . chrd devi2 - 12 Femdad

IR0 st hrng Bt - - - 12 dorl2 it fmcrmenaiod

1PB-11 Lot dufAg Botisn - 12 deri2 B | e

Az Fiuml Bon - i 1T derd = el e i rrEnabed”

P18 Fiai k] = A eprd - 12 i 12 B | e T

FPHa4 Flisal M Pt 12 devd derlY a

IFh- 15 Nl hornng foumiron - - Mg analyuble M el

PR Flal Vi Pl L' ksl - i ey Fovtdnnd

Cnney |: 6300000 R g1 2 %)

1P| . ¥rs Fre [RLE L] derl

IFR-2 Fanl Y& Fre Akl der| % * (] Valviiand®

L Lo Lowd domag fisiion - Pr . = der| 18 E‘ﬂl' )

iPH-A, lin-d  Fosd Yew o Lindiap d 1iluiny ] Wimba gt 1] L

PRA ol Vim Fre 1 deril - dorl 16 Ll

IPRA, Dit et daneg fustion [ Usiliggromed  Undi d u

-1 Trapmenied - - - = I, nelmprararil I

P8 Pl L] L] i - I et 18 Uafemilrcd®

[ 2] Fasadl Yes IPee 15 derld U o 1 3

1PFR- 10 Lol dharirgg banery - L - - LB Ueprneruind

Finod el FISH.

e i

A = lelasls e | %0 = logel s infetica; |10 = fira poslar Beshy: PN = peomsciou.

mcrphology. By comparison. using the short hypotonic breatmeni
bedd o 4. 1'% of the proparationn having & proserood chmomirsme

mopholopy. i

Fization b albwo @ crocial siep | obtalning good gaality
chramodnms preparstinne. The fiesive i pleced oo the slide and
albowid bo spresd while evaporating, in this way, anefsctual
chinmosonme lossss ane reduced o 3 mimimum. However, higher
weality preparations of fised IPBs weré slio ohlained when o
change was maide from wing a soelutivn of clhanvlavdic acid
(0=1) =1 rooes iempersiure © using o methanol acetsc acid (100)
wnluthon prepared an least one momh in advanee and kepi im the
freener o =N The use of oold fxative is 2 classc approach.
The reason why & lisstive prepared in advance spreads baiter iv
unknon, Bt i i recommended ibol the fixative s besbed on @
clean, espiy slide belore being wsed %0 fix fredh |PBx; moroover,
i shoukl only be wed if spreading is satisfacioey. It is also
recommended that the fnabive be sddod o weos s the drop of
bypolonks sslution beging 1o dry. In this way, e IPB s Bixed
in sind, anad (he risk of losing tha 1FI or some cheromosomen i
alemeny completely eliminaed.

S

Is onder 1o increase the efficiency of FISH, it is imporsss i
elimimare membsing anil eyioplasmic remmants (Cheslak ef al..
H00i. This is done by treating the slide with pepin (Sigena,
Spain) @ Spgiml in HO 10 mmol s 379 for 055 min,
mnsing 5t room temnperaiure with paidfied water, aml slhewing te
wlide 80 air-diry before adding o drop of freshly prepared Camery's
fizative (mcthanch:scetic acid, Y1), Aler cleansing. the slide s
chackod under phase comram micrescepy, omd ke peoiocul
mepeabod if membrane remaants are sl preseny, Before periionm-
ing the fid asd ool pusds of FISH, the preparatson anc
rcaied wigh 30 mmed] MgCUlPBS for 5 mun, ool -hoed with 1%
farmaldebyde in 50 mmoll MgOlPBS for 10 min, clessed s
PRS for 5 min, and ches defrydrated in 0, 50 and V3% ethanol
(Smmin esch) o beter peeserve the momphalogy of the chnosma-
somes during ihe [ollowiag, successive rounds of FISH.

lmmmmmphummm-lumul,ﬁ-

ilino-2-phenylindole (DAPI} smaining. bocawe m ihese
Wﬂﬂ#mdhrhﬂmml:“llmﬂ
T bt end, slides mre smined with & 25% DAPE 1T Wy, New
Yaork, USAVTYS Anitiade | Veciashield, Ca. USA) solation for
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Teabde FI, Bobwrtusian irandocstess: paismni dats and 1P by

PG i csrriers of balonced translscations by 1PB anslysis

.3 Referone Femals ket Age L] oo Hagmsy 1P
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€ LR R L] BN g RO - L L] n

1 Mg o7l {2000) gl 10h - - L (1]
r Mares 7 al {2001 RLLELIETT = = FELY 1
1] dwrng o7 al. {2000} A w13, D g By BT - - m L] L]

i Mt o7 ol [0 A5 N0 e 10 Dy ARy 1 0 - L] 1l

i Whursst 7l {20008 &3 00 et | A8 N 10 - s b
L Munsd ¢y al, {10005 45,200 e | 314 Wi 1 1 0% - - D i
™ Presnt sy S b |3 1 g g 1 01 1 3 (4] lawa (4]
- Praral dadly 5,300 den | 1141 Deg] 00 L L] 5 NLaassry 4

P Prowmi sy B e 1 1 1 g G Ly & LL] | angm iz
q v aral shady 5,000 derl | K1 w1 g 100" - a 4 Frn 4
Fragmenind 1FAs oo s sclnded

R ciermendl e e Gosmre bvasss bew sier eap i iheoe: uy A el M i i bl b werew: ey ool (e Iranslocanion.

DN it -yl oo 1P = il i bty PR = pasmvial pvma LT d:

Table I¥. Eecprcal trambocstine, paier das sl |PR bopoy

" Bdercre Fomale Laneyme A 54 (win Hinpsy IPHs
- iymars) ] 1] beopuicd {mi*
A Munad o af, | 1Fsa) 8.0 w324 o) 2 & IFELs L
H Woluuinf i il 190801 AKX T Tl 0 3 = L ] D B
i Mumwt #d al. | 19D A6 w18 IENg I - b | i P ]
] Wluosmeet it af, | 190800 A5 1 2 M p L A3 0 il 1 ¥ P H

[ 1] Boluming wf of (PR 4620000 1 ABMg2 XD i 5 % FED L}
F Wilknborm ¥ al, { TR} 46300V EpRgL T a7 a7 [ I ]
LH Willadess o af {155 LR IR DTG REET ] n 2 n I n
" Prrwrrd dualy 000 E I g gl Ty kL E h Lt 15

1 Froocr siudy AR XXM IR L2 8 L] 2 o Tymle v
Fingmennd |FHs e oo ncleded.

0 = ommbes-acyic complen, 1PE = el poler body, PR o jartesd s dasiotion, SA - ipamssecas ghanio.

Smin To remcve DAFL slides are mnsed (n O1% Tween 300
1XESC &t noom wmperature under conslant agitation for 3 min,
detyyirated in 70, 30 anad 95% ethanol (Y min each), and then aar-
el

FISH b perdformed in differont rousds and usisg Jdifferenl
predes depending oa the charssteristics of the chiomnaoee
reorganiration, Mote that éven im cases of poody speead IFH
chmmonceme complomonts. it o pesible o distinguish separated
chromatids using painting probes [Figare 12} In mosi coes, the
firt roumd of FISH v casried oul using the appropfiste
coimbination of cearrmanere, ielomerne mndion locus-spocific probes,
and ihe oo noesd wsing WOP probes. In this way, it B asually
ponabbile 10 diagrose all successfully fived |PHs. 17 notded. the
diggnosin can be confimmed by POD iing hladomere hiogried
Howwever, b some cases the iranslocation can be s semmsinal thay
it will not e detected with WOP probes. or oven iclomeric
probes. In these cose, probes specifically produeced  for the
region(s} involved may be wwed (Munné «f al, 1998),

Clinical applicathon amd review of resulis

Umtil now, and including owr own caperience. waly 24 cascs of
female transbocation cumiers using | PH analyss bave been
petformed, Eighicen cases had been reporied in ke lisermure:
11 Rohemeonian oandocakons (Munsd er af, 200K (Tabic 111
cases a—k) aml seven reciprocal banslocations (Munsd ef @l
P ia=d: Willadsen of o 15990 (Table I, cases &G, 5o far,
we have had the opportenity 10 analyse using INGD of 1PBs i
fouii female camiers of Robertsonian transhocations (Table W1
cases m, n, p and q) and in fwo female candeis Ol & fecapaocal
translocation (Table 1%, cases H and [y Full deiails of these cases
mre given in Tables | =nd I The prosocol was progressively
chapad 1o include the modifications detailed abeve, which were
usel in Tull only in cases pand g (Tabie (1), and in case | (Table
1%, In a eeesd sepon {Cieslak o al, 20005, the sathors relerred
o several cases sudied, but gave no defails on the resuls from
any of chem,

!

Discussio6



156

M.Darban & af.

Tubls ¥, Roborusion trsmlocaioss: ol of IPH sy

o ¥t bpeied™ Frovbes Mo, of vxyee
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§ ] RIULSIEY TelbdgMl: WL WiE 1w o 1 e 2 My

Nt s e eshmied

“UPHs bt v Bnogery o0 Bastios, o FISH Bt informasive.
“an LI o LSI2] probe wi abn Gl 0w cases whes i Becane avadabls.
1P = -, Kb o dgmnis, Lol = o 1
Probew WP, LSL C10 Tel { Vynink W {Comsbiod, oo, dpsel, wop (Oaoarh.
Table VI Heciprocal tnmbcstuen: rosuli of PR snalysis
P EPs imaspend® Tookes M ol awaryies

Biormad (% § Balarml (% Ul %} B (L
A [ WP, dipiel, wpld i 20333 3 s I (168
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1P ot daring

o Mnation, or FISH s iaformative.
“Tww g el ol Ve Ol

Ther an i rslll of proombisanron beewem cheomassds and ol whole chrmmamn.

“Cine: oot 1Pl = fird polar body; M= no disprests; Ul = usbalascel.

In our cases, a idal of B oocytes was recovered from sin
Of those oocyics, 63 (T8 T%) were mature, and 57 ol
them ooald he processed ler IFH snalysis, while siv were
fragmened |FEs (Tables | snd 11k The remaisang oocyies were
eilber |yued dating removal of the cumubos celby (& TS or
immatse oucyies (12.5%). In four cases | FI Beopsy was carmied
oot dbrlllieg the 7P with a laser beam, in one case i was casried
ot by LD, and in smother case sing acid Tymude's
In sumanary, PG by IPA analyss has been used in 24 [emale
translocation camers: 3245 0K have heen obiained (220 from
Roberiumiian Wandocmion cormen sad 108 fom cociprocal
tramalocatrm casricish, 204 (F0.5%) of the aocytes wer biapsied

b1

(211 from Robefuonisn tansbocatson caméers and &% from
mciprocal tanalocalzon cammer), and I3 (B89 of the aacytel
wide disgnossd by FISH (174 from Hobertsonian (rambocation
and 50 from recipresal ipssincation carriers).

The FISH strategies used s far mclude WCT [Tabde ¥, cascs
sk snd m) (Fipare |1 esd gh combined wilh elomene, camiromens
of loscus-specific probes in o sngle hyheldizaiion round (Table W1
caues A={3) or in two sucocssive hybridization rounds (Table W/
caed m-g; cases H oand Tk

In Hobotwonian (rssslocstions, the percentages of 1MH
digpnosis have been -B0FE, with thres cases rescheng |00%:
{Table VIIL In reciprocal iresdlocalioss (Tehls WIL) the
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“Froug iof crils vwrwing a mumhmmnwl
| b AT =l I falw Iimg, I, b = bk WD) = i o wii Mo = prmal.

perceniages o 1Pl diagnosis have variod considerably, from 40
ip BIFE, willi & single case i which oaly two oocyles wene
‘iopaied and disgnosis wan posashle i ol { RS

Tables ¥ il W1 sl the welldnown tendency of many
fmale camen of balesiod lamboaliom (o prodoce high
percnmapes of wehalanced cocyles, which canmol be used fur
Tenilizstion or, i femitized, resudl in abnormal embryos which
alwy canmot be trasnfored.

Semmarising dats of PGD by IPE analysis in reviprocal
translocatica female carriers. 603% (105/174) of the ancyies
dingrueed were esther mormal (n = 69) of halasced (= W), while
7% (1 74) wene unbalanced.

Wigh regard 10 Rohersonian translocations (Table ¥, 10 cases
of Kob (13:14) and five coses of Rob (142 1) have been wudied
(Wlunnd ey al., 3000}, As can be seen in Table ¥, the percentage of

157

unhalanced cocyies varied widely, from 7.6 to 5L3%., alihough
mazal eases the (requency of unbalanced vocyles rasped Froem 15
w &FE Summarising dam of PGD by IPB ssalysas in
Robersomizn tranalocations. &% (20500 of the oocyles diag-
e et githedr poemal (s 1) or alanced (a = 1 | ), while 35%
[ZErS0) were enbadamord.

It shaould be poted that in Koberisonn irasadocations, if ihe
numbscr of cocyies available fur bogay o bugh [Le =10, the
pemeniape of diggnoisd | FHO @ o0 e hapgher han the mean
(BOE ) (Tabke WIT) On the niber hand, is reciprocal translocaiions:
the peroentage of digpoosed ooeyies does o iscrease with ihe
nusmber oF cocyies ayvailable.

MOD wsing 1P beopay, as a comsequence, provedes information
Trorm a larpe msmber of the oocyies inclding those that ultimately
will met he lemilized, thus allowing for move relishle penetic

5
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comgnecllang. Summansisg all he cases im which PGD of 1PR
iopades was used, T6.2% (T24294) of the oocyles biopuied were

As indicated above, alter PGD wilag 1PB blopsy it I8 possible
o canry oul 8 PGD using Blasiomens biopsies in these embryos
nid diageosed due o dafTerenl casses (ragmonted 1PH, 1PB lost
during beopay, |PB losl dering fixation, 1PR showing chrome-
wnmes. wilh (v differesl chromatids after o meiotic recombins-
tion process, o | PR with noa informative FISH)L. To date, PGD in
1PE bicpsies. has been used in combinstion with blasicmers
bhphlnsi::lﬂmw,mﬁlm“tﬂiﬂd.. £
Table IV, cases F and O from 'Willsdsen er al., 1999, and Table
IV, case | snd Table 111, cases p and g of the preseni reporil In
five of these (all excepn case 1) ihe |PB bopsy was performed
uning the lmer systom of FELY the lrequency of endisgnosed
oocytes afier [P analysis was 43 3% (20/53), a percentage that
with meduced o 16.9% (W351) afier PGD blastomere amalysis, Only
thiee embryos were dispnosed s normal or balanced aher the
dowble biopsy proceduse, ssd were finally imnsferred. Two of
thewn  implamied, with one peodecing @ normal,  full-ierm
However, many more cases will have 1o be snalysed lo desw
reliabde conclusions.

To date, and wing PGD by 1PB snslysis, 51 embryos have
been traniferrod, |9 implanted, and 17 gave a positive heart bead
fest (pregnancy rabe JLT%L The ESHRE PGD Consortivm
{200} considered 175 cases carriens of a chasmosome disorder
performed by PGD using blassomere analysis; 308 embryos were
tramslerred, S0 fmplanted snd 30 gave a positive hear beat best
(pregnancy rale %.7% ).

Theoretical considerntions on chromosome segregation

In Roberiscmisn irsnslocaibons there is no oorrelation bolween
i pumber of chissmsts and the type of segregation, because
e mamber of chisimata in the trivales doecs bt depend on
the presence of recombination hot spois. The resolution of
chinsmaia i+ nod  imlerfered  with, By the presence  of
cemtromene regiom, and segregation depends on the onoalalion
of e cestromenss.

Onberwise. ia reciprocal immlocaiions the presence of a
high frequency of recombination heiween homologues could
favour the adjscent 11 rype of segregation following the
mmﬂl‘d}ﬂd 15946) 1o explain one of ibe
origing of non-dispnction, while the presence of open
configursticen would favoar the 3:1 and 40 gypes of
segregation, Ths, the segregation resalting from the resclution
of the quadrivalent could be iallesnced by the presence of an
increased number of chinsmata in ome or both istersiiial
regioms, and by ihe presence or absonce of chiasmats s the
palring regions of the guadrivalent.

We have tied 1o determine if @ comrelation exists between the
presence of recombsnation bl spots in the inieraitial segmenis of
these reciprocal tramdocaticns in whach 8 least mine oocyles had
been disgnosed, and the type of seprepation ohserved (Table [X).
Simce o dais on pecomnbimation frequencies for the female
karyotype exist, we have used published data {Laurie and Hulién,
198 5a.b) in the male karyolype sl metaphase 1. The duta should be
valid, taking ino sccount (hat ke only regions in which the

] B 1

EYGOTE

Lescin- spetific probes

i ] o8

Figurr L Progusad hﬂrﬁm—mwiﬂﬂl
ol the IPB st , g o tha o

Ielhukortiere Ty is el

hman male has a higher frequency of recombination than the

hsman female A the berminel tebomenic regions (Ledbetter,
MMWWMIMWMIHWH
men-disfunciion of komologues in each immslocation and the
frequency of chissmata in the memtidal sepments (Laurie and
Huslidn, 19855, o corelation coefficient of OLBGSE (F<000)
was Tounsd, which was highly significant. Thus, it s suggested thai
resolution of the guadnvaleni and segregation of the chiome-
somes imvelved 0 e irsnsbocsiion i highly relsted bo ihe
presence or absence of intersitial chiasmata. This is supporied by
the absence of sdjacent [l segregation im one reporied case of &
tramslocation 46,33 1 5:80p13:923) in which the frequency of
interatitial chissmsta in the cheomommes involved was e
iPrerce o1 ol., 19998),
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Conclushons

Thess conchasions are based on cur persomal expenience with
PG using | PR biogsy and om previously published data (Munne

al., 199Re-c, 20 Willsdsen er al, 1999, The Following
comsderations (see aleo Figure 2) can be weelal o obisin o higher
ferilization and diagnostic cfficiency, s well as betier 1P
chromosome preparations. Oiber egually valid disgnostic serase-
gics cam also be foand (Munné of al., 1998a-c, H00; Willadsen o
al., 1999

Firsi, in cur hands il s wsefil o perform KO51 in all oocybes
with an apparcatly normal |PB previous w0 FZD or laser biopsy.
Second, i seems adequate to Femove the |FB once detsched from
the oocyte, wsiag 8 smooth-opeming pipetie with a diameier
slightly barger tham the 1PH. Think, & bypotonic treatment ¥ is
mond elfective 1o use 0.5% risodium cirale for 5 min, whila
methanol-acetic acid (131 which has been kepl in the (reener is
vt effective as 8 fixative. Fourih, i is & good strutegy o obeain
phase contrast microacopy and DAPD images. beloee FISH s

spproach = PGD of blasiomenes, o scloct the oocytes o be
fertilived. To daie, the results obiained using PGD of |Pls are far
beeitier than those cbasined wsing blastomere bicgrabes, although this
might be related so the characieristics of the iranalocabions
analysed, b0 a daffercat behaviour of the transiocstion depending
o the sex of the camier, or even b chance, aking imlo acooanl the:
fow number of ombryes irsnsfermed wsing (it 1o procedures

Modicis de ls Reproducci, Univrratars  Deveus,

MCamma et de Celular, Tostind Usiverstan  Deseus,
Wasrochona ), I Widal asd ) Baleicb i Sorvei de Roproghecci Humgural
Clhinic e B f Sammakd (L1, Bisdogia Cellular, Faculist de

L
FIS {WRANNS 000, |9 ) el CIRIT :IHTIHMHJ- Spain

References

Hilahe, B, Gaemst, 1. Tomkin, G, rldfm#ﬂ-m-thh
ICRY lfieces anl s Frtil. Sievil, TH, 31-37.
Boasila, M. Cmrora, L, D s ghesin, C. ‘vl (199) Sacoeuiul we of a laser

PGD in carriers of balanced translocations by 1B analysis

fi trasinan emshryn heopsy dastatson oot dupmena sopor ol
o cmspn, J, Aanini H-F—IG-H 18, 00 W

ek I, Evwsilos, 5. h“nl’niﬂmr':-ﬂ.hﬂnh-ﬂ
iu-lufllnjld, e vd
ﬂtﬂmﬂwﬂpﬂlﬂﬂu-'_dn—dﬂu
Hiwm, Keprod, 18 {Absiracts fook 1], 48

Conn, CML. Harper, 1. Winston, R and Delhany. LA, (1R

with Irarrid o s r.uwi-u—i

practic anilyss of embryos srvesh chatic cheavage divicons. {fes
Gemer., WL N1T=123

Duiley, T. Duke. B, Cohen, | o &l (198 Aol hareom
mpluuaﬂnpu—hdull—ﬂmhf
iam (armet., 59, 176154

Duirbaa, b Benet, I, Sanquells, 1. o1 af. (1995} Clevmosome swlics in e
phmhhmﬂmmihw 1, ;e

Dﬂ-,l.,ul:,&mﬂ.rldimm-ﬂmq
Pumas cuncyics i oomesponding find pulsr bodees by Seormsrst s i
Eybridnation. /. Auis. Reprosd Gemei, 13, T3-TR

SV POD Preisplasisiion Genotic 'Dp-nmﬂ'ﬁl! Consviim ds
collotion I (May 20000 Mem. Beproe . 15, J6T3-J683

Ewsikoee, 5. and Verlimby, ¥. {1999 Visualiestion of chromosomes in saglo
iaman blaswmsres. J, Assist. Kool Cenet., 16, 113-137

Chermond, M. Nocers, [, Sean, A o al. (1955 Microdisaction of s @l
Pamtan gone pellucids using o 1 88Em dde Laser s clficacy and
wafety of e procedare. Fertil Sierll, e, 60481 1

H,Dﬂrﬂ..lh'l. Hmhﬂdtlmlfk-dmﬂ
o ey p Wi Bolh (0w and bumen
-u,-_n-—.n: .'H!q:rl-ll.ﬂl-

Mardsren, T, Lundn, K. and Hesberges, L. (3000) The poitson of the
metaphase I spudle canot b prodicied by the kacation of the Ent polsr
bty im e baman oocyte. Aee, Bepred, 15, 1372-1590

Lamb, H1.. Frocman, s.ldﬁnp.h-m. A el al uwm e plibiz

i p

-hﬁ-ﬁﬂuﬂlﬂmﬂhhﬂ' L A0,
Lameve, TLA. and Hulidn, WA {1985 Purther sbadics o hovilent chimma
m-nﬂhﬂﬂwmhﬂr—i ", 1

|....|h mun&-ummrm-&:u:ﬂ—m
ar ircibcicice o B hﬂ-.ﬁ- M. Gremt, 49, 00204,

Unirvprasy Preas, p

lll-'l'lﬁ.ﬂ-ﬂdhﬂ.!{mhtﬂmd—t&ldﬂr_
YW & ) g Lol |0 Wikl SO
Mm-_.rmmlll_ﬁ—m

Wirguer, ., Coben, 1. wd Musnd, 5. (1995 Chrmomosome jdenilicaeomn
mmdpﬂ-hﬂ-ﬂqpﬂmw
Ol Grmer, 81, 284-258

Mlenné, 5. (2000) Diapmosis of trmlocstions with FISHL Spocusl
larpotyping.  Abamo s 532 h Ieemationl  Conlomeor om
Promsial Dhisgoosis snd Therspy. Absrscs Book, ISFD, Barcsloss
Ui vernity Persa, pg. 1051017,

Musnd, 5. Los, A, Rosersaks, Z o ol (I99)) Dagaois of maor

m buifin preimplaiason ombsys e

LB T
Rrpresl , B, TIRS-2091
Muit, 5 Soom, R Sable, [, and Coben, J. (199%) Pest prograncies alier
preconcepon diagnesin of bwdecalion of matemal origm Feenil
Spenil, 9, (T30 |
Munes, 5., Morrison, |, Pasg, ) o af. {1998h) Sposiancous shaortiom s
m*wmdwl Ariir. Reprosd

_LS_F-:.J Cuiscl, BLEL o ol (1998c) Promplanislos gemtic
analyuis of iramlocatan. Case-specaiss probos (or intrrphase cefll snalysis.
Mam (eemer., DEL, 1674

HLI_..I ﬁh—i T. ot il {Imﬂhm:ﬁ_ﬂ

ol dids e ol

ihe h B yﬂkﬂ_ﬁﬂ'wﬂ-
Premat, Dizgn._ 1K, Illﬂ-l-lﬂ'

Munné, 5, Facudern, T, Sandalinn, M, nl-l immmu

frmale cameruad Ll Crmr W,
NN

Perce. Hn,ﬁqmulul.uvl..mu.uu-ﬁ?.-hu—nll L]
Prosmplamaiin proci dug dl in embryos

Discussio6



160

M.Durban e al.

from & patesl wilth @ balesond mogvecal tambocation. Sl M.
Reproad, 4, 187-1T2

Hepor of B b Anra] Mecting of the bsiornstionad Workog Gnmp on

m-mﬂumntlimﬁv-‘

Spdacy, Ausrala, bay ID. % (D Proimplaststkn Goacia
[Magmenin - = integral pant of msised reproduction. ). Assis. Bepred
Gemen 1T, TA-T0

Sagaia, N {19 Misotel mtaphiass srresl in snimual meyies: oty mehatriis
and Bichogicall aignifcance. Fronals Cell Mol &, 23-25.

Sastakt, 1 Vega A . Calafell, 1M, « al. (1993) Evalustion of
analysis bew presmplamtanon diagrosis. Pl Siend, b, 34-50.

Swveih, TM., Lovin, B, Swom, 5 o ol (20N Neonaslal osicome of

Article 2

pag. 12 de 12

bl pomrval: ihe i B
ol Pediamins 106, S8 88y T
Tarbmanki, A K. {1968) An ait drying metvsd for chnmwnone propacalinn
e mousier e, Cdenperrics, 5. Widodi
\I'dp..n..hﬁhn.lt Feenkhalifs, M. o7 al. {19975 Lassr Blasiicyss bogsy
b’ preimplantation Sagnosa in the Buman. Zrpole, $. 131-1840
Vertmiky, Y., Cimbak |, Freidme, ML or sl (199¢) Polar body
wﬂhhﬂﬂi!kﬁhrdﬂrﬁi,ﬂ,lhlﬂ
Ms_l.nml Munsd, S, of ol (1999) Rapad vissalicstion of
hrmmramy o Buiman hlastomares sfier fusion with
n-viirn maiurnd bovine oggs (e Hepeod . B4, 4T0-4T5

Received on May 18, 2000 accepled on July 25, 2001

Discussio6



Article 2

161 Discussio6






M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d’oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I’analisi de primer corpuscle polar

Capitol 5:  discussio

161 Discussi6



M.Durban Estudi citogenétic del primer corpuscle polar d’oocits d’hamster i d’humans:

diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I'analisi de primer corpuscle polar

- pag. en blanc -

162 Discussio6



5.1 Caracteritzacio dels complements cromosomics de primer corpuscle polar
(1CP)

5.1.1 Odcit d’hamster: procediment metodoldgic d’obtencié de cromosomes d’'1CP

En aquest treball s’ha desenvolupat per primera vegada un procediment de fixacié especific per a
obtenir i estudiar el complement cromosomic de primer corpuscle polar (1CP). Aquest procediment ha
permés obtenir bones extensions de complements cromosomics en el 63,6 % d’1CP mentre que en el
36,4 % restant els complements cromosomics han mostrat una falsa aparenga de nucli interfasic [taula
R-1].

Les caracteristiques morfologiques dels cromosomes d'1CP, i del corresponent odcit, estan lligades a
I'estadi meidtic en el qual es troben: la metafase Il (MIl), propi dels oocits madurs quan surten del fol-licle

en el moment de I'ovulacio o I'oocitacio.

El complement cromosdmic de l'odcit d’hamster presenta vint-i-dos cromosomes (n) amb les dues
cromatides (N) germanes separades, amb aparenga ondulada i només unides pel centromer (n = 22, N
= 44) [figura R-2].

El complement cromosomic del corresponent 1CP també presenta els vint-i-dos cromosomes amb les

dues cromatides germanes només unides pel centromer (n = 22, N = 44) [figura R-1].

El grau d’empaquetament de la cromatina és menor en els cromosomes d’1CP que en els cromosomes
de I’'MII, a la vegada que la separacio entre cromatides germanes al nivell del centromer és més gran en

el complement cromosomic d’1CP que en el complement cromosomic de I'MII.

L’'oocit d’hamster, escollit com a model per al desenvolupament del procediment de fixacié d’'1CP, ha
estat molt adequat ja que en el nostre grup de treball tenim gran experiéncia en I'obtencié d'oocits de
femelles d'hamster estimulades amb hormones gonadotrofines (Benet i col'l. 1986), a més que el
complement cromosomic d’hamster i el complement cromosdmic huma presenten similitud en el nombre
de cromosomes (N = 22 cromosomes en I'oocit d’hamster i N = 23 cromosomes en I'odcit huma). També
presenten similitud en la morfologia cromosomica ja que ambdues especies tenen un cariotip amb
cromosomes metacéntrics, submetacéntrics i acrocéntrics. Per exemple, el cromosoma X d’hamster i el

cromosoma 1 huma sén ambdos metaceéntrics i els més llargs del complement.
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5.1.2 Odcit d’huma: adequacié del procediment metodologic d’obtencié de cromosomes
d'1CP

L’any 1994 (Angell i col'l. 1994), ja havien observat extensions cromosomiques d’1CP huma amb
morfologia cromosdmica preservada, perd com que es feia la fixacid conjunta de I'oocit en Ml i el
corresponent 1CP, aquestes bones extensions del complement cromosdmic d’1CP s’obtenien de forma

esporadica.

5.1.2.1 Aillament de I’1CP huma

L’adequacié del nostre procediment, desenvolupat per a I'estudi dels 1CP d’oocits d’hamster, en primer
lloc ha consistit a augmentar fins a trenta vegades la concentracié de tripsina en la solucié d’aillament

dels 1CP per aconseguir dissoldre adequadament la zona pel-licida dels odcits humans.

5.1.2.2 Tractament hipotonic per a I’ACP huma

S’ha optat per aplicar un tractament de xoc hipotonic curt, amb citrat trisodic 0,5 % durant cinc minuts,
en lloc del tractament hipotonic llarg (citrat trisodic a I'1,0 % durant 10 minuts) aplicat a 1CP d’odcits
d'hamster [vegeu l'apartat 4.6 art.1] ja que s’obtenen millors resultats. Aplicant el tractament hipotonic
llarg, només el 17,3 % de les extensions cromosomiques mostraven una morfologia cromosomica
preservada, mentre que aplicant el tractament hipotonic curt aquest percentatge és més alt (94,1 %),
aquestes extensions amb morfologia cromosomica preservada sén optimes per a I'analisi citogenética

posterior [taula-R2].

5.1.2.3 Procediment de fixacié per a’1CP huma

No s’han fet canvis especifics per a la fixacié de I'1CP huma. Com ja hem explicat, I'aplicacié del fixador
sobre el portaobjectes quan la solucié hipotdnica comenga a assecar-se, fa que I'1CP quedi fixat en el
portaobjectes minimitzant la pérdua total o la pérdua d’alguns cromosomes. Aquest procediment és

crucial per obtenir extensions amb morfologia cromosomica ben preservada, també en 1CP huma.

A més, la forma en qué el fixador és afegit: a prop de I'1CP, provocant un flux suau, és imprescindible
per obtenir extensions cromosomiques amb bona qualitat, ben diferents de les obtingudes aplicant el

fixador amb el métode tradicional de Tarkowski (1966).

Emprant una solucié d’etanol:acid acétic (1:1) en comptes de la proporcié classica (1:3), s’ha observat
una reduccio en el nombre de pérdues cromosomiques. Aquest efecte es podria explicar pel fet que,
amb l'increment d’acid acétic, I'evaporacio del fixador és mes lenta i, a més, s’afavoreix la ruptura de la

membrana citoplasmatica de I'1CP.
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El tipus d’alcohol emprat i la temperatura del fixador també han estat considerats d’importancia, la
qualitat de les extensions cromosomiques d’1CP ha estat Optima emprant una solucid fixadora
metanol:acid acétic (1:1) mantinguda a —20°C preparada almenys un mes abans, en lloc d’'una solucié
d’etanol:acid aceétic (1:1) a temperatura ambient recent preparada. De tota manera, és recomanable que
préviament al procés de fixacid es provin un parell de solucions fixadores amb diferent concentracio
d’acid acetic, tipus d’alcohol i també diferents temperatures per triar la que més bé llisqui sobre el

portaobjectes ja que pot dependre de les condicions ambientals del laboratori en dia de la fixacio.

5.1.2.4 Tractament previ del portaobjectes amb trimetoxisila

El tractament dels portaobjectes amb trimetoxisila abans de ser usats per fixar els 1CP, és basic en el
procediment desenvolupat. L’aplicacié d’aquest producte aconsegueix que la solucié fixadora llisqui més
suaument i es mantingui més estona, augmentant el grau d’extensié dels cromosomes. Al mateix temps,
pero, I'adheréncia dels cromosomes al portaobjectes és més forta, la qual cosa minimitza les pérdues

cromosomiques artefactuals que podrien tenir lloc durant el procés de fixacio.

5.1.2.5 Tecnica d'analisi citogenética per al’AJCP huma

Com s’ha dit anteriorment, el complement cromosomic d’1CP, es troba en estadi de MIl i els
cromosomes s6n més curts i d’'aspecte més desorganitzat o pelut que no pas els cromosomes de 'oocit
també en MIl. Es per aquest motiu que és molt dificil, o quasi impossible, identificar cromosomes
concrets aplicant les técniques de bandes G, aleshores esta molt indicat aplicar la técnica d’hibridacié in
situ fluorescent (FISH), que permet localitzar una regié cromosomica especifica per hibridacié amb una

sonda associada a un fluorocrom (Pinkel i coll. 1988).

El fet que els cromosomes d’1CP es desorganitzin molt en el pas de desnaturalitzacié de la FISH ha fet
molt util primerament, guardar imatges de les extensions cromosdmiques obtingudes, a microscopia de
contrast de fases i també tenyides amb el colorant DAPI, prévies al tractament de la FISH. Amb aquests
dos passos, a partir de la morfologia cromosdmica inicial, es facilitara molt la identificacié cromosomica

posterior.

Amb la finalitat de facilitar 'accés de les sondes d’ADN emprades en la FISH per a les diverses regions
d’homologia, és molt util eliminar les possibles restes de membrana citoplasmatica amb un tractament

amb pepsina (Cieslak i col-l. 2000).
En les nostres mans i un cop eliminades les restes citoplasmatiques amb la pepsina, és molt adequat

tractar les preparacions amb una solucié de formaldehid per aconseguir preservar millor la morfologia

cromosomica.
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La nostra experiéncia ens diu que sobre les extensions de cromosomes d'1CP, la FISH es pot fer en
una, dues o fins i tot tres rondes; combinant diferents sondes adequades, per exemple, als cromosomes

implicats en una reorganitzacio: sondes puntuals o sondes que pinten cromosomes sencers.

Es important remarcar que també en casos de complements cromosdmics d’1CP poc extensos, és
possible distingir cromatides separades aplicant sondes que pinten el cromosoma sencer. Aixd es deu
principalment al fet que el material cromosomic d’1CP esta organitzat en cromosomes en MIl i no en
estadi interfasic com es pensava inicialment (Verlinsky i col-l. 1996). Aconsellem que a la primera ronda
de la FISH s’apliquin les sondes més puntuals: centromeériques, telomeériques i/o de sequéncia Unica
(locus especifica) ja que els cromosomes estan més compactes i els senyals puntuals es visualitzen
millor. A la segona ronda de la FISH ja es poden aplicar les sondes que pinten el cromosoma sencer ja
que encara que els cromosomes estiguin més desorganitzats les imatges prévies de microscopia de

contrast de fases i de DAPI sén de gran ajut en la identificacio.

Els nostres resultats de la FISH obtinguts en 1CP d’oocits humans no inseminats mostren clarament que
malgrat I'aspecte desorganitzat (despentinat), és possible detectar cromosomes sencers, cromatides
lliures, centromers i sequéncies uniques intersticials o terminals. En canvi, en extensions d’'1CP d’odcits
envellits freqientment no s’obtenen tan bons resultats de la FISH analitzant els mateixos cromosomes.
Aquests resultats sembla que indiquen que la fragmentacié de 'ADN implicada en la mort cel-lular
programada (apoptosi), descrita per Takase i col-l. (1995) i Fujino i col-l. (1996) en odcits incubats, i que
comportaria pérdua d’ADN afectaria d’alguna manera els resultats de la FISH. Aquesta pérdua no

s’observa en oocits frescos o no afecta les regions que s’analitzen mitjancant la FISH.

5.1.2.6 Aplicacié clinica del métode d’obtencid d’extensions cromosomiques d’1CP huma

Amb el métode desenvolupat, aplicat a extensions d’1CP huma, es pot plantejar adequadament I'analisi
citogeneética indirecta d’oocits humans mitjangant la FISH, la qual cosa permet detectar tant anomalies
cromosomiques numeriques com estructurals. Com ja s’ha dit, es poden aplicar sondes especifiques
centromériques, telomeériques i de seqliencia Unica (locus especifica), a més de les sondes de pintat de
cromosomes sencers, que no poden ser aplicades en nuclis interfasics de blastomers ja que mostren
marques difoses. Aixd té molt d’interés quan es tracta d’oodcits de dones portadores de reorganitzacions

cromosomiques (Munné i col-l. 1998a).
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5.2 Aspecte del complement cromosomic de I’'MIl i del corresponent 1CP

5.2.1 Complement cromosomic de I’'MII

En els oodcits humans el complement cromosomic esta en estadi de MIl i presenta els vint-i-tres
cromosomes formats per dues cromatides germanes (n = 23, N = 46). Els cromosomes de 'oocit I| huma
estan altament condensats i s6n més curts que els cromosomes que s’observen en les extensions
cromosOomiques de metafases mitdtiques de cultius de limfocits de sang periféerica. Les dues cromatides
germanes estan separades, pero encara intimament unides pels centromers, i tenen un aspecte ondulat
[figura D-1].

Figura D-1. (a): extensié cromosomica d’'un complement euploide d’oocit Il huma hibridada amb una sonda dual locus especifica
per al cromosoma 22 (verd-vermell) i amb una sonda de centromer per al cromosoma X (verd). (b): extensié cromosomica d’'un
complement de limfocit huma procedent de sang periférica d’'una dona 46,XX,t(13;14). Extensié hibridada amb les sondes de
cromosoma sencer per als cromosomes 13 (verd) i 14 (vermell). [microscopi de fluorescencia 1000x]. Vegeu I'annex 2 de 'apartat
7.

En aquests complements cromosomics, generalment les sondes centromériques donen un senyal gran o
bé dos senyals més petits (cadascun la meitat d’'un senyal gran), corresponents a les dues cromatides
de cada cromosoma homoleg. Les sondes locus especifiques i telomeriques generalment donen dos
senyals més o menys separats. La preséncia de senyals de més es considera una aneuploidia.
L’abséncia de senyals només es considera una aneuploidia quan s’acompanya del guany de material

complementari en el corresponent 1CP.
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5.2.2 Complement cromosomic de I'1CP

Hem evidenciat que els cromosomes del complement cromosomic de '1CP també estan en estadi de
MIl. ElI complement cromosomic de I'1CP també té els vint-i-tres cromosomes formats per dues
cromatides germanes encara unides pel centromer perd acostumen a ser més curts que els de l'oocit 1l
A més, les dues cromatides germanes de cada cromosoma solen estar més separades dels centromers
(predivisi6 de cromatides equilibrada) que en el complement cromosomic de I'MIl. La morfologia
cromosomica de I'{CP és més desorganitzada (amb un aspecte pelut), amb un contorn poc definit
[figura D-2]. L'estadi més desorganitzat del cromosomes d’1CP es deu probablement al fet que aquest
no esta sota I'efecte del factor promotor de la condensacié cromosomica present en el citoplasma de
I'oodcit i absent en '1CP (Sagata 1996).

Figura D-2. Extensié cromosomica d’'un complement euploide d’'1CP huma hibridada amb una sonda dual locus especifica per al
cromosoma 22 (verd-vermell) i amb una sonda de centromer per al cromosoma X (verd). [microscopi de fluorescencia 1000x].

Vegeu I'annex 2 de l'apartat 7.

5.3 Estudi de la complementarietat cromosomica de I'LCP huma i la corresponent
MIl d’oocits madurs humans [vegeu I'apartat 4.7 art.2]

5.3.1 Complements cromosomics i morfologia

En el present treball s’ha fet I'estudi de complementarietat aplicant protocols especifics de fixacio per a
cadascuna de les cél-lules de les parelles 1CP-MIl procedents d’oocits madurs no inseminats (oocits
frescos) i d’'odcits madurs descartats postinseminacio (odcits envellits), tots ells donats per les pacients.
Els resultats han evidenciat que en els odcits frescos la morfologia cromosomica de I'1CP esta
preservada en el 83,3 % dels odcits i s’ha obtingut el resultat citogenétic complementari en ambdues

cél-lules en tots els oocits. En canvi, en els odcits envellits la morfologia cromosdmica esta preservada
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Unicament en el 14,6 % dels oocits i només s’ha obtingut el resultat citogenétic complementari en
ambdues cél-lules en el 43,9 % dels odcits. L’envelliment dels odcits durant el cultiu in vitro influeix en el
fet d’aconseguir, o no, el resultat citogenétic complementari en parelles 1CP-MIl [vegeu l'apartat 4.7
art.2].

5.3.2 Estudis de complementarietat 1CP-MII: concordancga, taxa d’aneuploidia global,

taxa i tipus d’aneuploidia per al cromosoma 21 i per al cromosoma X

En el present treball hem fixat per separat I'1CP i la corresponent MIl, i s’ha evidenciat que la
metodologia de fixacio i d’analisi aplicades és I'adequada ja que en un elevat percentatge (més del 90,0
%) les parelles 1CP-MIl han estat concordants. La concordanga entre ambdues dotacions
complementaries (1CP i MIl), ja havia estat descrita en estudis fets amb odcits descartats
postinseminacio, perd en aquests estudis es fixaven els oocits sencers (1CP i Mll conjuntament) (Munné
i coll. 1995b; Dyban i coll. 1996; Dailey i col-l. 1996) [taules D-1 i D-2].
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Altres autors (Pujol i col-l. 2003) han fet més estudis de concordanga i aneuploidia en parelles 1CP-MlI,
fixant també ambdues cél-lules per separat i aplicant el protocol de fixacié d’1CP descrit en el present
treball.

En el treball citat (Pujol i coll. 2003) s’analitzen nou cromosomes (1, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22 i X) en
cinquanta-quatre parelles 1CP-MIl procedents d’odcits descartats postinseminacié i d’odcits immadurs
(MI'i VG) espontaniament madurats in vitro, en el qual troben concordanga de resultats en el 74,2 % de
les parelles i una taxa d’aneuploidia global del 58,7 %. En concret, per al cromosoma 21 presenten
aneuploidia quatre parelles: en una d’elles (25,0 %) I'aneuploidia és deguda a no-disjuncié, amb pérdua
d’un univalent en I'1CP i guany d’un univalent en I'MIl (1CP -cr 21 i I'MII corresponent +cr 21); i en les
altres tres (75 %) parelles I'aneuploidia és deguda a separacié preco¢ de cromatides o predivisid, dues
parelles amb pérdua d’'una cromatide en '1CP i amb guany en I'MII (1CP -ct 21 i 'MII corresponent +ct
21) i una parella amb la situacié contraria (1CP +ct 21 i I'MIl corresponent —ct 21). Respecte al
cromosoma X presenten aneuploidia tres parelles: en dues d’elles I'aneuploidia és deguda a no-
disjuncié6 amb peérdua d’'un univalent en I''CP i amb guany d’un univalent en I'MIl (1CP —cr X i Ml
corresponent +cr X) i a l'altra parella 'aneuploidia és consequieéncia d’'una predivisié de cromatides amb

pérdua de cromatide en I'1CP i amb guany en I'MIl (1CP —ct X i corresponent Ml +ct X).

Aquests mateixos (Pujol i col-l. 2003) fan evident que tan sols un 25,8 % del que habitualment es
consideren pérdues cromosomiques serien artefactes de la técnica de fixacidé, mentre que practicament
el 75,0 % restant son perdues cromosomiques no artefactuals i, per tant, aneuploidies reals. Aquests
autors, a més, calculen la taxa d’aneuploidia de cada cromosoma analitzat, respecte del nombre total de
cromosomes diagnosticats i extrapolen que cadascun dels vint-i-tres cromosomes d’un odcit té¢ un 0,89
% de risc d’estar implicat en aneuploidia. En concret, descriuen que per al cromosoma 21 el risc és del
0,76 % i que per al cromosoma X el risc és del 0,66 %. Si apliquem aquest calcul en el nostre treball, el
valor d’aneuploidia observat per al cromosoma 21 seria del 2,4 % mentre que per al cromosoma X seria
nul-la. La diferéncia podria ser deguda a variacions en el grandaria de la mostra analitzada en cada
estudi [taules D-1 i D-2].

Gutiérrez-Mateo i col-l. (2004a,b i 2005) analitzen també parelles 1CP i MIl fixant les cél-lules
separadament, perd mentre l'analisi per als 1CP el fan mitjangant la técnica molecular d’hibridacié
genomica comparada (CGH), les corresponents Mlls les analitzen mitjangant CGH, FISH convencional o
CenM-FISH.

— La CGH és una tecnica citogenética molecular que permet analitzar del complement cromosomic sencer, sense la
necessitat de fixar el material ni de tenir els cromosomes en metafase. La CGH es basa en la hibridacié competitiva d'un

ADN control marcat en verd amb I’ADN de la mostra a estudiar marcat en vermell, sobre una extensié cromosdmica de
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limfocits d’'un individu control (en ADN de tumors: Kallionemi i coll. 1992; en cél-lules aillades: Voullaire i col-l. 1999;
Wells i col-l. 1999).

— La CenM-FISH és una variant tecnologica de la FISH que també permet la identificacié de tots els cromosomes
(exceptuant-ne els cromosomes 13 i 21) mitjangant 24 colors basant-se en la utilitzacié de sondes especifiques de les

regions alfa satél-lit dels centromers (Nietzel i col-l. 2001).

Gutiérrez-Mateo i coll. (2004a) analitzen, mitjangant la CGH, vint-i-cinc parelles 1CP-MIl procedents
d’odcits immadurs madurats espontaniament in vitro i procedents de dones amb cariotip normal. En
aquest estudi la concordanca 1CP-MIl és del 76,0 % i la freqiéncia d’aneuploidia global és del 48,0 %.
Respecte a la taxa d’aneuploidia per a un cromosoma concret, els cromosomes 21 i X mostren la taxa
més elevada del complement cromosomic (8,0 % cadascun), després del cromosoma 15 amb un 12,0
%. S’analitzen els vint-i-dos cromosomes presents en oocits humans. Tenint en compte que s’analitzen
vint-i-dos cromosomes en vint-i-cinc parelles 1CP-MIl i, per tant, un total de 550 cromosomes, i que
nomeés s’observa una aneuploidia per al cromosoma 21 (no-disjuncié) i una aneuploidia per al
cromosoma X (no-disjuncid); el risc d’estar implicat en aneuploidia per al cromosoma 21 o per al

cromosoma X seria del 0,008 % per a cadascun [taules D-1 i D-2].

En un altre treball, Gutiérrez-Mateo i col-l. (2004b) analitzen els 1CP per CGH i les corresponents Mlls
per FISH. En quaranta-dues parelles 1CP-MIl procedents d’oocits immadurs madurats espontaniament
in vitro o d’odcits madurs descartats postinseminacio, la concordanca 1CP-MIl és del 88,1 % i la
freqiiéncia global d'aneuploidia és del 57,1 %. En concret, per als cromosomes 21 i X la freqiéncia
d’aneuploidia és del 2,4 % per a cadascun: una parella amb '1CP amb pérdua de cromosoma o
cromatide 21 (no distingible) i MIl guany cromatide 21; per tant, I'1CP tindria una pérdua cromatide (1CP
—ct 21 i corresponent MII +ct 21); i una altra parella amb pérdua de cromosoma X en I'1CP i guany en
I'MIl (1CP —cr X i corresponent MIl +cr X). Tenint en compte que s’analitzen 22 cromosomes en 42
parelles 1CP-MII i, per tant, un total de 924 cromosomes; el risc d’estar implicat en aneuploidia per al

cromosoma 21 o per al cromosoma X seria del 0,1 % per a cadascun [taules D-1 i D-2].

L’any 2005, Gutiérrez i col-l. (2005) analitzen els 1CP per CGH i les corresponents Mlls per CenM-FISH i
FISH convencional (per confirmar I'aneuploidia detectada per CenM-FISH). En catorze parelles 1CP-MI|
procedents d’'oocits immadurs madurats espontaniament in vitro i d'odcits madurs descartats
postinseminacio, la concordanca 1CP-MIl és del 93,0 % i la freqliéncia global d’aneuploidia és del 30,8
%. En concret, per als cromosomes 21 i X la freqliéncia d’aneuploidia és del 6,2 % i nulla,
respectivament. Només una parella presenta en I'1CP, pérdua de cromosoma o cromatide 21 (no
distingible per CGH) i guany de cromatide en I'MII; per tant, pérdua de cromatide en I'1CP (1CP —ct 21 i
corresponent MIl +ct 21). Tenint en compte que s’analitzen vint-i-dos cromosomes en tretze parelles
1CP-MII i, per tant, un total de 256 cromosomes; el risc d’estar implicat en aneuploidia per al

cromosoma 21 seria del 0,39 % i nul-la per al cromosoma X [taules D-1 i D-2].
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Globalment en els diferents estudis realitzats [taules D-1 i D-2] s’han analitzat 661 parelles 1CP-Mll i en
un 91,5 % de les quals s’observa concordanca entre ambdds complements cromosomics (oscil-lant
entre el 74,2 % i el 100,0 %). L’elevada concordanga citogenética entre '1CP i la corresponent MII fa
evident que la segregacié cromosomica durant 'anafase | és un procés altament controlat, per tal que
cada cromosoma vagi a pols oposats, generant les dues cél-lules filles (1CP i MIl) amb dotacions
cromosomiques complementaries. Aixd no obstant, també s’ha evidenciat que hi ha mecanismes de no-
disjuncié de cromosomes i de predivisi6 de cromatides no equilibrada, essent aquests processos molt

habituals durant la formacio de les cel-lules germinals femenines.

La taxa mitjana d’aneuploidia global en els diferents estudis [taula D-2] és de 17,5 %, amb una
oscil-lacié entre el 0,0 % i el 58,7 %. La taxa d’aneuploidia que hem trobat en odcits madurs descartats
postinseminacié i analitzant dos cromosomes (21 i X), és del 5,1 %. Altres autors també han trobat una
taxa d’aneuploidia baixa (3,2 %), fixant conjuntament la 1CP i la corresponent MIl procedents d’oocits
descartats postinseminacio i analitzant també només dos cromosomes (18 i X) (Dyban i col-l. 1996).
Com ja hem mencionat, per contra, altres autors han trobat una taxa d’aneuploidia molt alta: 58,7 %
(Pujol i col'l. 2003) i 57,1 % (Gutiérrez-Mateo i col-l. 2004b), analitzant nou i vint-i-dos cromosomes

respectivament. Les diferéncies es poden donar degudes al nombre de cromosomes analitzats.

Nosaltres hem trobat un 0,0 % d’aneuploidia en odcits no inseminats (frescos) i un 5,1 % en odcits
descartats postinseminacio (envellits). Munné i coll. 1995b, establint quatre grups d’odcits en funcioé de
les hores de cultiu in vitro (< 6, 24—48, 72 i = 96 hores) observen que en els 1CP la predivisié de
cromatides equilibrada augmenta significativament amb el 'augment de les hores de cultiu, implicant
alguns o tots els cromosomes. En canvi, la predivisio de cromatides no equilibrada i la no-disjuncié de
cromosomes no augmenten significativament en funcié de I'augment d’hores de cultiu. Dailey i col-l.

1996, observen els mateixos resultats.

El risc d'aneuploidia (%) per cromosoma es calcula de la manera seglent: nombre de cél-lules
aneuploides per a aquell cromosoma / nombre total de cromosomes estudiats x 100. El risc mitja
d’aneuploidia per al cromosoma 21 (estudiat en sis estudis) és del 0,63 %, mentre que per al

cromosoma X (estudiat en nou estudis) és del 0,29 % i, per tant, més baix [taula D-2].

El mecanisme responsable d’aneuploidia per al cromosoma 21 és aproximadament en un 33,3 %
consequéncia de no-disjuncio i en un 66,6 % consequéncia de predivisié de cromatides no equilibrada; i
per al cromosoma X, I'aneuploidia es deu en un 40,0 % a no-disjuncié i en un 60,0 % a predivisié de

cromatides no equilibrada [taula D-2].

Quan es comparen oocits de dones joves (< 35-37 anys) amb oodcits de dones d’edat avangada (> 37—

40 anys o més) s'observa un increment significatiu en la no-disjuncio i la predivisié de cromatides no
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equilibrada, perd no es troba un increment significatiu de predivisié de cromatides equilibrada relacionat

amb I'edat materna (Munné i coll. 1995b; Dailey i col-1.1996; Gutiérrez-Mateo i col-l. 2004a).

Tant la no-disjuncié com la predivisié de cromatides no equilibrada tenen una correlacié positiva amb
'edat materna (Sandalinas i col-l. 2002; Pellestor i coll. 2003). En dones d’edat avancada hi ha
desequilibris hormonals que afecten I'ambient ovaric (Wardburton i col-l. 1996) o una disminucié en
I'habilitat per formar un fus meiotic normal (Battaglia i col-l. 1996), mecanismes que causarien una
disminucié de la segregacié dels cromosomes i implicarien una major incidéncia d’aneuploidies en odcits
de dones d’edat avangada. Per tant, 'edat materna és un factor predisposant a no-disjuncid i predivisio

de cromatides no equilibrada.

La taxa d’aneuploidia (5,1 %) que nosaltres hem trobat en odcits madurs descartats postinseminacio
(envellits) procedents de dones d’entre 29—37 anys [taules R-3 i D-2] és comparable a la trobada per
Dailey i col-l. (1996) en els grups d’edat de 25-34 i de 35—39 anys. Aquests autors van estimar taxes

d’aneuploidia de 4,9 %, 11,5 % i 29,8 % en odcits de dones entre 25-34 anys, 35—-39 anys i 40—45
anys, respectivament. També, Pellestor i col-l.( 2003) observen que, en una seérie de 3.042 oocits no
fecundats descartats postinseminacié (envellits) i procedents de dones entre 19 i 46 anys, les
alteracions cromosomiques originades per no-disjuncio tenen una correlacié positiva amb I'edat materna

avancada.

5.4 Citogenética d’oocits aparentment immadurs i de zigots anomals humans
descartats de programes de FIV

5.4.1 Oocits humans aparentment immadurs (grup i)

En el present treball s’han diagnosticat el 91,1 % d’odcits aparentment immadurs i el 25,4 % dels
complements cromosomics estaven en estadi immadur o de metafase | (Ml) i eren euploides per als
cromosomes estudiats. La resta d’odcits eren aneuploides i les alteracions més observades han estat: la
presencia de complements MIl diploides (50,0 %) i la preséncia de dos complements cromosomics
separats en estadi de Mll (31,6 %) [taula R-6].

En concret, en el grup doocits descartats postinseminaciéo, només I'11,1 % eren complements
euploides. Benkhalifa i col'l. 1996, després de la fixacié de 135 odcits d’aquest mateix tipus, descriu un

valor més alt d’euploidies (33 %).

Hem observat aquests tipus d’alteracions en odcits immadurs aparentment no fecundats que no havien

madurat espontaniament en cultiu (80,0 %) i en oocits Ml no inseminats (66,7 %). Per contra, Gras i
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col'l. (1992) no van observar complements MIl diploides després d’analitzar vint odcits naturalment
ovulats i no inseminats. Els autors relacionen aquest fet a factors associats a I'estimulacié hormonal
portada a terme en els protocols de FIV, que podrien afectar la meiosi incrementant la freqiéncia de
complements MIl diploides. Els odcits diploides serien la conseqiéncia d’'una disfuncié del fus de la
primera divisid6 meiodtica, probablement més freqiient en dones grans, i incrementada per I'estimulacio

hormonal.

Els oocits que arriben a l'estadi de MIl perd que no extrusionen I'CP mostren els dos jocs de
cromosomes en MIl alineats en una mateixa placa metafasica (Ml diploide) o formant dues plaques
metafasiques separades. Els nostres resultats indiquen que es donen ambdoés tipus d’alteracions,
consequéncia d’errors en la segregacié i migracié cromosomica, i d’'un procés de citocinesi anomala, la

qual cosa és freqlient en odcits aparentment en MI que no fecunden amb inseminacié convencional.

Considerant com a odcits euploides les vesicules germinals (VG) amb nucli diploide i els oocits Ml amb
vint-i-tres  bivalents, hem observat una menor frequéncia d’euploidies en odcits descartats

postinseminacio (envellits) que en odcits frescos, essent del 11,8 % i 52,9 %, respectivament.

Sense tenir en compte I'inic complement aneuploide que presentava un nucli en profase | procedent
d’'una VG descartat postinseminacio, els complements Ml aneuploides es van deure a la perdua d’'un
bivalent o al guany d’'un o més bivalents. Aquesta aneuploidia també podria deure’s a I'existéncia de
mosaicisme gonadal com a conseqiéncia de no-disjuncié de la linia germinal amb coexisténcia, en
I'ovari d’oogodnies trisomiques i monosdmiques amb oogodnies normals (Mahmood i col-l. 2000). Aquest
mecanisme ja ha estat descrit en altres treballs en els quals estudis citogenétics d’odcits (1CP i la
corresponent MIl) van mostrar abséncia de complementarietat deguda a un guany cromosomic
(Mahmood i col-l. 2000; Pujol i col-l. 2003); en alguns casos, per la preséncia d’'una cromatide extra tant
en I'"CP com en I'MIl (Mahmood i col-l. 2000) o un cromosoma extra en un dels complements i una
dotacié euploide per a aquell cromosoma en l'altre complement (Pujol i col-l. 2003). Diversos autors
(Pujol i col-l. 2003; Gutiérrez-Mateo i col-l. 2004a i b) han observat, en oocits descartats de cicles de FIV,

que aquesta alteracioé és més o menys frequent dependent de cada cas.

En el nostre treball, en un oocit en MI no inseminat hem observat un univalent (una cél-lula amb un
univalent 22). Aquest tipus d’anomalia ja va ser descrita 'any 1995 (Angell 1995) en dones d’edat
avangada, consequéncia d'una predivisi6 no equilibrada de cromatides. Com hem mencionat
anteriorment, segons Munné i col-l. (1995b) i Dailey i coll. (1996), la predivisi6 de cromatides
equilibrada, es veu significativament incrementada amb el temps de cultiu; en canvi, la no-disjuncio
d’'univalents i la predivisio de cromatides no equilibrada no incrementen significativament amb el temps

de cultiu o I'envelliment in vitro de 'odcit.

A la fase S del cicle cel-lular, abans d’entrar a la meiosi, cada cromosoma es duplica i dona lloc a dues

cromatides germanes estretament unides. La produccié de gametes haploides requereix la segregacio
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dels cromosomes homolegs a la primera divisi6 meidtica i la segregacié de cromatides germanes a la

segona divisio meiodtica.

La cohesina, un complex proteic amb forma d’anell, és responsable del manteniment i la regulacié de la
cohesié entre cromatides germanes des de la fase S fins a la seva segregaci6 a I'anafase Il (Gorr i col-l.
2006; Takahashi i col-l. 2004). Aquest complex de proteines nuclears se situa a la regié centromeérica i
també al llarg dels bracos de les cromatides germanes (Michaelis i col-l. 1997) i té la funcié de mantenir
unides les cromatides oposant-se a la forga feta per als microtubuls units al cinetocors dels

cromosomes, que intenten separar els cromosomes homolegs.

L’accioé de la separasa a la meiosi | permet la pérdua de cohesi6 entre els bragos de les cromatides
germanes, pero no dels centromers. Aquest fet facilita la resolucié dels quiasmes i permet la segregacio
els homolegs. Les shugoshins, unes proteines presents en els centrdmers, protegeixen les cohesines
d’aquesta regi6. A la meiosi Il, la tensié generada en els cinetocors acaba amb la proteccié que fan les
shugoshins, fent que les cohesines d’aquesta regi6é siguin accessibles a la separasa i es doni la

segregacié de les cromatides germanes (Lee i col-l. 2008).

L’activitat de la separasa esta regulada per la securina (el seu inhibidor) i un inhibidor de la fosforilacié
(Fan i col-l. 2006). S’ha demostrat que la microinjeccié d’anticossos antiseparasa eviten la formacio del
primer corpuscle polar (Gorr i col-l. 2006). Una cohesid deficient ha estat causa d’aneuploidia en odcits

de dones d’edat avangada (Hodges i col-l. 2005).

S’ha descrit que ratolins amb una mutacié en la proteina meiosi especifica de la cohesina (SMC1 beta),
presenten una reducci6é de la longitud del complex sinaptinemal i del nombre de quiasmes. Aquests
efectes en la meiosi depenen de I'edat i sén similars als observats en dones d’edat avancada. Aquest
resultats indiquen una pérdua de funcié d’aquesta proteina (SMC1 beta o relacionada) segons 'edat i
pot explicar els efectes de I'edat materna en la incidéncia d’aneuploidies en humans (Gilliland i Hawley
2005). Els oocits humans poden estar molts anys aturats en la profase | abans de la seva maduracio. La
reduccié del nombre de quiasmes pot comportar una segregacié aberrant. La no-disjuncié durant la

meiosi augmenta amb I'edat materna, és a dir, amb I'envelliment dels odcits.

Els mitocondris son els organuls cel-lulars responsables de la fosfoliracié oxidativa, la principal font
d’energia de totes les cél-lules eucariotes. En odcits i embrions, sembla que els mitocondris aporten
I'energia suficient perqué pugui tenir lloc la fecundacié suportant la formacié de la placa metafasica
durant la meiosi ll, i per la implantacié (Bartmann i col'l. 2004). Considerant que la meiosi és un procés
dependent d’energia i que el trifosfat d'adesosina (ATP) és necessari per a la unié de les cohesines
(Weitzer i col-l. 2003; Ulhman 2004), és possible que en dones d’edat avangada es doni una disminucio
del nombre i la qualitat dels mitocondris i es produeixi una deficiéncia en el procés de fosforilacio
oxidativa que afectaria negativament la unié de les cohesines (altament dependent d’energia) i resultaria

en un augment en la incidencia de predivisié de cromatides equilibrada i aneuploidia en els oocits, i per
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tant, també en una baixa implantacié embrionaria. Com que els mitocondris s’hereten de mares a fills, és
important que els mitocondris dels oocits estiguin intactes (Bartmann i col-l. 2004), s’ha evidenciat que
les dones d’edat avangada acumulen més mutacions en ’ADN mitocondrial, fet que pot ser responsable
d’aneuploidies i d’'una baixa implantaci6é (Bartmann i col-l. 2004). En un estudi (Chan i col-l. 2005) amb
oocits no fecundats, descriuen que el nombre de copies d’ADN mitocondrial t& una correlacié negativa
amb I'edat de la dona. L’'augment en delacions de I’ADN mitocondrial i la disminucié de copies d’ADN
mitocondrial en dones més grans suggereix que aquest dos parametres poden reflectir un envelliment
de l'ovari (Chan i coll. 2005). En oocits que després d’'una estimulacié hormonal no han assolit I'estadi
de MII també es podria donar un envelliment causat per una deplecié mitocondrial que podria afectar la
maduracid nuclear i citoplasmatica dels oocits, la fecundacid i la taxa d'implantacié dels embrions

resultants.

El cultiu prolongat dels oodcits immadurs podria portar cap a un envelliment de I'oocit que afectaria la
fosforilacié oxidativa i condicionaria 'ATP necessari per al manteniment del fus acromatic i per a la
citocinesi, i donaria lloc a la separaci® de cromosomes sense extrusid de I'MCP, formant-se
majoritariament un complement diploide de cromosomes en MIl o dos complements haploides en Mil.
Com hem dit anteriorment, el complex cohesina té la funcié de mantenir unides les cromatides oposant-
se a la forga feta per als microtubuls units al cinetocors dels cromosomes, que intenten separar els
cromosomes homolegs. Amb una mancancga de suficient ATP, la unié de cromatides desestabilitzaria i

podria afectar la integritat del fus acromatic i, per tant, ser una causa d’aneuploidia.

En oodcits immadurs no inseminats hem trobat un 37,5 % de complements diploides MIl o dos
complements haploides MIl, en oocits immadurs aparentment no fecundats, la proporcié és més alta
(88,2 %) [taula R-6]. Cal tenir en compte que els oocits inseminats porten de mitjana setze hores més de
cultiu. Hem observat una predivisié de cromatides equilibrada en els complements de MII, ja sigui en un
complement diploide com en dos complements MIl haploides. Sandalinas i col-l. 2002 descriuen que la

predivisié de cromatides equilibrada augmenta amb el temps de cultiu in vitro.

5.4.2 Zigots humans anomals (grup ii)

En el present treball hem processat zigots andmals amb més de dos pronuclis (> 2PN), zigots amb un
sol pronucli (1PN) i zigots amb dos pronuclis perd no dividits després de I'observacié de la fecundacio
(2PN aturats).

Depenen del possible origen del pronucli o pronuclis de més, es diu que un zigot té origen diginic quan

es creu que dos pronuclis d’un zigot 3PN procedeixen de la linia cel-lular femenina; i diandric quan dos

pronuclis d’un zigot 3PN procedeixen de linia cel-lular masculina.
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Els zigots multipronuclears poden ser originats basicament per la no-extrusié del segon corpuscle polar
2CP (origen diginic) o per dispérmia (origen diandric). Un oocit MIl euploide penetrat per dos
espermatozoides haploides (dispérmia) pot ser consequéncia d’un retard en la reacci6 cortical i originar
un zigot triploide diandric. La no-extrusio de I'LCP porta a un oocit diploide, i un oocit diploide fecundat
per un espermatozoide haploide pot resultar en un zigot triploide diginic. A més, els zigots 3PN amb un
sol CP i tres pronuclis, poden resultar de la unié d’'un espermatozoide haploide i un odcit haploide, i que
el pronucli femeni de més s’hagi format per raé d’una distribucié cromosdmica irregular durant la segona
divisi6 meiodtica o a una no-extrusié del 2CP; o també pot resultar de I'endoreduplicacié d’'un pronucli
d’odcit normal 23,X i penetracié d’un espermatozoide normal (Rosenbusch i col-l. 1997a). Cohen i col-l.
1994 van descriure que els zigots 3PN observats després de la FIV convencional han estat més

frequentment originats per una fecundacio6 dispérmica. Aquest no és el cas d’odcits inseminats per ICSI.

Una altra possibilitat, suggerida per Macas i col-l. (1996a,b) és que un petit grup de cromosomes
materns es podria separar de la resta després de la fecundacié. Es veurien tres pronuclis pero, de fet, es
tractaria d’un zigot diploide. Aquest fenomen només ha estat provat en zigots 3PN procedents

d’'inseminacié per ICSI.

Les regions cromosomiques analitzades, ADN centroméric del cromosoma Y i ADN centroméric del
cromosoma 18, havien replicat en moments molt similars de la fase S. Atés que en els zigots analitzats
no hem observat cap regié centromérica del cromosoma Y, podem assumir que aquesta regio replica

més tard que les altres regions analitzades.

Tenint en compte que la 1a fase S mitdtica té lloc després de la fecundacid, i d’acord amb els nostres
resultats [taula R-9], els zigots > 2PN i 1PN han estat aturats majoritariament abans en un estadi previ a
la 1a fase S mentre que els zigots 2PN es van aturar tant abans com un cop ja iniciada aquesta fase

mitotica.

5.4.2.1 Zigots humans > 2PN

La frequéncia de zigots > 2PN observada en el present treball ha estat del 5,2 %, comparable a la
descrita per Rosenbusch i col'l. (1997b), que oscil-la entre el 5,0 a 7,0 %. Els zigots > 2PN més
frequents (85,0 %) han estat els zigots amb tres pronuclis (3PN), seguits amb un 10,0 % pels zigots amb
quatre pronuclis (4PN) i un 5,0 % dels zigots amb cinc pronuclis (5PN). Rosenbusch i col-l. 1997b,

descriuen frequéncies similars: 82,3 %, 11,7 % i 5,8 % respectivament.
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5.4.21.1  Zigots humans 3PN
Tots els zigots 3PN diagnosticats eren triploides [taula R-8] i el 42,8 % mostrava almenys un cromosoma

Y [taula D-3]. Si els espermatozoides tenen una probabilitat igual de ser portadors de cromosoma X 0 Y,

aquesta frequieéncia és una mica inferior a I'esperada.

Taula D-3. Possible origen dels pronuclis dels zigots humans diagnosticats (grup ii) descartats de programes de FIV.

Tipus de

zigot Complement (freqiiéncia) Origen
3PN X18;Y18;Y18 1(7,1) Diandric
XY18; XY18 ; XY18 1(7,1) Triandric
X18; X18 ; X18 7 (50,0) Diginic o diandric
XX1818 ; XX1818 ; XX1818 1(7,1) Diginic o diandric
X18; X18 ;Y18 4(28,7) Diginic o diandric
14
4PN X18; X18; X18 ; X18 1(50,0) Triandric o diandric-diginic
X18;X18;Y18;Y18 1(50,0) Triandric o diandric-diginic
2
5PN X18; X18; X18; X18; Y18 1 Tetraandric o triandric-diginic
1
1PN X18 2(11,0) Partenogenétic (haploide)
XX1818 10 #(55,6) Asincronia de PN. Penetraci6 per esp X
XY1818 4(22,2) Asincronia de PN. Penetracié per esp Y
XX18181818 1(5,6) Asincronia de PN. Penetracio per esp X
XXY1818 1(5,6) Asincronia de PN. Penetracio per esp XY o diginic
18
2PN X18; X18 4°(36,4) Penetracio per esp X
XX1818 ; XX1818 4 (36,4) Penetracié per esp X
XX1818 ; Y1818 1(9,1) Penetracié peresp Y
XX1818 ; XY1818 1(9,1) Penetracié per esp XY o diginic
XY18 ;Y18 1(9,1) Diandric: oocit nul-lisdbmic penetrat per esp. XY18 i esp Y18
11

FIV (fecundaci6 in vitro), PN (pronucli), esp (espermatozoide).
# una primera metafase mitotica i una primera anafase mitotica.
® una primera anafase mitotica.

També hem observat que la distribucié de la proporcid XXX: XXY: XYY ha estat 8:1:1 [taula D-3]. Si els
gametes femenins i masculins tenen una probabilitat igual de participar en la triploidia, aleshores la
constitucido XXX: XXY: XYY podria ser en una proporcié 2:3:1 (Pieters i col-l. 1992) perd nosaltres hem

trobat un increment en XXX la qual cosa indica una major proporcié de diginia.

La majoria de complements XXX podrien ser interpretats com zigots 3PN d’origen diginic. Per contra,
Rosenbusch i col-l. (1997b) té una proporcié de cromosomes sexuals de 9:10:5 i observen un increment

en XYY. Uns resultats idéntics han estat observats per Staessen i Van Steirteghem (1997). L'origen

patern només pot ser determinat per la preséncia d’'un cromosoma Y. Nosaltres hem trobat un zigot
3PN: XY; XY; XY, probablement triandric (la penetracié d’un oocit nul-lisdbmic per tres espermatozoides
XY; i un zigot 3PN: XX; XX; XX, probablement diginic (oocit disdomic) o diandric (penetrat per dos

espermatozoides X).
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Un dels catorze (7,1 %) zigots podria tenir Unicament un origen diandric (penetraci6 de dos
espermatozoides portadors de cromosoma Y) ja que presentava dos nuclis amb un cromosoma Y i un

nucli amb un cromosoma X (que prové de I'odcit) [taula D-3] [figura D-3].

1CP 1cP @
o XX 1818
O <>

——

@ Oocit II X18;Y18 ;Y18 (b) Oocit Il XY18 ; XY18 ; XY18

Figura D-3. Representacié grafica de la interpretacio: (a) d’'un zigot 3PN: X18 ; Y18 ; Y18. (b): d’'un zigot 3PN: XY 18 ; XY18 ; XY18.

Un altre dels catorze (7,1 %) zigots tindria un origen triandric ja que presenta un cromosoma Y a cada
nucli. Una teoria, tot i que seria molt poc probable, podria ser que un oocit nul-lisbmic per als

cromosomes X i 18, hagués estat penetrat per tres espermatozoides XY 18 [figura D-3] [taula D-3].

| els dotze zigots restants (85,7 %) podrien tenir un origen diginic (per exemple, per no-extrusié de
I'1CP) o diandric (per penetracié6 de dos espermatozoides X18 o bé, un espermatozoide X18 i un

espermatozoide Y18) [taula D-3].

Segons el nombre de senyals de centromer dels cromosomes analitzats: X, Y i 18; es pot inferir I'estadi
del cicle cel-lular (abans o després de la 1a fase S) en el que estava el zigot en el moment de ser fixat
[taula R-9]. Les marques molt juntes, a una distancia menor al diametre d’un senyal, s’han considerat
equivalents a un cromosoma replicat mentre que les marques separades, a una distancia superior al

diametre d’un senyal, s’han considerat corresponents a dos cromosomes diferents.

Un total de tretze dels catorze (92,8 %) zigots 3PN estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle
cel-lular. L’altre zigot 3PN estava aturat després de la 1a fase S, ja que presentava dues marques per
cada centromer i la distancia entre les marques d’un mateix cromosoma era inferior al diametre d’una

marca de centromer i no permetria pensar en I'existéncia de dos cromosomes independents [taula R-9].

Tres de catorze (21,4 %) zigots 3PN, a més de tres pronuclis, contenien un espermatozoide que
mostrava el seu pronucli amb una condensacié cromosomica prematura (sperm premature chromosome

condensation, SPCC) que no va mostrar senyals de FISH.

Rosenbusch i col (1997b) analitzen cinquanta-un zigots 3PN procedents de cicles de FIV convencional i
el 76,5 % d’aquests presenta dos corpuscles polars. Grossmann i coll. (1997) van analitzar trenta-tres
zigots 3PN procedents de cicles de ICSI i van observar que el 36 % d’'aquests zigots de fet eren

diploides. Aquests fet podria ser degut a una distribucié dels cromosomes materns en dos jocs. Dels
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zigots 3PN confirmats per FISH, el ratio X:Y observat concorda amb una no-extrusié del 2CP com a
principal origen del tercer PN (origen diginic). Aixd no obstant, com hem mencionat, els zigots 3PN

procedents de FIV i analitzats en el nostre treball tots eren triploides amb origen majoritariament diginic.

54212 Zigots humans 4PN

En el nostre treball, els dos zigots 4PN eren tetraploides [taula R-8], un mostrava quatre cromosomes X i

I'altre mostrava dos cromosomes Y i dos X [taula D-3].

Els zigots 4PN poden venir de la fecundacié d’un zigot diploide per dos espermatozoides haploides o per
un espermatozoide diploide. Aixd no obstant, Rosenbusch i col-l. (1997b) van descriure que la inhibicio
de la primera divisié mitotica d’'un oocit madur penetrat per un espermatozoide haploide sembla que és
el fenomen més important. Els mateixos autors descriuen que també és possible que un odcit haploide
sigui penetrat per tres espermatozoides haploides. El resultat és un zigot polispérmic (Rosenbusch i
coll. 1997b).

Ambdés complements podrien ser compatibles amb zigots triandrics, el primer penetrat per tres
espermatozoides portadors dels cromosomes X i 18; i el segon penetrat per un espermatozoide portador
dels cromosomes X i 18, i dos espermatozoides portadors dels cromosomes Y i 18. També podria

haver-se donat el cas d’origen diandric i diginic alhora [taula D-3].

En tots dos zigots els centromers X, Y i 18 estaven aturats abans de la 1a fase S del cicle cel-lular ja que

presentaven a cada nucli una marca per cada cromosoma.

54213 Zigots humans 5PN

L’Unic zigot 5PN era pentaploide [taula R-8] amb quatre cromosomes X i un cromosoma Y [taula D-3]. El

complement cromosomic observat seria compatible amb un odcit penetrat per quatre espermatozoides:
tres espermatozoides portadors dels cromosomes X i 18; i un espermatozoide portador dels

espermatozoides Y i 18 (origen tetraandric). També seria compatible un origen triandric-diginic.

Aquest zigot en el moment de la seva fixacio estava aturat abans de la replicacié cromosomica, és a dir,

abans de la 1a fase S del cicle cel-lular [taula R-9].

5.4.2.2 Zigots humans 1PN

Un altre tipus de zigot andomal trobat en FIV és el zigot amb un sol pronucli (1PN). En el nostre estudi, un
3,5 % dels CCO inseminats per FIV convencional van donar lloc a zigots 1PN. Aquesta freqiiéncia és

similar a I'observada per altres autors: 5,5 % (Staessen i col'l. 1993) i 3,0 % (Munné i col-l. 1993).
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En el nostre treball hem fixat i analitzat per FISH els 1PN abans d'una possible divisio. L'11,1 %
d’aquests zigots van ser diagnosticats com a nuclis haploides i la resta (88,9 %) de zigots 1PN van ser
diagnosticats com a nuclis diploides [taula R-8]. La diploidia en embrions resultants de la divisié de
zigots 1PN només pot ser deguda a una activacié partenogenética (endoreduplicacié o no-extrusio del

2CP) o a una asincronia en la formacié dels pronuclis després de la fecundacio (Munné i col-l. 1993).

Staessen i col'l. (1993) van observar que si després de quatre a sis hores més des de I'observacio
habitual de la fecundacié (setze-divuit hores postinseminacio) es feia una segona observacio
morfologica dels zigots 1PN, el 25 % mostraven aleshores un segon pronucli, essent de fet penetrats
perd amb formacié dels pronucli masculi i femeni asincronica. Els autors van portar a terme una analisi
citogenética dels embrions resultants de 99 zigots 1PN: un 12,2 % eren embrions haploides resultants
d’'una activacié espontania (partenogenética), el 80,5 % eren diploides resultants d’'una formacio
asincronica dels pronuclis i el 7,3 % eren triploides. Munné i col-l. (1993) analitzen per FISH 21 embrions
resultants de zigots 1PN i observen que el 42,8 % d’ells tenen cromosoma Y. Aquests autors extrapolen
que més d’'un 80 % del zigots 1PN poden estar originats d'oocits fecundats. Les frequéncies trobades en
ambdés treballs també sén comparables als nostres resultats d’haploidia i diploidia (11,1 % i 88,9 %,

respectivament), analitzant zigots 1PN abans d’una possible divisié mitotica.

En els nostres resultats, cap dels dos nuclis haploides (X18) diagnosticats procedents de zigots 1PN no
contenia el cromosoma Y, i un 31,2 % (cinc de setze) de nuclis diploides procedents de zigots 1PN si
que contenien el cromosoma Y [taula D-3]. Staessen i coll. (1997), van trobar que contenien
cromosoma Y el 6,7 % de nuclis haploides i el 44,6 % de nuclis diploides. La preséncia de nuclis amb

cromosoma Y en zigots 1PN de FIV és evidéncia de fecundacio, excloent-ne I'activacioé partenogenética.

En el nostre treball, el 88,9 % dels zigots 1PN mostren un complement diploide amb dues marques per
al cromosoma 18 que podrien tenir el seu origen en la formacié d’un zigot euploide i trobar-se en un
procés d’asincronia en la formacié dels pronuclis femeni i masculi. Un zigot mostrava un complement
XXY1818 que podria ser originat per I'entrada d’'un espermatozoide portador dels cromosomes Y i 18 i,
d’acord amb el nombre de senyals d’ADN centromeéric dels cromosomes 18, Xi Y, sols el cromosoma X
estaria replicat. Una altra explicacié seria que l'odcit hagués estat penetrat per un espermatozoide
portador de cromosoma Y; i els cromosomes X i 18 estiguessin replicats; per tant, aquest zigot estaria

aturat en un estat primerenc de la 1a fase S mitdtica [taula R-9].
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5.4.2.3 Zigots humans 2PN aturats

Després de verificar la correcta fecundacio, un total d’'onze zigots amb 2PN i dos CP, no van dividir i van
restar aturats en estadi de 2PN [taula R-9]. Aquests zigots no evolutius van ser fixats i analitzats [taula
D-3].

El 72,8 % dels zigots 2PN aturats mostraven dos nuclis haploides per als cromosomes X i 18; per tant,
els oocits haurien estat penetrats per un espermatozoide portador de cromosoma X. La resta de zigots
2PN aturats mostraven dos nuclis haploides. Dos d’aquests zigots presentaven un cromosoma Y i es
podia distingir el PN femeni del masculi. Es tractaria de dos odcits penetrats per un espermatozoide
portador de cromosoma Y cadascun. |, finalment, un altre zigot 2PN aturat mostrava un complement
XY18;Y18; en aquest cas, es tractaria d’'un odcit nul-lisomic per als cromosomes X i 18 que hauria estat
penetrat per un espermatozoide portador de cromosoma Y i un espermatozoide portador dels

cromosomes X iY.

Si els zigots 2PN son conseqiéncia d’'un retard en la 1a fase en comptes de consequiéncia d’'una
aturada, un periode de cultiu més prolongat després de I'observacié de pronuclis permetria 'observacio
d'un estat de replicacié més avangat. Aixd no obstant, com que després de deu hores de cultiu en cinc
dels onze zigots 2PN no s’observa replicacid de les regions analitzades, probablement l'aturada

embrionaria seria més freqientment consequéncia d’'un retard en la 1a fase S.

5.4.3 Cromosomes d’espermatozoide condensats prematurament (SPCC)

En el nostre estudi hem observat cromosomes d’espermatozoide condensats prematurament (SPCC)
en: 21,4 % dels zigots 3PN, 11,1 % dels zigots 1PN diploides, en 5,8 % dels odcits aparentment
immadurs no fecundats i en 4,2 % dels oo6cits madurs no fecundats. Cap zigot 1PN haploide no mostra
SPCC com podriem esperar en una activacié espontania (partenogenética). De fet, els odcits madurs i
immadurs aparentment no fecundats amb preséncia de SPCC si que haurien estat fecundats perd no
haurien seguit endavant la meiosi. Zenzes i Casper (1992b) en una revisié descriuen que del 3,0 al 16,0
% dels oocits madurs aparentment no fecundats mostren SPCC. Benkhalifa i col:l. (1996), observen un
26,6 % d’'oocits madurs no fecundats amb SPCC i descriuen que aquesta elevada proporcié de SPCC

podria estar donada per un retard en la penetracio de I'espermatozoide en odcits que estan degenerant.

Hem observat SPCC en diferent fase de condensacié. Alguns oocits no fecundats descartats
postinseminacié i zigots anoOmals mostraven un o dos jocs de complement cromosomic
d’espermatozoide en estadi de profase. Els cromosomes d’espermatozoide poden ser condensats abans

de la replicacié de 'ADN, per ra¢ d’una activacié prematura dels factors involucrats en la condensacio.
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5.5 Diagnostic genetic preimplantacional mitjancant I'analisi citogenética del

primer corpuscle polar (DGP-1CP)

5.5.1 Protocol d’aplicaci6 del DGP-1CP a casos clinics

5.5.1.1 Denudaci6 dels oocits

En la realitzacié del diagnostic genétic preimplantacional mitjancant I'analisi del corpuscle polar (DGP-
1CP) és recomanable disgregar els CCO amb hialurodinasa just immediatament després de la puncio
fol-licular o com a maxim al cap d’'una hora, fet en el qual coincideixen altres autors (Vialard i col-l. 2006;
Magli i coll. 2006).

5.5.1.2 Moment de fer la biopsiad’1CP i I'lICSI

A partir de la nostra experiéncia, optem per fer la inseminacié de I'oocit, mitjangant ICSI, immediatament
abans de procedir a la biopsia de I'1CP, la qual s’ha de fer abans de la formacié del 2CP, és a dir, no
més tard de 45 minuts post ICSI. Amb aixd s’evita entre d’altres coses, fer malbé la placa metafasica de

I'odcit ja que la posicié de '1CP indica la seva posicio [vegeu 'apartat 4.7 art.2].

Vialard i col-l. (2006), biopsien els 1CP immediatament després de la disgregacié enzimatica dels CCO.
Magli i col-l. (2006), en cicles de DGP-1CP en dones de més de 38 anys, també fan la bidpsia dels
oocits madurs immediatament després de la denudacié, i per als oocits immadurs, esperen de quatre a
sis hores mantenint els odcits en medi de cultiu amb suplement d'hormona fol-liculostimulant

recombinant i hormona luteinitzant recombinant (rfFSH i rLH, respectivament), fins que madurin.

Com s’ha dit anteriorment, si '1CP es biopsia abans de 'lCSI, la referéncia de '1CP es perd, i com que
I'oocit pot rotar dins la zona pel-licida, la pipeta d’ICSI pot danyar la placa meiotica de I'oocit. Aixo pot
impedir la formacié del 2CP, i es produeixen zigots amb tres pronuclis (3PN), o bé danyar I'odcit de
manera que el desenvolupament del zigot s’aturi després de la descondensacio del nucli de
I'espermatozoide (zigots amb 2PN) o fins i tot abans (zigots amb un PN). Blake i col-l. (2000), han
avaluat els efectes de la posicié de I'espermatozoide durant I'ICSI i el dany ocasionat a la placa meidtica
de I'oocit relacionat amb la fecundacié i el desenvolupament preimplantacional. Aquests autors mostren
que els embrions originats per odcits microinjectats deixant '1CP en la posicidé equivalent a les set o

onze de les agulles del rellotge, tenen una taxa d’implantacié més alta, tot i que els resultats no sén
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estadisticament significatius. De la mateixa manera, les regions més segures o perilloses per realitzar
I'ICSI, tenint en compte la posicioé de I'1CP, també han estat definides per Hardarson i col-l. (2000). Aixd
no obstant, Vialard i col-l. (2006), fan I'ICSI al cap de quatre hores, després de tenir el resultat de la
FISH. Els autors comenten que procuren inseminar els odcits i deixen el tall a la posicié equivalent a les
sis 0 dotze de les agulles del rellotge per evitar que la microinjeccié danyi la placa metafasica de I'oocit.
Aquests autors fan I'lCSI després de tenir el resultat de la FISH en casos de cribratge d’aneuploidies per
edat materna avancgada ja que a Franga no es pot fer aquest estudi en embrions; per tant, han de
diagnosticar els oocits abans de ser inseminats. Magli i col-l. (2006) també realitzen I'lCSI després de
tenir el resultat de la FISH; en aquest cas, el motiu és que a Italia només es poden inseminar tres oocits
per cicle. Cap d’aquests treballs mencionats no descriuen sortides embrionaries prematures de la zona

pel-lucida com a consequéncia d’artefactes de la técnica (la bidpsia de I'1CP).

Com hem mencionat anteriorment, els nostres resultats han evidenciat que quan I'1CP es biopsia abans
de I'ICSI, el forat que queda a la zona pel-licida facilita una sortida prematura artificial de I'oocit o del
zigot de linterior de la zona. Per aquest motiu es va modificar el moment de la realitzacié de la bidpsia
d’1CP respecte del moment de fer 'ICSI. Es va establir com a més idoni realitzar I'lCS| abans de la
bidopsia d’1CP [vegeu l'apartat 4.7 art.2]. Mentre la taxa de fecundacié és només d’'un 42,4 % quan I'lCSI
es fa després de la biopsia de I'1CP, aquesta taxa augmenta fins a un 72,3 % quan la biopsia de I'1CP
es fa immediatament després de I'ICSlI, just després de fer el tractament enzimatic per eliminar les
cél-lules del cumul. Aquests valors sén molt semblants als que s’obtenen de forma general en cicles de
FIV.

Vialard i col'l. (2006), en el seu treball descriuen que, si cal, practiquen un segon tall en el punt de
microinjeccid per tal de reduir la pressioé interna dins I'odcit i reduir el risc de sortida de citoplasma.

Aquests autors presenten una taxa de fecundacio del 64,5 %.

5.5.1.3 Metode de bidopsia d’1CP

L’éxit en la biopsia de I'1CP és un requisit imprescindible per arribar al diagnodstic, un dany a I'odcit

durant la retirada de I'1CP pot portar a la seva pérdua. El métode de bidpsia emprat pot ser critic.
La nostra experiéncia inclou la realitzacié de bidpsia amb els tres diferents métodes existents: el métode
fisic (laser), el métode mecanic (PZD) i el métode quimic (acid Tyrode) [taules R-11a,b i R-12]. El

métode de bidpsia escollit en cada cas clinic depenia del centre de reproduccio on es feia el cas.

El sistema laser, adaptat al tambor dels objectius del microscopi invertit, €s un sistema molt comode i

segur pero té el desavantatge que és molt car. El forat de la ZP es produeix per I'exposicié de la
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superficie de la ZP a un laser de llum infraroja de baixa longitud d’ona que és poc absorbit per I'aigua del
medi de cultiu. L’eficacia d’aquest métode per fer un forat a la ZP va ser avaluada en oocits i embrions
de ratoli 'any 1995 (Germond i col-l. 1995). També ha estat aplicat a bidpsies d’embrions humans
preimplantacionals en estadi de cél-lules i en estadi de blastocist (Veiga i col-l. 1997 ; Boada i col'l. 1998,
respectivament) i Petit i col-l. 'any 2002 (Petit i col-l. 2002) van aconseguir un embaras realitzant un

DGP-1CP biopsiant amb aquest métode.

Nosaltres hem utilitzat el sistema laser en cinc casos: [m, n, p, r] [taula R-10] i [H] [taula R-12]. Amb
aquest métode de bidpsia seguit de I'lCSI hem aconseguit una taxa de fecundacié elevada (71,4 %)
[vegeu l'apartat 4.7 art.2]. Si tenim en compte les dades del cas [r] [taula R-10], no inclos a l'article 2, la

taxa de fecundacio obtinguda encara és més elevada (76,9 %).

El sistema mecanic també és un sistema valid, tot i que habitualment es triga una mica més a obtenir
I'1CP, té 'avantatge que és més economic que el sistema laser. Un gran avantatge d'aquest métode és
que s’eviten possibles efectes secundaris del laser sobre la ZP (com, per exemple, I'enduriment).
Nosaltres hem aplicat el sistema mecanic en tres cicles de DGP-1CP, casos: [q] [taula R-10] i [J, K]
[taula R-12]. Amb aquest métode de bidpsia la taxa de fecundacié obtinguda, també després de I'ICSl,

és inferior (55,0 %) a I'obtinguda utilitzant el sistema laser.

Finalment, el sistema quimic (acid Tyrode) només I'hem aplicat en un cas: [I] [taula R-12]. El forat creat a
la ZP sol ser massa gran ja amb el flux d’acid és dificil de controlar-ne la creaci6. Perd el problema més
greu és l'acidificacio local del medi o I'entrada d’acid a la zona pel-licida i a I'espai perivitelli que pot
induir danys o fins i tot la lisi de I'o0cit. Aquest sistema es bo per a odcits i embrions de ratoli, pero per a
o0cits humans es requereix major quantitat d’acid Tyrode. La taxa de fecundacié obtinguda fou només
del 10,0 %.

De tots, el sistema laser és el que permet fer un forat a la ZP de mida desitjada de forma molt precisa i

permet obtenir una taxa de fecundacié superior.

5.5.1.4 Biopsia d’1CP seguida de biopsia de blastomer

El tipus de ceél-lula biopsiada (corpuscle polar, blastomers o ambdés) i el nombre de procediments de
biopsia realitzats depen del cas estudiat. Cieslak-Janzen i col-l. (2006), fan un estudi retrospectiu en una
série de 9.925 oocits/embrions embrions biopsiats després d'un a tres procediments de bidpsia
(blastomer només; 1CP-2CP a D + 1 i blastomera D + 3,0 1CPaD + 0i 2CP a D + 1), en comparacio
amb 28.126 oocits/embrions control. En aquest estudi I'1CP estava sempre biopsiat abans de I'ICSI. La

taxa de fecundacio6 i el nombre d’1PN i 3PN, en odcits amb 1CP biopsiats abans de I'lCSI i els oocits

186 Discussio



control, no presenta diferéncies significatives. Tampoc no van trobar diferéncies significatives en la
formacié de blastocits entre els embrions resultants d’oocits amb biopsia d’1CP, embrions biopsiats a D
+ 3 a la vegada resultants d’oocits biopsiats, i embrions control. Aquests i d’altres autors (Magli i col-l.

2004) conclouen que la bidpsia multiple no afecta la viabilitat de 'embrié.

5.5.1.5 Obtencié de complements d'1CP

Un cop fet el forat a la ZP I'1CP ha de ser extret de dins d’aquesta amb una pipeta amb un diametre una
mica més gran que I'1CP, aproximadament 20-30 um. Si s'utilitza una pipeta més petita, I'1CP es danya
o lisa facilment. Biopsiant I'1CP amb pipeta petita (per exemple, 10 ym de seccié), hem obtingut
unicament un 14,2 % d’extensions de complements cromosomics amb morfologia cromosdmica
preservada, mentre que utilitzant una pipeta de diametre superior al de I'1CP, la proporcié augmenta fins
aun 89,4 %.

Per a I'extraccié de I'1CP, és un factor important que I'1CP estigui completament separat de I'oocit Il en
el moment de la bidpsia; d’altra banda, '1CP o fins i tot 'odcit poden resultar malmesos mentre estem
aspirant '1CP. Aixd pot influir negativament en 'obtencié d’extensions cromosomiques d’1CP [vegeu
'apartat 4.7 art.2].

5.5.2 DGP-1CP en dones portadores de reorganitzacions cromosomiques: revisité de
resultats
El procediment descrit, com que la cél-lula biopsiada prové directament de l'odcit, és d’aplicacio

exclusiva al diagnostic citogenétic preimplantacional d’anomalies cromosdmiques d’origen matern.

Aquest procediment permet detectar d’aneuploidies (que sén d’origen matern en un 80-95 % dels
casos) pero també d’anomalies cromosomiques estructurals (per exemple translocacions robertsonianes
que sbén degudes a mares portadores en un 63,9 % i translocacions reciproques en un 69,6 %) , fins i tot

quan els fragments cromosdmics implicats en la reorganitzacié son petits.

La transmissio a la descendéncia d’anomalies cromosomiques derivades de reorganitzacions depén del

tipus de segregacio cromosomica durant 'anafase | i I'anafase Il meiodtiques.

El DGP-1CP esta especialment indicat en parelles en qué és la dona la portadora d'una reorganitzacio
cromosOmica estructural perqué, d’acord amb estudis de cromosomes d’espermatozoide, en aquests
casos, el risc de concebre un descendent cromosoOmicament desequilibrat varia del 15 al 90 %
(Templado i col-l. 1988). L’analisi dels cromosomes de I'1CP permet identificar el tipus de segregacié

que ha tingut lloc i, consegiientment, predir si 'embrié resultant de la fecundacié d’aquell oocit és
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desequilibrat o normal/equilibrat (Egozcue i col-l. 1996).

A més del casos de DGP-1CP realitzats pel nostre grup, s’han publicat resultats de vint-i-quatre casos
DGP-1CP de dones portadores de translocacions. Divuit casos han estat descrits a la literatura: 11
casos de translocacions robertsonianes (Munné i coll. 2000a) [taula D-4 i taula Ill vegeu l'apartat 4.7
art.2] i set casos de translocacions reciproques (Munné i coll. 1998a,b,c i d; Willadsen i col-l. 1999)

[taula D-5 i taula IV vegeu l'apartat 4.7 art.2].

En el present treball s’han inclos els nou casos de DGP-1CP que hem realitzat en dones portadores de
translocacions: cinc casos [m, n, p, q, r] (sis cicles) de dones portadores de translocacions
robertsonianes [taula D-4], dels quals quatre [m, n, p, q] sén inclosos a l'article 2 [taula Il vegeu I'apartat
4.7] i un altre cas [r] fet posteriorment a la publicacié de I'article 2. | quatre casos [H, |, J, K] (quatre
cicles) de dones portadores de translocacions reciproques [taula D-5] dels quals dos casos [H, 1] s6n
inclosos a I'article 2 [taula Ill vegeu I'apartat 4.7] i dos casos [J, K] realitzats posteriorment a la publicacio

d’aquest article [taula D-5].

188 Discussio



Taula D-4. Translocacions robertsonianes: dades pacients i biopsia d'1CP.

Ml Metode de

Pacients Referencia bibliografica Cariotip de ladona Edat CCOs Ml MIV bidpsia Biopsia 1CP “ (n)

a Munné i col‘l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;910) Mecanic 32
b Munné i col'l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;910) Mecanic 21
c Munné i col-l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) Mecanic 32
d Munné i col'l. (2000c) 45,XX,der(14;21)(q10;910) Mecanic 16
e Munné i col‘l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Total Mecanic 11
f Munné i col'l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;910) _ a-k ? ? Mecanic 13
g Munné i col‘l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 178 Mecanic 15
h Munné i col'l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecanic 13
i Munné i col‘l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecanic 11
j Munné i col'l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecanic 6
k Munné i col‘l. (2000c) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) Mecanic 8
m Article 2 (vegeu I'apartat 4.7) 45,XX,der(14;21)(q10;q10) 32 21 10 5 Fisic 13
n Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(13;14)(q10;q910) 37 4 3 1 Fisic 4
p Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 37 15 14 0 Fisic 12
q° Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 36 4 4 0 Mecanic 4
r no publicat (vegeu l'apartat 4.5) 45,XX,der(13;14)(q10;q10) 35 26 11 1 Fisic 11

Total 16 casos 248 222

Present treball 5 casos 70 42* 7 44 de 49* (89,8)

MIV (maduracié espontanea in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), * 1CPs fragmentats n'estan exclosos, ° dades de dos cicles de la mateixa pacient.

Taula D-5. Translocacions reciproques: dades pacients i biopsia d'1CP.

Mil Métode de

Pacients Referéncia bibliografica Cariotip de ladona Edat CCOs Ml MIV biopsia Biopsia 1CPa(%)

A Munné i coll. (1998a) 46,XX,t(4;14)(p15;q924) 37 8 Mecanic 6
B Munné i col-l. (1998b) 46,XX,(7;20)(q22;q11.2) 28 8 Mecanic 8
C Munné i col-l. (1998b) 46,XX,t(14;18)(q22;911) 36 18 Mecanic 8
D Munné i col'l. (1998c) 46,XX,1(12;20)(p13.1;913.3) 43 9 ? ? Mecanic 2
E Munné i col-l. (1998d) 46,XX,t(11;16)(q21;922) 32 19 Mecanic 19
F Willadsen i col-l. (1999) 46,XX,1(9;11)(p24;912) 37 6 Mecanic 5
G Willadsen i col'l. (1999) 46,XX,t(11;16)(q21;922) 31 11 Mecanic 11
H Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 46,XX,t(4;12)(922;923) 85 17 14 2 Fisic 15
| Article 2 (vegeu l'apartat 4.7) 46,XX,t(1;18)(p34.3;912.3) 35 10 10 0 Quimic 9
J no publicat (vegeu I'apartat 4.5) 46,XX,t(4;11)(931.1;923) 34 5 5 0 Mecanic 5
K no publicat (vegeu I'apartat 4.5) 46,XX,(8;13)(q24.1;922) 33 12 11 0 Mecanic 11

11 casos 123 99

Present treball 4 casos 44 40* Z 40 de 42* (95,2)

MIV (maduracié espontanea in vitro), 1CP (primer corpuscle polar), * 1CP fragmentats n'estan exclosos, ° dades de dos cicles de la mateixa pacient.

Total (taules D-4 i D-5) 27 casos 368 321

El protocol que proposem és el resultat d’'una adaptacié progressiva als casos clinics realitzats que

inclou les modificacions assenyalades anteriorment, aplicades fins als casos:
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— [p, q] [taula Ill vegeu I'apartat 4.7],
— [r] no inclds a l'article 2,
— [I] [taula IV vegeu l'apartat 4.7],

— [K] no inclos a larticle.

Cieslak i coll. (2000) refereixen diversos casos estudiats perd no donen detalls dels resultats de cap
d’ells. També Findikli i col-l. (2003) refereixen casos de DGP amb 1CP-2CP perd no en donen detalls ja
que engloben vint-i-vuit cicles de DGP per translocacions robertsonianes (set casos) i reciproques (setze
casos), d’'origen matern, mitjangant analisi d’1CP-2CP (tres cicles) o mitjangant I'analisi de blastomer

(vint-i-cinc cicles).

En els nostres casos [m, n, p, q] [taula D-4] i casos [H, |, J, K] [taula D-5], es van obtenir un total de 111
CCO de nou pacients. D’aquests CCO, vuitanta-tres (74,8 %) eren oocits madurs, vuit (7,2 %) eren
oocits immadurs en estadi de Ml que van madurar espontaniament en el medi de cultiu, i la resta
d’odcits es van lisar durant I'eliminacioé de les cél-lules del cimul o odcits immadurs que no van madurar
en el medi de cultiu. Dels noranta-un odcits madurs (vuitanta-tres MIl i vuit MIl MIV+), set no es van
biopsiar perqué tenien I'1CP fragmentat. Vuitanta-quatre odcits es van biopsiar i el 89,3 % (setanta-cinc
de vuitanta-quatre) dels 1CP es van obtenir amb éxit. En sis cicles, la bidpsia dels 1CP es va fer amb el
métode fisic (laser), en tres cicles la bidopsia dels 1CP es va fer amb el métode mecanic (PZD) i en un
unic cas la biopsia dels 1CP es va fer amb el métode quimic (acid Tyrode). EI métode de bidopsia més
ampliament utilitzat ha estat el métode mecanic (PZD) [taules D-4 i D-5]; aixd no obstant a nosaltres ens

ha donat millors resultats el metode fisic (laser).

Tenint en compte el vint-i-quatre casos publicats i descrits detalladament, més els tres casos [r, J, K] no
publicats, el DGP-1CP s’ha aplicat a vint-i-set dones portadores de translocacions [taula D-4 i D-5],
s’han recuperat 368 CCO (246 procedents de dones portadores de translocacions robertsonianes i 122
procedents de dones portadores de translocacions reciproques), 321 (87,2 %) dels oocits van ser
biopsiats (222 oocits procedents de dones portadores de translocacions robertsonianes i 99 odcits
procedents de portadores de translocacions reciproques) i la resta corresponien a odcits immadurs o
amb 1CP fragmentat que no van ser biopsiats. A partir de I'analisi dels 321 1CP biopsiats, es van
diagnosticar el 75,7 % (243 de 321) dels oocits (181 oocits procedents de dones portadores de
translocacions robertsonianes i 62 odcits procedents de portadores de translocacions reciproques), els
o0cits restants no van poder ser diagnosticats a causa de la péerdua de I'1CP durant la fixacié o per no
tenir resultat de la FISH en 1CP [taules D-6 i D-7].
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Taula D-6. Translocacions robertsonianes: resultats de I'analisi de I'analisis citogenétic de I'1CP.

Pacient Biopsia Sondes QOocits (%)
icp? Diagnosticats Normals Equilibrats Desequilibrats

a 32 Pintat 14, Pintat 21 ® 28 (87,5) 32,1 28,6 39,3

b 21 Pintat 14, Pintat 21 19 (90,5) 36,8 53 57,9

c 32 Pintat 14, Pintat 21 24 (75,0) 41,7 16,7 41,6

d 16 Pintat 14, Pintat 21 15 (93,8) 40,0 333 26,7

e 1 Pintat 13, Pintat 14 ° 11 (100,0) 54,5 9,0 36,5

f 13 Pintat 13, Pintat 14 13 (100,0) 69,2 231 7.7

g 15 Pintat 13, Pintat 14 11(73,4) 27,3 18,2 54,5

h 13 Pintat 13, Pintat 14 13 (100,0) 30,8 30,8 38,4

i 11 Pintat 13, Pintat 14 9(81,9) 77,8 0,0 22,2

j 6 Pintat 13, Pintat 14 5(83,4) 40,0 0,0 60,0

k 8 Pintat 13, Pintat 14 7(87,5) 57,1 28,6 14,3
m 13 Pintat 14, Pintat 21 7 (63,6) 0,0 3(42,8) 4(57,2)
n 4 R1:Locus 13, Telomer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 2(50,0) 1(50,0) 0,0 1(50,0)
p 12 R1:Locus 13, Telomer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 8(100,0) 2(25,0) 1(12,5) 5(62,5)

q1° 2 R1:Locus 13, Telomer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 1(100,0) 1(50,0) 0,0 0,0
q2° 2 R1:Locus 13, Telomer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 1(100,0) 0,0 0,0 1(50,0)
r 11 R1:Locus 13, Telomer 14q / R2: Pintat 13, Pintat 14 7 (87,5) 0,0 3(42,8) 4(57,2)
222 181 (81,5) 71(39,2) 37 (20,4) 73 (40,3)

1CP (primer corpuscle polar), Diag (diagnosticat), Eq (equilibrat), Deseq (desquilibrat), R (ronda de FISH).
? 1CPs fragmentats n'estan exclosos.
® una sonda locus especifica 13 0 21 també va ser afegida en alguns casos.

¢ dades de dos cicles de la mateixa pacient.

Taula D-7. Translocacions reciproques: resultats de I'analisi citogenétic de I'1CP.

Pacient Biopsia Sondes QOocits (%)
icp? Diagnosticats Normals Equilibrats Desequilibrats

A 6 Pintat 4, Telomer 4pl, Pintat 14 5(83,4) 0,0 40,0 60,0
B 8 Pintat 7, Centromer 7, Pintat 20, Centromer 20 6 (75,0) 0,0 50,0 50,0
Cc 8 Pintat 14, Pintat 18, Centromer 18 5(62,5) 12,5 20,0 67,5
D 2 Centromer 12, YACs 858D9, 922C8 2(100,0) 50,0 0,0 50,0
E 19 Pintat 11, Centromer 11, Centromer 16 11 (57,9) 454° 9,0 45,6
F 5 Pintat 9, Centromer 9, Pintat 11, Telomer 11q 2 (40,0) 0,0 100,0 0,0

G 11 Pintat 11, Centromer 11, Pintat 16 7 (63,6) 42,9 14,3 42,8
H 15 R1: Centromer 4, Centromer 12 / R2: Pintat 4, Pintat 12 8(80,0) 12,5 0,0 87,5
| 9 R1: Telomer 18q, Centromer 18, Pintat 18 / R2: Pintat 1, Pintat 18 4 (66,6) 25,0 0,0 75,0
J 5 R1: Centromer Pintat 11 / R2: Teldomer 4q, Centromer 11 3(75,0) 0,0 0,0 100,0
K 11 R1: Pintat 8, Locus 13 / R2: Telomer 8, Pintat 13 9 (100,0) 0,0 111 88,9

99 62 (62,6) 12 (19,3) 11 (17,7) 39 (62,9)

1CP (primer corpuscle polar), Eq (equilibrat), Deseq (desequilibrat), ND (no diagnosticat), R (ronda de FISH).
? 1CPs fragmentats n'estan exclosos.

® dos resultat de recombinacié de cromatides.

° un resultat de recombinaci6 entre cromatides i no cromosomes sencers.

91 haploide.

Les estratégies de FISH aplicades fins ara inclouen, 0 només sondes de cromosoma sencer [taula V
vegeu l'apartat 4.7 art.2 i taula D-6; casos a-m], o bé combinades amb sondes telomériques,
centromériques o de locus especific en una ronda de FISH [taula VI vegeu I'apartat 4.7 art.2 i taula D-7;
casos A-G] o en dues rondes de FISH [taules V i VI vegeu I'apartat 4.7 art.2 i taules D-6 i D-7; casos n-r;

casos HiK].
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En les translocacions robertsonianes, els percentatge global de diagnosi d’odcits mitjangant 1CP ha
estat del 81,5 % (amb una oscil-lacio entre el 50,0 % i 100,0 %) amb quatre casos que arriben al 100,0
% [taula D-6].

En les translocacions reciproques el percentatge global de diagnosi d’odcits mitjangant 1CP ha estat del
62,6 % (amb una oscil-lacio entre el 40,0 % i el 82,0 %) amb un Unic cas que arriba al 100 %, en el qual

nomeés es van biopsiar i diagnosticar dos oocits [taula D-7].

Fins ara han estat publicats detalladament setze casos de dones portadores de translocacions
robertsonianes, onze casos de dones amb cariotip 45,XX,t(13;14)(q10;919) i cinc casos de dones amb
cariotip 45,XX,t(14;21)(q10;910) [taules D-4] (Munné i col-l. 2000a; vegeu l'apartat 4.7 art.2 i el present
treball). S’ha pogut observar que el percentatge d’odcits desequilibrats varia ampliament, del 7,7 % al
62,5 % [taules D-6].

Resumint les dades de DGP-1CP en translocacions robertsonianes, del 81,5 % (181 de 222) d’odcits
diagnosticats, el 39,2 % van ser normals, el 20,4 % van ser equilibrats; per tant, aproximadament un 60
% d’'odcits eren normals o equilibrats. Es important remarcar que en translocacions robertsonianes, si el
nombre d’odcits aptes per ser biopsiats és alt, per exemple superior a deu, el percentatge d’1CP

diagnosticats es manté en la mitjana (81,2 %) [taula D-4].

Paral-lelament, fins ara han estat publicats detalladament onze casos de dones portadores de
translocacions reciproques, tots ells amb cariotip diferent [taula D-5]. El percentatge d'oocits
desequilibrats varia una mica menys que en translocacions robertsonianes. Resumint les dades del
DGPI-1CP en dones portadores de translocacions reciproques, el 62,6 % (62 de 99) dels oocits van
poder ser diagnosticats. El 19,3 % dels oocits van ser normals i el 17,7 % dels oocits van ser equilibrats;
per tant, aproximadament el 40 % dels odcits van ser normals o equilibrats resultants d’'una segregacio
2:2 alternant [taula D-5].

Aixi doncs, el percentatge d’oocits normal/equilibrat respecte d’oocits desequilibrats sén contraris en
translocacions robertsonianes (60 % normal/equilibrat i 40 % desequilibrat) respecte de translocacions
reciproques (40 % normal/equilibrats i 60 % desequilibrat). Findikli i col-l. (2003), descriu una relacié
similar entre translocacions robertsonianes (45 % normal/equilibrat i 55 % desequilibrat) i translocacions

reciproques (30 % normal/equilibrat i 70 % desequilibrats).

El DGP-1CP aporta informacié de gairebé el total dels oocits recuperats, incloent-hi els que no

fecundarien, la qual cosa permet un consell genétic més complet del risc de tenir descendéncia
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anomala. A més, com hem indicat anteriorment, després de realitzar el DGP-1CP, si és el cas, també és
possible portar a terme el diagnostic dels embrions derivats d’odcits no diagnosticats. Les causes poden
ser diverses: 1CP no biopsiats perqué estaven fragmentats, 1CP perduts durant el procés de bidpsia,
1CP perduts durant el procés de fixacid, 1CP mostrant dues cromatides diferents com a consequéncia

de la recombinacié meiodtica, o 1CP amb resultat de la FISH no informatiu.

S’ha aplicat el DGP-1CP en combinaci6 amb biopsia de blastomer en tres casos de translocacions
robertsonianes: taules D-4 i R-11, casos [p, q, r]. | també en dos casos de translocacions reciproques:
taules D-5 i R-13, casos [I-K]. En aquests cinc casos la freqliiencia d’odcits sense diagnostic després de
la bidpsia i analisi d’1CP va ser del 34,7 % (disset de quaranta-nou, incloent-hi quatre odcits amb 1CP
fragmentat que no van ser biopsiats), després de bidpsia i analisi d’onze embrions (64,7 %) es van
diagnosticar el 81,8 % (nou d’'onze) dels embrions i, per tant, la taxa global de no-diagnosi va baixar
finalment, sent del 16,3 % (vuit de quaranta-nou). Tres embrions van ser diagnosticats com a normals o
equilibrats després del sistema de doble analisi, la qual cosa permet, en el cas [p] i cas [q] [taula R-11a]

la transferéncia de dos embrions.

En el present treball s’han pogut transferir cinc embrions de quatre cicles de translocacions
robertsonianes [taula R-11a] i cap dels embrions obtinguts en els de casos de translocacions
reciproques [taula R-13]:

— [m] Un embrioé procedent d’'un odcit equilibrat amb el cromosoma der14;21.

— [p] Dos embrions transferits, un embrié procedent d’un odcit normal o equilibrat per als

cromosomes 13 i 14; i un embrié procedent d’un odcit equilibrat amb el cromosoma der13 i 14.

— [gq] Un embrié procedent d’'un oocit normal per als cromosomes 13 i 14.

— [r] Un embrié procedent d’un odcit equilibrat amb el cromosoma der 13;14.

Les dades sobre embrions transferits i taxa de gestacio dels casos publicats per DGP-1CP d’anomalies

cromosomiques robertsonianes i reciproques, estan detallades a les taules D-8 i D-9, respectivament.
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Taula D-8. Translocacions robertsonianes: resultat final del DGP-1CP.

. Diagnostic de
Pacient 9

Embrions

Gestaci6

Evoluci6 de la gestaci6

I'oocit (%) transferits

a 87,5

b 90,4

c 75,0

d 93,7

e 100,0 Els autors resumeixen d'onze pacients, setze cicles de DGP-1CP. Set
f 1000 aconsegueixen \'.enjbarés amb tretze embrior\s ?mplantats. Un emba}rés (dos

’ fetus) evolutiu, i onze fetus, nou cromosdomicament de normals i dos

g 73,3 d'equilibrats.

h 100,0

i 81,8

j 83,3

k 87,5

m 53,9 1 _ —

n 50,0 0* _ -

p 75,0 oL Unica Avortament 7a setmana
q1 50,0 0+1¢ _ _
q2 100,0 1 _ _

r 63,6 3

DGP-1CP (diagnostic genetic preimplantacional mitjangant primer corpuscle polar).
#un embri6 sense diagnostic transferit per desig de la parella.
°un de diagnosticat mitjiangant biopsia de 1CP i un de diagnosticat mitiangant biopsia de blastome

°no és possible distinguir entre normal o equlibrat.

Taula D-9. Translocacions reciprogues: resultat final del DGP-1CP.

. Diagnostic de
Pacient 9

Embrions

Gestaci6

Evoluci6 de la gestaci6

I'oocit (%) transferits
A 83,4 0+2° unica Avortament 7a setmana
B 75,0 2 doble dos nounats
C 62,5 0 _ _
D 100,0 1 _ _
E 57,9 0+0? _ _
F 40,0 1 Unica un nounat
G 63,6 1 Unica _
H 53,4 0 _ _
| 44,4 0 _
J 60,0 0 _ _
K 81,8 0

DGP-1CP (diagnostic genétic preimplantacional mitjangant primer corpuscle polar).

? dos cicles de DGP i dues transferéncies embrionaries.

Cal tenir en compte que la taxa de gestacid, a part de la transferéncia d’embrions normals o equilibrats,
també es veu afectada per la qualitat i el nombre d’embrions transferits. A més, també cal considerar el
risc citogenétic afegit que alguns treballs evidencien en portadors de translocacions. Aquests
presentarien un important increment d’alteracions d’altres cromosomes no implicats en les
reorganitzacions (efectes intercromosomics) (Pujol i col-l. 2003, 2004 i 2006) i que també estarien

impedint la implantacié embrionaria.

L'eficacia global de DGP depén del rendiment del metode de diagnodstic, del nombre d'oocits
disponibles, de la seva fecundacio i del potencial de creixement dels embrions. Sempre s’aconsella que

la mare se sotmeti a un diagnostic prenatal classic (amniocentesi, bidpsia de corion) per confirmar el
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diagnostic. També cal tenir en compte que hi ha una seérie de riscos durant el DGP, tal com el dany
produit a I'odcit o embrié durant el procés de bidpsia i/o la pérdua de cél-lules biopsiades durant el
processament i 'analisi. Cal avisar També cal avisar la parella de la possibilitat de no poder obtenir
I'analisi genética d’alguna cél-lula, aixi com de I'error de diagnostic inherent a la técnica. Si el nombre
d’embrions normals o equilibrats és baix es pot valorar la possibilitat de congelar embrions per a fer-ne

transferéncia d’'un nombre major d’embrions en cicles posteriors.

Findikli i col-l. (2003) han fet un estudi sobre els efectes de les translocacions comparant els resultats
amb embrions control. Apliquen el DGP analitzant 1CP-2CP i majoritariament també amb I'analisi de
blastomer. Aquests autors descriuen en aquests embrions una taxa de fecundacié menor, més retard en
el desenvolupament embrionari, i una menor taxa de formacié de blastocits. Per aquests motius la taxa

d’embaras no és elevada.

El DGP-1CP ha estat utilitzat ampliament per a l'analisi d’anomalies géniques (mitjangant PCR) i
anomalies numériques (mitjangant FISH). Com hem dit anteriorment, també ha estat utilitzat almenys en
vint-i-set casos de translocacions descrits detalladament (mitjangant FISH) (Munné i col-l. 1998a,b,c,
2000; Willadsen i col-l. 1999; vegeu l'apartat 4.7 art.2; i el present treball). Perd també en nous camps
com el tipatge de HLA (Verlinsky i col-l. 2001) i també per anomalies d’heréncia mitocondrial (Briggs i
col-l. 2000).

A part de la PCR i la FISH convencional també s’apliquen técniques més noves com la hibridacio
genomica comparada (compared genomic hybridization, CGH) (Wells i col-l. 2002; i Gutiérrez-Mateo i
col'l. 2005). Recents avencos inclouen la reduccié de pérdues d’amplificacié o amplificacié preferent
d’'un al-lel (allel dropout, ADO) (Rechitsky i col-l. 1996) utilitzant variants de la PCR classica en
corpuscles polars, tal com la multiplex nested PCR (Rechitsky i col-l. 1998; Verlinsky i col-l. 1997 i 1999),
i el desenvolupament de protocols més curts utilitzant la PEP (primer extension preamplification) (Zhang
i col-l. 1992; Sermon i col-l. 1996; Sanchez-Garcia i col-l. 2005) per caracteritzar anomalies géniques de
gen unic, com per exemple la fibrosi cistica. També s’ha aplicat la técnica de PRINS (primer in situ
reaction) (Petit i col-l. 2000) i la realitzacié d'un cariotip espectral (spectral karyotyping, SKY) (Marquez i

coll. 1998) per caracteritzar la majoria d’anomalies cromosomiques.

L’ESHRE recull els cicles realitzats de DGP des de 'any 1997 i I'dltim recull correspon a les dades gener
a desembre 2003 (Sermon i col-l. 2007). Cal tenir en compte que globalment els anys 1998-2003 s’han
fet 200 cicles de DGP per translocacions robertsonianes d’origen matern i només quatre s’han fet
mitjancant 1CP. Pel que fa a translocacions reciproques d’origen matern, el recull de la ESHRE descriu

405 cicles i només tres han estat fets mitjangant biopsia i analisi d'1CP [taula D-10].
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Taula D-10. Cicles de DGP realitzats en parelles amb la dona portadora d'una translocacié cromosomica.

Translocacié robertsoniana

Translocaci6 reciproca

ESHRE (1998 a 2003)
Sermon i coll. 2007

Present treball

ESHRE (1998 a 2003)
Sermon i coll. 2007

Present treball

Cicles 200 6 405 4
Tipus de cel-lula

1CP 4 6 3 4
Blastomer 196 3 399 2
Blastocist 0 0 3 0
Métode de biopsia

Quimic (acid Tyrode) 132 0 305 1
Fisic (laser) 63 4 88 1
Mecanic (PZD) 5 2 12 2
Embriologia

CCO recuperats 2992 68 6438 43"
Oocits inseminats 2498 49° 5616 34°
Oocits fecundats 1827 31 4202 12
Cellules biopsiades 1466 44 3373 40
Biopsies totals exitoses 1343 39 3320 36
Embrions diagnosticats 1312 26 3080 25
Embrions transferibles 407 14 640 3
Embrions transferits 315 7 544 0
Embrions congelats 28 0 25 0
Resultats clinics

Cicles amb transferéncia 163 4 280 0
BhCG positiva 49 1 76 0
Batec cardiac positiu 38 1 58 0

DGP (diagnostic genetic preimplantacional), ESHRE (European Society of Human Reproduction and Embriology).

1CP (primer corpuscle polar), CCO (complex cimul oofor).

18 oocits inseminats després de la bidpsia.

® 8 no inseminats, fixats i analitzats.

© 8 oocits inseminats després de la bidpsia.

Molt recentment la Preimplantation Genetic Diagnosis International Society (PGDIS 2008) ha publicat
unes linies directrius per a l'actuacio clinica en l'atencié a pacients que pateixen una determinada
anomalies géeniques o cromosomiques que inclou entre d’altres punts, les indicacions, el tractament de
FIV, el tipus de cel-lula biopsiada, el tipus d’analisi, els embrions transferibles i descartats; i el seguiment

de les gestacions. La bidopsia d’'1CP es recomana fer-la mitjangant el métode mecanic i no es comenta el

moment en que es fa I'lCSI respecte la bidopsia d’1CP.
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5.5.3 Correlacié entre la segregaci6 cromosomica preferent i la frequéncia de

recombinacié meiotica

S’han evidenciat per primera vegada una correlacié significativa positiva (coeficient de correlacié de
0,8698, p < 0,01) entre la frequiéncia de punts calents de recombinacié en els segments intersticials dels
tetravalents i la incidéncia de complements amb no-disjuncié dels cromosomes homolegs [taula R-14].
La taxa de recombinacié s’ha extrapolat a partir de les frequiéncies de recombinacié publicades I'any
1985 per Laurie i Hultén (Laurie i Hultén 1985a i b). D’aquesta manera, se suggereix que la resolucio del
tetravalent i la segregacio dels cromosomes implicats en la translocacio esta altament relacionada amb
la preséncia o I'abséncia de quiasmes intersticials. Aquest fet esta relacionat amb I'abséncia del tipus de
segregacié adjacent Il en el cas, descrit per Pierce i coll (1998), d'una translocacio
46,XX,t(5;8)(p13;923) en la qual la freqiiencia de quiasmes intersticials en els cromosomes implicats és

zZero.

Pel que fa a les translocacions robertsonianes no s’ha observat cap correlacié positiva entre el nombre
de quiasmes i la incidéncia de no-disjuncié entre homolegs. El nombre de quiasmes en els trivalents no
depén de la preséncia de punts calents de recombinacid; en la resolucié de quiasme del trivalent no
interfereix la preséncia de regions centromeériques sind que dependria probablement de I'orientacié dels

centromers en el trivalent.

5.5.4 Avantatges i desavantatges del DGP-1CP

Evidentment I'aplicacié del DGP-1CP només esta indicada en casos en els quals és la dona la portadora

de 'anomalia cromosdmica genética o citogenética, i el pare és normal.

Un gran avantatge del DGP-1CP és que fent l'estudi de Il'oocit podem conéixer la constitucio
cromosomica de tots els oocits madurs recuperats, incloent-hi els odcits que no es fecunden, zigots
anomals (1PN, > 2PN i 2PN aturats), o embrions no evolutius (embrions massa lents o fragmentats).
D’aquesta manera es pot donar un diagnostic més extens de la cohort d’odcits de la pacient. A més, en
cas d'un diagnodstic dubtés mitjangant I'1CP, eventualment es pot fer una confirmacié mitjangant la
bidopsia del 2CP del zigot o d’'un blastomer de I'embrié de sis—vuit cél-lules resultants d’aquell odcit.
Aquest fet no és possible en el classic DGP mitjangant blastdmers. Tot i aixi, després de qualsevol DGP,
ja sigui mitjangant 1CP o blastomer, per confirmar el diagnostic i com que no s’analitzen tots els

cromosomes del complement, esta indicat fer el diagnostic prenatal en cas d’embaras.
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A més, en el DGP-1CP s’obvia la problematica del mosaicisme que s’ha evidenciat molt freqlient en les
primeres divisions embrionaries (Munné i col-l. 2002b) la qual cosa dificulta el diagnostic amb el

blastdmer i la possible seleccié d’embrions citogenéticament normals aptes per a la transferéncia.

El DGP-1CP és una alternativa al DGP mitjangant blastomer, per a parelles amb objeccions morals
sobre la seleccio d’embrions, o per a paisos em qué el diagnostic genetic d’'embrions esta legalment
prohibit. A Alemanya, I'inica opcié per fer DGP és I'analisi de CP abans de la singamia (Tomi i col-l.
2006) i a Franca I'unica opcié possible de cribratge d’aneuploidies en dones d’edat avangada és el DGP-
1CP abans de la inseminacié dels o0cits, s’inseminen els oocits amb resultat de la FISH normal (Vialard
i col'l. 2006).

Els desavantatges principals estan relacionats amb el fet que per al diagnostic d’anomalies
monogeéniques, com la fibrosi cistica (Cieslak i col-l. 2000) els oocits amb cromosomes heterozigotics
poden produir tant descendéncia normal com andmala. Quan la mare és heterozigotica per a una
anomalia génica, la recombinacié té lloc entre el cromosoma amb l'al-lel normal i el cromosoma amb
I'al-lel anomal, els oocits amb 1CP heterozigotic han de ser descartats perqué a la meiosi Il I'o0cit té la
mateixa possibilitat de retenir la cromatide que conté I'al-lel normal que la cromatide que conté I'allel
anomal. Com a resultat, una proporcié significativa d’odcits que podrien haver estat inseminats no poden
ser utilitzats, i la possibilitat de reproduccidé és reduida considerablement. En aquests casos cal la
confirmacio per biopsia i I'analisi del 2CP (Verlinsky i col-l. 1997), o bé de blastomer. Aix0 no obstant, en
aquest cas la fecundacio de I'oocit s’ha d’haver produit perque el 2CP sigui extrusionat com a resultat
del final de la meiosi Il i, en aquest cas, la constitucié cromosomica de I'1CP es ressentira ja que estara
en un estadi avangat de deteriorament. Per als casos de parelles amb objeccions morals o limitacions

legals, la biopsia del 2CP no es podria fer.

També s’ha de tenir en compte que tot i haver diagnosticat I'oocit indirectament a través de I'1CP,
encara es pot donar una segregacié anomala i/o recombinacié entre cromatides, fet que també
requeriria una analisi posterior del 2CP per tal de veure el resultat de la segona divisid meiotica. S’han
obtingut metafases de 2CP via electrocucié del nucli del 2CP amb zigots intactes o enucleats de ratoli i
fixant els heterocarions resultants quan sén a I'estadi de la primera divisié mitotica (Verlinsky i Evsikov

1999) descriuen un metode que combina la biopsia d’1CP i 2CP.
Un altre desavantatge rau en el fet que la contribucié paterna al complement de I'embrié no es pot

coneixer, llevat que es faci per bidpsia de blastomer, especialment d’interés en casos de diagnostic

d’aneuploidies.
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5.5.5 Consideracions sobre laregulacio de les técniques de reproduccio6 assistida

Soini i col'l. (2006) fan un repas de les regulacions nacionals sobre técniques de reproduccié assistida
(TRA) a paisos europeus. Les TRA a la majoria de paisos estan regulades i les lleis actuals daten dels anys
1990 al 2004, essent la llei espanyola la més recent (Llei 14/2006). Hi ha paisos en qué la llei és molt

restrictiva, en concret a Italia i a paisos poc restrictius com Espanya.

Les diferéncies basicament rauen en punts polémics com la donacié de gametes i/o embrions, 'anonimat o
no de la donacio, el nombre de fills permesos per donant, I'edat de la dona, el nombre d’embrions a

transferir, la congelacié d’embrions, la recerca en embrions i I'aplicacié del DGP.

Centrant-nos en el DGP, aquest no esta permés a Austria ni a Italia. Hi ha altres paisos en qué el DGP esta
0 no permés només en determinades circumstancies; per exemple, a Noruega només esta permés en
casos greus d’'anomalies lligades al sexe sense tractament, a Suécia només esta permés en malalties
serioses i incurables, a Franga no esta permés el DGP per cribratge d’aneuploidies per edat materna
avangada, i a Alemanya i Suissa no esta permés el DGP en embrions; només esta permés en corpuscles
polars. També hi ha altres paisos en els quals no esta permés o bé no esta regulat, com ara Bélgica,

Finlandia, Holanda, Grécia i Dinamarca.

Si ens fixem en el punt de vista religids dels europeus, cal tenir en compte que els cristians no comparteixen
les mateixes opinions. El Vatica no aprova la reproduccio assistida, mentre que I'Església anglicana i la
Protestant accepten moltes formes de TRA. L'lslam permet la congelacié d’embrions perd no es poden
donar; la donacié d'oocits no és éticament acceptable i en general no esta permesa. El DGP per indicacio
médica si que esta permés. A Israel hi ha la concentracié més alta per capita de cliniques de FIV. El deure
de procreacié és el primer manament de la Tora jueva. Moltes formes de TRA estan permeses, incloent-hi

el DGP, tot i que esta desaprovada la donacié de gametes. La comunitat ortodoxa també permet el DGP.
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S’ha desenvolupat, per primera vegada, un procediment de fixacid del primer corpuscle polar
(1CP) d’oocits de mamifer (hamster i huma) que permet obtenir extensions dels complements
cromosomics amb morfologia cromosomica preservada i en estadi de metafase Il meiotica. S’ha
pogut evidenciar que els cromosomes d’1CP tenen un grau d’empaquetament menor i un
aspecte desorganitzat amb un contorn menys definit que I'observa’t en els oocits corresponents

[objectius concrets 2.1.1.112.1.1.2].

El métode desenvolupat consisteix en I'aplicacié d’'un tractament hipotonic curt (0,5 M de citrat
sodic durant 5 minuts) la qual cosa deixa que la solucié hipotonica comenci a assecar-se sobre
el portaobjectes préviament tractat amb trimetoxisila, abans d’aplicar-hi un flux suau de fixador
etanol : acid acetic (1:1) fred. La reduccié de la proporcié d’alcohol en el fixador emprat (1:1 en
comptes de la proporcié classica 3:1) i la temperatura del fixador afavoreixen la seva més lenta
evaporacio i es redueixen les perdues cromosomiques artefactuals. El flux suau de fixador, a
més del tractament previ dels portaobjectes amb trimetoxisila, també son fonamentals per

obtenir una bona qualitat de les extensions cromosomiques [objectius concrets 2.1.1.1i2.1.1.2].

S’ha demostrat mitjangant I'aplicacié de I'hibridacié in situ fluorescent (FISH) que les dotacions
cromosomiques de I'LCP i de corresponent oocit en MIl s6n complementaries. Aixi, I'analisi de
'MCP déna informacié indirecta de l'oocit i pot ser aplicat en el diagnostic genétic
preimplantacional mitjant¢ant I'analisi d’'LCP (DGP-1CP) [objectiu concret 2.1.1.3].

S’ha observat una taxa baixa d’aneuploidia per als cromosomes estudiats en odcits descartats
postinseminacio (envellits) del 5,1 % i nulla en o0cits no inseminats (frescos). Les taxes
d’aneuploidia trobades a la bibliografia oscil-len entre el 3,1 % i el 58,7 % [objectius concret
2.1.2].

S’han estudiat oocits immadurs humans anomals descartats de cicles de fecundacié in vitro
(FIV) i s’ha demostrat que un 25,4 % eren complements euploides en metafase | (Ml) i la resta
eren aneuploides amb complements cromosomics MII diploides, dos complements cromosomics
MIl separats o amb guany o pérdua de bivalents en MI. S’ha observat una incidéncia major
d’aneuploidia en oodcits immadurs descartats postinseminacio (88,2 %) que en oocits immadurs

no inseminats (47,1 %) [objectiu concret 2.1.3].

S’han estudiat zigots humans anomals descartats de cicles de FIV amb inseminacio
convencional per tenir més de dos pronuclis i, en tots ells, la ploidia corresponia al nombre de
nuclis observat. En zigots >2PN la ploidia correspon al nombre de nuclis observat abans de la
fixacié. Per contra els zigots amb un sol pronucli poden ser haploides (11,1 %) o diploides (88,9
%). Les taxes de ploidia en zigots 1PN trobades a la bibliografia sén un 20 % i un 80 %,

respectivament [objectiu concret 2.1.3].
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El DGP-1CP mitjancant la FISH permet detectar d’aneuploidies d'origen matern (de primera
divisi6 meidtica) i d’alteracions cromosomiques estructurals derivades de reorganitzacions
cromosomica d’'origen matern. Dels DGP-1CP realitzats s’ha fet evident que el odcits de dones
portadores de translocacions robertsonianes sén normals o equilibrats en el 59,6 % dels oocits
mentre que son desequilibrats en el 40,4 % restant. També del DGP-1CP s’ha fet evident que
els odcits diagnosticats de dones portadores de translocacions reciproques sén normals o
equilibrats en el 37,0 % mentre que son desequilibrats en el 63 % restants [objectiu concret
2.1.3].

S’ha proposat un protocol d’aplicacié del DGP-1CP. | inclou la inseminacié dels odcits amb
injeccid intracitoplasmatica d'un espermatozoide (ICSl) just abans de la biopsia d’'1CP per tal
d’evitar sortides artefactuals dels zigots de la zona pel-licida. La biopsia de '1CP es pot fer pel
meétode mecanic o amb laser i es requereix una pipeta de punta arrodonida i de diametre una
mica superior al del 1CP (20 pm). L’Us d’acid Tyrode en biopsia d’1CP no és recomanable ja

que pot afectar la qualitat cromosomica i la taxa de fecundacio [objectiu concret 2.1.4].

El DGP-1CP per seleccionar indirectament els embrions a transferir en families en les que
I'origen del risc citogenétic és femeni, és una aproximacié més adequada que la biopsia i analisi
de blastomers. EI DGP-1CP permet I'aplicacié de la FISH emprant tant sondes d’ADN per
cromosomes sencers, centromers o sequiencies uniques intersticials o terminals. A més DGP-
1CP possibilita, en cas d’1CP fragmentats o no informatius, realitzar una segona analisi, ara de
I'embrié de sis—vuit cél-lules (D + 3), mitjangant biopsia i analisi de blastomer aplicant la FISH

[objectiu concret 2.1.4].

S’ha evidenciat per primera vegada una correlacié significativament positiva (coeficient de
correlacié de Pearson de 0,8698, p < 0,01) entre la freqiiéncia de punts calents de recombinacio
en els segments intersticials dels tetravalents i la incidéncia de complements amb no-disjuncid
de cromosomes homolegs en dones portadores de translocacions reciproques [objectiu concret
2.1.4].
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