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1. DIAGNOSTIC GENETIC PREIMPLANTATORI D’ ANEUPLOIDIES

OBIJECTIUS

La técnica d’hibridaci6 in situ de fluorescéncia (FISH) permet valorar la ploidia de blastomers
d’embrions humans mitjangant la combinacié de sondes per autosomes i per cromosomes
sexuals, en un interval de temps compatible amb el procés de fecundaci6 in vitro (FIV)
(MUNNE et al. 1993). Permet disminuir les possibilitats de tenir descendencia trisomica,
augmentant la taxa d’embaras en dones d’edat avangada i reduint la pérdua embrionaria
durant I'embaras.

OBJECTIU 1: REDUCCIO DE LA DESCENDENCIA TRISOMICA

Les anomalies cromosomiques numeriques son la major causa de malalties hereditaries,
amb una incidéncia del 21% en avortaments espontanis (WARBURTON et al. 1986). D"aquestes,
les trisomies degudes a gonosomes i cromosomes 21,18,16 i 13 representen el 50% dels
avortaments cromosomicament anormals. Contrariament als defectes d’un sol gen, les
anomalies cromosomiques s’originen de novo, i 1'tinic factor de risc conegut és I'edat materna,
amb una freqiiencia incrementada de trisomies d'un 2% en embarassos de dones de 25
anys fins a un 19% en dones de 40 anys o més (WARBURTON et al. 1986). El diagnostic
d’aneuploidies en embrions humans pels cromosomes X,Y,18,13 i 21 mitjangant el metode
de FISH hauria de reduir significativament el risc de tenir descendencia trisomica en pacients
de FIV d’edat avanVada.

OBJECTIU 2: INCREMENT DE LES TAXES D'IMPLANTACIO

Les causes de la davallada del percentatge d'implantacié observada amb l'increment de
'edat materna son objecte de discussio. Ara, pero, I'elevada taxa d'implantaci6 que s’obté
en cicles de donaci6 d’oocits, indica que el principal factor és I'edat materna (Navor et al.
1994). Lunic lligam clar entre edat materna i competéncia embrionaria és I'aneuploidia.
Lincrement d’aneuploidia amb I'edat materna s'observa no tinicament en avortaments
espontanis i descendéncia viable, siné també en embrions en estadi de cél-lules (MUNNE et
al. 1995a) i oocits no fecundats (DAILEY et al. 1996).
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La taxa d’anomalies cromosomiques observada en embrions és més elevada que la descrita
en avortaments espontanis, fet que suggereix que una gran part dels embrions
cromosomicament anormals s’eliminen abans que el diagnostic prenatal pugui ser practicat.
Aquesta perdua embrionaria podria influenciar la devallada implantatoria observada en
edat materna avangada. Atesa la correlacio entre aneuploidia i disminuci6 del percentatge
d’implantacié amb I'edat materna es va hipotetitzar la possibilitat que una selecci6 negativa
podia revertir aquesta tendencia (MUNNE ef al. 1993).

APLICACIO DE LA TECNICA DE FISH PER AL DGP DE LANEUPLOIDIA

Ara per ara, la selecci6 negativa dels embrions aneuploides només es pot realitzar mitjanVant
el diagnostic genetic preimplantatori (DGP), ja sigui amb l'analisi del corpuscle polar de
I'0dcit o d’un blastomer de I'embri6. La dificultat en 1'obtenci6 de metafases, el fet que tan
sols un 30% d’aquestes son cariotipables aixi com el requeriment de cultius llargs en
antimitotics (PLacHor et al. 1987, PELLESTOR et al. 1994, SANTALO et al. 1995), fan que I'analisi per
cariotipat sigui dificilment aplicable al DGP. El métode d’hibridaci6 in situ per fluorescencia
(FISH) permet I'enumeracié cromosomica en nuclis interfasics sense la necessitat de cultivar
cellules ni d’obtenir metafases.

En el DGP s’utilitzen els protocols de FISH que permeten la detecci6 simultania de multiples
cromosomes amb sondes especifiques per cada un dels cromosomes. Aquests protocols es
basen en la combinacié de proporcions de fluorocroms i poden marcar cinc o més
cromosomes amb tan sols tres fluorocroms (NEDERLOF et al. 1990, DAwWERSE et al. 1992). Per
estudis de blastomers, els protocols inclouen X,Y,13,18,21,i 16 (MUuNNE et al. 1993, MUNNE AND
WEIER 1996, MUNNE et al. 1998). Per estudis de corpuscles polars s’han utilitzat sondes per als
cromosomes X,13,18,i 21 (MUNNE et al. 1995, VERLINSKY ef al. 1995, 1996).

Posterior a I'analisi d'un grup de cromosomes, els blastomers poden reanalitzar-se amb una
combinaci6 de sondes diferent (BENADIVA ef al. 1996). Aixo permet analitzar simultaniament
deu 0 més cromosomes d’un sol nucli interfasic, en un periode de temps compatible amb
un cicle de FIV. Actualment sutilitzen de forma simultania sondes per als cromosomes
X,Y,1,13,15,16,18,21 i 22, amb el potencial de diagnosticar un 70% de les aneuploidies
detectades en avortaments espontanis.

LIMITACIONS DEL DGP PER A LA DETECCIO D’ANOMALIES CROMOMIQUES
NUMERIQUES

La sobreposici6 de senyals, el mosaicisme embrionari i altres factors son fonts d’errors en la
técnica de FISH aplicada al DGP. Del total d’embrions analitzats per DG, els resultats van
ésser confirmats en el 91% dels embrions, un 1,1% es van classificar com a normals essent
anormals i un 8% es van diagnosticar com a anormal essent normals (MUNNE AND WEIER
1996, MUNNE et al. 1998a).

MOSAICS

El mosaicisme embrionari no es pot detectar de forma eficag per DGP excepte quan totes les
linies cel-lulars de 'embri6 s6n anormals. Les fallides de diagnosi degudes a mosaicisme
depenen del tipus de mosaic, i podem diferenciar-ne tres grups:
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a) Mosaics produits per no-disjuncié mitotica o pérdua en anafase (11% dels
mosaics) d'un dels parells de cromosomes analitzats. Aquesta és la causa més
frequient d’errors. b) El segon grup sén mosaics que impliquen dues linies
cel'lulars, una diploide, i una haploide o bé poliploide (25% dels mosaics). Si la
céllula biopsiada és 4N, aquest tipus de mosaicisme pot ser detectat amb poques
sondes. No es considera excessivament perjudicial per I'embri6 ates que les
cel'lules tetraploides normalment acaben formant el trofectoderm (James and
West 1994); aixi doncs, en el cas que la cel'lula 4N no sigui detectada, I'error de
diagnosi no és gens greu. ¢) Mosaics caotics, en el quals la majoria dels
cromosomes tenen un nombre anormal de copies i en que la majoria de cel-lules
s6n anormals. No calen gaires sondes per diagnosticar aquest tipus de mosaics.
Aproximadament un 8% de tots els mosaics s6n caotics i amb totes les cellules
anormals, pero un 9% tenen céllules normals i per tant sén font d’error de
diagnosi. d) Altres mosaics son embrions que tenen cel-lules normals i cellules
multinucleades. De la mateixa manera que els embrions amb ceél-lules normals/
poliploides, aquests mosaics no sén causa de fallida de diagnosi. e) Embrions
que tenen diferents poliploidies. Sigui quina sigui la cel-lula biopsiada I'embri6é
sera classificat com a normal. Per tant, un 20% dels mosaics pot produir problemes
de diagnosi (11% +9% +20%).

La importancia del mosaicisme disminueix si es considera el percentatge de blastomers
anormals per embrié mosaic, en lloc del nombre total d’embrions amb mosaicisme. Els
resultats en el nostre grup suggereixen que del total d’embrions que es desenvolupen
normalment, fins a un 40% sén mosaics, perd un cop analitzats, tan sols un 13% presenta
més de 3/8 cel'lules anormals. Si ens basem en el 17% de mosaicisme extensiu trobat en
embrions no aturats (MUNNE ef al. 1995b), i un 20% de mosaics que produeixen errors de
diagnosi, s’estima que el mosaicisme és font d'un 5% d’error de diagnosi.

ERROR PER FALSOS NEGATIUS DE FISH I SOBREPOSICIONS

La perdua de senyals pot indicar que es tracta d’'una cel-lula monosomica o bé d"una fallida
de la tecnica per mostrar els senyals. Les causes d'una reduida eficiencia d’hibridacio es
poden atribuir a pérdua de DNA durant el procés de desnaturalitzacié o fixacid, poca
penetracié de la sonda, unié deficient dels agents de detecci6 (WEsT et al. 1988, PIETERS et al.
1990), o sobreposici6 de senyals especifics pel cromosoma quan es fan servir maltiples sondes
(HanDyYsIDE 1993). Hem observat que una mala extensié del nucli durant la fixacié i el
contingut de DNA per nucli, augmenten la sobreposicio de senyals (MUNNE et al. 1993a,
MUNNE et al. 1996). Quan dos senyals del mateix cromosoma es sobreposen, només s’observa
un senyal i per tant, aixo porta a error de diagnostic. A més extensié del nucli durant la
fixacio, menys sobreposicié i pérdua de senyals s’observa.

BLASTOMERS MULTINUCLEATS

Els blastomers multinucleats (MNB’s) s’han descrit tant en embrions normals com anormals
i s’observen en 1/3 dels casos(TEsARIK et al. 1987, HARDY et al. 1989, WiNsTON et al. 1991). Els
nostres resultats previs han demostrat que els embrions multinucleats no sén viables per
diagnostic genétic preimplantatori d’aneuploidia perqué el nombre de cromosomes de cada
nucli varia massa (MUNNE AND COHEN 1993). De totes maneres, quan es tracta d'un blastomer
amb dos nuclis, i ambdés sén cromosdOmicament normals, la resta de 'embrié també és
normal (MUNNE AND COHEN 1993).
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PERDUA DE MICRONUCLIS DURANT LA FIXACIO

Lerror de FISH és més elevat en blastomers multinucleats (11,5%, 13/113), que en cel-lules
mononucleades (3,1%, 13/415) (MUNNE et al. 1994a,d). El fet que moltes de les cel-lules
multinucleades contenen micronuclis fa que durant el procés de fixacio, aquests es puguin
perdre més facilment que el nucli sencer, originant falsos negatius.

Els nostres resultats mostren una forta correlacio entre els tipus de fixacio i la pérdua de
cromosomes (MUNNE et al. 1998a). Durant la fixacié amb acid acetic i metanol , les gotes de
fixador afegides abans que la cél'lula es trenqui fan que el citoplasma s’expandeixi, més
gotes, més expansio, mentre que les gotes postlisi netegen les fibres de citoplasma remanent,
i probablement DNA anuclear. Per tant, és possible que hi hagi més perdua de DNA si
s’afegeix una gota postlisi quan la cel'lula esta més estesa (dues gotes prelisi en lloc d'una),
tal com es va demostrar en el nostre estudi. En general, recomanem dues gotes prelisi i cap
gota postlisi, metode que amb les condicions apropiades d"humitat (40%) permet una bona
extensi6 nuclear, pocs remanents citoplasmatics i una minima perdua de DNA.

RESULTATS DEL DGP D’ANEUPLOIDIA: DESCENDENCIA TRISOMICA,
AVORTAMENTS ESPONTANIS I PERCENTATGES D'IMPLANTACIO

REDUCCIO DE LA DESCENDENCIA TRISOMICA

S'han realitzat més de mil casos de diagnostic genétic preimplantacional d’aneuploidia, ja
sigui per mitja de biopsia de corpuscle polar de I'0ocit o per biopsia embrionaria (MUNNE et
al. 1993, 1995, 1999; VERLINSKY et al. 1995, 1996; VERLINSKY & KULIEV 1999; GiaNAROLI ef al. 1999).
Ara, pero, per tal de demostrar un decrement en la descendencia trisomica del 2,6% de
trisomies 13,18 o 21 detectades en CVS en dones de 39 anys, fins a un 0,3% després de DGP
(assumint un 10% d’error de la tecnica), I'estudi hauria d’incloure almenys 3000 nounats
per tal de poder detectar un decrement estadisticament significatiu en la descendencia
trisomica. Malauradament, els errors per diagnostic han tingut lloc més freqiientment del
que s’esperava (MUNNE et al. 1998e). Després del reanalisi de les cel-lules diagnosticades
erroniament, es va concloure que els errors eren deguts al mosaicisme embrionari o per
pérdua de DNA. No obstant aixo, hem trobat un 1,3% de 152 fetus amb trisomia 21 respecte
a una freqiencia esperada del 2,7% en poblaci6 de la mateixa edat (no publicat).

INCREMENT EN EL PERCENTATGE D'IMPLANTACIO I DECREMENT EN LA TAXA
D’AVORTAMENTS ESPONTANIS

Per tal de comparar controls amb un grup estudi sotmes a biopsia embrionaria i diagnostic
geneétic preimplantatori d’aneuploidia, vam dissenyar un estudi multicentric de FIV. Els
pacients s’aparellaren retrospectivament, a cegues, segons I'edat materna, el nombre previ
de cicles de FIV, durada de I'estimulacid, nivells d’estradiol en dia +1 i mitjana de fol-licles
madurs. Tots aquests parametres eren similars entre el grup estudi i el control. Posterior al
DGP només es van transferir els embrions diagnosticats com a normals pels cromosomes
analitzats (MUNNE et al. 1999b). Els resultats demostren que els percentatges de batec fetal/
embri6 transferit entre el grup control i estudi eren similars, tot i que lleugerament elevats
en el grup estudi. Contrariament, els avortaments espontanis, mesurats com a batec fetal
avortat/batec fetal detectat disminuien després de DGP(p<0,05) i els embarassos en curs i
nens nascuts incrementaven (p<0,05) en el grup de pacients de DGP (MUNNE et al. 1999b).
Amb la utilitzaci6 de més sondes que en I'estudi de MUNNE et al. (1999), GiaNAROLI et al.
(1999) descriuen un increment significatiu del percentatge d'implantacio.
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DGP D’ANOMALIES ESTRUCTURALS

L’analisi cromosomica ambeel metode de cariotipat convencional no és factible, ja que com
amitjana només un 25% dels nuclis de blastomers mostren metafase després de tractament
antimitotic, i encara menys nuclis tenen la qualitat cromosomica desitjable per bandejar
(SANTALO et al. 1995). Tampoc és possible aplicar bandes G en cromosomes doocit o corpuscle
polar per la poca qualitat dels cromosomes obtinguts (PELLESTOR 1991).

Atesa la dificultat, s’han proposat quatre metodologies alternatives, basades en la tecnologia
de FISH:

TINCIO CROMOSOMICA (PAINTING) DE CORPUSCLES POLARS

Aquest meétode es va proposar després d’observar que al voltant del 90% dels primers
corpuscles polars que es fixen en menys de sis hores després de la punci6 fol-licular estan
en estadi de metafase, i per tant, la translocaci6 es pot identificar fent servir sondes de
painting pels dos cromosomes involucrats en la translocacié (MUNNE et al. 1998a). Més tard,
la metodologia es va millorar amb I'tis de sondes telomériques que cobreixen les regions no
cobertes per les sondes de painting,il"s de sondes o marcadors centromerics, desitjablement
en un tercer color, per tal de diferenciar cromatides i evitar la confusié entre cromatides
uniques i cromosomes sencers (MUNNE et al. 1998b). Les cromatides iiniques es troben sovint
en corpuscles polars degenerats (MUNNE et al. 1995). Amb la introduccié d’aquestes
modificacions s’observa que la freqiiéncia d’avortaments espontanis per embri6 en el grup
amb embaras, era significativament menor (p<0,001, F test), des d'un 95% (18/19) en cicles
naturals fins a un 12,5% (1/8) després de DGP. Lavortament espontani en el grup de DGP
prové d’un embrié suposadament balancejat segons els resultats del DGP. De forma similar,
la taxa d’embaras va ser molt elevada, amb un percentatge d'implantacié del 50, percentage
esperat si tenim en compte que moltes de les translocacions d’origen matern no produeixen
esterilitat ans avortaments espontanis.

Un problema associat a aquesta tecnica és el fenomen de creuament (crossing-over) i predivisié
de cromatides. En qualsevol cas, el resultat de la segona divisié meiotica no és gens clar i
requereix 'analisi del segon corpuscle polar.

Laltre problema associat és I'existéncia de creuament intersticial amb la subseqiient
segregaci6 de grups de cromosomes equilibrats o no equilibrats durant la segona divisié
meiotica. Fins ara, hem detectat un d’aquests fenomens.

La técnica anomenada Spectral Imaging s’ha utilitzat per tal d’analitzar anomalies
cromosomiques numeriques en corpuscles polars (MARQUEZ et al. 1998) i pot permetre
diagnosticar alhora translocacions i aneuploidia.

SONDES SUBTELOMERIQUES I DE BREAKPOINT-SPANNING

El diagnostic de translocacions d’origen patern tan sols és possible amb 1'is de FISH en
blastomers en interfase. S’han desenvolupat sondes especifiques per cada tipus de
translocaci6 i que cobreixen els punts de trencament (Breakpoint-Spanning) (MUNNE et al.
1998¢, 1998d, 2000) permetent la diferenciacié entre embrions equilibrats, no equilibrats i
normals. Ara bé, la fabricacié d’aquestes sondes és molt costosa. Una alternativa ha estat la
utilitzacio de sondes distals als punts de trencament quan és possible (PIErcE et al. 1998) o
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recentment, 1'tis de sondes subtelomeriques (MUNNE et al. 2000). Les sondes subtelomeriques
tenen l'avantatge d’estar comercialitzades i, combinades amb sondes centromeriques
marcades en un tercer color, poden identificar qualsevol embri6 no equilibrat. No permeten,
pero, la diferenciaci6 entre normal i equilibrat.

Lexcepcio és la translocacié Robertsoniana,en la qual es poden fer servir les sondes ?-satelit
o sondes locusespecifiques per tal de detectar embrions aneuploides (ConN et al. 1998).
Tampoc en aquest cas les sondes locusespecifiques permeten diferenciar entre normal i
equilibrat. Es aconsellable no transferir els embrions equilibrats, sempre que es disposi d'un
nombre suficient d’embrions normals, per tal d’evitar la perpetuaci6 de la malaltia genética
en la familia.

Les sondes subtelomeriques i del tipus Breakpoint-Spanning també es poden utilitzar per
altres anomalies estructurals com les inversions, demostrat per CasseL et al. (1997), els quals
van desenvolupar sondes que abastaven el punt de trencament en una inversi6 en el brag
curt del cromosoma sis.

S’han trobat correlacions interessants en factors com el tipus de biopsia, sexe, la preséncia
de punts de trencament terminals, si les translocacions sén de tipus robertsoniana o reciproca,
i el nombre d’embrions cromosomicament normals per transferir, que poden afectar les
possibilitats d’embaras.

CORRELACIO ENTRE >50% EMBRIONS NORMALS I EMBARAS

Quan el nombre d’00cits 0 embrions anormals és superior al 50% s’aconsegueixen pocs
embarassos, en canvi quan el nombre és inferior al 50% la taxa d’embaras és notablement
més elevada (MUNNE et al., 2000). Aix0 és degut al fet que la majoria de les dones portadores
de malalties geneétiques son fertils i per tant, si es disposa d’embrions normals, s’embarassen
facilment. D’acord amb les nostres observacions, altres publicacions sobre DGP de
translocacions mostren elevades porporcions d’embrions anormals, que no resulten en
embaras en cap dels casos realitzats (CONN et al. 1998; VAN AsscHE et al. 1999).

REDUCCIO DELS AVORTAMENTS ESPONTANIS

La practica de DGP en casos de translocacions augmenta susbstancialment les possibilitats
que un embaras arribi a terme en una parella afecta. En un estudi recent de trenta-cinc
casos de DGP en pacients amb translocacions, hem demostrat un decrement significatiu en
els avortaments espontanis (p<0,001): des d'un 92% en embarassos en cicles naturals a un
12,5% en cicles de DGP (MuNNE et al. 2000). Els avortaments de repetici6 en els pacients
portadors de translocaci6 son la causa més freqiient per sotmetre’s a un cicle de FIV-DGP
En molts casos, els productes no equilibrats de la translocaci6 son sempre letals i per tant el
risc és 'avortament. D’aqui que la idea de seleccionar embrions no equilibrats a través d'un
cultiu llarg fins a I'estadi de blastocist com ha estat proposat (MeNEzo et al. 1997), no sigui
aplicable. Molts dels embrions no equilibrats implanten i s’avorten espontaniament. La
finalitat dels pacients portadors de translocacions és evitar els avortaments de repeticio i
aconseguir un embaras que arribi a terme.
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