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LA DIAGNOSI GENETICA DI PREIMPIANTO
PER ANOMALIE CROMOSOMICHE STRUTTURALI
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1. L'eredita genetica

1.1. Coppia con cariotipi normali

Ogni cellula del corpo umano ha un nucleo che eaostil patrimonio genetico chiamato anche
DNA. Il DNA e composto da 46 cromosomi che form&3ocoppiedi cui 22 coppie di cromosomi
simili (una coppia di cromosomi 1, una coppia d@insosomi 2, ..., una coppia di cromosomi 22).
Sono detti cromosomi autosomitia ventitreesima coppia € composta_dai cromosessualiGli
individui di sesso femminile hanno due cromosomGH.individui di sesso maschile hanno un
cromosoma X e un cromosoma Y, quindi due cromostssimili.

Il DNA

@

B
&
28, ©
2% -

P W‘iﬁ%ﬂ;

Figura 1: I'informazione genetica all'interno della cellula umana.

Cromosoma

Cellula

Le cellule sessuali (I'ovocita e lo spermatozomosib prodotto di un processo complesso di
maturazione cellulare chiamato gametogenesi chiee\a livello delle gonadi (ovaie e testicoli).
Durante la gametogenesi, il numero di cromosoniedsdllule sessuali passa da 46 a 23. Durante la
fecondazioneif vivo oin vitro), I'unione dell'ovocita e dello spermatozoo paita formazione di

un embrione nel quale ogni cellula € composta derdosomi.
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Figura 2: Fecondazione di un ovocita con uno spernazoo e trasmissione di un cromosoma
'difettoso’ al nascituro.
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1.2. Un membro della coppia con una traslocazioneéamosomica nel suo cariotipo

Una traslocazione cromosomica & un cambiamentditmsiella forma dei cromosomi con lo
spostamento di uno o due“pezzi” di cromosoma. Quesibiamento cromosomico puo insorgere
improvvisamente durante la formazione dell'ovooitiello spermatozoo, oppure puo essere
ereditato dal padre o dalla madre dell'individuain & presente.

Si stima che un individuo su 500 sia portatorerdi traslocazione cromosomica. Non si conoscono
le cause dell'insorgenza di tali anomalie cromosbminé e possibile prevenire l'insorgenza di una
traslocazione cromosomici novanel prodotto del concepimento.

Esistono due tipi di traslocazione: la traslocagioeciproca e la traslocazione Robertsoniana.

1.2.1. Traslocazione reciproca:
Una traslocazione reciproca € lo scambio di frantmendue cromosomi diversi.

Figura 3: Due cromosomi diversi si scambiano un frmmento cromosomico

1.2.2. Traslocazione Robertsoniana:
Una traslocazione Robertsoniana avviene quandemueosominteri si attaccano lI'uno all'altro.

Figura 4: Due cromosomi diversi si attaccano l'unall'altro
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1.3. Conseguenze riproduttive in pazienti con trascazione cromosomica bilanciata

Un individuo portatore di una traslocazione cronm®a reciprocdilanciatao Robertsoniana non
ha nessun sintomo. Di fatto, non sa di esseretpogtae non attraverso I'esame del cariotipo.
Se un membro della coppia (Lei o Lui) e portatarerdanomalia cromosomica strutturale
(Traslocazioni Robertsoniana o reciproche), i gafogbciti 0 spermatozoi) possono trasmettere
materiale genetico complessivamesibddanciato | prodotti del concepimento (embrioni, feti)
possono essere non vitali o affetti da anomaligiglallo sviluppo (Sindrome di Patau, Sindrome
di Down Familiare). Di fatto, le coppie in cui urembro € portatore di un‘anomalia strutturale
soffrono d'infertilita, sono a rischio di aborttorrenti e di concepire feti affetti.

| |
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Figura 5: Gameti/Zigoti generati da paziente con taslocazione cromosomica Robertsoniana.

P Meiosis D4
1 P
Gametes 8 + H 8 + H
Fertilization
by normal
| | gamete |l |
\v/ '.\\/, V V
I 8 8 R 8 8 8 H H
Normal Balanced Partial trisomy Partial monosomy
carrier + &

Figura 6: Gameti/zigoti generati da paziente con ua traslocazione cromosomica reciproca.
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E fondamentale che ogni cellula del corpo contéhgarretto corredo cromosomico, perché
ciascun cromosoma contiene i geni per la costrezezhil buon funzionamento di ogni parte
dell'organismo. Se una parte di cromosoma € ma@caatin esubero, si puo presentare una
malattia genetica associata a difficolta di appimedto, ritardo dello sviluppo e/o problemi di
salute nel bambino. Di fatto, il prodotto del copiceento o il bambino é portatore di una
traslocazione non bilanciata o shilanciata.

Nel caso in cui un bambino nasca con una traslonazbilanciata da genitori entrambi normali, si
parla di “riarrangiamento de novo” o nuovo. Il hsz di avere un altro bambino con una

traslocazione € molto basso. Un bambino che hatraséocazione non bilanciata puo avere una
malattia genetica associata a difficolta di appimedto, ritardo di sviluppo e/o problemi di salute.

La gravita della disabilita dipende da quali crooragsono coinvolti, da quali parti di questi e da

guanto materiale cromosomico € mancante o in esuber

In sintesi, se un genitore ha una traslocazioranbihta, il prodotto del concepimento (embrione,
bambino) puo:

- ereditare solamente i cromosomi normali,

- ereditare la stessa traslocazione bilanciatgeieitore,

- ereditare una traslocazione sbilanciata e aveaamalattia genetica associata a ritardo mentale,
difficolta di apprendimento e/o problemi di salute.

Nota Bene:Si ricorda che nel caso in cui un mendietta coppia sia portatore di una traslocazione
cromosomica, € importante comunicare tale infororaziagli altri membri della famiglia, in quanto
potrebbero essere a loro volta portatori dellasstémslocazione cromosomica. Quest'informazione
e particolarmente importante qualora questi voglidiventare genitori in futuro.

2. La diagnosi genetica preimpiantoe le sue applizeoni (DGP)

Le coppie in cui un membro e portatore di una o@estione cromosomica (Robersoniana o
reciproca)hanno un rischio di aver un bambino cdficdlta di apprendimento, ritardo dello
sviluppo e/o problemi di salute. Oggi, la coppidertile che si sottopone alle tecniche di
fecondazionen vitro ha la possibilita di conoscere lo stato di salueglidembrioni prodotti in
laboratorio prima del loro trasferimento nell’utédommma 5 dell’art. 14 della legge 40/2004).

La diagnosi genetica preimpianto (DGP) permetteiddintificare la presenza di anomalie
cromosomiche. Di fatto, la DGP 'anticipa’ la diaginarenatale.Uno dei fini della DGP ¢ di evitare
il ricorso all'aborto terapeutico in caso di feffeto.

Teoricamente, tutte le malattie genetiche gia diagjoate in diagnosi prenatale e le anomalie
cromosomiche possono essere diagnosticate con fa D@tavia € importante sapere che in caso
di DGP per traslocazione, poiche un membro delppoé portatore di traslocazione
cromosomica, non sara possibile determinare sétlene €& portatore della traslocazione in modo
bilanciato o se I'embrione ha un cariotipo normale.

La richiesta dello stato di salute degli embrioavel essere formulata in forma scritta e in modo
specifico da entrambi i membri della coppia.

Nel nostro Centro l'analisi genetica sull'embrianefase preimpianto € applicata di routine a
diverse malattie monogeniche, tra le piu frequémtb-talassemia, la drepanocitosi, la fibrosi
cistica, le malattie genetiche legate al sessdtte elanomalie cromosomiche.
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3. Protocollo per la DGP

| pazienti che richiedono I'accesso alle tecnich®@P iniziano un trattamento di procreazione
medicalmente assistita (PMA), che permettera ilupeco degli ovociti da fertilizzare con gl
spermatozoi del partner. Dopo la fertilizzaziondi, gmbrioni sono ‘coltivati'in vitro per
raggiungere lo stato di sviluppo chiamato blastotia il quinto e il sesto giorno. A questo stadio
vengono prelevate 10-20 cellule dallo strato catkilesterno detto trofoblasto. Il DNA di queste
cellule sard analizzato per la malattia genetida patologia cromosomica richiesta. Al fine di
aumentare il numerdi embrioni su cui eseguire I'analisi geneticawendi anche il numero di

embrioni che non svilupperanno la malattia, la @atd pud sottoporsi a diversi cicli di
stimolazione ormonale seguiti da prelievo ovoattaicrioconservazione degli ovociti. Le fasi del

protocollo della DGP sono illustrate nella figura 7
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TRATTAMENTO DI DIAGNOSI PREIMPIANTO

- 5timolazione ovarica
- Prelievo ovocitario +scongelamento degli ovociti accumulati
- Produzione del liquido seminale
-IC51 sugli ovociti fraschi (prelevatilo stesso giorno) e sugli ovociti congelati
precedentemente accumulati
- - Coltura embrionale per 5-6 glorni fino al raggiungimento dello stato di
bastocisti
- Biopsia sugli embrioni allo stato di blastocisti
- Congelamento degli embrioni biopsiati lo stessogiorno della biopsia
- Il personale del laboratorio informa la coppia del numero di embrioni

COMPLETAMENTO DEL TRATTAMENTO
- Monitoraggio ecografico di un ciclo fisiologico della paziente
-l personale medico determina il momentoin cui I'utero matemo & recettivo
peraccogliere e far crescere lembrione trasferito; informa il personale del
laboratorio di FIV per organizzare lo scongelamento e il trasferimento
embrionale in utero,
- La mattina del trasferimento embrionale la coppia si presentaal centro per
firmare il consenso allo scongelamento embrionale
- In accordo con la coppia, il personale del laboratorio di FIV procede allo
scongelamento embrionale
- Dopo 2 ore di coltura in witro viene eseguitoil trasferimento di un embrione
scongelato mell utero materno
-La paziente & informata del giorno in cui deve eseguire il test di gravidanza al

Figura 7: le fasi del protocollo di DGP.
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Il protocollo della DGP prevede le seguenti fasi:
Fase 1: Cariotipo di entrambi i membri della coppia
Fase 2: Stimolazione ovarica e strategia dell'actoimvocitario;
Fase 3: Preparazione de gameti e fecondazione;
Fase 4: Colturan vitroe monitoraggio degli embrioni in modalita continua;
Fase 5: Biopsia embrionale;
Fase 6: Congelamento embrionale;
Fase 7: Analisi genetica del materiale embrionedéepato;
Fase 8: Completamento del trasferimento,scongelangetmasferimento embrionale;

Fase 9:

Accertamento della gravidanza.

Fase 1: Cariotipo di entrambi i membri della coppia
Un cariotipo a bandeggio € necessario per entrambmbri della coppia.
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Figura 9: Cariotipi con traslocazioni cromosomichebilanciate
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Fase 2: Stimolazione ovarica e strategia dell'actoimvocitario

Lo scopo della stimolazione e di favorire la crescontemporanea e multipla dei follicoli e quindi
di recuperare il maggior numero di ovociti destiadit fecondazionen vitro.

Alla paziente vengono somministrati farmaci chenstano la crescita e la maturazione dei follicoli
nelle ovaie. L’'andamento della stimolazione e segualutando, con dosaggi ormonali, il livello
dell'estradiolo nel sangue ('ormone prodotto dallioli in crescita) e controllando con le
ecografie, la crescita volumetrica dei follicolsig&ono diversi protocolli di stimolazione follicok
multipla dell’ovaio; il medico insieme alla coppidi, volta in volta e al secondo del caso clinico,
sceglie il protocollo piu idoneo.

Il numero di ovociti prodotti da ogni stimolaziorge sempre limitato. Al fine di aumentare le
possibilita di produrre embrioni da diagnosticarédidatto, aumentare la probabilita di ottenere
degli embrioni che non svilupperanno la malattiacoidsigliabile eseguire uno o piu cicli di
stimolazione ovarica seguito da prelievo e conget@movocitario. Gli ovociti congelati saranno in
seguito scongelati e utilizzati per la fecondazioneitro e per il trattamento di DGP, insieme agli
ovociti freschi. Si consiglia di eseguire un tratento di DGPsu un_numero totalminimo di 12
ovociti maturi freschi o scongeiat

Fase 3: Preparazione dei gameti e fecondazione

Prelievo degli ovociti

Il prelievo degli ovociti € effettuato per aspiraaé trans vaginale sotto controllo ecografico,airc
36-37 ore dalla somministrazione di HCG. Pud essseguito sia in anestesia locale sia totale e ha
una durata di circa 10-20 minuti.

Dopo il prelievo ovocitario, gli ovociti possonosese microiniettati con gli spermatozoi del partner
al fine di ottenere gli embrioni da diagnosticaoppure essere congelati con la metodica di
vetrificazione, al fine di accumulare gli ovocita dutilizzare successivamente. Il protocollo di
vetrificazione e identico al protocollo utilizzaper la crioconservazione degli embrioni descritto
nel paragrafo fase 6.

Prelievo e preparazione del liquido seminale
Poco dopo il prelievo degli ovociti, il partner gse la raccolta del liquido seminale che, dopo
adeguata preparazione, e utilizzato per insemiglamociti.

Fecondazione in vitro mediante ICSI

Gli ovociti recuperati dopo il prelievo ovocitari@ gli ovociti scongelati e provenienti da un
precedente ciclo di stimolazione ovarica sonolfeztiti lo stesso giorno mediante una procedura di
microiniezione conosciuta come ICfhiezione intra-citoplasmatica di uno spermatozeig,10).
L’ICSI e eseguita anche in assenza di fattore @hiléd maschile al fine di eliminare il rischio di
contaminazione con il DNA degli spermatozoi in essteche potrebbe falsare i risultati dell’analisi
genetica effettuata successivamente sulle celfularienali.
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Intra Cytoplasmic Sperm injection

Figura 10: Micro-iniezione di uno spermatozoo nelboplasma.

Fase 4: Colturan vitro e monitoraggio degli embrioni in modalita continua

Dopo la microiniezione con un singolo spermatozami ovocita € coltivatin vitro in un terreno
liquido nutritivo e posto in un incubatore integraton una fotocamera dove ['avvenuta
fertilizzazione dell'ovocita e lo sviluppo embriégaono monitorizzati in modalita continua per
tutto il tempo della colturan vitro. Ogni 5 minuti I'embrione & fotografato su divep&ni focali.

Le immagini accumulate formano un filmino sulla etica dello sviluppo embrionale. Questo
filmino € analizzato dal personale del laboratdiifecondazionén vitro.

La normalita dello sviluppo € monitorizzata al fidedeterminare con precisione il momento piu
idoneo per la biopsia embrionale. Tra il quintol edsto giorno di colturan vitro, I'embrione
raggiunge lo stato di blastocishella blastocisti, le cellule che formerannouluro embrione sono
raggruppate nella massa cellulare interna e, lkileethe non appartengono all’embrione sono
espanse e formeranno la placenta e gli annessi@mbr(cellule del trofectoderma).

trofoectoderma

massa cellulare interna

blastocisti

Figura 11: Embrione allo stadio di Blastocisti (5/6giorno dalla fecondazione).
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Fase 5: Biopsia embrionale

Le cellule su cui sara eseguita I'analisi genescao ottenute dagli embrioni allo stadio di
blastocisti (Figura 12).La blastocisti si formacaaiinto-sesto giorno dopo la microiniezione dello
spermatozoo nell'ovocita (ICSI) ed é costituita ciaca 100cellule. La biopsia e effettuata
praticando un foro nella zona pellucida e aspirazicta 10 cellule del trofoectoderma (Figura 11).

Il prelievo di cellule in questa fase non compramaét sviluppo embrionale successivo.

Figura 12: Biopsia di cellule del trofectoderma.

Fase 6: Congelamento embrionale

Lo stesso giorno in cui si esegue la biopsia emlt@® gli embrioni vengono crioconservati, cioé
congelati a temperature molto basse e conserVatteno di appositi contenitori contenenti azoto
liquido a -196°C (fig.13). Il principio del congeteento € di sospendere momentaneamente l'attivita
cellulare degli embrioni.

Si calcola che sopravviva allo scongelamento i1988¢li embrioni. Il protocollo di congelamento
applicato e la vetrificazione su supporto Cryotiop.stesso protocollo di congelamento e utilizzato
per la crioconservazione degli ovociti.

Congelamento cellulare

Figura 13:"Paillettes” contenenti materiale biologico riproduttivo: ovociti o0 embrioni.
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Fase 7: Analisi cromosomica del materiale embriopatlevato

Le cellule embrionali, prelevate mediante biopsengono raccolte all’interno di provette dedicate
e lisate con conseguente liberazione del DNA emhbi® che viene copiato milioni di volte
mediante una tecnica nota come Whole Genome Armgtiin (WGA- Amplificazione Totale del
Genoma). Il DNA amplificato “tagliato” in tanti peoli frammenti (fig.14) sara sequenziato con
Next Generation Sequencing (NGS), un Sequenziador®NA di Ultimissima Generazione.
L’origine cromosomica di ciascun frammento saranidieata attraverso il confronto con il
Genoma Umano di Riferimento (Hg 19). Il numero dpie dei cromosomi sara calcolato con un
algoritmo di calcolo (software) che determinera&agpo presenti 0 meno alterazioni numeriche. Un
numero maggiore di copie sara indice di trisomia (fopie dello stesso cromosoma), un humero
minore sara indice di monosomia (una sola copiaiighosoma) (fig.15).

Figura 14: Preparazione del DNA da sequenziare

Figura 15: Cariogramma di un embrione con traslocaione sbilanciata di origine paterna per i
cromosomi 2 e 12.

Al completamento dell'analisi genetica il persondkd laboratorio di DGP informa la coppia
sull'esito genetico per ogni embrione.
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Fase 8: Completamento del trattamento, scongelaneetnasferimento embrionale

Completata l'analisi cromosomica sugli embrioni, @l0 procedere al completamento del
trattamento con il trasferimento embrionedaitera Si prosegue come segue:

- la paziente viene monitorata ecograficamenteired tli definire il momento in cui l'utero e
recettivo ad accogliere e fare crescere I'embricasterito;

- la mattina del trasferimento embrionale, la capgiipresenta al centro e firma il consenso per lo
scongelamento embrionale. Al fine di aumentare atsimo le probabilita di gravidanza e di non
sottoporsi al rischio di gravidanza gemellare, higsa per la salute della madre e dei feti, si
consiglia di trasferire un solo embrione per volta;

- dopo il consenso dato dalla coppia, si prosediee scongelamento embrionale. Al fine di
riattivare tutte le sue funzioni vitali, I'embrioda trasferire € mantenuto in coltumavitro per circa
due ore;

- successivamente si prosegue con il trasferimentbrionalein uteroin modalita ecoguidata. Il
trasferimento embrionale & un atto ginecologicotonsémplice, rapido e indolore in cui I'embrione,
sospeso in una goccia di terreno di coltura, vide@osto, mediante l'utilizzo di un sottile catetere
nel fondo della cavita uterina;

-al termine del trasferimento embrionale, la paEeninformata del giorno in cui dovra eseguire il
test di gravidanza al sangue.

Fase 9: Accertamento della gravidanza

Dopo circa 12 giorni dal trasferimenito utero degli embrioni scongelati, I'esito del trattamesgto
verificato tramite dosaggio detHGC, un ormone prodotto dal’embrione che si eianfato per
stabilire se la gravidanza € iniziata. Se il tegbgitivo, viene ripetuto per controllarne I'evalnze.

La prima ecografia € prevista alla 6-7settimanaoddptransfer. All’esito positivo della visita
ginecologica di controllo, la paziente ha concluissuo percorso e potra farsi seguire dal suo
ginecologo di fiducia.

Allo stato attuale delle nostre conoscenze e pibsgive che la DGP é efficace nel 90-95% dei casi
nei quali e applicata. Per questo motivo, ad oggn pu0 essere considerata un‘alternativa alla
diagnostica prenatale classica (prelievo dei eifiiiali 0 amniocentesi), bensi complementare pur
tenendo presente che la sua applicazione ridueé rdieno il 90% il trasferimento e I'impianto
utero di embrioni affetti da patologie trasmissibili. Pbonseguenza si raccomanda alle coppie che
ottengono la gravidanza di sottoporsi a una diagpocenatale al fine di completare i risultati
diagnostici ottenuti in laboratorio.

Nel caso in cui la paziente non ottenga la grawddathopo il trasferimento embrionale o per una
successiva gravidanza, € possibile scongelarefetira gli embrioni diagnosticati rimanenti.

4. Efficienza e Rischi associati alla tecnica DGP

L'applicazione della DGP riduce di almeno il 90-93%ventuale impiantan utero di embrioni
affetti da patologie genetiche trasmissibili o, relso di coppie con ripetuti fallimenti, il
trasferimento di embrioni non in grado di impiastarer cause cromosomiche.

Ad oggi, il rischio dierrore diagnosticoriportato negli ultimi dati dellESHRE PGD Consorh é
inferiore all'1% . Allo stato attuale delle conoscenze scientifieh@ossibile affermare, quindi, che
gueste tecniche sono efficaci nel 95% dei casi.
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5. La tecnologia strumentale del Laboratorio di Bidogia Molecolare

La dotazione strumentale del Laboratorio di Biotolylolecolare del Centro U.M.R.-Istituto HERA
e quanto di piu moderno e avanzato oggi sia diggleni

Lo strumento utilizzato per la diagnosi preimpiagton Sequenziatore Automatizzato di DNA di
Ultimissima Generazione (Next Generation Sequencifigural6), permette di garantire la
massima affidabilita e attendibilita dei risultatienuti.

Figura 16: Supporto (chip) dove e eseguita l'anali® Sequenziatore Next Generation.
6. | risultati europei della DGP per anomalie cromgomiche strutturali e
Bibliografia

Figura 17: Dati di DGP per traslocazioni Robertsonane o reciproca o di origine paterna o
materna calcolati sui dati del ESHRE PGD Consortiunpubblicati nel 2014.

L'organizzazione scientifica che si interessa dpatamente di questo argomento
e:Preimplantation Genetic Diagnosisconsortium Betbpean Society of Human Reproduction and
embryology (ESHRE PGDconsortium).

- ESHRE PGD Consortium data collection Xlll: cycléesm January to December 2010 with
pregnancy follow-up to October 2011, De Rycke M|vBe~, Goossens V, Moutou S, SenGupta
SB, Traeger-Synodinos J., Coonen EHum Reprod. 2046%¢;30(8):1763-1789
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