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1. INTRODUCCION

1.1 Incidencia de aneuploidias en la especie humana

La presencia de aneuploidias en la especie humana es conocida desde 1959 cuando se detectaron las
primeras aneuploidias asociadas a sindromes con defectos congénitos (Jacobs et al. 1959). Desde
entonces, las aneuploidias han sido descritas en las diferentes etapas del desarrollo desde la
formacidén de gametos, pasando por embriones, hasta llegar al individuo adulto (Hassold et al. 1996).

Actualmente, se sabe que, a diferencia del resto de mamiferos, la incidencia de aneuploidias en la
especie humana es sorprendentemente comun, lo cual enfatiza la importancia de su conocimiento y
manejo a nivel clinico. La existencia de alteraciones cromosémicas va disminuyendo
progresivamente durante el desarrollo, primeramente, debido a detenciones durante el desarrollo
temprano del embrion, y posteriormente durante el desarrollo fetal. Aun asi, al menos un 5% de
gestaciones clinicamente reconocibles presentan algun tipo de aneuploidia, siendo responsables de
que la mayoria de estas gestaciones terminen en aborto antes de la semana 12-14 de gestacion, salvo
casos en los que dicha aneuploidia es compatible con la vida. En estos casos, es responsable del
nacimiento de nifios con defectos congeénitos (Jacobs et al. 1974, Nielsen et al. 1991, Hassold et al.
2001).

1.1.1 Enembriones humanos preimplantacionales

El embrién humano es resultado de la unién de un gameto masculino y otro femenino, por lo tanto,
si al menos uno de ellos es cromosémicamente anormal, el embrién resultante sera
cromosémicamente anormal. La tasa de aneuploidias en embriones humanos preimplantacionales es
realmente complicada de calcular, y en la literatura, dependiendo de la técnica de analisis y del grupo
de individuos incluidos en el estudio, el rango de aneuploidias encontrado es altamente variable (5%-
90%) (Capalbo et al. 2017a). La tasa de aneuploidias en embriones se estimé inicialmente con los
primeros estudios realizados mediante la técnica de FISH (de sus siglas en inglés de fluorescence in
situ hybridization). Posteriormente, otros autores argumentaron que mediante esta técnica, sobre todo
si no se trabaja de la manera sistemética adecuada, se diagnosticaba un nimero de aneuploidias
mayor del realmente presente en los embriones analizados (Colls et al, 2007), debido principalmente
a artefactos creados por la manera de trabajar con esta técnica en el diagndstico genético
preimplantacional de aneuploidias (DGP-A), y que por tanto no todos estos resultados mediante
FISH eran validos para estimar la tasa real de aneuploidias ni la tasa real de falsos positivos de dicha
técnica en DGP-A (Simpson 2008, Rubio et al., 2009).

Debido a esta situacion, para estimar la tasa de aneuploidias en embriones humanos, es preferible
basarse en los datos aportados por los trabajos méas recientes, los cuales han sido realizados con
técnicas que permiten el analisis de aneuploidias en todos los cromosomas humanos
simultdneamente, como array-CGH (en inglés Array-Comparative Genomic Hybridization) o0 NGS
(en inglés Next Generation Sequencing) y que ademas presentan una alta tasa de concordancia entre
el resultado de la biopsia embrionaria y el resultado del reandlisis del resto del embrién (Simpson et
al, 2017). Teniendo en cuenta el hecho diferencial que la edad materna representa en la tasa de
aneuploidias, procedemos a analizar los resultados de dichos trabajos en dos grupos:

e Pacientes “jovenes” sin indicacion clinica para DGP-A (mujeres en principio menores de 35
afios), en las cuales se esperaria una tasa de aneuploidias menor. Podemos encontrar en la
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literatura incidencia de aneuploidias en blastocistos en el rango de: 28,6% (edad media
32,240,5) (Scott et al., 2013a), 31,1% (edad media 35,1+3,9) (Forman et al., 2013), hasta
44,9% (media de edad 31,2 £ 2,5) (Yang et al., 2012).

e Pacientes con indicacién clinica para DGP-A. Las indicaciones clinicas actuales para DGP-A
se detallaran a continuacion, y en todos estos grupos, la tasa media de aneuploidias en
embriones de esas pacientes es superior a la observada en grupos de pacientes jovenes. La
edad materna es la condicion que mas influye en la tasa de aneuploidias, pudiendo llegar hasta
valores en torno al 85% en pacientes con edad superior a 42 afios (Franasiak et al., 2014).

1.1.2  En abortos espontaneos

El estudio méas amplio de diagnostico prenatal con 46.939 casos de gestaciones analizados mediante
amniocentesis o vellosidades coriales, muestra una incidencia global de aneuploidias del 1,5%, que
casi se duplica en el grupo de pacientes mayores de 35 afios (Bianco et al., 2006). En general, entre
un 10-15% de gestaciones terminan en aborto, y en torno al 50% de estos casos son debidos a la
presencia de aneuploidias en el feto (Lathi et al., 2011). De hecho, la causa més frecuente de abortos
idiopaticos recurrentes es la presencia de aneuploidias en el feto (Warren et al., 2008, Hodes-Wertz
etal., 2012). Tal y como hemos citado en el apartado anterior, la presencia de aneuploidias en abortos
también esta directamente relacionada con la edad materna, siendo mayor cuanto mayor es la edad
de la gestante (Hassold et al. 1980, Nybo-Andersen et al. 2000, Bianco et al., 2006, Campos-Galindo
etal., 2015).

Estos datos coinciden con los resultados de un reciente estudio en el que se analizaron los restos
abortivos en parejas de un programa de fecundacion in vitro (FIV) con transferencia de blastocistos
de buena morfologia. En este estudio, la presencia de anomalias cromosdémicas en abortos
espontaneos es del 80.6%, siendo aneuploidias el 75.2% de ellas (70.7% trisomias y 4.5%
monosomias), mientras que el 2.4% de casos presentaban anomalias cromosomicas estructurales,
1.1% mosaicismo embrionario, 1% poliploidia y el restante 1% anomalias mixtas (Segawa et al.
2017). La media de edad de las 1030 pacientes incluidas en este estudio fue de 39+3.4 afios (siendo
el rango entre 25 y 46 afios), y sus causas de infertilidad eran desconocidas en un 61.7% de los casos,
factor masculino en un 27.6% Yy aborto de repeticion en un 10.7% (considerado como 2 0 méas
abortos) (Segawa et al. 2017).

1.1.3 En recién nacidos

Los trabajos iniciales de frecuencia de defectos congénitos en recién nacidos estimaban una tasa de
estas anomalias en torno al 4% (Jacobs et al., 1974). Con los datos recopilados hasta la actualidad,
se ha descrito que entre el 2% al 4% de nacidos presentan algln defecto congénito (Harris et al.,
2017). En este estadio del desarrollo, las aneuploidias son la causa mas frecuente de defectos
congeénitos y de retraso mental (Hassold et al., 2001), pero no todos ellos son debidos a anomalias
cromosémicas. Las aneuploidias mas cominmente encontradas en recién nacidos vivos son las
relacionadas con los cromosomas sexuales (X e Y), en concreto la trisomia XXY con una prevalencia
de 1/500 (0,2%) nacidos vivos (Visootsak et al., 2006), y la monosomia para el cromosoma X con
una prevalencia de 32/10,000 (0,03%) (Gravholt et al., 1996); asi como la trisomia para el
cromosoma 21, con un riesgo en poblacion general de 1/800 nacidos vivos (0,125%) (Roizen and
Patterson, 2003) (Tabla 1). Estas aneuploidias compatibles con la vida también pueden encontrarse
en mosaicismo en el nacido vivo y en individuos adultos (Roizen and Patterson, 2003).
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Recientemente, la disponibilidad de estudios de GWAS (genome-wide association study), ha
revelado la presencia de mosaicismo afectando a regiones cromosomicas pequefias. En concreto, el
metaanalisis mas reciente que recopila datos de 127.179 individuos adultos muestra una tasa de
alteraciones estructurales en autosomas mayores de 2 Mb de 0,73% (Machiela et al., 2015).

Estadio del desarrollo Incidencia | Aneuploidias | Método | Afio del Referencias
aneuploidias | mas frecuentes | analisis | estudio
Rodrigo et
. Disomias XY 1990 - al., 2004;
-49 ' ' '
Espermatozoide 1-4% +13, 421, +22 FISH actualidad | Templado
etal.,2011
Gametos Obradors et
) Disomias +15, | FISH/ 1990 - al 2011
Owvulo 20-70% +16, +17, +18, | array- actualidad M(.),nta ét
+21, +22 CGH g
al., 2013
Kelts et al.,
Biopsia 30-90%* Trisomias +15, | array- 2000 - 2013;
blastomera +16, +21, +22 CGH |actualidad | Rodrigo et
Embrién al., 2014
preimplantacional Yang et al.,
Biopsia 258504 Trisomias +15, | array- 2000 - 2012;
trofoectodermo +16, 421, +22 CGH |actualidad | Franasiak et
al., 2014
Hassold et
L Monosomia X; | Cariotipo al., 1996;
Po(ta)rl]e;gn >35% trisomias +15, | /array- actll?:ZI?c;a q Sugiura-
9 +16, +21, +22 CGH Ogasawara
Abortos etal., 2012
espontaneos Campos-
. Monosomia X; | Cariotipo Galindo et
Pamgr;;[fs de 28-80% trisomias +15, | /array- actzl?elol?c;a 4| @l 2015;
+16, +21, +22 CGH Segawa et
al., 2017
Monosomia X; Jacobs et
. trisomias +13 L 1970- al., 1992;
0 ) 1 L
Muerte perinatal 4% +18, +21, Cariotipo 1980 Hassold et
XXX, XXY al., 1996
Trisomias
XXY, XXX,
Nacido vivo 0,4% XYY, +13, | Cariotipo 1199%% I—;?ssgé%gt
+18, +21; v
monosomia X

Tabla 1. Resumen de la incidencia de aneuploidias encontradas en los distintos estadios del desarrollo en la
especie humana. Modificado y actualizado a partir de Nagaoka et al., 2012. *Estos rangos de aneuploidias
corresponden a las tasas de aneuploidias maximas y minimas publicadas para los trabajos citados en cada
uno de los tipos de biopsia, teniendo en cuenta todos los rangos de edad y analisis mediante la técnica de
array-CGH que permite analizar todos los cromosomas.
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1.2. Evolucién metodoldgica del Diagnéstico Genético Preimplantacional para aneuploidias
(DGP-A)

La mision principal del DGP consiste en la deteccidn precoz de ciertas anomalias genéticas (bien
cromosémicas, bien génicas). Esta deteccién precoz ocurre en embriones preimplantacionales
mediante el analisis de una biopsia embrionaria. Tras el analisis de dicha biopsia, los embriones
diagnosticados como genéticamente anormales serdn descartados, y Unicamente los embriones d
genéticamente normales para el analisis en cuestion seran transferidos al tero materno, evitando de
esta manera una gestacion que presente la citada anormalidad genética.

La primera publicacion sobre el uso de DGP fue en 1989 (Handyside et al., 1989). Este primer
diagndstico tuvo el objetivo de evitar la herencia de una enfermedad monogénica ligada al
cromosoma X mediante la técnica de PCR (de las siglas en inglés Polymerase Chain Reaction).
Inicialmente, el DGP fue desarrollado para evitar la herencia de enfermedades monogénicas, y
progresivamente, se fueron desarrollando nuevas estrategias de analisis centradas en la deteccion de
mutaciones y marcadores genéticos ligados a enfermedades monogénicas, con el fin de evitar su
herencia y prevenir asi la aparicion de una enfermedad concreta en la descendencia de parejas con
este riesgo (Sermon et al. 2004, Verlinsky et al. 2004). Posteriormente en el ambito del analisis
preimplantacional de embriones, se desarrolld otra estrategia distinta para lograr el diagnéstico
cromosémico centrado en el andlisis de aneuploidias (DGP-A, también conocido como PGS de sus
siglas en inglés de Preimplantation Genetic Screening, o0 PGD-AS de sus siglas en inglés de
Preimplantation Genetic Diagnosis-Aneuploidy Screening).

El DGP-A fue introducido en el campo de las técnicas de Reproduccion Asistida con el fin de mejorar
las tasas de embarazo de ciertos grupos de pacientes con peor pronéstico reproductivo. Inicialmente,
se analizaron los cromosomas implicados en detencion del crecimiento fetal, cuyas aneuploidias
habian sido detectadas en restos abortivos, pero también se incluian cromosomas implicados en
aneuploidias causantes de sindromes de recién nacido vivo con patologia, como son el Sindrome de
Patau (trisomia del cromosoma 13), Sindrome de Edwards (trisomia del cromosoma 18), Sindrome
de Down (trisomia del cromosoma 21), y los sindromes asociados a aneuploidias para los
cromosomas sexuales X e Y (Jacobs et al., 1974, Hassold et al. 1996, Stephenson et al., 2002). Sin
DGP-A, la Ginica estrategia para evitar el nacimiento de nifios con estos sindromes seria el diagndstico
prenatal, y si tras el diagnéstico prenatal el feto es diagnosticado como genéticamente anormal, la
Unica opcion para evitar el sindrome en cuestion seria la interrupcion medica de la gestacion
(Simpson et al, 2017). Por contra, si estas aneuploidias pudieran ser detectadas con anterioridad a la
gestacion, podrian seleccionarse embriones sin aneuploidias, y evitar de esta manera el
acontecimiento del aborto.

Para realizar un caso de DGP-A es imprescindible que los pacientes sean sometidos a técnicas de
reproduccion asistida, en concreto, un ciclo completo de DGP-A comprende los siguientes pasos:

1. Estimulacién ovarica,

2. Aspiracion folicular para la obtencion de ovocitos,

3. Fecundacion (es recomendable que sea mediante ICSI (de sus siglas en inglés de
intracytoplasmic sperm injection) en vez de FIV (fecundaci6n in vitro) para evitar
contaminacién por presencia de espermatozoides adheridos a la zona peldcida,

4, Cultivo in vitro de embriones,
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5. Biopsia embrionaria: biopsia de blastomera en dia 3 de desarrollo, o de trofoectodermo en

dia 5 y/o dia 6,

6. Diagnostico genético y analisis de resultados,
7. Transferencia embrionaria al Utero materno de embriones diagnosticados como

genéticamente normales, y/o criopreservacion de embriones sobrantes para futuros ciclos de
reproduccion asistida.

1.1.4 Tipos de biopsia embrionaria para DGP-A

Se han descrito tres tipos de biopsia embrionaria que han sido empleados para diagnéstico clinico en
DGP-A, los cuales se detallan a continuacién:

Biopsia de corpusculo polar

La biopsia de corpusculo polar (PB; de sus siglas en inglés de Polar Body) consiste en obtener
el primer y segundo corpulsculo polar tras la fecundacion, y Unicamente permite obtener
informacidn genética de origen materno. De hecho, el contenido genético del ovocito se infiere
a partir de los resultados del analisis de ambos corpusculos polares. Es por ello que se ha usado
principalmente para casos de DGP de enfermedades monogénicas en los cuales evitar la
herencia de la mutacion materna (tanto en enfermedades monogénicas recesivas como
dominantes) evitaba la aparicion de la enfermedad en la descendencia (Verlinsky et al. 1995,
Verlinsky et al. 2005, Montag et al., 2013). La biopsia de PB ha sido usada por diversos
centros de andlisis también para DGP-A, pero debido a la necesidad de un doble analisis
(primer y segundo corpusculo polar), junto con un mayor nimero de muestras a analizar (no
todos los ovocitos correctamente fecundados seran embriones viables a biopsiar), este tipo de
biopsia ha sido mayoritariamente usado en paises donde la biopsia embrionaria no es posible
debido a restricciones legales (Montag et al., 2013). Es por todo ello que, al inicio de la
presente tesis doctoral, Gnicamente se incluyeron la biopsia de blastomera y la de
trofoectodermo como los dos tipos de biopsia disponibles para cualquier paciente que se
somete a un programa de DGP-A.

Biopsia de blastomera

La biopsia de blastomera, consiste en la extraccion de una célula embrionaria (blastomera) en
embriones en dia 3 de desarrollo. Teniendo en cuenta que el embrion es el resultado de
sucesivas divisiones celulares a partir de una Unica célula (zigoto), las células que formen parte
del embridn tendran el mismo contenido genético, salvo presencia de errores mitéticos en estas
divisiones celulares. Es por ello, que la biopsia de una Unica célula seria suficiente para
conocer el contenido genético del embrion a analisis. Desde el punto de vista genético, la
biopsia de una Unica célula no permite la deteccion de mosaicismo embrionario, y Gnicamente
seria posible la deteccion de embriones mosaico mediante la biopsia de dos 0 més células
hermanas, pero se ha descrito una posible reduccion del potencial reproductivo del embrion al
que se le extraen dos células en vez de una (Cohen et al. 2007). En cualquier caso, para poder
aplicar DGP-A satisfactoriamente mediante biopsia de blastémera, es necesario que la célula
quede intacta post-biopsia (no lisada, ni desintegrada) y con nucleo visible en el momento de
la biopsia (Mercader et al., 2003).

Biopsia de trofoectodermo
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La biopsia de trofoectodermo consiste en la extraccion de un grupo de células de la parte
externa del embrion, denominada trofoectodermo. Generalmente, se realiza en embriones en
dia 5 o dia 6 de desarrollo embrionario, siendo Unicamente posible cuando las células
embrionarias han sido ya diferenciadas en masa celular interna y trofoectodermo, de manera
que se evita extraer células que pertenezcan a la masa celular interna (McArthur et al, 2005).
A pesar de que haberse encontrado discrepancias entre contenido cromosémico de biopsias de
trofoectodermo y el contenido cromosémico del resto del embrién (Haddad et al., 2013), la
tasa de concordancia entre ambos es elevada (Capalbo et al., 2013) y es la técnica méas
extendida en la actualidad.

1.1.5 Tecnologias de analisis cromosémico

Desde el inicio del DGP-A, las técnicas de analisis han ido cambiando, ofreciendo progresivamente
un analisis mas completo del contenido cromosémico del embrién, a la par que se ha ido
incrementando progresivamente la capacidad de deteccion de aneuploidias y la fiabilidad y robustez
del método.

Hibridacién fluorescente in situ (FISH)

Los primeros trabajos de analisis del contenido cromosémico de biopsias embrionarias se
realizaron mediante la técnica de FISH, y corroboraron la presencia de aneuploidias en
embriones preimplantacionales humanos (Harper et al., 1994). Asi, estos primeros trabajos
analizaban los cromosomas implicados en aneuploidias causantes de sindromes de recién
nacido vivo con patologia (e.g. cromosomas 13, 18, 21, X e Y) y posteriormente se
incorporaron los cromosomas més frecuentemente encontrados en analisis de restos abortivos,
principalmente los cromosomas 15, 16 y 22 (Vidal et al., 1998, Stephenson et al., 2002); y
adicionalmente, otros trabajos incorporaron ciertos cromosomas adicionales como el 1, 14 y/o
17 (Abdelhadi et al., 2003).

Array-CGH

Posteriormente, al inicio de la presente tesis doctoral, surgieron los primeros intentos de
adaptar otros protocolos que permitieran el andlisis de aneuploidias de todos los cromosomas
simultaneamente, evitando sucesivas rondas de hibridaciones como en el caso de la técnica de
FISH. Estos trabajos intentaban adaptar técnicas como los array-CGH usados en otras ramas
de la medicina como en oncologia o diagndstico prenatal (Wells et al., 2008). Para aplicar
estas técnicas sobre una Unica célula, era necesario un primer paso de amplificacion genémica
(WGA; en inglés Whole Genome Amplification) de la biopsia embrionaria para obtener
suficiente cantidad de ADN para el analisis (Spits et al., 2006). En la presente tesis doctoral
se presentan los estudios realizados para la validacion y posterior aplicacién de la técnica de
array-CGH en el programa de DGP-A.

PCR cuantitativa

Una aproximacion diferente a array-CGH para la deteccion de aneuploidias simultanea en
todos los cromosomas, fue la PCR cuantitativa (qPCR; Quantitative PCR en inglés). Esta
técnica consiste en la amplificacion simultanea de 96 regiones cromosomicas (4 regiones para
cada uno de los 24 cromosomas) en una reaccién de PCR mdltiple diferente a WGA. A partir
de este primer producto, se realizan reacciones independientes de PCR cuantitativa (una para
cada una de las 96 regiones) (Treff et al., 2012), y de esta manera pueden ser comparados el

18



namero de copias de cada una de estas regiones para lograr obtener un andlisis de aneuploidias
de los 24 cromosomas.

NGS

Mas recientemente, se ha comenzado a aplicar la secuenciacién masiva 0 NGS (Next
Generation Sequencing) para DGP-A. Su validacion en biopsias embrionarias para uso clinico
en rutina ha sido finalmente posible gracias a la gran reduccion en el coste de esta tecnologia.
Mediante esta tecnologia, se incorpora un sistema de codificado por “codigos de barras de
ADN” que se afiaden a cada muestra, lo cual permite el analisis simultaneo de muchas
muestras, reduciendo asi el precio por muestra. Ademas, esta tecnologia permite una
versatilidad en cuanto a la profundidad del andlisis (basicamente basado en nimero de lecturas
por secuencia) que hace poder adaptarla a practicamente cualquier andlisis del namero de
copias de determinada secuencia (aneuploidias), asi como a anélisis de la composicion de
nucle6tidos de cualquier secuencia (genotipado). Gracias a la versatilidad de esta tecnologia,
el andlisis simultaneo de DGP-A junto con mutaciones puntuales causantes de enfermedades
monogénicas conocidas es ahora mas factible mediante NGS (Ruttanajit et al., 2016). Ademas
de estas ventajas, mediante NGS también se puede realizar andlisis complementarios al
resultado de DGP-A que aporten otro enfoque con valor afiadido para evaluar la viabilidad
embrionaria, como la cantidad de ADN mitocondrial presente en la biopsia (Diez-Juan et al.,
2015).

FISH Array-CGH NGS
= S = O.
&~ D ADN control Biopsia p
4 ( l Biopsia \ Bf;:lslla [ /] l Biopsia NI [ l Biopsia
Fiacion a a Amplificacion (WGA) 4 Amplificacién (WGA)
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Figura 1. Comparativa de los tres tipos de técnicas mas cominmente empleadas en DGP-A.

1.3. Limitaciones del DGP-A

1.3.1. Cantidad de material genético disponible para el anélisis

ElI DGP-A presenta una limitacién intrinseca, e independiente de la técnica de analisis, que consiste
en la poca cantidad de material genético disponible para el anélisis. A pesar de que existe alguna
diferencia en la cantidad de material genético disponible en los distintos tipos de biopsia embrionaria,

19




en todos los casos, la limitacion principal radica en analizar una muestra con muy bajo contenido
total de ADN (&cido desoxirribonucleico). Y por ello, para poder usar cualquier técnica de analisis
de aneuploidias en DGP-A, todas ellas deben adaptarse a esta limitacion principal. Cada técnica de
analisis se adapta de manera diferente a esta limitacion. En concreto, la técnica de FISH permite
analizar varios cromosomas en sucesivas rondas de hibridacién (méximo 4 6 5 cromosomas por
ronda) previa fijacion de cada célula de manera aislada en un portaobjetos. En cambio, las técnicas
gue analizan todos los cromosomas simultdneamente, como array-CGH, requieren de un paso previo
de lisis celular y amplificacion genomica del ADN presente en la biopsia para obtener suficiente
cantidad para el analisis.

1.3.2. Técnica de analisis

Por otro lado, existen limitaciones asociadas a la técnica de analisis empleada para realizar el DGP.
Las dos limitaciones mas importantes de la técnica de FISH fueron en primer lugar el nimero de
cromosomas que se podian analizar simultdneamente, siendo mas comuinmente entre 7 y 9
cromosomas (por ejemplo, en los resultados analizados en la presente tesis doctoral se habian
analizado de rutina 9 cromosomas); y en segundo lugar la tasa de falsos positivos, sobre todo por la
sobreestimacion de monosomias cromosomicas (Colls et al. 2007, Hanson et al. 2009), pero también
por problemas de interpretacion de sefiales dudosas debido al ciclo de replicacion celular en el que
la cromatina en interfase se encuentre (Pujol et al. 2004). Ademas, a pesar de que la técnica de FISH
permite el andlisis de segregacion de translocaciones reciprocas en embriones humanos mediante un
disefio especifico que tnicamente analiza los cromosomas implicados (Escudero et al., 2008), cuando
se usa FISH en DGP-A para el andlisis de aneuploidias en varios cromosomas se obtiene la sefial
fluorescente correspondiente a la sonda complementaria de una regién cromosémica concreta
(mayoritariamente el centrémero de dicho cromosoma), y mediante la visualizacion de esta sefial, se
asume que el resto del cromosomas esta presente. De este modo, no es posible detectar ganancias ni
pérdidas cromosdmicas parciales que afecten a dichos cromosomas.

Existe otra limitacion asociada a la técnica de FISH, que es la fijacion de la biopsia embrionaria, sin
una adecuada extensién y fijacion de la célula embrionaria, no es posible su analisis cromosémico
(Velilla et al., 2002). Por estas limitaciones del FISH, el DGP-A fue duramente criticado tras la
aparicion de varios estudios clinicos aleatorizados (RCT del inglés randomized clinical trials), en los
gue se argumentaba la incapacidad de la técnica de FISH para mejorar los resultados de pacientes
sometidos a DGP-A (Mastenbroek et al., 2011). A pesar de que algunos de estos trabajos fueron
criticados metodologicamente, quedaba patente la necesidad del andlisis de aneuploidias para los 24
cromosomas simultdneamente con alta fiabilidad y reproducibilidad, como array-CGH (Simpson.,
2008).

La limitacion principal de la técnica de array-CGH, es la necesidad de un paso de WGA previo al
analisis, el cual puede presentar fallo de amplificacion (ausencia de amplificacién), y sin ADN no es
posible realizar el anlisis. Durante el proceso de WGA, una contaminacién con ADN externo podria
dar lugar a un error de diagndstico si se acaba diagnosticando el ADN externo y no el de la propia
biopsia. En cuanto al diagndstico, los programas de analisis usados en array-CGH no permiten la
deteccidn de todos los tipos de poliploidias. Se pueden distinguir los embriones haploides YOy las
triploidias XXY y XYY como una alteracion en el namero de cromosomas sexuales, pero no es
posible la deteccién de las triploidias XXX ni la presencia de haploides X0 (Wells et al., 2008).
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Las limitaciones de la técnica de NGS aplicada al DGP-A son muy similares a las de array-CGH.
Esto es debido a dos factores principalmente. Por un lado, ambas técnicas requieren de un paso previo
de WGA,; por otro lado, a pesar de ser tecnologias diferentes, la interpretacion de los resultados en
ambos casos se basa en una comparacién del namero de copias del ADN amplificado de la biopsia
con respecto al ADN de referencia de un individuo normal.

1.3.3. Tipo de biopsia

Independientemente de la técnica de andlisis empleada, cada uno de los tipos de biopsia embrionaria
presenta sus propias limitaciones. En concreto, comparando los dos tipos de biopsia usados en la
presente tesis doctoral (biopsia blastdbmera vs. biopsia de trofoectodermo), las principales
limitaciones son las siguientes:

A) Material genético disponible para el andlisis: a pesar de que en una biopsia de
trofoectodermo hay mayor cantidad de ADN, en ninguno de los dos tipos de biopsia hay
suficiente cantidad de ADN para el analisis directo. Tras el paso amplificacion de ADN
mediante técnicas de WGA, ya no hay problemas respecto a la cantidad de ADN disponible
para el analisis en ninguno de los 2 tipos de biopsia. Unicamente, en algunos casos puede
observarse fallo total de amplificacion, generalmente por ausencia de biopsia en el tubo de
analisis, o por una lisis celular defectuosa (Wilton et al., 2009), pero la ocurrencia de estos
fendmenos es similar en ambos tipos de biopsia, entre un 1-2% de casos (Wells et al., 2008,
Rodrigo et al., 2014).

B) Impacto en el desarrollo del embrion: la biopsia embrionaria implica la extraccion de parte
del material vivo del embridon. Una biopsia de blastomera, asumiendo la extraccion de una
célula en un embrién de 8 células, implicaria la remocion del 12,5% de masa embrionaria,
mientras que la extraccion de entre 3-10 células del trofoectodermo en un blastocisto que
podria contener aproximadamente unas 100 células, no implicaria mas del 3-10% del total. En
ambos escenarios, la plasticidad embrionaria es altamente conocida, y las células que siguen
formando parte del embrién suplen la funcién de las que ya no estan; aun asi, ha sido descrito
un impacto negativo en el potencial implantatorio del embrién tras biopsia de blastdémera
(Scott et al., 2013b). Por el contrario, otros autores han mostrado tasas de desarrollo
embrionario hasta blastocisto similares en embriones con y sin biopsia de blastomera (62,3%
versus 61.1%, respectivamente) (Rubio et al., 2017).

C) Mosaicismo embrionario: no detectable en biopsias de dia 3 al analizar una Gnica célula,
pero si es detectable en parte en biopsias de trofoectodermo donde se analizan varias células
simultaneamente (Vera-Rodriguez et al., 2017a). EI mosaicismo encontrado en estas biopsias
podria encontrarse Gnicamente en el trofoectodermo y no en la masa celular interna, que
finalmente formaré el embridn, pero se ha descrito una alta tasa de concordancia entre ambos
tejidos (Capalbo et al., 2017b).

D) Fiabilidad del diagnoéstico: tanto las validaciones de técnicas que permiten el analisis de
todos los cromosomas en biopsias embrionarias, como los trabajos de reanalisis de embriones
que habian sido previamente diagnosticados como cromosémicamente anormales mediante
dichas técnicas, muestran tasas de falsos positivos similares para biopsias de blastémera y
trofoectodermo aplicadas a DGP-A, siendo la tasa de concordancia del diagndstico entre el
97-99% para ambos tipos de biopsias (Garcia-Herrero et al., 2016).
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E) Tiempo disponible para el andlisis: si no se vitrifican los embriones tras la biopsia, el
tiempo méximo disponible para el analisis de aneuploidias en biopsias de blastomera es de
unas 48 horas (desde dia 3 a dia 5 de desarrollo), mientras que en biopsias de trofoectodermo
no es superior a las 24 horas, a pesar de que la biopsia embrionaria puede aplazarse a dia 6 de
desarrollo. En cambio, si se vitrifican los embriones biopsiados, la transferencia embrionaria
ocurrira en el siguiente ciclo de la paciente. En muchos casos, el centro de analisis de DGP-A
y el centro donde se realiza el ciclo de FIV no es el mismo, por lo que el tiempo que transcurre
entre la biopsia y la transferencia, es necesario invertirlo en transporte de la biopsia mas
analisis de la misma. Es por ello, que esta estrategia de vitrificacién de embriones en espera

del diagndstico es mas comun en biopsias de trofoectodermo (Wells et al., 2008).

Estandarizacion

estandarizada

Tipo biopsia
Limitaciones Blastomera (D3) Trofoectodermo (TE)
Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas
Técnica més Menos estandarizada

que D3

Material genético

Varias células (3-

Lisis de alguna de las

bioldgico extraido

para analisis Una célula 10) células de la biopsia.
Ma)é%rrtr:]ir;;ldad Menor cantidad de | Mayor dificultad para
bri . masa embrionaria | el manejo de la biopsia.
Material embrionaria

Extraccion de
células sin saber

Extraccion de
células destinadas a
tejido

deficiente: 1-2%

su destino . .
extraembrionario
Posible .
Lo Menor impacto.
Impacto en el disminucion del L .
. Sin evidencias de
desarrollo del potencial de .,
> . -l degeneracion post-
embrién implantacion del L
- biopsia.
embrion
Mosaflmsm.o No detectable Detectable
embrionario
Tasa de falsos Tasa de falsos
positivos en torno a positivos en torno a
Fiabilidad 97-98% 97-98%
diagnostica Tasa de Tasa de
amplificacion amplificacion

deficiente: 1-2%

Tiempo parael
analisis

Disponibilidad de
48 horas para
transporte de la
biopsia mas anélisis

Maximo 24 horas para
transporte de la biopsia
y analisis; o
vitrificacién y
transferencia al
siguiente ciclo.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los dos tipos de biopsia embrionaria aplicados en la presente tesis
doctoral: biopsia blastomera y biopsia de trofoectodermo. Modificado de Cimadomo et al., 2006.

22




En general, cualquier tipo de biopsia embrionaria debe realizarse bajo condiciones idéneas, tanto la
biopsia como la manipulacion de la biopsia y del embridn, para que sea lo menos agresiva posible
con el embrion, siendo de este modo el impacto en el desarrollo embrionario minimo, y también para
evitar que el resultado del analisis se vea comprometido por una biopsia deficiente y/o una sub-
Optima manipulacién de la biopsia (Figura 2).

RECOMENDACIONES PARA UNA ADECUADA BIOPSIA EMBRIONARIA

v Uso de la tecnologia adecuada (sistema de laser y micromanipulador).

v Material estéril y de uso exclusivo (micropipetas, capilares y placas de cultivo).

v" Medios adecuados para la biopsia embrionaria y para el posterior lavado y
manipulacién de la biopsia.

v" Manipulacién adecuada al introducir la biopsia en el tubo de analisis, para evitar
contaminacién con ADN externo, y liberar el minimo volumen de medio de transporte
al tubo.

v Para biopsias de trofoectodermo, biopsiar un nimero suficiente de células, pero no
demasiadas (a pesar de que esto puede variar entre autores, en general se acepta un
minimo entre 3-5 células, pero no mas de 10 células).

v" Adecuado sistema de transporte embrionario desde el laboratorio donde se realiza la

biopsia hasta el laboratorio donde se realice el analisis.

Figura 2. Recopilacién de los requerimientos y recomendaciones de varios autores para la buena praxis de la
biopsia embrionaria, tanto para biopsias de blastomera como de trofoectodermo. Informacién extraida a
partir de los siguientes articulos: De Vos et al. 2001, McArthur et al, 2005, Rubio et al. 2009 y Schoolcraft et
al, 2010.

1.3.4. Mosaicismo embrionario

Se define mosaicismo como la coexistencia en un mismo individuo de lineas celulares con distinto
complemento cromosémico. El embrién humano se origina a partir de sucesivas divisiones celulares
de una Unica célula (zigoto). En cada una de estas divisiones celulares, se originan dos células que
deberian tener el mismo complemento cromosémico que la célula original, pero en ocasiones, alguna
de estas células hijas pueden heredar algiin cromosoma en exceso o en defecto. Si estas células con
contenido cromosdmico erréneo siguen dividiéndose, daran lugar, en principio, a lineas celulares que
tendran el mismo contenido cromosémico que ellas mismas. A pesar de que, para conocer el estado
cromosémico real de un embrién habria que analizar todas sus células, podria considerarse un
embrién como mosaico si se confirma que algunas de sus células tienen un contenido cromosdémico
distinto al resto. Los embriones mosaicos pueden clasificarse de diversa manera, pero actualmente
se acepta mas comunmente la clasificacion que aporta la PGDIS (Preimplantation Genetic Diagnosis
International Society) (PGDIS, 2016), siendo divididos en:

e Mosaico “euploide-aneuploide ”: cuando presentan una linea celular cromosémicamente normal,
y una o varias lineas celulares cromosémicamente anormales. Cada una de las lineas celulares
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son consideradas como normal o anormal cuando posee méas del 20% de células con la misma
dotacion cromosomica.

o Mosaico ‘“aneuploide-aneuploide”: cuando presentan dos o0 mas lineas celulares
cromosdémicamente anormales.

1.4. Indicaciones clinicas actuales del DGP-A

En ciertos programas de FIV, el DGP-A fue introducido con el fin de mejorar los resultados
reproductivos de grupos concretos de parejas subfértiles, basandose en el concepto de que las
anomalias cromosdmicas encontradas en embriones de estas parejas eran las responsables de las bajas
tasas de éxito reproductivo. Por tanto, evitar la transferencia de embriones aneuploides en cualquiera
de estos grupos de pacientes, deberia reducir las tasas de aborto, pero también incrementar las tasas
de gestacién, implantacion y nifio nacido vivo sano. A pesar de ello, ha habido un intenso debate
sobre la utilidad del DGP-A, y el primer metaanalisis disponible en la literatura, en el cual se revisan
los datos de DGP-A mediante FISH, concluye gue ninguno de los RCTs publicados hasta el momento
del inicio de la presente tesis doctoral mostraban ningin beneficio en la aplicacién de DGP-A en
pacientes sometidas a FIV (revisado en Mastenbroek et al., 2011). Estos primeros estudios se
englobarian en la primera etapa del DGP-A lo que se ha denominado la era 1.0, basada sobre todo
en biopsia embrionaria en dia 3 de desarrollo y FISH para un nimero limitado de cromosomas.

Con la incorporacion de los array-CGH se paso a la era 2.0 con el analisis de 24 cromosomas. Ya
con esta tecnologia se han realizado otros estudios sobre todo basados en la biopsia de blastocisto y
se ha extendido la aplicacién del DGP-A a parejas con buen pronéstico.

Los resultados mas significativos de dichos trabajos se detallan a continuacion para cada una de las
indicaciones clinicas actuales del DGP-A:

1.4.1. Edad materna avanzada (EMA o0 AMA; del inglés Advanced maternal age): es la indicacién
clinica mas frecuente en DGP-A. La tasa de aneuploidias en embriones preimplantacionales aumenta
progresivamente con la edad materna (Franasiak et al., 2014). EI umbral para considerar edad
materna avanzada puede variar, pero se acepta mundialmente el limite minimo de 35 afios. En
concreto, la tasa de error en la segregacién cromosémica se incrementa en mujeres a partir de 35
afios, desde un 20% hasta alcanzar un 60% en mujeres de 43 afios (Kuliev et al., 2011).

Son varios los autores que muestran incrementos en tasas de gestacion e implantacion embrionaria
en pacientes de EMA mediante el uso de la técnica de FISH aplicada a DGP-A en biopsias de
blastomera (Munné et al., 2003 y 2005, Rubio et al., 2005). Por el contrario, varios estudios RCT
comparando resultados del grupo de pacientes EMA sometidas a DGP-A versus pacientes EMA con
transferencia de embriones sin analizar, no muestran ninguna mejora en la aplicacion de DGP-A, ni
en tasas de gestacién ni de nifio nacido vivo (revisado en Mastenbroek et al., 2011). Pero estos
estudios fueron criticados principalmente por aspectos metodoldgicos y por presentar una alta tasa
de biopsias embrionarias en las cuales no obtenian un resultado 6ptimo mediante FISH, llegando a
la conclusion de que el mero hecho de que un trabajo esté bien disefiado (ej. RCT), no es suficiente
para la validez de sus conclusiones (Simpson et al., 2008). Ademas, el ultimo RCT publicado usando
la técnica de FISH para 9 cromosomas en biopsias de blastomera en pacientes entre 41 y 44 afios,
muestra un incremento altamente significativo en la tasa de nifio nacido vivo en el grupo de pacientes
sometidos a DGP-A (32.3% vs. 15.5%; p=0.0099) (Rubio et al., 2013a), lo cual demuestra la mejora
en el éxito reproductivo al menos en este subgrupo de pacientes dentro de EMA.
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El RCT mas recientemente publicado se ha realizado aplicando la técnica de array-CGH en biopsias
de dia 3, en pacientes entre 38 y 41 afios. En el grupo de pacientes con DGP-A, las tasas de nacido
Vivo son muy superiores tanto por nimero de transferencias realizadas (52.9% vs. 24.2%; p=0.0002),
como por paciente (36.0% vs. 21.9%; p=0.0309), siendo ademas la reduccion en la tasa de aborto
clinico altamente significativa (2.7% vs. 39.0%; p<0.0001) (Rubio et al., 2017).

1.4.2. Parejas con fallo repetido de implantacion (RIF; del inglés Repetitive implantation failure):
El criterio para incluir pacientes en este grupo es haber tenido 3 ciclos de FIV fallidos, o bien
pacientes en las que se han transferido al menos 10 embriones de buena calidad sin obtener gestacién
(Pehlivan et al., 2003, Rubio et al., 2013a). Dentro de este grupo de pacientes, las causas del RIF
pueden ser idiopaticas, aunque se conoce que los factores endometriales, embrionarios o mixtos,
juegan un papel importante. En este grupo de pacientes, se ha descrito una incidencia elevada de
aneuploidias en embriones preimplantacionales comparado con poblacion control de caracteristicas
similares (Kahraman et al., 2000, Pehlivan et al., 2003). Los primeros trabajos de DGP-A mediante
FISH en parejas con fallo de implantacion recurrente muestran mejores tasas de gestacion e
implantacion comparados con poblacion control, pero sin aportar datos estadisticamente
significativos (Kahraman et al., 2000, Wilton et al., 2003, Pehlivan et al., 2003).

El primer RCT publicado usando la técnica de FISH para 7 cromosomas en biopsias de blastomera,
no mostrd ninguna diferencia estadisticamente significativa en cuanto a tasas de implantacion entre
el grupo de pacientes con y sin DGP-A (21.4% versus 25.3%, respectivamente) (Blockeel et al.,
2008), pero un segundo RCT en el que se analizaron 9 cromosomas en biopsias de blastémera en
este grupo de pacientes fue publicado posteriormente (Rubio et al., 2013a), y en €él se mostraron
mejoras estadisticamente significativas en la tasa de nifio nacido vivo en casa por tratamiento iniciado
(47.9% versus 27.9%), mostrando asi la ventaja de la aplicacion de DGP-A en este grupo de
pacientes.

Respecto a la aplicacion de tecnologias que analicen todos los cromosomas en parejas con fallo de
implantacion, se ha publicado recientemente un trabajo que analiza retrospectivamente datos de
DGP-A mediante array-CGH. Este trabajo muestra tasas de gestacién muy prometedoras en los dos
grupos de pacientes incluidos: en los ciclos con biopsia de blastomera, la tasa de gestacion fue de
52,6%, mientras que en ciclos con biopsia de trofoectodermo, la tasa de gestacion fue superior, 73.3%
pero se debe tener en cuenta que, en este Gltimo grupo, las pacientes eran mas jévenes y con mayor
reserva ovarica (Garcia-Herrero et al, 2014).

1.4.3. Parejas con abortos recurrentes (RM; del inglés Recurrent miscarriage): los criterios mas
aceptados para clasificar a las parejas en este grupo de RM son aquellas que han sufrido tres o méas
abortos espontaneos consecutivos antes de la semana 14 de gestacién (Rai et al., 2006). Sin embargo,
hay una tendencia generalizada a comenzar estudios especificos de la pareja a partir de dos 0 mas
abortos (Bellver et al 2008). A pesar de que muchos de estos casos son idiopaticos, las aneuploidias
juegan un papel importante, y su presencia en restos abortivos (principalmente trisomias), hace que
se vean implicadas en la detencion del crecimiento fetal (Hassold et al. 2001, Stephenson et al., 2002,
Hodes-Wertz et al., 2012). En concreto, se han identificado aneuploidias en estudios de restos
abortivos entre un 28% y 80.6% de casos en diferentes poblaciones (Nybo Andersen et al., 2000,
Sugiura-Ogasawara et al., 2012, Segawa et al. 2017), siendo responsables de al menos del 50% de
abortos antes de la semana 15 de gestacion (Warren et al., 2008). La tasa de aneuploidias en restos
abortivos se incrementa con la edad (Campos-Galindo et al., 2015, Segawa et al. 2017), pero también

25



es superior en restos abortivos de pacientes que han sufrido abortos de repeticion independientemente
de la edad materna (Bianco et al 2006).

Al inicio de la presente tesis doctoral, se public6 una revision sistematica de los trabajos de DGP-A
en parejas con aborto recurrente idiopatico, que incluye los trabajos realizados hasta el momento
mediante la técnica de FISH en biopsias de blastdmera. En ella se destaca la necesidad de realizar
RCT en este grupo de pacientes, ya que no habia hasta la hecha, y resume que la tasa de abortos tras
DGP-A es inferior que en los grupos de pacientes con abortos de repeticion sin DGP-A (9% vs. 28%)
(Musters et al., 2011).

La aplicacion de la técnica de array-CGH en este grupo de pacientes ha mejorado estos resultados.
En un estudio retrospectivo que incluye pacientes con 32,4 (£2,0) afios de edad media, y abortos
recurrentes aislados o junto con fallos de implantacion, cuyos embriones se analizaron mediante
array-CGH en biopsias de blastomera, la tasa de implantaciéon fue estadisticamente significativa
respecto al grupo control (52.63% vs. 19.15%; p = 0.001), asi como la tasa de gestacion evolutiva
(61.54% vs. 32.49%, p = 0.0001), mientras que la tasa de abortos se redujo, pero Unicamente muestra
una tendencia no estadisticamente significativa (11.11% vs. 26.01%, p = 0.13) (Keltz et al., 2013).

Hay evidencia médica suficiente para considerar las aneuploidias como una de las causas
mayoritarias de aborto de repeticién idiopatico, por tanto, se aconseja realizar el analisis
cromosémico de cualquier resto abortivo (Lathi et al., 2011, Campos-Galindo et al., 2015). En vista
de los resultados clinicos en este grupo de pacientes tras aplicar las nuevas técnicas de analisis en
DGP-A, se puede indicar el analisis de aneuploidias en embriones preimplantacionales en pacientes
que hayan sufrido dos abortos, o un unico aborto cromosémicamente anormal (Branch et al., 2010).

1.4.4. Factor masculino (también conocido como MF del inglés Male factor o SMF del inglés Severe
male factor): se incluyen en este grupo pacientes con parametros seminales alterados, generalmente
concentracion espermatica menor de 5x10° espermatozoides/ml o con presencia de
Oligoastenoteratozoospermia (OAT), ya que en estos pacientes se ha observado un incremento de
aneuploidias en sus espermatozoides (Rodrigo et al., 2004). También pacientes con teratozoospermia
severa presentan una elevada incidencia de aneuploidias en sus espermatozoides (Mateu et al., 2006).
Esta elevada incidencia genera un incremento de embriones preimplantacionales con aneuploidias
que explicaria las tasas de aborto incrementadas en estos grupos de pacientes con parametros
seminales alterados (Rubio et al., 2001). Los trabajos realizados en estos grupos de pacientes
mediante la técnica de FISH muestran tasas de aneuploidias en embriones procedentes de pacientes
con OAT superiores a la poblacion de varones normozoospérmicos, con valores en torno al 65% de
embriones aneuploides (Magli et al., 2009, Rubio et al., 2005). Esta tasa de aneuploidias es
concordante con la observada en trabajos posteriores en los que se aplicé la técnica de array-CGH
en pacientes con OAT severa en biopsias de blastomera (Rodrigo et al., 2014) y en biopsias de
trofoectodermo (Coates et al., 2015).

En este grupo de pacientes, el DGP-A mediante la técnica de array-CGH en biopsias de blastomera,
ha sido aplicado mayoritariamente en varones con OAT severa, alcanzandose tasas de gestacién de
hasta el 63% (Rodrigo et al., 2014). Mediante esta misma técnica, en el momento de escribir la
presente tesis doctoral, Unicamente tenemos constancia de un estudio RCT en pacientes con
concentracion espermatica menor de 2x10°%/ml. El analisis intermedio de dicho RCT mostré mejores
tasas de gestacion evolutiva por transferencia embrionaria (71.0% versus 45.4%; p=0.0345), y de
gestacion evolutiva por ciclo de FIV iniciado (66.7% versus 42.8%; p=0.0417) en el grupo de DGP-
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A comparado con la transferencia de blastocistos sin analizar. Ademas, la tasa de abortos fue del
28.6% en el grupo sin analisis mediante DGP-A, y no hubo ningln aborto en el grupo de pacientes
DGP-A (Rubio et al., 2014). Mediante estos resultados, se muestra que este grupo de pacientes con
OAT severa son también candidatos a ser incluidos en programas de DGP-A.

1.4.5. Parejas con trisomia previa (PTP; del inglés Previous trisomic pregnancy): Se incluyen en
este grupo parejas que han sufrido alguna gestacién anterior con trisomia, debido a lo cual presentan
riesgo incrementado de que en sucesivas gestaciones aparezcan de nuevo aneuploidias (Pagidas et
al., 2008, De Souza et al., 2009). Un estudio mas reciente, ha comprobado también este riesgo en
embriones preimplantacionales, demostrando que la incidencia de aneuploidias en embriones de
parejas que habian sufrido una gestacion anterior con aneuploidia es superior. En concreto, se
observd un 34.0% de embriones aneuploides en parejas que no han tenido una gestacién previa
aneuploide, comparado con 67.8% para parejas con gestacion aneuploide previa tras concepcion
natural, y 65.8% tras técnicas de reproduccidn asistida (Al-Asmar et al., 2012). Mediante DGP-A es
posible detectar y por tanto evitar transferir embriones con estas aneuploidias, hecho que puede
beneficiar a este grupo de pacientes.

1.4.6. Pacientes con buen prondstico reproductivo: es cada vez mas frecuente ofrecer la seleccion
del mejor embridn para ser transferido en este grupo de pacientes y sobre tos en aquellas parejas en
las cuales se indica la transferencia de un Unico embrién, lo que se conoce como eSET (del inglés
elective Single embryo transfer), practica cada vez mas extendida. Incluso en pacientes sin una
indicacién para DGP-A, se han publicado RCTs en los cuales se ha seguido esta estrategia de
seleccion de un Unico blastocisto cromosémicamente normal para transferir, y se han obtenido
mejoras estadisticamente significativas de las tasas de gestacion evolutiva e incluso de la tasa de nifio
nacido vivo comparado con poblacion control (Yang et al. 2012). Ademas, mediante esta estrategia
se disminuye también significativamente la tasa de gestaciones mdultiples (Yang et al. 2012).
Posteriormente, otros dos RCT se publicaron en pacientes sin indicacién previa de DGP-A. El
primero de ellos, en pacientes de edad media 35,1+3,9, compara el grupo de pacientes con
transferencia de un Gnico blastocisto euploide (tras analizar la biopsia de trofoectodermo) respecto a
un grupo de pacientes en los que se transfieren 2 blastocistos de buena morfologia sin analizar. Las
tasas de gestacion evolutiva fueron similares (60.7% en DGP-A versus 65.1%; 95% CI: 0.7- 1.2), y
en el grupo de pacientes sometidas a DGP-A, la tasa de aborto fue menor, aunque no estadisticamente
significativa (11.5% versus 20.0%; P=0,2) (Forman et al., 2013). El segundo RCT realizado también
mediante biopsia de trofoectodermo en embriones de pacientes de edad media 32,2+0,5, muestra
tasas de nacido vivo en el grupo de DGP-A estadisticamente significativas respecto al grupo control
de pacientes de caracteristicas similares (84.7% versus 67.5%; P=0,01) (Scott et al., 2013a).

Estos 3 trabajos muestran las ventajas potenciales que DGP-A puede aportar a ciertos grupos de
pacientes sin una clara indicacién clinica, siempre que la técnica de analisis y el manejo de los
pacientes se haga bajo condiciones éptimas.
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1.5 Hipébtesis

La hipotesis sobre la cual se desarroll6 el presente trabajo era que la aplicacion de una nueva técnica
de analisis molecular (array-CGH) en el DGP-A permitiria analizar con alta sensibilidad y
especificidad el nimero de copias para cada uno de los 23 pares de cromosomas. De este modo se
superaria una de las grandes limitaciones hasta ese momento que era el nimero limitado de
cromosomas que podian ser analizados mediante la técnica de FISH.

Por otro lado, la transicién de la técnica de FISH a array-CGH permitiria también el andlisis de
biopsias de blastocisto. En este escenario, la biopsia de blastocisto podria ofrecer mejores resultados
que la de blastomera ya que al disponer de mas de una célula, la amplificacion seria mas eficiente y
se disminuiria la tasa de falsos positivos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis doctoral fue la optimizacion y mejora de la metodologia
empleada en un programa de DGP-A, teniendo en cuenta tanto el momento de la biopsia
embrionaria como la técnica de analisis empleada para la deteccion de aneuploidias embrionarias.

Los objetivos especificos fueron:

1. Valoracién de la utilidad de la incorporacién de rondas de hibridacion adicionales en la técnica
de FISH aplicada a DGP-A.

2. Determinacion de la capacidad de deteccion de aneuploidias y de la tasa de falsos positivos
mediante la técnica de array-CGH en embriones previamente diagnosticados como anormales
mediante FISH en dia 3 de desarrollo.

3. Comparacion de la tasa de falsos positivos en DGP-A mediante técnica array-CGH en biopsia
de blastomera de embriones en dia 3 de desarrollo versus biopsia de trofoectodermo en
embriones de dia 5 de desarrollo.
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3.

METODOLOGIA

3.1. Disefio experimental

El disefio experimental para cada una de las fases del trabajo se detalla a continuacion. Este
proyecto fue aprobado por el comité de investigacion y el comité ético del Instituto Valenciano
de Infertilidad (IV1).

3.1.1. Objetivo 1: Valoracion de la utilidad de la incorporacion de rondas de hibridacién
adicionales en la técnica de FISH aplicada a DGP-A.

Para este primer objetivo, se incluyeron 1.000 ciclos de FIV con DGP-A para los cuales, en al
menos en uno de los embriones de la cohorte fue necesario realizar rondas de hibridacion
adicionales. Se analizaron 2.477 biopsias embrionarias de blastdmera en las que se habia realizado
FISH para 9 cromosomas durante el periodo comprendido entre diciembre de 2007 y diciembre
de 2008. Todos los andlisis se realizaron en las instalaciones de 1V1-Valencia, pero las biopsias
procedian de las siguientes clinicas IVI: Alicante, Almeria, Barcelona, Bilbao, Lisboa, Madrid,
Murcia, Sevilla, Valencia y Vigo.

En estas muestras, se realizaron rondas de hibridacion adicionales para los cromosomas en los
que no se obtuvo un diagndstico claro (1.496 casos), y para casos de aneuploidias individuales
(981 casos). En todos estos casos, se utilizaron sondas diferentes de las usadas anteriormente para
el andlisis de aneuploidias. Posteriormente, se comparé el resultado obtenido tras las rondas
adicionales, en cuanto a diagndéstico de la muestra (normal, anormal o no informativo), y en
cuanto a deteccién de aneuploidias por cromosoma.

Adicionalmente, 132 embriones fueron reanalizados en dia 5, en 80 de ellos se habian realizado
rondas de hibridacion adicionales, y no asi en los restantes 52 embriones. Para este reanalisis,
cada embrion fue fijado individualmente para analizar mediante FISH el mayor nimero de células
posible. Finalmente, los resultados del diagnostico en la biopsia y en el resto del embrién fueron
comparados en ambos grupos (con y sin rondas adicionales de hibridacion para el andlisis de la
biopsia). Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el Test de Fisher
considerando un nivel de significancia superior al 95% (p-valor <0,05).

3.1.2. Objetivo 2: Determinacién de la capacidad de deteccion de aneuploidias y de la tasa de
falsos positivos mediante la técnica de array-CGH en embriones previamente diagnosticados
como anormales mediante FISH en dia 3 de desarrollo.

Para responder a este objetivo, el disefio experimental se subdividid en dos partes:

e Concordancia de las aneuploidias observadas en biopsias embrionarias mediante FISH
versus array-CGH.

En 38 embriones previamente diagnosticados como cromosdémicamente anormales mediante
FISH para 9 cromosomas en biopsias de blastomera, se extrajo otra célula en dia 4 de desarrollo
para ser analizada mediante array-CGH (Figura 3). Estas muestras fueron analizadas durante el
periodo comprendido entre octubre de 2009 y febrero de 2010. Tras el analisis mediante array-
CGH, se comparo el resultado obtenido mediante ambas técnicas, en cuanto a diagndstico de la
muestra (normal, anormal o no informativo), y en cuanto a deteccion de aneuploidias para cada

35



cromosoma. En casos de discordancia de resultados, el embrion en dia 5 fue fijado
individualmente para analizar mediante FISH el mayor nimero de células posible (Figura 3). Se
incluyeron sondas de FISH dirigidas a los cromosomas implicados en las discordancias.
Finalmente, se compararon los resultados obtenidos tras el reanalisis en dia 5 con los resultados
de cada una de las biopsias (dia 3 mediante FISH y dia 4 mediante array-CGH).

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el Test de Fisher considerando un
nivel de significancia superior al 95% (p-valor <0,05).

Biopsia Dia 3

F: Dia 3 - FISH :ﬁ

Embriones Embriones
euploides aneuploides (n = 38)

Dia 4 - Array-CGH

e

Dia5 - Concordante Discordante (n=2)
Transferencia
embrionaria
Dia5 -

Reanalisis FISH

Figura 3. Representacion esquemética de los embriones analizados para la consecucion del objetivo 2 de la
presente tesis doctoral. De los embriones del programa de DGP-A mediante FISH en dia 3 que fueron
considerados como cromosémicamente anormales, en 38 de ellos de extrajo una segunda célula en dia 4 que
fue analizada mediante array-CGH. Unicamente en los casos de discordancia de resultados entre FISH y
array-CGH, se reanaliz6 el embrién entero mediante FISH en dia 5. Corresponde a la figura 1 del segundo
articulo cuyos resultados han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. False positive rate of
an array-CGH platform for single-cell preimplantation genetic screening and subsequent clinical application
on day-3. J Assist Reprod Genet. 2013;30(1):143-9).

e Comparacion de la tasa de falsos positivos de la técnica de array-CGH versus la técnica de
FISH en biopsia embrionaria en dia 3.

En el objetivo anterior se comprob6 que la tasa de falsos positivos era la misma en biopsias de dia
3 analizadas mediante FISH y en biopsias de dia-4 del mismo embrién analizadas mediante array-
CGH. Pero, faltaba comprobar si la tasa de falsos positivos de array-CGH en biopsias de dia 3
dentro de la rutina de un programa de DGP-A era consistente con los datos previamente obtenidos
con biopsias dia 3 y analisis con FISH.

Para comprobarlo, en el periodo comprendido entre marzo de 2010 y marzo de 2012, se

reanalizaron 42 embriones que previamente habian sido analizados mediante array-CGH en una
blastdmera en dia 3 (Figura 4).
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Biopsia Dia 3

JJ:: Dia 3 — Array-CGH :ﬁ

Embriones Embriones
euploides aneuploides (n =42)
Dia 5 — Transferencia Dia5 -
embrionaria Reanalisis FISH

Figura 4. Representacion esquematica de los embriones seleccionados para reandlisis en la consecucion del
objetivo tercero de la presente tesis doctoral. De los embriones del programa de DGP-A mediante array-
CGH en dia 3 que fueron considerados como cromosémicamente anormales, en 42 casos, el embrién entero
en dia 5 de desarrollo fue reanalizado mediante FISH. Corresponde a la figura 2 del segundo articulo cuyos
resultados han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. False positive rate of an array-CGH
platform for single-cell preimplantation genetic screening and subsequent clinical application on day-3. J
Assist Reprod Genet. 2013;30(1):143-9).

Cada uno de estos 42 embriones fue fijado individualmente en dia 5 de desarrollo, y todas las
células disponibles fueron analizadas mediante FISH con sondas dirigidas a los cromosomas en los
gue previamente se habia detectado alguna aneuploidia. Los resultados del reanalisis del embrion
completo se definieron a nivel de diagndstico como:

= Normal uniforme: todas sus células, o al menos el 80% de ellas, eran cromosémicamente
normales.

=  Anormal uniforme: todas sus células, o al menos el 80% de ellas, contenian la misma
anomalia cromosOmica.

» Mosaico euploide-aneuploide: cuando al menos el 20% de las células eran
cromosémicamente normales y el resto contenian alguna anomalia cromosémica.

* Mosaico aneuploide: cuando todas las células presentan alguna anomalia cromosémica,
pero al menos un 20% de células que presentan alguna aneuploidia diferente al resto.

= Cadtico: presencia de tres 0 mas lineas celulares diferentes.

Posteriormente, estos resultados fueron comparados con el resultado obtenido en cada una de las
biopsias a nivel de deteccion de aneuploidias para cada cromosoma. Asi, los embriones
catalogados como mosaico fueron divididos en subgrupos segun la relacion entre las aneuploidias
observadas en la biopsia y en el resto del embrién:

= Grupo A: presencia en el embridén completo de al menos una de las aneuploidias presentes
en la biopsia.

= Grupo B: las aneuploidias en el embrion completo eran complementarias a las presentes en
la biopsia (ej. monosomia en biopsia y trisomia en embrion o viceversa).
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» Grupo C: todas las aneuploidias de la biopsia estaban presentes en el embrion completo, y
ademas en el embrién completo se detectaba alguna aneuploidia adicional no detectada en
la biopsia.

La tasa de falsos positivos obtenida en este apartado se compar6 con la obtenida para FISH en el
mismo tipo de biopsia (objetivos 1y 2). Estas comparativas fueron analizadas estadisticamente
mediante el Test de Fisher considerando un nivel de significancia superior al 95% (p-valor <0,05).

3.1.3. Objetivo 3: Comparacién de la tasa de falsos positivos en DGP-A mediante técnica array-
CGH en biopsias de dia 3 versus biopsias de trofoectodermo.

Tras evaluar los resultados de los objetivos anteriores, se eligié array-CGH como la técnica
preferente a usar en DGP-A. Con el fin de comparar la tasa de falsos positivos de esta técnica en
los dos tipos de biopsia embrionaria mayoritariamente usados en programas de DGP-A en el
momento del planteamiento de este objetivo (blastomera vs.trofoectodermo), se disefi6 un estudio
a doble ciego para el reanalisis de embriones previamente diagnosticados como aneuploides
mediante array-CGH en cada uno de los tipos de biopsia. Para este objetivo se reanalizaron 109
embriones, 50 de ellos con biopsias de blastomera y 59 de trofoectodermo, durante el periodo
comprendido entre de septiembre de 2012 y octubre de 2014. En estos 109 casos, el reanalisis del
embrion completo se realiz6 mediante array-CGH. De hecho, tanto para los 2 tipos de biopsia,
como para el reanalisis de los embriones completos, se utilizd exactamente el mismo protocolo
de array-CGH (figura 8).

Segun el resultado del reandlisis del embrion completo mediante array-CGH, los embriones
fueron catalogados como:

= Normal uniforme: el perfil obtenido por el software de analisis era compatible con la
presencia de 2 copias para todos los cromosomas.

= Anormal uniforme: el perfil obtenido por el software de andlisis era compatible con la
presencia de al menos una aneuploidia en alguno de los cromosomas.

= Mosaico: el perfil obtenido por el software de analisis muestra, al menos para uno de los
cromosomas, desviaciones en los valores de fluorescencia que se aproximan al valor
establecido por el software para considerar aneuploidia, pero no llegan a superar este umbral.

= Cadtico: presencia de aneuploidias para minimo 5 cromosomas.

Adicionalmente, estos mismos resultados fueron evaluados segun la capacidad de deteccién de
aneuploidias por cromosoma. Para ello, los embriones catalogados como mosaico fueron
divididos en subgrupos segun la relacion entre las aneuploidias observadas en la biopsia y en el
resto del embrion:

= Grupo A: presencia en el embrién completo de al menos una de las aneuploidias presentes
en la biopsia.

= Grupo B: las aneuploidias en el embrion completo eran complementarias a las presentes en
la biopsia (ej. monosomia en biopsia y trisomia en embrion o viceversa).

» Grupo C: todas las aneuploidias de la biopsia estaban presentes en el embrion completo, y
ademas en el embrién completo se detectaba alguna aneuploidia adicional no detectada en
la biopsia.
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Las tasas de falsos positivos se obtuvieron comparando los resultados obtenidos en el reanalisis
de embriones en dia 5 con los diagnésticos de las biopsias embrionarias para cada uno de los tipos
de biopsia (blastomera vs. trofoectodermo).

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el Test de Fisher considerando un
nivel de significancia superior al 95% (p-valor <0,05).

3.2. Ciclo de FIV y cultivo embrionario

El desarrollo del embrion humano se inicia en el zigoto, que es el resultado de la union del
espermatozoide y el dvulo. La primera division celular ocurre en las siguientes 24 horas (dia 1 de
desarrollo embrionario) tras la union, dando lugar a dos células idénticas. El segundo dia de
desarrollo embrionario, el embridn deberia tener 4 células llamadas blastomeras y el tercer dia
pasar a 6-8 células (estado de cleavage stage en inglés). El cuarto dia de desarrollo, las células
comienzan a compactarse alcanzando el estado de mérula (generalmente el embrién se compone
de entre 16-32 células). Y, si el desarrollo embrionario mantiene su curso normal, el quinto dia el
embrién conforma el estado de blastocisto, en el cual se separan dos lineas celulares: la masa
celular interna que a partir de ese momento dara lugar al embrion, y el trofoectodermo que dara
lugar a todo el tejido extraembrionario.

DESARROLLO EMBRIONARIO

Dia-2

Figura 5. Esquema del desarrollo embrionario humano in vitro, desde el estadio de cigoto al de
blastocisto.
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Para todos los casos de DGP-A incluidos en la presente tesis doctoral, los pacientes siguieron un
protocolo de estimulacion ovarica estandarizado, y en todos ellos, ICSI (intracytoplasmic sperm
injection) fue el método de fecundacion seleccionado. La comprobacion de la fecundacion se
realiz entre las 17 y 20 horas tras la inyeccidn, y posteriormente cada 24 horas se observo y
monitorizo el desarrollo embrionario. Para el cultivo embrionario se uso el medio IVF/CCM
medium (1/1) (Vitrolife, Goteborg, Suecia) hasta el dia 3 de desarrollo, y a partir de ese momento,
los embriones fueron cultivados en medio CCM en cocultivo con una monocapa de células
endometriales epiteliales hasta dia 5 de desarrollo (Mercader et al., 2006). En dia 5, los embriones
diagnosticados como euploides fueron transferidos o vitrificados para su posterior uso, mientras
que los aneuploides fueron descartados o candidatos a formar parte de estudios de reanalisis
pertinentes.

3.3. Técnicas de biopsia
3.3.1. Biopsia embrionaria en dia 3

La biopsia de los embriones en dia 3 de desarrollo, consiste en la extraccion de una Unica
blastdmera. Para ello, es recomendable usar medios libres de Ca®*/Mg?* para reducir las uniones
entre células. En los embriones incluidos en esta tesis doctoral se us6 el medio G-PGD (Vitrolife,
Goteborg, Suecia). Posteriormente, ha de practicarse la perforacion de la zona pelucida, a través
de la cual extraer la biopsia. En todos los embriones incluidos en la presente tesis doctoral, la
perforacién de la zona pellcida se realizé mediante pulsos de sistemas laser infrarrojos acoplados
al micromanipulador usando en el laboratorio de FIV (OCTAX, Herbron, Germany). Los criterios
para incluir embriones candidatos a biopsia en los ciclos de DGP-A incluidos en este trabajo son:
presencia de 5 0 méas blastomeras nucleadas, y tener menos del 25% de fragmentacion (Mercader
et al., 2003).

Tras la biopsia, se observd que la célula extraida estuviese intacta y con el ndcleo claramente
visible, lo cual garantizaba la presencia de material genético disponible para el anélisis.

3.3.2. Biopsia embrionaria en dia 4

Esta metodologia no es la empleada de rutina en laboratorios de FIV para analisis de biopsia
embrionaria mediante DGP-A. De hecho, en este estudio se utilizd Unicamente para reanalizar
embriones previamente diagnosticados como anormales en dia 3, y que eran embriones no viables y
por lo tanto no candidatos a transferencia. La metodologia empleada para la biopsia embrionaria en
dia 4 fue la misma empleada en biopsias de embriones en dia 3, exceptuando el hecho de que en este
caso, se aprovech6 el mismo orificio de la zona peldcida realizado para la biopsia en dia 3. El Gnico
inconveniente que hemos podido encontrar en el momento de realizar estas biopsias, ha sido que
algunos embriones en dia 4 de desarrollo han podido iniciar la compactacion celular propia del
estadio de desarrollo conocido como mérula. En todos los casos, los embriones se pre-incubaron en
medio libre de Ca**/Mg?", las células se descompactaron y fue posible la biopsia de una tnica célula
embrionaria.

Tras la biopsia, la célula obtenida suele ser de menor tamafio que las células de dia 3, pero igualmente
se observd que la célula extraida estuviese intacta y con el nlcleo claramente visible para garantizar
la presencia de material genético disponible para el anélisis.
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3.3.3. Biopsia de trofoectodermo

La biopsia de trofoectodermo Unicamente puede realizarse si el embrion ha alcanzado el estadio de
blastocisto, y se han separado las lineas celulares que daran lugar a la masa celular interna y al
trofoectodermo. En los embriones incluidos en la presente tesis doctoral, la biopsia de
trofoectodermo fue realizada mayoritariamente en embriones de dia 5, pero seguin el desarrollo
embrionario, en ciertos casos en los que el dia 5 el embrién atn no era un blastocisto completo, la
biopsia de trofoectodermo fue realizada al dia siguiente (dia 6 de desarrollo). Para realizar la
perforacion de la zona pelUcida, se siguid en todos ellos el método descrito por McArthur et al., 2005.

Tras la biopsia, se observo que en el grupo de células biopsiados (generalmente entre 3 y 10) la
mayoria de ellas siguen intactas, ya que durante el proceso de la biopsia alguna célula puede
degradarse o lisarse, pero es necesario la presencia de varias células no degradadas para garantizar
suficiente material genético disponible para el analisis.

Biopsia de blastdmera en dia 3

Figura 6. Secuencia de imagenes de los dos tipos de biopsia embrionaria practicados en la presente tesis
doctoral. La secuencia superior muestra una biopsia de blastdmera (imagenes cedidas por la Dra. Amparo
Mercader Bayarri, 1VI-Valencia), mientras que la inferior corresponde a una biopsia de trofoectodermo
(imagenes cedidas por el Dr. Fernando Bronet Campos, 1VI-Madrid).

3.4. Técnicas de analisis de aneuploidias

3.4.1. Andlisis de blastémeras individuales mediante FISH

Para poder analizar la biopsia de una célula embrionaria mediante FISH, es necesario un paso
previo de fijacion de la célula/s a analizar. Cada célula extraida es fijada en un portaobjetos de
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cristal bajo microscopio invertido, mediante una solucion 3:1 de metanol y acido acético, usando
la técnica de Tarkowski ligeramente modificada (Mercader et al., 2003).

El analisis mediante FISH de aneuploidias para 9 cromosomas se realiz0 en todos los casos
mediante dos rondas consecutivas de hibridacion (Figura 7). La primera usando la combinacién
de sondas comerciales “MultiVysion™ PB panel” para los cromosomas 13, 16, 18, 21y 22,y la
segunda con “MultiVysion™ 4 colour custom panel” para los cromosomas 15, 17, X e Y (Vysis
®, Inc. Downers Grove, IL, USA). Adicionalmente, en los casos en los que era necesario, se
incorporaron rondas adicionales de hibridacion para cromosomas concretos. En estos casos, se
utilizaron sondas dirigidas a estos mismos cromosomas, pero diferentes a las usadas
anteriormente, en concreto se trata de sondas individuales de la misma casa comercial (Vysis ®,
Inc. Downers Grove, IL, USA) que bien pueden ser dirigidas al centrdbmero de dicho cromosoma,
especificas de un locus concreto del cromosoma o dirigidas a las regiones sub-teloméricas de los
brazos p o q del cromosoma.

Figura 7. Ejemplo de las dos rondas consecutivas de FISH para 9 cromosomas en blastomera individual.
En la imagen “a”, se observa la primera ronda con “MultiVysion™ PB panel” para los cromosomas 13
(Spectrum Red), 16 (Spectrum Aqua), 18 (Spectrum Blue), 21 (Spectrum Green) y 22 (Spectrum Gold). En
la imagen “b”, se observa la segunda ronda con “MultiVysion™ 4 colour custom panel” para los
cromosomas X (Spectrum Green), Y (Spectrum Blue), 15 (Spectrum Orange) y 17 (Spectrum Aqua).

3.4.2. Reanalisis de células de blastocisto mediante FISH

Al igual que ocurre en la biopsia de una célula embrionaria, para poder analizar un conjunto de
células mediante FISH, es necesario un paso previo de fijacion de la célula/s a analizar. En este
caso, el método de fijacion se modificd ligeramente con respecto al utilizado en blastémeras
individuales, incluyendo un paso previo de extension de las células embrionarias en un medio con
0,010N HCI y Tween20 (ligeramente modificado de Harper et al., 1994), para disolver el
citoplasma con las células en suspensién en una gota depositada sobre el portaobjetos. A
continuacion, las células fueron fijadas mediante una solucién 3:1 de metanol y acido acético,
usando la técnica de Tarkowski ligeramente modificada (Mercader et al., 2003).

Los cromosomas seleccionados para el reandlisis de células de blastocisto mediante FISH fueron
aquellos en los que se observaron aneuploidias en la biopsia embrionaria. Por tanto, segun la
necesidad del analisis, se utilizaron alguno de los paneles de sondas FISH para el andlisis de los
9 cromosomas, 0 también sondas individuales dirigidas a regiones cromosémicas concretas. Para
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estos casos, hay varias opciones de sondas que abarcan todos los cromosomas (Vysis ®, Inc.
Downers Grove, IL, USA).

3.4.3. Andlisis de biopsia embrionaria y reanalisis de blastocisto entero mediante array-
CGH

La técnica de array-CGH ha sido usada en la presente tesis doctoral para el andlisis de
aneuploidias de:

a) blastdmeras individuales de dia 3.
b) blastémeras individuales de dia 4.
c) biopsias de trofoectodermo de blastocistos en dia 5/6 de desarrollo; y
d) reanalisis de blastocisto completo.

La manipulacidn de todos los tipos de muestra ha sido exactamente la misma, las muestras fueron
lavadas en tres gotas consecutivas de medio con PBS/1%PVP y colocadas en tubos de PCR de
0,2ml que contenian 2ul de PBS.

En todos los tipos de muestra analizados mediante array-CGH en la presente tesis doctoral
(blastomera individual, o unas pocas células de trofoectodermo, o el blastocisto completo), se ha
seguido exactamente el mismo protocolo de array-CGH. Para todas las muestras, la amplificacion
WGA se realizdé usando el kit comercial Sureplex (BlueGnome, Cambridge, UK). Tras la
comprobacion de la calidad del producto de WGA mediante un gel de electroforesis convencional,
el ADN amplificado fue marcado con un fluoréforo concreto (Cy3; de longitud de onda 532 nm)
y se hibrid6 sobre el array-CGH simultaneamente con un ADN control euploide marcado con un
fluor6foro diferente (Cy5; de longitud de onda 635 nm). Este array-CGH esta formado por miles
BACs (Bacterial Artifical Chromosomes) (24sure™, BlueGnome, Cambridge, UK) que cubren
secuencias de ADN distribuidas a lo largo de toda la longitud del ADN con una separacién
méaxima de 1Mb entre BACs. Tras la hibridacidn, los portaobjetos fueron escaneados y analizados
utilizando un software especifico de anélisis (BlueFuse™, BlueGnome, Cambridge, UK). Los
perfiles obtenidos fueron el resultado de la comparacion de la intensidad de fluorescencia de cada
una de las muestras respecto al control cromosdmicamente normal, y segun la variacion de la
misma (en base a la desviacién del log, por cromosoma) ofreciendo el diagndstico
correspondiente al nimero de copias por cromosoma.
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Figura 8. Esquema del protocolo de array-CGH seguido en la presente tesis doctoral y ejemplo de dos
resultados. La imagen superior muestra los pasos del protocolo que se ha realizado para el anélisis de
los diferentes tipos de muestras incluidas en la presente tesis doctoral: blastomera individual (tanto de
dia 3 como de dia 4 de desarrollo), biopsias de trofoectodermo, o blastocistos completos. Las imagenes
inferiores son ejemplos de interpretacidn de resultados obtenidos mediante este protocolo: la imagen

izquierda inferior muestra un resultado normal (46,XX), mientras que la imagen derecha inferior muestra
un resultado anormal (45,XY,-15,+19,-22).
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral han sido expuestos siguiendo los objetivos
planteados en la misma.

4.1. Objetivo 1: Valoracion de la utilidad de la incorporacion de rondas de hibridacion
adicionales en la técnica de FISH aplicada a DGP-A.

4.1.1. Resultados obtenidos tras la incorporacion de rondas adicionales de hibridacion en el
diagnostico mediante FISH de biopsias embrionarias de dia 3.

Los resultados obtenidos tras la incorporacion de rondas de hibridacion adicionales difieren segun
el motivo por el cual se decidi6 incorporar estas sondas adicionales. Para los casos en los que se
realizaron rondas de hibridacién adicionales porque no se obtuvo un diagnéstico claro (1.496
embriones), en un 59% de ellos se obtuvo un resultado cromosémicamente normal para los
cromosomas analizados, mientras que un 40,1% fueron cromosémicamente anormales, y un 0,9%
seguian teniendo un resultado no concluyente a pesar de las rondas de hibridacion adicionales,
por lo que fueron finalmente diagnosticados como “no-informativos” (Figura 10).

Para los restantes 981 embriones con presencia de aneuploidias individuales, en 890 biopsias hubo
presencia de monosomia Unica con mientras que las restantes 91 biopsias presentaron trisomia
Unica. De los 890 embriones con monosomias, 718 (80,4%) fueron confirmadas tras las rondas
de hibridacion adicionales, y en las restantes 174 (19,6%) biopsias no fueron confirmadas, si no
gue se obtuvo resultado compatible con presencia de 2 copias para el cromosoma en cuestion. En
cambio, en el grupo de biopsias con trisomia Unica, hubo un Unico caso para el que la trisomia
inicial no fue confirmada (1/91; 1,1%) (Figura 9).

‘ Dia 3 — FISH ‘
I | (n=2.477) | !
Resultado no Aneuploidia Unica
concluyente (n = 1.496) (n=981)

59% normal (882) Monosomia Trisomia (n=91)
40,1% anormal (600) 19,6% normal (174) 1,1% normal (1)
0,9% no concluyente (14) 80,4% anormal (716) | | 98,9% anormal (90)
| J
|

42,7% normal (1057)
56,7% anormal (1406)
0,6% no concluyente (14)

Figura 9. Representacion esquematica de los resultados obtenidos en la consecucion del objetivo primero
de la presente tesis doctoral. Corresponde a la figura 1 del primer articulo cuyos datos han sido incluidos
en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Improving FISH diagnosis for preimplantation genetic
aneuploidy screening. Hum Reprod. 2010; 25:1812-7).

47



Del total de 2.477 blastdmeras en las que se realizaron rondas de hibridacion adicionales, se
obtuvo un resultado final de cromosémicamente normal para los 9 cromosomas analizados en un
42,7% de biopsias, mientras que el 56,7% fueron finalmente diagnosticadas como
cromosdémicamente anormales, y las restantes 0,6% fueron finalmente clasificadas con resultado
“no-informativo” porque el resultado seguia siendo no concluyente (Figura 10).

Analizando estos mismos resultados desde la perspectiva de la deteccion de aneuploidias para
cada uno de los cromosomas individualmente, un total de 917 monosomias con diagnostico
dudoso fueron analizadas tras las rondas de hibridacion adicionales en ambos grupos (890 como
monosomias individuales, y otras 27 monosomias que se encontraron junto con un diagndéstico
dudoso también para otro cromosoma). La tasa de confirmacion de monosomias por cromosoma
vario entre un 48,8% para el cromosoma 16, hasta un maximo de 85,7% para el cromosoma 22,
siendo la tasa media de confirmacion de monosomias para todos los cromosomas analizados del
68,5% (Tabla 3).

Cromosoma | Monosomias | Resultado final | Resultado final
rehibridadas (n) | monosomia (%) normal (%0)
13 74 62 (83,8) 12 (16,2)
15 145 117 (80,7) 28 (19,3)
16 258 126 (48,8) 129 (50)*
17 72 41 (56,9) 31 (43,1)
18 118 75 (63,6) 43 (36,4)
21 124 99 (79,8) 25 (20,2)
22 126 108 (85,7) 18 (14,3)
TOTAL 917 628 (68,5) 289 (31,2)

Tabla 3. Tasa de confirmacion de monosomias para los autosomas analizados mediante FISH en biopsias
de dia 3 (cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21y 22). Se muestran los resultados por cromosoma del total de
917 monosomias para las cuales se realizo una ronda de hibridacién adicional. Corresponde a la tabla 2
del primer articulo cuyos datos han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Improving
FISH diagnosis for preimplantation genetic aneuploidy screening. Hum Reprod. 2010; 25:1812-7).
*Unicamente para el cromosoma 16, hubo 3 casos con resultado final de trisomia (3/917; 0,3%).

En cambio, en el grupo de embriones cuya Gnica anomalia era la presencia de una trisomia, todas
ellas fueron confirmadas salvo una trisomia para el cromosoma 16 (1/91; 1.1%) en las que el
resultado definitivo tras las rondas adicionales fue presencia de 2 copias para el cromosoma 16
(Tabla 4).
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Cromosoma Trisomias Resultado final
rehibridadas (n) | trisomia (%0)
13 6 6 (100)
15 26 26 (100)
16 11 10 (90,9)
17 > 5 (100)
18 13 13 (100)
21 9 9 (100)
22 18 18 (100)
TOTAL 88 90 (98,9)

Tabla 4. Tasa de confirmacion de trisomias para los autosomas analizados mediante FISH en biopsias de
dia 3 (cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21 y 22). Se muestran los resultados por cromosoma de las 91
trisomias para las cuales se realizd una ronda de hibridacion adicional. Corresponde a la tabla 3 del
primer articulo cuyos datos han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Improving FISH
diagnosis for preimplantation genetic aneuploidy screening. Hum Reprod. 2010; 25:1812-7.

4.1.2. Comparacion de la tasa de falsos positivos de la técnica de FISH en biopsias de dia 3, con
y sin rondas adicionales de hibridacion.

Como parte final de este objetivo, y para corroborar si el contenido cromosémico descrito tras la
incorporacién de rondas de hibridacion adicionales era el realmente presente en el resto del
embrion, 132 embriones completos fueron reanalizados mediante FISH en dia 5, en 80 de ellos
se habian realizado rondas de hibridacion adicionales, y no asi en los restantes 52 embriones. El
diagndstico obtenido en la biopsia fue confirmado en el resto de células de los blastocistos
analizados en el 95% (76/80) de embriones en los que se habian incluido rondas adicionales de
hibridacion; y s6lo en el 82,7% (43/50) de blastocistos sin ellas. Esta diferencia en la tasa de
confirmacién de diagndstico entre los dos tipos de anlisis practicados en la biopsia de dia 3 fue
estadisticamente significativa (p=0,0443) (Tabla 5).

Tipo de diagnostico Sin rehibridaciones en dia 3 | Con rehibridaciones en dia 3

Confirmado 43 (82,7%) 76 (95%)*
No confirmado 9 (17,3%) 4 (5%)
TOTAL 52 80

Tabla 5. Comparacion de resultados de los 132 embriones reanalizados mediante FISH en dia 5, segtn el
tipo de analisis de FISH realizado en la biopsia de dia 3: con rondas de hibridacion adicional versus sin
estas hibridaciones adicionales (*p=0,0443). Modificada a partir de la tabla 4 del primer articulo cuyos
datos han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Improving FISH diagnosis for
preimplantation genetic aneuploidy screening. Hum Reprod. 2010; 25:1812-7).
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BACKGROUND: In our routine programme of preimplantation genetic aneuploidy screening (PGS) by fluorescence in situ hybridization
(FISH), nine chromosomes (13, |5, 16, 17, 18, 21, 22, X and Y) are analysed in two consecutive hybridization rounds. We also perform
additional hybridization rounds for these chromosomes, using probes that bind to different loci, for non-conclusive results and for confir-
mation of certain aneuploidies. The aim of this study was to evaluate the impact of additional hybridization rounds on FISH accuracy.

METHODS: This is a retrospective analysis of our FISH data from 1000 PGS cycles performed from December 2007 to December 2008 for
various indications. In addition to the hybridization rounds described above, 132 of the embryos diagnosed as chromosomally abnormal were
re-analysed on Day 5.

RESULTS: A total of 2477 embryos were re-hybridized, 1496 due to non-conclusive results and 981 to confirm observed aneuploidies.
After re-hybridization, 882 embryos (59%) were then diagnosed as normal, 600 embryos (40.1%) had a clear abnormality and only 14
embryos (0.9%) remained non-informative. From the 981 embryos in the latter group, 890 embryos had monosomies and, after re-hybrid-
ization 174 embryos (19.6%) were normal and 716 (80.5%) had confirmed monosomies. In contrast, re-hybridization confirmed 90 (98.9%)
of the 91 observed trisomies. In addition, Day-5 re-analysis of abnormal embryos showed a higher rate of concordant diagnosis between Day
3 and Day 5 when re-hybridizations had been included on Day-3 (95 versus 82.7%; P = 0.0443), especially for the confirmation of mono-
somies (82.8 versus 61.0%; P = 0.0087).

CONCLUSIONS: Our data indicate that additional hybridization rounds improve the accuracy of the diagnosis, increasing the number of
chromosomally normal embryos available for transfer. Re-hybridization with additional probes as a standard approach to PGS could enhance

the potential benefits of the technique.

Key words: preimplantation genetic screening / FISH accuracy / subtelomeric probes / re-hybridization

Introduction

Preimplantation genetic aneuploidy screening (PGS) has been offered
in many IVF centres to improve the clinical outcome of certain groups
of patients. The method most widely used for aneuploidy screening is
fluorescence in situ hybridization (FISH). The majority of centres that
offer PGS analyse between 8 and 12 chromosomes (those most
involved in aneuploidies in preimplantation embryos, spontaneous
miscarriages and newborns carrying aneuploidies). The successful
detection of FISH probes in these protocols do not reach 100%;
indeed, with an increasing number of chromosomes analysed, lower

efficiency per probe has been reported (Abdelhadi et al., 2003;
Baart et al., 2007).

However, recently the usefulness of PGS has become controversial.
Eleven prospective randomized controlled trials (RCT) of Day-3 and
blastocyst biopsies have been published to date. Of the RCTs per-
formed of ‘poor prognosis’ patients, three of them (Mastenbroek
et al., 2007; Hardarson et al., 2008; Jansen et al. 2008) reported stat-
istically significant detrimental results in live birth rates when applying
PGS compared with control groups; three RCTs (Staessen et al., 2004;
Blockeel et al., 2008; Debrock et al., 2009) observed no statistical
differences between the two groups; and two (Werlin et al., 2003;
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Schoolcraft et al., 2009) observed potential benefits, although not stat-
istically significant, in the PGS group for delivery (Schoolcraft et dl.,
2009) and pregnancy rates (Werlin et al., 2003). Three more RCT
have been performed in ‘good prognosis’ patients: one observed no
differences in live birth rates between PGS and control groups (Staes-
sen et al, 2008); another found a non-significant trend to better
results in the PGS group for pregnancies and live birth rates (Merser-
eau et al, 2008); and the last reported statistically significant
reductions in implantation and live birth rates when applying PGS
(Meyer et al., 2009).

The poor clinical outcomes reported in these RCTs have been
attributed to several methodological flaws (Cohen and Grifo, 2007;
Munne et al., 2007; Simpson, 2008; Rubio et al., 2009). Embryo
biopsy and blastomere fixation require high dexterity and should be
performed by experienced embryologists. Further, a defective
biopsy could damage the embryo (Simpson, 2008), thus affecting sur-
vival and potential implantation. Moreover, defective fixation results in
low quality nuclei, making reliable diagnoses difficult (Munne et dl.,
1996; Velilla et al., 2002) and yielding an increased number of comple-
tely non-informative nuclei (Simpson, 2008). More recently, embryo
culture conditions have also been shown to influence PGS outcome
(Beyer et al., 2009; Mercader et al., 2009), demonstrating the subtle-
ties of performing these techniques.

Not only are technical difficulties of concern, but issues also arise in
the interpretation of the fluorescent signals. Several pitfalls have been
described in the interpretation of FISH signals in interphase nuclei,
including overlapping signals, split signals, weak or faded signals and
cross-hybridization or polymorphisms in the target sequence of the
probe (Magli et al., 2001; Colls et al., 2004, 2007; Rodrigo et dl.,
2004). Considering that only one or two cells are available for analysis,
these limitations can result in over-diagnosis of abnormal embryos and
in a high percentage of non-informative embryos for any of the tested
chromosomes. Some authors have reported improved results after
re-hybridizing non-conclusive nuclei with additional probes (Colls
et al., 2007; Uher et al., 2009). Indeed, the preimplantation genetic
diagnosis international society (PGDIS) recommends the performance
of re-hybridization rounds to increase the accuracy of diagnosis [Pre-
implantation Genetic Diagnosis International Society (PGDIS), 2008].

The aim of this study was to implement a strategy to improve the
accuracy and the detection rate of aneuploidy screening. For this
purpose, our sequential FISH protocol includes a ‘double-check’ for
some chromosomes, using additional DNA probes that bind to differ-
ent loci of the targeted chromosomes. Subsequent hybridization
rounds are performed for any of the chromosomes analysed for non-
conclusive results and for confirmation of certain aneuploidies.
Because of previous reports of ‘false monosomies’ (Rodrigo et al.,
2004), we re-hybridized all monosomies, but also wanted to
confirm trisomies. In addition, some of the embryos diagnosed as
chromosomally abnormal on Day-3 were re-analysed on Day 5 to vali-
date the Day-3 diagnosis.

Materials and Methods

This is a retrospective analysis of 1000 PGS cycles performed from
December 2007 to December 2008 for the following indications:
advanced maternal age, recurrent miscarriage, repetitive implantation
failure, severe male factor and patients with numerical abnormalities in

sex chromosomes, as well as combined indications. This study only
included PGS cycles in which at least one embryo needed additional
rounds. All samples were analysed at IVI-Valencia, although they came
from patients of the following IVI clinics: Alicante, Almerfa, Barcelona,
Bilbao, Lisboa, Madrid, Murcia, Sevilla, Valencia and Vigo.

Patients included in the study underwent ovarian stimulation following
standardized protocols and intracytoplasmic sperm injection was per-
formed in all cases. Fertilization was assessed |7—-20 h after microinjection
and embryo cleavage was recorded every 24 h. Embryos were grown in
IVF/CCM medium (1/1) (Vitrolife, G&teborg, Sweden) until Day 3 and
subsequently cultured in CCM medium with a monolayer of endometrial
epithelial cells until Day 5, when chromosomally normal embryos were
transferred or cryopreserved (Mercader et al., 2003).

Embryo biopsy was performed on Day 3 and can be summarized as
follows: embryos were placed on a droplet containing a Ca*"/Mg*" free
medium (G-PGD, Vitrolife, Géteborg, Sweden) and the zona pellucida was
perforated using acid Tyrode’s solution or laser technology (OCTAX,
Herbron, Germany). Only embryos with >5 nucleated blastomeres and
<25% of fragmentation degree were biopsied. One or two blastomeres
were removed from each embryo depending on the cell numberand fragmen-
tation degree. Two cells were biopsied only in embryos with >7 cells and
<15% of fragmentation degree. Individual blastomeres were fixed on glass
slides under an inverted microscope, using a slightly modified Tarkowski’s
protocol with 3:1 methanol and acetic acid (Mercader et al., 2003).

A total of nine chromosomes were analysed in two consecutive rounds
of hybridization: in the first round we used MultiVysion™ PB panel com-
posed of locus-specific probes for chromosomes 13, 21 and 22 and cen-
tromeric probes for chromosomes 16 and 18; in the second round we
used MultiVysion™ 4 Colour Custom panel composed of centromeric
probes for chromosomes 15, 17, X and Y (Vysis®, Inc. Downers Grove,
IL, USA). Re-hybridization rounds were conducted when needed by
using subtelomeric probes for chromosomes |5 (TelVysion™ 15q), 16
(TelVysion™ 16p, TelVysion™ 16q), 17 (TelVysion™ 17q), 18 (Tel-
Vysion™ 18q), 21 (TelVysion™ 21q) and 22 (TelVysion™ 22q); a locus-
specific probe for chromosome 13 (Vysis® LSI® 13q34 Spectrum
Green™); a dual probe for X chromosome (Vysis® LSI® KAL Spectrum
Orange/CEP® X Spectrum Green™) and a centromeric probe for Y
chromosome (Vysis® CEP® Y Alpha Satellite Spectrum Orange™).
Only well-preserved nuclei with enough chromatin quality after the two
conventional hybridization rounds were re-hybridized. Using this
approach, the final diagnosis was obtained on Day 4 or early on Day 5.

Blastomeres from a total of 2477 Day-3 embryos underwent
re-hybridization rounds using this methodology. In 1496 embryos, the
re-hybridization was carried out due to non-conclusive results in the
two conventional rounds, including embryos with ‘ambiguous signals’,
‘doubtful monosomies’, ‘doubtful disomies’ or ‘doubtful trisomies’ for a
specific chromosome(s). For the remaining 981 embryos, the
re-hybridization was performed to double-check monosomies and
trisomies.

Some of the embryos diagnosed as chromosomally abnormal on Day 3
were re-analysed on Day 5 to validate their diagnosis. The whole Day-5
embryos were fixed using a slightly modified fixation method described
in Harper et al. (1994). After removing the zona pellucida with Tyrode’s
acid, Day-5 embryos were placed in a Ca’"/Mg®" free medium
(G-PGD, Vitrolife, Goteborg, Sweden). Then, the whole embryo was
fixed by using a spreading solution with 0.010 N HCI and Tween 20;
when cytoplasm was dissolved, nuclei were re-fixed with methanol-acetic
acid. During the present study, a total of 132 Day-5 embryos previously
diagnosed as abnormal on Day 3 were re-analysed for the same nine
chromosomes. Day-5 embryos were classified as normal (>80% of
normal cells); homogeneously abnormal (>80% of cells with the same
abnormality) or abnormal mosaics (two or more cell lines, each of them
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Table | Percentages of events per chromosome finally diagnosed with two clear signals (normal pattern) after
re-hybridization in the group of embryos with non-conclusive diagnosis after the two initial rounds.

Doubtful disomies

Doubtful trisomies

Total

248/286 (86.7%)
199/237 (84%)
161/185 (87%)
39/44 (88.4%)
244/275 (88.7%)
174/206 (84.5%)
132/160 (82.5%)

83/142 (58.5%)
62/107 (57.9%)
16/39 (41%)

12/23 (52.4%)
56/97 (57.7%)
24/67 (35.8%)

42/75 (56%)

393/547 (71.8%)
448/657 (68.2%)
557/794 (70.2%)
103/149 (69.1%)
393/523 (75.1%)
273/384 (71.1%)
218/326 (66.9%)

Chromosome Ambiguous signals Doubtful monosomies
I3 47/81 (58%) 15/38 (39.5%)
I5 1357228 (59.2%) 52/85 (61.2%)
6 297/451 (65.9%) 83/119 (69.7%)
17 27/47 (56.5%) 25/35 (71.4%)
18 52/84 (61.9%) 41/67 (61.2%)
21 44/67 (65.7%) 31/44 (70.5%)
22 25/52 (48.1%) 19/39 (48.7%)
TOTAL 627/1010 (62.1%) 266/427 (62.3%)

1197/1393 (85.9%)

295/550 (53.6%)

2385/3380 (70.6%)

with >20% of cells). We analysed the confirmation rate of diagnosis
between Day 3 and Day 5 according to: (i) number of blastomeres ana-
lysed on Day 3 (one or two); (i) the type of diagnosis on Day 3 (with
or without re-hybridization); and (jiii) the type of probe used in the
initial diagnosis on Day 3 (locus-specific or centromeric probes). Of the
132 Day-5 re-analysed embryos, Day-3 diagnosis had been performed
with one blastomere in 102 embryos, and with two blastomeres in 30
embryos. Concerning the FISH protocol used, re-hybridization rounds
with additional probes had been conducted in 80 embryos, whereas in
the remaining 52 embryos no re-hybridization rounds had been performed
on Day-3.

Fisher’s exact test was applied for statistical analysis considering a level
of significance of P < 0.05.

Results

In the group of embryos with non-conclusive results after the two
initial hybridization rounds, 1496 embryos underwent re-hybridization
for one or more chromosomes (n = 3380 events, see Table I). A total
of 70.6% of the re-hybridized chromosomes showed two clear signals
(normal pattern). For the category of non-conclusive results, 62.1% of
the chromosomes initially classified as ‘ambiguous results’ were diag-
nosed as normal after re-hybridization; 62.3% of those classified as
‘doubtful monosomies’ were rescued as normal; 85.9% of the ‘doubt-
ful disomies’ were confirmed as normal; and finally, in the subgroup of
‘doubtful trisomies’, a lower percentage of chromosomes (53.6%)
were normal after re-hybridization. As a consequence, 882 embryos
(59%) of the 1496 re-hybridized due to non-conclusive results were
rescued as normal for all of the analysed chromosomes, 600
embryos (40.1%) were clearly diagnosed as abnormal and only 14
embryos (0.9%) remained non-informative (Fig. I).

Tables Il and Il show the re-hybridization results in the embryos
diagnosed as abnormal after the two initial hybridization rounds.
A total of 98] embryos were re-hybridized with additional probes
on Day 3 (890 embryos with one or more monosomies and
91 embryos with single trisomies). The number of monosomies
re-hybridized was 917; 68.5% were confirmed to be monosomies
and 31.2% were diagnosed as normal after re-hybridization
(Table Il). The percentage of confirmed monosomies was significantly
lower for chromosomes initially analysed with centromeric probes
(chromosomes |5, 16, |7 and 18) than for chromosomes diagnosed
with locus-specific probes (chromosomes 13, 2| and 22) (60.3

Ly

1496 981
Non-conclusive Initially diagnosed
results as abnormal
| N
59% (882) normal MONOSOMY TRISOMY
40.1% (800) abnormal 19.6% (174) normal 1.1% (1) normal
| 0.9% (14} non-informative | | g 4o (716) abnormal| |98.9% (90) abnormal

_“\'/’_

42.7% (1057) normal
56.7% (1406) abnormal
0.6% (14) non-informative

Figure | Schematic results of the two groups of embryos included
in the study: embryos with non-conclusive results after the two initial
hybridization rounds, and embryos with monosomies or with single
trisomies. The percentages are shown by the final diagnosis of the
embryos. The box below shows the joint results and the final diag-

nose of all the re-hybridized embryos included in the study.

Table Il Confirmation rate of monosomies in the
autosomal analysed chromosomes.

Chromosome  Number of
monosomies
reanalysed

13 74
15 145
16 258
17 72
18 118
21 124
22 126
Total 917

Number of
confirmed

Normal

monosomies

(%)

62 (83.8%)
117 (80.7%)
126 (48.8%)
41 (56.9%)
75 (63.6%)
99 (79.8%)
108 (85.7%)
628 (68.5%)

12 (16.2%)
28 (19.3%)
129 (50%)*
31 (43.1%)
43 (36.4%)
25 (20.2%)
18 (14.3%)

289 (31.2%)*

*In three cases the final diagnosis was trisomy 16 (3/917; 0.3%).
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versus 83%, P << 0.0001, respectively). Monosomy |6, the most fre-
quent monosomy in our series, showed the lowest confirmation
rate (48.8%). In contrast, the confirmation rate for trisomies was
98.9%, as only one false trisomy for chromosome 16 was found in
91 single trisomies re-hybridized (Table Ill). As a consequence, the
percentage of embryos finally rescued as normal after re-hybridization
with additional probes was 19.6% for embryos initially diagnosed with
monosomies and |.1% for embryos diagnosed with trisomies (Fig. 1).

Table 11l Confirmation rate of trisomies in the
autosomal analysed chromosomes.

Chromosome  Number of Number of confirmed
trisomies trisomies (%)
reanalysed

13 6 6 (100%)
15 26 26 (100%)
16 I 10 (90.9%)*
17 5 5 (100%)
18 I3 I3 (100%)
21 9 9 (100%)
22 18 18 (100%)
Total 91 90 (98.9%)*

*Only one trisomy |6 was finally diagnosed as normal. The remaining trisomies were
confirmed to be trisomies.

In summary, a total of 2477 embryos were re-hybridized with
additional probes, 42.7% of embryos proved to be normal after
re-hybridization, 56.7% were diagnosed with a clear abnormality and
only 0.6% remained non-informative (Fig. 1). Thus, a greater
number of embryos were diagnosed as chromosomally normal and
were available for transfer after discarding ‘false monosomies’ and
decreasing the number of non-informative embryos.

Validation analyses in 132 Day-5 embryos are shown in Table V. Of
those Day-5 embryos, 73 were blastocysts, 46 were morulae and 13
were arrested embryos at cleavage stage. A mean number of 33.8 +
28.3 cells were analysed per embryo (range: 3—179). According to the
number of blastomeres analysed on Day 3, a similar rate of concor-
dant diagnosis between Day 3 and Day 5 was observed (90.2 and
90%, for one and two blastomeres, respectively). However, the con-
firmation rate between Day-3 and Day-5 results was significantly
increased when re-hybridization rounds with additional probes had
been used on Day-3 (95 versus 82.7%; P=0.0443 with and
without additional probes, respectively). Therefore, the error rate
for the FISH technique was 17.3% without using additional probes
and 5% when additional rounds were conducted. Additionally, 42%
of the embryos diagnosed as abnormal on Day 5 were homogeneously
abnormal and 58% were abnormal mosaic embryos, regardless of
whether or not additional probes had been used on Day 3.

Finally, Table V shows the Day-5 confirmation rate of monosomies
and trisomies diagnosed on Day 3. According to the FISH protocol
applied on Day 3, Day-5 confirmation rate of aneuploidies was signifi-
cantly higher when re-hybridization rounds had been performed on
Day 3 (84.4 versus 69.2%; P=0.0361 with and without additional

Table IV Re-analysis by FISH of 132 Day-5 embryos previously diagnosed as abnormal on Day 3 by FISH.

Day 5 re-analysis

Without using
re-hybridizations on Day 3

I cell ) 35 A (83.3%)
7N (16.7%)
2 cells 10 8 A (80%)
2 N (20%)
Total 52 43 A (82.7%)°

Using re-hybridizations TOTAL

on Day 3

60 57 A (95%) 102 92 (90.2%)
3 N (5%)

20 19 A (95%) 30 27 (90%)
I N (5%)

80 76 A (95%)° 132 119 (90.2%)

N, normal embryos on Day 5; A, abnormal embryos on Day 5 (homogeneously abnormal + abnormal mosaic embryos).

abp = 0.0443.

Table V Day-5 confirmation rate of monosomies and trisomies observed on Day 3 according to the type of FISH protocol
used on Day 3 (including additional probes or not) and the type of probe used in the initial diagnosis on Day 3 (LSI,

locus-specific probe or CEP, centromeric probe).

Monosomy Trisomy Total
With additional probes LSl 23/27 (85.2%) 16/20 (80%) 81/96 (84.4%)°
CEP 30/37 (81.1%)? 12/12 (100%)
Without additional probes LSI 18/27 (66.7%) 16/20 (80%) 63/91 (69.2%)°
CEP 18732 (56.3%)° 11712 (91.7%)

2bp = 0.0361; <P = 0.0155.
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probes, respectively). The confirmation rate for monosomies was sig-
nificantly improved when applying additional hybridization rounds
(82.8 versus 61.0%; P = 0.0087, with and without additional probes,
respectively), whereas no difference was observed for trisomies.

Discussion

In this study, we have shown an improvement on the detection rate
and the accuracy of FISH diagnosis due to re-hybridization with
additional probes. The detection rate of the FISH technique has
reached a 99.4% of embryos successfully diagnosed and only 0.6%
undiagnosed. These results contrasts with those reported in the afore-
mentioned RCTs regarding the usefulness of PGS. In fact, the reported
percentages of non-informative embryos range from 3.2% (Debrock
et al., 2009) to 20.1% (Mastenbroek et al., 2007).

Previous reports have suggested that centromeric probes were
more prone to give non-conclusive results (Colls et al., 2007) than
locus-specific probes. We also found that centromeric probes were
more likely to have low confirmation rates for monosomies. Chromo-
some |6 had the highest incidence of monosomy in the initial round,
but the lowest rate of confirmed monosomies (48.8%), as well as the
unique event of non-confirmed trisomy. This observation could be
explained by polymorphisms in the centromere of chromosome 16
(Colls et al., 2004) and because of weak fluorescence intensity of
some commercial chromosome |6 centromeric probes. In Hardarson
et al. (2008), the most frequent single aneuploidy was monosomy |6,
which was found in 10% of all embryos analysed. This percentage
would likely have been dramatically decreased if re-hybridizations
using subtelomeric probes for chromosome 16 were employed, and
consequently a higher number of chromosomally normal embryos
would have been available for transfer.

The increased efficiency per probe achieved after re-hybridizations
with additional probes is reflected in the final diagnosis of the embryo.
In this sense, the results obtained in the re-hybridized embryos are
different among groups. In the group of embryos with non-conclusive
results, 59% of the re-hybridized embryos proved to be normal. In
contrast, in the group of embryos re-hybridized to double-check
abnormalities, most of the trisomies were confirmed (98.9%), but
the confirmation rate for monosomies was 68.5%. Specifically, the
rates of confirmed monosomies were lower for chromosomes |6
(48.8%), 17 (56.9%) and 18 (63.6%), in which centromeric probes
were initially employed.

Our validation results in Day-5 embryos showed similar confir-
mation rates of diagnosis between Day 3 and Day 5 when one or
two blastomeres had been analysed on Day 3 (90.2 and 90%, respect-
ively). Thus, in our study, the biopsy of two blastomeres did not
increase the accuracy of FISH technique.

In contrast, when re-hybridization with additional probes had been
performed on Day 3, a higher confirmation rate between Day 3 and
Day 5 was observed compared with embryos diagnosed without
additional probes on Day 3 (95 versus 82.7%). Moreover, when
results were analysed according to the type of abnormality, Day-5
confirmation rate of monosomies was significantly higher when
additional probes on Day 3 had been used (82.8 versus 61%).
However, the confirmation rate was similar for trisomies, whether
or not additional probes had been used on Day 3 (87.5 versus
84.4%). These percentages agree with our results regarding ‘false

monosomies’ detected on Day 3. That means, if we do not include
those ‘false monosomies’ detected by re-hybridization with additional
probes on Day 3, a higher confirmation of abnormal diagnosis is
obtained between Day 3 and Day 5.

More interestingly, Staessen et al. (2004) reported the re-analysis of
Day-5 blastocysts diagnosed as chromosomally abnormal on Day 3,
and in 8.4% the diagnosis was not confirmed. In this study, the
lowest confirmation rate was obtained for Day-3 monosomies
(10.5%) compared with Day-3 trisomies (1.6%). This situation could
be the result of over-diagnosis of Day-3 monosomies when
re-hybridizations with additional probes are not performed. Another
study in which additional probes were not employed, showed a
similar result (Magli et al., 2000): the re-analysis of inner cell mass
(ICM) from four blastocysts diagnosed as monosomic on Day 3
showed 48/82 monosomic ICM cells (58.5%), whereas in four blasto-
cysts diagnosed as trisomic on Day 3, 58/62 ICM cells (93.5%) carried
the same Day-3 trisomy.

In conclusion, we found that re-hybridization with additional probes
resulted in a higher percentage of accurately diagnosed Day-3
embryos by FISH technique, by decreasing the percentage of non-
informative embryos and not including the false monosomies. The
re-analysis of Day-5 embryos confirmed the increased accuracy of
the technique, since embryos diagnosed as abnormal on Day 3
using additional probes displayed a higher concordance (95%) with
Day-5 results.

Therefore, we support re-hybridization as a standard approach to
PGS for embryos with non-conclusive results and monosomies. PGS
with additional hybridization rounds would increase the number of
chromosomally normal embryos available for transfer, enhancing the
potential benefits of the technique when applied to different patient
populations.
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4.2. Objetivo 2: Determinacion de la capacidad de deteccidn de aneuploidias y de la tasa de falsos
positivos mediante la técnica de array-CGH en embriones previamente diagnosticados como
anormales mediante FISH en dia 3 de desarrollo.

4.2.1. Concordancia de las aneuploidias observadas en biopsias embrionarias mediante FISH
versus array-CGH.

Para este objetivo se recabaron 38 embriones previamente diagnosticados como aneuploides
mediante biopsia de una blastdmera en dia 3 analizada mediante FISH. La biopsia de otra célula
en dia 4 de desarrollo embrionario fue satisfactoria en todos ellos. En 37/38 (97,4%) biopsias se
obtuvo un producto de WGA adecuado para el analisis mediante array-CGH. Tras el analisis de
la biopsia de dia-4 mediante array-CGH, en 35/37 casos (94,6%) el resultado fue concordante con
el obtenido mediante FISH en la célula en dia 3. De estos 35 casos con resultado concordante, en
22 biopsias (62,9%) se detectaron mediante array-CGH exactamente las mismas aneuploidias
detectadas mediante FISH; y en las 13 biopsias restantes (37,1%) se encontraron las aneuploidias
observadas mediante FISH y aneuploidias para otros cromosomas no incluidos en los 9 analizados
mediante FISH.

Day-3 FiSH Day-5 FISH

Day-4 arrayCGH

R . - f] A = . " " ' = d
e e b by i s Sl

Figura 10. Ejemplo de la comparacién de resultados en el mismo embrion de: analisis de FISH
en biopsia de dia 3, anélisis de array-CGH en biopsia de dia 4 y reanélisis del embrién completo
mediante FISH en dia 5. Corresponde a la figura 1 del segundo articulo cuyos resultados han sido
incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. False positive rate of an array-CGH platform
for single-cell preimplantation genetic screening and subsequent clinical application on day-3. J
Assist Reprod Genet. 2013;30(1):143-9).
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En los 2 embriones restantes (2/37; 5,4%) hubo discordancia entre el resultado de la biopsia de
FISH en dia 3 y la de array-CGH en dia-4 (tabla 6):

e En uno de estos embriones, el reandlisis mediante FISH de las 6 células del embrién en
dia 5 (embrién de 8 células en dia 3 bloqueado), confirmé el diagnostico previamente
obtenido mediante FISH en la biopsia de dia 3, 92,XXYY, mientras que array-CGH en
dia-4 dio un resultado euploide (46, XY) (Figura 10).

e En el otro caso, el reandlisis mediante FISH de las 68 células del embrion en dia-5,
confirmé el diagndstico de array-CGH en la biopsia de dia-4, 47,XY,+3, mientras que el
resultado de FISH en dia 3 fue de monosomia 16 y trisomia XXY (46,XXY,-16) (Tabla
6). Segun estos resultados, la tasa de error detectada para ambas técnicas en este grupo de
embriones fue del 2,7% (1/37).

Biopsia dia 3 | Biopsia dia 4 Embrién C?Z;&:gzzcégnde
FISH array-CGH | completo FISH e
reanalisis
. tetraploide
Caso 1 tetraploide 46, XY , FISH
(6 células)
monosomia 16, 47,XY,+3
+ -
Caso 2 trisomia XXY ATXY .43 (68 células) array-CGH

Tabla 6. Comparacion de resultados de los 2 embriones reanalizados mediante FISH por presentar
resultado discordante entre la biopsia analizada por FISH y la analizada por array-CGH. Modificado a
partir de la tabla 1 del segundo articulo cuyos resultados han sido incluidos en la presente tesis doctoral
(Mir P, et al. False positive rate of an array-CGH platform for single-cell preimplantation genetic
screening and subsequent clinical application on day-3. J Assist Reprod Genet. 2013;30(1):143-9).

Analizando la capacidad de deteccion de aneuploidias por cromosoma de la técnica de array-
CGH, en estos 37 embriones, las 106 aneuploidias detectadas mediante array-CGH fueron todas
ellas confirmadas en el resto de células del blastocisto. De estas 106 aneuploidias, 49 (46,2%)
fueron para cromosomas no incluidos en el panel de 9 cromosomas analizados mediante FISH en
este estudio. Respecto al tipo de anomalia detectada, 67/106 (63.2%) fueron monosomias y
38/106 (35.8%) trisomias. En cambio, array-CGH no detectd la tetraploidia que si fue detectada
mediante FISH en dia 3.

4.2.2. Comparacion de la tasa de falsos positivos de la técnica de FISH versus la técnica de
array-CGH.

Para la consecucion de este objetivo, se reanalizaron 42 embriones previamente analizados
mediante array-CGH en biopsia de una blastémera en dia 3. En todos ellos, se reanaliz6 el
embrion completo mediante FISH en dia 5, y en los 42 embriones reanalizados se obtuvieron
sefiales de FISH interpretables. De ellos, en 41 casos (41/42; 97,6%), el diagnostico obtenido en
el reandlisis fue concordante con el obtenido previamente en la correspondiente biopsia de dia 3.
El Gnico embridn con resultado discordante, habia sido diagnosticado en la biopsia de dia 3 como
anormal con trisomia para el cromosoma 15 (47,XX,+15), mientras que el reanalisis del
blastocisto completo dio un resultado de embrién mayoritariamente euploide. En concreto, en las
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25 células analizadas: 22 células fueron euploide (46,XX); dos células tetraploides (92, XXXX);
y una célula fue 48,XX,+13,+21. A pesar de que el embrion present6 alguna célula anormal, la
aneuploidia detectada en la biopsia no estaba presente en estas células del embrion en dia 5, por
lo que este resultado fue considerado un falso positivo de la técnica de array-CGH.

De los 41 casos en los que el resultado del reandlisis del embrion mediante FISH fue concordante
con el resultado previamente obtenido en la biopsia en dia 3 mediante array-CGH, en 28 de ellos
(66,7%; 28/41) el resultado en todas las células del embrion fue exactamente el mismo vy, en los
restantes 12/42 (28,6%) embriones el diagndstico final también se confirmd, pero fueron
catalogados como embriones mosaicos. De estos 12 embriones mosaico, 8 (8/42; 19,1%) fueron
mosaicos aneuploides y 4 (4/42; 9,5%) mosaicos euploide-aneuploides.

Posteriormente, los resultados obtenidos en estos 12 embriones mosaico fueron clasificados segun
las aneuploidias detectadas: en 7 de ellos (7/42; 16,7%) se encontr6 al menos una de las
aneuploidias presentes en la biopsia en dia 3, pero no todas (grupo A), en 5/42 (11,9%) las
aneuploidias presentes eran complementarias a las encontradas en la biopsia dia 3 (grupo B), y en
el embrion restante (1/42; 2,4%) se encontraron las mismas aneuploidias que en la biopsia dia 3
y una aneuploidia adicional (grupo C).

En este objetivo, la tasa de falsos positivos para array-CGH en biopsia de dia 3 fue de 2,4% (1/42),
tasa comparable a la obtenida con FISH para el mismo tipo de biopsia en el objetivo 2 de la
presente tesis doctoral (2.7%; 1/37) y, a pesar de que en el estudio incluido en el objetivo 1 esta
misma tasa fue superior (5%; 4/80), las diferencias no fueron estadisticamente significativa entre
ninguna de ellas (Tabla 7).

Biopsia dia 3 array- Biopsia dia 3 FISH | Biopsia dia 3 FISH
CGH (Mir etal., 2013) | (Mir etal., 2010)* (Mir et al., 2013)

Embriones
reanalizados

Falsos positivos 1 (2,4%) 4 (5%) 1(2,7%)

42 80 37

Tabla 7. Comparativa de la tasa de falsos positivos obtenidos en biopsias de dia 3 mediante FISH para 9
cromosomas versus array-CGH. En todos los casos, las células restantes de los embriones en dia 5 fueron
extendidas y reanalizadas mediante FISH para los cromosomas relacionados con las aneuploidias
presentes (*Unicamente se incluyen los embriones cuyo diagndstico en dia 3 se realizd mediante FISH
para 9 cromosomas incluyendo rondas adicionales de hibridacion en los casos expuestos en el objetivo
primero de la presente tesis doctoral).

53



PUBLICACION CORRESPONDIENTE AL OBJETIVO 2

False positive rate of an array-CGH platform for
single-cell preimplantation genetic screening and

subsequent clinical application on day-3

J Assist Reprod Genet. 2013;30(1):143-9.

Pere Mir Pardo, Lorena Rodrigo, Amparo Mercader, Pilar Buendia, Emilia
Mateu, Miguel Milan-Sanchez, Vanessa Peinado, Antonio Pellicer, Jose

Remohi, Carlos Simén y Carmen Rubio.

54



J Assist Reprod Genet (2013) 30:143-149
DOI 10.1007/s10815-012-9918-4

GENETICS

False positive rate of an arrayCGH platform for single-cell
preimplantation genetic screening and subsequent clinical

application on day-3

Pere Mir - Lorena Rodrigo - Amparo Mercader - Pilar Buendia -

Emilia Mateu - Miguel Milan-Sdnchez - Vanessa Peinado -

Antonio Pellicer - Jose Remohi - Carlos Simén - Carmen Rubio

Received: 15 October 2012 / Accepted: 12 December 2012 /Published online: 20 December 2012

© Springer Science+Business Media New York 2012

Abstract In this work, false positive rate of an arrayCGH
platform for its use in day-3 single-blastomere analysis was
calculated. For this purpose, 38 embryos diagnosed as abnor-
mal on day-3 by FISH were re-biopsied on day-4. Single-cell
day-4 arrayCGH diagnosis was then performed. A successful
amplification was obtained in 97.4 % (37/38) of the day-4
cells analysed by arrayCGH. Day-3 FISH and day-4
arrayCGH diagnosis were concordant in 35/37 cases. The
two discordant embryos were spread and all the cells from
each embryo were re-analysed by FISH on day 5. The same
error rate (2.7 %) for day-3 FISH and day-4 arrayCGH was
obtained when comparing day-5 FISH re-analysis. After this
pre-clinical phase, the platform was used for day-3 arrayCGH
clinical application in 320 patients (1,760 embryos). Day-3

Capsule False positive rate of an arrayCGH platform was calculated
for single-blastomere analysis, resulting in high efficiency and
accuracy of the platform. Furthermore, an optimal reproductive
outcome was obtained when applied to a clinical program.
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amplification rate was 98.6 %. An optimal reproductive out-
come was obtained when applying arrayCGH to a clinical
program: clinical pregnancy rate per cycle of 38.4 % and
60.3 % per transference were obtained, with an implantation
rate of 53.5 %. Overall miscarriage rate was 10.6 %.
Additionally, day-5 FISH re-analysis was performed in 42 of
the embryos from the clinical phase, obtaining a concordance
rate of 97.6 % with day-3 arrayCGH.

Keywords arrayCGH - Blastomere biopsy - Day-3 PGS -
Day-5 FISH re-analysis

Introduction

Preimplantation Genetic Aneuploidy Screening (PGS) is
offered in many IVF centres to improve the reproductive
outcome of specific groups of patients. In particular, PGS
programs have widely employed fluorescence in situ
hybridisation (FISH) for screening numerical chromosome
anomalies in preimplantation embryos. Using this technique
on single day-3 blastomeres has led to reported improve-
ments in implantation and pregnancy rates in retrospective
studies of cases of advanced maternal age (AMA), severe
male factor (SMF) infertility, and recurrent miscarriage
(RM); the benefit of this analysis in couples with repetitive
implantation failure (RIF) has been more controversial [14].
Interestingly, a meta-analysis of the randomized control
trials (RCT) conducted in PGS indicated that FISH screen-
ing does not improve live birth rates in IVF patients and,
indeed, lowers live birth rates in AMA patients [11].
However, the results reported in these RCTs were attributed
to several methodological flaws [2, 16, 20, 22] and, more
recently, to the poor predictive value of day-3 FISH [18].
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Another complication of PGS is the time of biopsy. The
most common option has been day-3 embryo biopsy, but
this approach has been criticized arguing a reduction in
embryo viability due to the biopsy; in fact, a defective
biopsy could damage the embryo [22]. Further, embryo
mosaicism at cleavage stage and self-correction of aneuploi-
dies between cleavage stage and blastocyst stage have been
noted [6]. Recent studies, however, suggest that both phe-
nomena may be overestimated by day-3 FISH analysis [23,
29]. To avoid any kind of misdiagnosis due to embryo
mosaicism, polar bodies biopsies have been used [27], but
in those cases, only maternal genetic information is
obtained, thus all the paternal contribution as well as the
mitotic errors are missed. The third option is to biopsy
trophectoderm cells from blastocysts, considered less inva-
sive and with a high concordance between inner cell mass
and trophectoderm cells [1, 18].

Previous RCTs have been limited by the technique avail-
able for chromosomal analysis. Using a sequential FISH
protocol, only a selected panel of chromosomes, usually
between 9 and 12, could be analyzed simultaneously.
Additionally, the technique required cell fixation on a mi-
croscope slide. Poor spreading could result in low-quality
nuclei or even loss of chromatin with impairment on the
accuracy of the diagnosis [17, 26]. Indeed, misdiagnosis can
also result from overlapping signals, split signals, cross-
hybridisation, or polymorphisms [5]. However, some of
these limitations might be overcome by using different
strategies. For example, to improve FISH accuracy, addi-
tional probes could be incorporated to double-check for
dubious signals and false monosomies for certain chromo-
somes [3, 5, 10, 15, 19, 25]. Indeed, higher diagnosis
accuracy was obtained when performing these additional
hybridisation rounds comparing with embryos in which no
re-hybrisation rounds were used (95 % vs. 82.7 %; p=
0.0443) [15]. Despite this improvement, the limitation on
the number of tested chromosomes remained.

Recently, several approaches toward 24-chromosome anal-
ysis have been developed to improve clinical results by incor-
porating comprehensive chromosomal screening. These
approaches require whole-genome amplification (WGA) to
generate enough DNA for analysis. The first of these
approaches applied to PGS was comparative genomic hybrid-
isation (CGH) [28], in which the genome of interest is hybrid-
ized against a reference genome in a slide containing a
spreading of euploid human metaphases. More recently,
arrayCGH has emerged, providing higher resolution and more
rapid and automated diagnosis. This approach uses microarray
slides containing DNA spots representative of the human
genome. Two types of array platforms have been described
in PGS: arrayCGH and SNParray. In arrayCGH platforms the
spots can be clones of bacterial artificial chromosomes (BAC-
arrayCGH) or synthetic oligonucleotides (oligo-arrayCGH).
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In SNParray platforms, spots include SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) from all the genome and add to
the 24-chrosomsome analysis the possibility of haplotyping
the sample [8]. These advances based on array platforms, offer
the opportunity to increase the reliability and standardisation
of diagnosis for PGS, but the approaches need to be optimized
for clinical use.

In this study, we sought to evaluate the potential of a single-
cell adapted BAC-based arrayCGH platform for the detection
of aneuploidies in cleavage stage embryos. A single blasto-
mere from embryos previously diagnosed as abnormal by
day-3 FISH in our routine PGS program was analysed by
arrayCGH on day 4. Both diagnoses were then compared
and, in cases of discordant results, the remaining cells of the
embryo were fixed on day 5 and re-analysed by FISH. After
this pre-clinical study, the same platform was applied to an
initial set of patients who underwent day-3 arrayCGH diag-
nosis. Clinical results of these PGS cycles are presented.

Materials and methods

This prospective study was performed from October 2009 to
March 2012. The pre-clinical phase of the study was per-
formed from October 2009 to February 2010; subsequently,
arrayCGH was applied clinically.

Clinical protocol for PGS cycles by FISH

In our routine PGS program, all patients with a specific
clinical indication for PGS signed a specific informed consent
before undergoing PGS. Standardized ovarian stimulation
protocols were used and intracytoplasmic sperm injection
was performed in all cases. Fertilization was assessed 17—
20 h after microinjection, and embryo cleavage was recorded
every 24 h. Embryos were grown in IVF/CCM medium (1/1)
(Vitrolife, Goteborg, Sweden) until day 3, when embryo bi-
opsy was performed. Subsequently, embyos were cultured in
CCM medium with a monolayer of endometrial epithelial
cells until day 5 [12].

For biopsy, embryos were placed on a droplet containing a
Ca%/Mg“-free medium (G-PGD, Vitrolife, Goteborg,
Sweden), and the zona pellucida was perforated using acid
Tyrode’s solution or laser technology (OCTAX, Herbron,
Germany). A single blastomere was removed in embryos with
>5 nucleated blastomeres and <25 % of fragmentation degree.
Individual blastomeres were fixed on glass slides under an
inverted microscope, using a slightly modified Tarkowski’s
protocol with methanol-acetic acid (3:1) solution. FISH diag-
nosis included the analysis of nine chromosomes in two con-
secutive rounds of hybridisation: in the first round
chromosomes 13, 16, 18, 21, and 22 were analysed using
MultiVysion™ PB panel; in the second round chromosomes
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15,17, X, and Y were analysed using MultiVysion' ™ 4 Colour
Custom panel (Vysis, Inc., Downers Grove, IL, USA).
Additionally, re-hybridisation rounds using additional probes
were conducted to rescue non-informative or monosomic
results as previously described [15]. Chromosomally normal
embryos were transferred on day 5, and the surplus euploid
embryos cryopreserved.

Pre-clinical phase

In the pre-clinical phase, 38 embryos diagnosed on day 3 as
chromosomally abnormal by FISH were re-biopsied on day 4.
A second cell from each one of these embryos was biopsied
and analysed by arrayCGH on day 4. It was known prior to
arrayCGH analysis that the sample came from an embryo
known to have been given an aneuploid diagnosis by FISH.
Then, comparison of both diagnoses was then performed. In
cases of discordant results, day-5 re-analysis of the remaining
cells of the embryo was performed by FISH using probes for
the discordant chromosomes (Fig. 1).

Day-3 Embryo biopsy

l

Day-3 FISH
Euploid 38 abnormal
embryos embryos
Day-5 Transfer / Day-4
Cryopreservation arrayCGH
Concordant Discordant
Day-5 FISH
re-analysis

Fig. 1 Workflow of the validation phase. After performing our routine
day-3 FISH program, a second cell was biopsied on day 4 in 38 embryos
diagnosed as chromosomally abnormal. Single-cell arrayCGH diagnosis
was performed in those samples. Day-3 FISH and day-4 arrayCGH
diagnoses were compared, and, in cases of discordant results, the whole
day-5 embryo was fixed to be re-analysed by FISH using probes directed
to the discordant chromosomes

To perform day-4 arrayCGH analysis, a single cell from
each embryo was amplified using Sureplex ™ DNA amplifi-
cation system (BlueGnome, Cambridge, UK). Amplification
quality was ensured by gel electrophoresis (Lonza, Rockland,
USA). Then, sample and control DNA were labelled with Cy3
and Cy5 fluorophores, respectively. Labelling mixes were
combined and hybridised on a 24sure array (BlueGnome,
Cambridge, UK) for 6 to 12 h. Final results were obtained
on early day 5 using a laser scanner (710 Innoscan, Innopsys,
Carbonne, France; and Powerscanner, TECAN, Ménnedorf,
Switzerland). BlueFuse software was used to analyse data
(BlueGnome, Cambridge, UK). Analysis by arrayCGH was
completed in a 24-h protocol.

In cases of discordant results between day-3 FISH and day-4
arrayCGH, the remaining cells of the day-5 embryo were fixed
and re-analysed by FISH using probes directed to the discor-
dant chromosomes. Due to the limited number of chromo-
somes that can be analysed simultaneously, day-5 FISH
diagnoses were performed with knowledge of the chromo-
somes involved in the aneuploidies previously seen on day-3
and day-4, but without knowing what aneuploidies for these
chromosomes were. Day-5 embryos were fixed using a slightly
modified fixation method described in [9]. After removing
zona pellucida with Tyrode’s acid, day-5 embryos were placed
in a Ca**/Mg®" free medium (G-PGD, Vitrolife, Géteborg,
Sweden). Then, the whole embryo was fixed using a spreading
solution with 0.010 N HCI and Tween 20; when cytoplasm was
dissolved, nuclei were re-fixed with methanol-acetic acid.

Clinical application of arrayCGH

After the pre-clinical evaluation of the platform, patients
coming to our PGS program were offered the possibility of
undergoing day-3 PGS by arrayCGH instead of by FISH. A
total of 320 patients decided to undergo PGS by day-3
arrayCGH in these two-year clinical experience (March
2010-March 2012). The number of patients for each PGS
indication was: 106 for AMA, 96 for RM, 62 for RIF, 28 for
severe male factor (SMF), and 28 patients with a previous
chromosomally abnormal gestation as a principal indication
for PGS. RM indication included patients with at least 2
miscarriages, RIF patients with three or more previous IVF
attempts failed, and SMF patients with seminal parameters
severely affected. PGS was indicated for AMA, in patients
over 38 years old until May 2010. After that, the AMA
group was re-defined as patients over 40 years old due to
a retrospective analysis of the results from our lab [13]. Also
mixed indications were found in 47 of those 320 couples, in
which AMA was the secondary indication for 22 RM cou-
ples, 14 RIF couples and 7 couples with a previous chro-
mosomally abnormal gestation.

On day 3, a single blastomere was biopsied in the 1,760
embryos, and single-cell arrayCGH was performed using

@ Springer



146

J Assist Reprod Genet (2013) 30:143-149

the same 24-h protocol used in the validation phase.
ArrayCGH protocol started in the following morning, and
results were obtained on early day-5. Chromosomally nor-
mal embryos were transferred on day 5 of the corresponding
cycle and the surplus chromosomally normal embryos were
cryopreserved.

Re-analysis of the results of the clinical application phase

No special criteria in the selection of day-5 embryos for re-
analysis were followed. The only limitation to include abnor-
mal embryos in this study was their availability in the
corresponding IVF units. We requested aneuploid embryos
independtly of the affected chromosome, since we dispose
FISH-probes for all the chromosomes. After all, 42 embryos
diagnosed as chromosomally abnormal by arrayCGH in the
clinical phase were spread and fixed to be re-analysed by
FISH on day 5, using probes directed to the abnormal chro-
mosomes. In these embryos, the same fixation protocol de-
scribed in the validation phase was applied (Figs. 2 and 3).

Results

In the pre-clinical phase, a second cell was biopsied on day
4 from 38 embryos diagnosed as abnormal by FISH on day
3. A successful single-blastomere amplification was
obtained in 37/38 cells (97.4 %). Each of the 37 products
of amplification produced an interpretable arrayCGH result.
In 35/37 of those blastomeres (94.6 %), day-4 arrayCGH
confirmed day-3 FISH diagnosis: In 62.9 % of them (22/35),
arrayCGH showed only the same aneuploidies observed by
FISH; while in the remaining 37.1 % (13/35), additional
aneuploidies were observed by arrayCGH for chromosomes

| Day-3 Embryo biopsy |

|

| Day-3 arrayCGH |

N

42 abnormal
embryos

Euploid
embryos

| |

Day-5 Embryo fixation:
FISH re-analysis

Day-5 Transfer /
Cryopreservation

Fig. 2 Workflow of the clinical phase. Day-3 arrayCGH diagnosis was
performed on single blastomeres. Euploid embryos were transferred or
cyropreserved on day 5. To determine accuracy, 42 embryos diagnosed
as chromosomally abnormal on day 3 were re-analysed by day-5 FISH
using probes directed to the altered chromosomes
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not tested by FISH. The two remaining embryos (5.4 %)
exhibited discordant FISH and arrayCGH results; these em-
bryos were re-analysed by FISH on day 5 (Table 1). One of
them was diagnosed as tetraploid by FISH on day 3, but as
46, XY by arrayCGH. This embryo was arrested on day 5,
and the 6 cells of the embryo were determined to be tetra-
ploid by day-5 FISH. Thus, day-3 FISH diagnosis was
confirmed in this embryo. The second discordant embryo
showed monosomy 16 and trisomy XXY by day-3 FISH,
but was diagnosed as 47,XY+3 by arrayCGH. The whole
blastocyst was fixed on day 5, and 68 cells were analysed by
FISH for chromosomes 3, 16, X, and Y. In this case, the day-
4 arrayCGH result was confirmed in the whole blastocyst.

Regarding the type of abnormalities observed in those 37
embryos, the most common ones were chromosome loss
(n=67), followed by chromosome gain (n=38). Of those
106 aneuploidies, 49 (46.2 %) were for chromosomes not
analysed by FISH.

In the clinical phase of the study, a successful amplifica-
tion was obtained in 1,736 out of 1,760 blastomeres
(98.6 %). A total of 1,289 embryos were diagnosed as
abnormal (74.2 %) by arrayCGH. Of those abnormal em-
bryos, 262 (20.3 %) were diagnosed as chaotic, showing a
complex pattern of aneuploidies. Excluding chaotic embry-
0s, 31.6 % (325/1027) of the remaining abnormal embryos
exhibited aneuploidies only for the 9 chromosomes analysed
in our FISH program; 40.4 % (415/1027) had aneuploidies
for the typically-assessed chromosomes as well as for other
chromosomes; and 28 % (287/1027) of them had aneuploi-
dies only for chromosomes different from the 9 analysed in
our FISH program.

Day-5 FISH re-analysis of the abnormal embryos from the
clinical phase of the study showed 97.6 % (41/42) concor-
dance with day-3 arrayCGH diagnosis. The discordant em-
bryo was diagnosed as 47,XX,+15 by arrayCGH on day 3, but
FISH analysis of the whole embryo on day 5 detected the
following abnormalities: 2n,XX in 22 cells; 4n,XXXX in 2
cells; and 48,XX,+13,+21 in one cell.

Concerning the reproductive outcome of the 230 day-3
arrayCGH cycles, chromosomally normal embryos were
available for transfer in 204 cycles (63.7 %). A clinical
pregnancy was observed in 123 patients (38.4 % per cycle;
60.3 % per transference), with an implantation rate of
53.5 % (161 sacs/301 transferred embryos). Thirteen mis-
carriages were observed (10.6 %); consequently, successful
rates of ongoing pregnancy (33.1 % per cycle; 52 % per
transference) and of ongoing implantation rate (47.8 %)
were obtained. These results are described in Table 2
according to maternal age. Only in three of these miscar-
riages an hysteroembryoscopy could be performed, and all
of them were chromosomally normal (one case was a geme-
lar gestation with 46,XY karyotype, while the other two
miscarriages were 46,XX).
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Fig. 3 Images of one of the two discordant cases of the validation phase.
Day-3 FISH show 4 signals for each chromosome: red colour for chromo-
some 13, Aqua for 16, Blue for 18, Green for 21 and Gold for 22 (Multi-
VysionTM PB panel, Vysis, Inc., Downers Grove, IL, USA), meaning it was

Table 1 Comparison of discordant results obtained between day-3
FISH and day-4 arrayCGH diagnosis. In one case, day-3 FISH diag-
nosis was confirmed by day-5 FISH re-analysis; in the other, day-4
arrayCGH diagnosis was confirmed

Day-3 FISH Day-4 arrayCGH Day-5 FISH re-analysis
tetraploid 46,XY tetraploid (6 cells)®
monosomy 16, 47, XY+3 47,XY+3 (68 cells)*

trisomy XXY

#Only chromosomes involved in the aneuploidies previously observed
were tested for Day-5 FISH re-analysis

a tetraploid cell. However, day-4 arrayCGH show a euploid pattern, and
finally day-5 FISH using the same probes used on day 3 corroborate FISH
diagnosis at cleavage stage. It is worth mentioned that as it was an arrested
embryo on day-5, only 6 cells could be re-analysed

Table 2 Clinical results of day-3 PGS by arrayCGH, divided into two
age groups: patients up to 40 years old and patients over 40

<40 years >40 years Total
No. of cycles 232 88 320
Mean age (SD) 36.3 (3.0) 42.0 (1.1) 37.9 3.7)
% Embryo transfers 73.3 38.6 63.7
% Abnormal embryos 68.3 88.1 73.6
Pregnancy rate/transfer 58.2 67.6 59.8
Pregnancy rate/cycle 42.7 26.1 37.5
Implantation rate 51.3 63.0 535
Miscarriage rate 12.1 34 10.6
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Discussion

This study is focused on the evaluation of a BAC-based
array CGH platform for aneuploidy detection in cleavage
stage embryos and in the subsequent clinical application of
this platform. In the pre-clinical phase of the study, the
platform was able to detect those aneuploidies found by
FISH on day 3. Moreover, arrayCGH detected additional
aneuploidies for chromosomes not analysed by FISH, and
the error rate for both techniques was the same (2.7 %). This
error rate is in accordance with other validation studies
performed using array platforms for PGS [4, 7, 24].

Two discordant results between day-3 FISH and day-4
arrayCGH were observed in the pre-clinical phase. Day-5
FISH re-analyses of the whole embryo indicated that: one
case could have been a day-3 FISH misdiagnosis, because
all cells on day 5 exhibited the chromosomal abnormality
detected by day-4 arrayCGH instead of the one detected by
day-3 FISH; while the second case could be explained as a
day-4 arrayCGH misdiagnosis, likely due to the inability of
the arrayCGH technique to detect full tetraploidies [7].

Later on, in the clinical application period, one discordant
result was observed between day-3 arrayCGH and day-5
FISH re-analysis of the remaining cells of the embryo.
Day-3 arrayCGH result was 47, XX, +15, but 22 out of
the 25 cells analysed by day-5 FISH were chromosomally
normal and the remaining three cells were abnormal: two
tetraploid cells and one aneuploid cell (48,XX,+13,+21).
This discordance might result from two main scenarios:
(1) a technical artefact, or (2) a misdiagnosis due to embryo
mosaicism at the cleavage stage if mosaicism was originated
on day-2 and/or day-3 cell divisions and one of the abnor-
mal cells was biopsied.

Therefore, both FISH and arrayCGH techniques have
limitations. In the case of FISH, the major limitation stems
from the limited number of chromosomes that can be ana-
lysed simultaneously; additionally, the technical difficulty of
nuclear fixation can impede diagnosis in some cases. In
arrayCGH, the ability to amplify enough DNA from one
cell had been a major limitation. Improved amplification
protocols, however, have led to amplification rates around
98-99 %. Nonetheless, arrayCGH remains unable to detect
all tetraploid embryos. Some tetraploidies will be detected
(e.g., if they carry an imbalance of sex chromosomes), and
software devices are continuously being implemented to
improve the accuracy of tetraploidy detection. In our pre-
clinical study, the error rate due to this limitation was 2.7 %,
but the number of samples analysed was very low. Further,
some types of polyploid embryos are more prone to arrest
during preimplantation development [21], and therefore
would not have been selected for transfer. In fact, the tetra-
ploid embryo diagnosed as euploid by day-4 arrayCGH in
our study was arrested. Taking into account all these aspects,
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the estimated misdiagnosis rate due to non-detection of a
polyploidy is below 0.2 % [7].

Day-3 arrayCGH results of the clinical application
phase showed aneuploidies involving all chromosomes.
Importantly, 28.0 % of the embryos analysed would
have been diagnosed as normal by FISH using our 9-
chromosome panel (chromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22,
X, and Y). The number of abnormal embryos detected by
arrayCGH was 74.3 %, and 63.7 % of the cycles had euploid
embryos for transference. Moreover the higher pregnancy rate
per transfer was achieved in patients over 40 years old, prob-
ably reflecting that in older patients the main problem to
obtain a healthy baby at home is their higher risk of producing
aneuploid embryos.

In conclusion, this study shows a BAC-based arrayCGH
platform that offers a rapid and standardised method for the
screening of all chromosomes in PGS. Although the false
negative rate could not be detected with this study design,
the false positive rate was 2.4 %. Moreover, good clinical
results were obtained, confirming the usefulness of this plat-
form for single-cell analysis in routine clinical diagnosis.
Despite the limitations of single-cell FISH technology, it has
been shown in this work that the re-analysis of day-5 embryos
by FISH can be used to corroborate if the anomalies observed
at cleavage stage were still present on day-5 embryos.
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4.3. Objetivo 3: Comparacion de la tasa de falsos positivos con array-CGH en biopsias de dia 3
versus biopsias de trofoectodermo.

4.3.1. Analisis de los resultados considerando el diagnéstico por embrion.

Se incluyeron 109 embriones previamente diagnosticados como aneuploides mediante array-
CGH en el programa de DGP-A, 50 de ellos tras biopsia dia 3 (n=50) y 59 tras biopsia de
trofoectodermo.

e Embriones con biopsia en dia 3: el reanalisis del blastocisto completo mediante array-CGH
confirmo el diagnostico en 49/50 casos (98%), y Unicamente en un embrién (1/50; 2%) el
diagnostico encontrado en la biopsia no fue confirmado en el blastocisto completo. De estos
49 embriones con diagnoéstico confirmado, el diagnostico de array-CGH en el blastocisto
completo fue exactamente el mismo que en la biopsia de dia 3 en 37/50 (74%) vy, en los
restantes 12/50 (24%), el diagnéstico final fue también aneuploide pero fueron catalogados
como embriones “mosaico aneuploide”. De estos 12 embriones “mosaico aneuploide”, en
6 de ellos (6/50; 12%) se encontrd al menos una de las aneuploidias presentes en la biopsia,
pero no todas (grupo A), en 4/50 (8%) las aneuploidias presentes eran complementarias a
las encontradas en la biopsia (grupo B), y en 2/50 (4%) se encontraron las mismas
aneuploidias que en la biopsia méas alguna aneuploidia adicional (grupo C).

En el Unico caso de no concordancia (1/50; 2%), la biopsia de blastomera analizada
mediante array-CGH dio un resultado claro de monosomia 18 (45,XY,-18), mientras que
en el reanalisis del embrién completo se obtuvo un resultado euploide segun el software de
analisis. A pesar de ello, el patrdn ofrecido por el software de anlisis fue compatible con
un embrién mosaico 46,XY/45,XY,-18 (Figura 11).

Day-3 arrayCGH

Day-5 arrayCGH of the whole embryo

2 Mosaic day-5 embryo: monosomy 18/euploid

o

Figura 11. Ejemplo de embrion analizado mediante array-CGH en dia 3 resultado fue no
concordante con en el reandlisis del embrién completo en dia 5 mediante array-CGH. Esta figura
corresponde a la figura 1 del tercer articulo cuyos resultados han sido incluidos en la presente tesis
doctoral (Mir P, et al. Confirmation rates of array-CGH in day-3 embryo and blastocyst biopsies
for preimplantation genetic screening. J Assist Reprod Genet. 2016, 33:59-66).
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e Embriones con biopsia de trofoectodermo: el reandlisis del embrién completo mediante
array-CGH, confirmé el diagndstico en 57/59 casos (96.6%). De estos 57 embriones con
diagnéstico confirmado, el diagndstico de array-CGH en el blastocisto completo fue
exactamente el mismo que en la biopsia de trofoectodermo en 48/59 (81,4%) y en los
restantes 9/59 (15,2%), el diagndstico final fue también aneuploide pero fueron catalogados
como embriones “mosaico aneuploide”. De estos 9 embriones “mosaico aneuploide”, en 7
de ellos 7/59 (11,9%), se encontrd al menos una de las aneuploidias presentes en la biopsia,
pero no todas (grupo A).

En los dos embriones restantes (2/59; 3,4%), las aneuploidias presentes eran
complementarias a las encontradas en la biopsia de trofoectodermo (grupo B). En este
grupo, no hubo ningun blastocisto completo que presentara alguna aneuploidia adicional a
la observadas en la biopsia de trofoectodermo (grupo C).

Los dos embriones cuyo resultado de la biopsia no fue confirmado en el embrién (2/59;
3,4%) fueron diagnosticados como euploides. En la figura 12, se muestra el ejemplo de uno
de ellos, en el cual la biopsia de trofoectodermo analizada mediante array-CGH mostré una
trisomia para el cromosoma 7 (47,XY,+7), mientras que el reanalisis del blastocisto
completo mostrd un patrén euploide (46,XY).

El otro caso fue una biopsia de trofoectodermo diagnosticada como 48,XY,+1+4, en la que
el reanalisis del blastocisto completo mostro un patron euploide (46,XY).

arrayCGH of the trophectoderm

rvw;.& mw“-w. el A b Taned

- arrayCGH of the whole embryo

w PR e i gy PR N0 g B, 9’:9,-"'-9.‘.&.‘ pe—_ *%

Figura 12. Ejemplo de uno de los dos embriones analizados mediante array-CGH en biopsia de
trofoectodermo, cuyo resultado fue no concordante con en el reanalisis del blastocisto completo
mediante array-CGH. Esta figura corresponde a la figura 2 del tercer articulo cuyos resultados han
sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Confirmation rates of array-CGH in day-
3 embryo and blastocyst biopsies for preimplantation genetic screening. J Assist Reprod Genet.
2016, 33:59-66).
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Segun estos resultados, la tasa de falsos positivos seria de 2% (1/50) para biopsias de dia 3
y de 3,4% (2/59) para las biopsias de trofoectodermo. Ninguna de las diferencias entre
grupos de los dos tipos de biopsia fue estadisticamente significativa (Tabla 8).

Reanalisis embrion Biopsia Biopsia
completo blastbmera | trofoectodermo
Anormal uniforme 37 (74%) 48 (81,4%)
Grupo A | 6 (12%) 7 (11,9%)
Confirmado
Mosaico aneuploide |Grupo B 4 (8%) 2 (3,4%)

Grupo C 2 (4%)

Mosaico euploide-aneuploide* 1 (2%)
No confirmado

Normal uniforme* 2 (3,4%)

TOTAL 50 59

Tabla 8. Comparacion de la tasa de confirmacion de diagndstico en ambos tipos de biopsia (dia 3
vs. trofoectodermo), comparado con los resultados obtenidos en el reanalisis de los 109 blastocistos
completos mediante array-CGH. Esta tabla se corresponde con la tabla 1 del tercer articulo cuyos
resultados han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Confirmation rates of array-
CGH in day-3 embryo and blastocyst biopsies for preimplantation genetic screening. J Assist
Reprod Genet. 2016, 33:59-66).

4.3.2. Analisis de los resultados considerando el diagnéstico por cromosoma.

Finalmente, respecto a la capacidad de deteccidn de aneuploidias por cromosoma, en ambos tipos
de biopsia la tasa de concordancia global fue muy elevada: 98,8% (1186/1200) para biopsias de
dia 3 y 98,5% (1395/1416) para biopsias de trofoectodermo. Si se considera la concordancia
individualmente por cromosomas, en ambos casos para la mayoria de cromosomas la deteccion
fue del 100%, siendo el porcentaje inferior en biopsias de dia 3 para el cromosoma 22 (94%;
47/50), y en biopsias de trofoectodermo para el cromosoma 13 (93,2%; 55/59) (Tabla 9).
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Biopsia dia 3 Biopsia trofoectodermo
Cromosoma | Analisis | MIS™O Taa | Analisis Mismo rasa
biopsia () resulta_ldo en [ confirmacién hiopsia () resulta}do en | confirmacion

blastocisto (n) (%) blastocisto (n) (%)

1 50 50 100 59 58 98,3
2 50 49 98 59 57 96,6
3 50 49 98 59 59 100
4 50 50 100 59 58 98,3
5 50 50 100 59 58 98,3
6 50 50 100 59 58 98,3
7 50 50 100 59 58 98,3
8 50 50 100 59 59 100
9 50 50 100 59 59 100
10 50 50 100 59 59 100
11 50 50 100 59 58 98,3
12 50 50 100 59 59 100
13 50 49 98 59 55 93,2
14 50 48 96 59 58 98,3
15 50 48 96 59 58 98,3
16 50 50 100 59 57 96,6
17 50 50 100 59 58 98,3
18 50 49 98 59 59 100
19 50 48 96 59 57 96,6
20 50 50 100 59 57 96,6
21 50 49 98 59 59 100
22 50 47 94 59 59 100
X 50 50 100 59 59 100
Y 50 50 100 59 59 100
TOTAL 1200 1186 98,8 1416 1395 98,5

Tabla 9. Resumen de la capacidad de deteccién de aneuploidias por cromosoma en ambos tipos de biopsia
(blastomera vs trofoectodermo), comparado con los resultados por cromosoma obtenidos en el reanalisis
de los embriones enteros mediante array-CGH. Esta tabla corresponde a la tabla 2 del tercer articulo
cuyos resultados han sido incluidos en la presente tesis doctoral (Mir P, et al. Confirmation rates of array-
CGH in day-3 embryo and blastocyst biopsies for preimplantation genetic screening. J Assist Reprod
Genet. 2016, 33:59-66).
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Abstract

Purpose The purpose of this study was to compare the con-
firmation rate of day-3 embryo biopsy (blastomere) and
trophectoderm biopsy using array-comparative genomic hy-
bridization (array-CGH) technology.

Methods A blinded study was conducted to re-analyse 109
embryos previously diagnosed as chromosomally abnormal
by array-CGH. Preimplantation genetic screening (PGS) was
performed using array-CGH on day 3 (n=50) or day 5 (n=59).
Partial chromosome gains or losses were excluded (n=6), and
only whole chromosome aneuploidies were considered. Re-
analysis of whole blastocysts was carried out following the
same array-CGH protocol used for PGS.

Results The PGS result was confirmed in the whole blastocyst
in (a) 49/50 (98 %) abnormal embryos after day-3 biopsy and
(b) 57/59 (96.6 %) abnormal embryos after trophectoderm
biopsy. One embryo (1/50; 2 %) was diagnosed as abnormal,
with monosomy 18, on day 3, and software analysis of the
whole blastocyst gave a euploid result; however, a mosaic
pattern was observed for monosomy 18 in the whole blasto-
cyst. Two trophectoderm biopsy cases (3.4 %) did not have
the abnormalities (trisomy 7, and trisomy 1 and 4, respective-
ly) verified in the whole embryo. Concordance rates for both

Capsule Similar false positive rate of array-CGH technique applied to
preimplantation genetic screening on day-3 and trophectoderm embryo
biopsies.

< P. Mir
pere.mir@igenomix.com

! IGENOMIX, Parc Cientific de la Universitat de Valéncia,
C/Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna, Valencia, Spain

IVI-Valencia, Pza.Policia Local, 3, 46015 Valencia, Valencia, Spain
IVI-Zaragoza, Poetisa Maria Zambrano, 31, 50018 Zaragoza, Spain

biopsy strategies and for individual chromosomes were eval-
uated by Fisher’s exact test and showed no significant
differences.

Conclusions Both types of biopsies showed similar high con-
cordance rates with whole blastocyst results. Therefore, re-
garding the confirmation rates shown in this work, day-3 em-
bryo biopsies can be representative of the whole embryo and
both types of biopsy can be used for clinical analysis in PGS
following the described array-CGH protocol.

Keywords Array-CGH - Embryo biopsy - Preimplantation -
Mosaicism - False-positive rate

Introduction

Preimplantation genetic screening (PGS) is an early method to
detect aneuploidies in preimplantation embryos. Those em-
bryos diagnosed as chromosomally abnormal will be
discarded, while chromosomally normal embryos will be can-
didates for transfer to the maternal uterus. Historically, in
in vitro fertilization (IVF) or intracytoplasmic sperm injection
(ICSI) treatments, embryos have been selected for transfer
using some morphological parameters as well as their
in vitro development. The introduction of PGS in IVF settings
enables embryos to be selected first by their chromosomal
status and second by morphology and development status
among the chromosomally normal ones. PGS can be offered
to patients with an increased risk of having a higher percent-
age of chromosomally abnormal embryos, with the aim of
improving their reproductive outcome. By transferring only
chromosomally normal embryos, pregnancy and implantation
rates are expected to be higher and miscarriage rates are ex-
pected to be lower, due to the reduced likelihood of implanta-
tion of chromosomally abnormal embryos (mainly embryos
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lacking one or more chromosomes) and because about 50-60 %
of miscarriages in the first trimester result from chromosomal
abnormalities in the foetus [1, 2]. The most common clinical
indications for PGS include patients with advanced mater-
nal age (AMA), recurrent pregnancy-loss couples (RPL),
couples having repetitive implantation failures (RIF), and
severe male-factor infertility cases (SMF). Moreover, any
couple having a previous known aneuploid pregnancy can
be counselled to undergo PGS during subsequent attempts.

Currently, array-comparative genomic hybridization (CGH)
is the technique most commonly used for PGS; quantitative
fluorescence-polymerase chain reaction (QF-PCR) and single-
nucleotide polymorphism (SNP) array are also used. Recently,
next-generation sequencing (NGS) has emerged as a promising
technique for PGS [3, 4]. Independently of the technique applied,
there is a common agreement that screening methods that include
all 24 chromosomes must provide robust and reliable results with
low false-positive and false-negative rates no higher than 1-3 %,
as well as a “no-calling” rate lower than 2 % [3, 5].

For any screening method, the genetic material is obtained
through embryo biopsy. Three approaches are available: polar
body biopsy (requires the analysis of both first and second polar
bodies, retrieved on the day of fertilization), blastomere biopsy
or cleavage-stage biopsy (single-cell day-3 embryo biopsy), and
trophectoderm biopsy (day-5 and/or day-6 embryo biopsy).
Polar body biopsy has been used in preimplantation analysis
[6, 7] and provides only maternal genetic information. Day-3
embryo biopsies enable a fresh embryo transfer of blastocysts
on day 5 of the same cycle. In contrast, trophectoderm biopsies
require embryo vitrification and embryo transfer in a subsequent
cycle, or a day-5 embryo biopsy along with a day-6
fresh embryo transfer.

Currently, blastomere and trophectoderm biopsies are the
two main approaches used for PGS, but there is a trend towards
trophectoderm biopsies. Day-3 embryo biopsy has been highly
criticized because of a high degree of mosaicism in cleavage-
stage embryos and the possibility of self-correction of aneu-
ploidies from cleavage to blastocyst stage; therefore,
trophectoderm biopsy has been suggested as the most reliable
option for PGS [8]. At this stage, the embryos have undergone
their first cellular differentiation resulting in two cell lineages:
the inner cell mass (the cells that will form the embryo) and the
trophectoderm cells (that will form the extraembryonic tissues).
Thus, the biopsy of trophectoderm cells would not adversely
affect embryo development. Moreover, the identical genetic
constitutions of both groups of cells from the same embryo have
been demonstrated [9, 10].

The aim of this work is to compare the confirmation rate of
PGS results obtained on day-3 embryo biopsies (cleavage
stage) and blastocyst biopsies (trophectoderm biopsy) using
the same array-CGH protocol. Thus, the usefulness of both
embryo biopsy strategies for PGS will be tested from the ge-
netic point of view.

@ Springer

Materials and methods

A blinded study was performed to re-analyse 115 embryos
from a PGS programme, originally diagnosed as chromosom-
ally abnormal by array-CGH technique. Embryos having par-
tial chromosome gains and losses were excluded from the
study, since at the moment of collecting data for the study
there was no consensus about the clinical impact of these
unbalances, and only whole chromosome aneuploidies were
considered. Six embryos (5.2 %) that were carriers of a seg-
mental imbalance were excluded from the study. A total of
109 blastocysts from 58 patients were included in the study.
Embryo biopsy was performed either on day 3 (26 patients,
mean female age of 38.6) or day 5 (32 patients, mean female
age of 36.9). The day-5 embryo biopsy was performed on
cases with >12MII oocytes or with >6 good-quality embryos
on day 3; in the rest of the cases, day-3 embryo biopsy was
performed. Following these criteria, PGS was performed on
day-3 biopsies in 50 out of the 109 embryos, and on day-5
biopsies in the remaining 59 embryos. Re-analysis of the
whole 109 blastocysts was carried out following the same
array-CGH protocol used for PGS. The manufacturer’s
array-CGH scoring criteria were used to define embryos as
euploid or aneuploid (BlueGnome Ltd., Cambridge, UK).
After scoring the re-analysed blastocysts, array-CGH results
were compared between the embryo biopsy and the whole
blastocyst of the same embryo, first for the chromosomal sta-
tus of the embryo and second for the confirmation rates per
individual chromosome. Regarding the chromosomal status of
the embryo, re-analysed embryos were divided according to
previously described categories in Delhanty et al. [11] as nor-
mal, uniformly aneuploid, mosaic diploid-aneuploid, mosaic
aneuploid and chaotic. In addition, the group of mosaic aneu-
ploid re-analysed embryos were further analysed and divided
into three groups according to their results per chromosome:
(i) group A comprises embryos having not all but at least one
of the aneuploidies present in the biopsy; group B comprises
chromosomally abnormal embryos showing a complementary
aneuploidy for a given chromosome (e.g. monosomy versus
trisomy); and group C comprises embryos for which all aneu-
ploidies present in the biopsy were observed plus any addi-
tional aneuploidies.

The present study has been approved by the CEIC (Spanish
ethical committee of clinical investigation). It is a biomedical
study not implying any contact with human beings (only em-
bryo biopsies); moreover, in this blinded study, all the samples
were anonymized before re-analysis.

All patients included in the study signed a consent form
that includes all the possible pitfalls that may happen in PGS
analysis and the possibility for re-analysis of the abnormal
embryos. In all the cases, patients underwent controlled ovar-
ian stimulation using standardized protocols and ICSI was
performed [12]. Fertilization was assessed about 17-20 h after
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ICSI, and embryo development was recorded every 24 h until
the day of embryo transfer. Embryos were cultured in IVF/
CCM medium (Vitrolife, Goteborg, Sweden) until day 3 of
embryo development, then cultured in CCM medium in a co-
culture with a monolayer of endometrial epithelial cells until
day 5 [13]. For the cases of day-3 embryo biopsy, only em-
bryos with five or more nucleated blastomeres and less than
25 % fragmentation degree were biopsied. Day-3 embryo bi-
opsy can be summarized as follows: embryos were placed on
a droplet containing Ca®*/Mg*"-free medium (G-PGD,
Vitrolife, Goteborg, Sweden/LifeGlobal, Guilford, CT), the
zona pellucida was perforated by pulses of laser (OCTAX,
Herborn, Germany), and one blastomere was withdrawn from
each embryo. Then, individual blastomeres were placed in
0.2-mL PCR tubes containing 2 uL. PBS. For blastomere
washing and handling, 1 % polyvinylpyrrolidone (PVP) was
used. Euploid embryos were candidates to be transferred on
day 5, and surplus euploid embryos were vitrified either on
day 5 or on day 6. For the cases of trophectoderm biopsy,
embryos were biopsied using CCM medium. Laser technolo-
gy was used to perform the biopsy by using about four to six
laser pulses to cut the trophectoderm cells inside the aspiration
pipette. Then, trophectoderm biopsies were placed in 0.2-mL
PCR tubes containing 2 pL. PBS by the same washing in PVP
drops than for day-3 biopsies. Also, the same washing method
using PVP was performed to introduce whole day-5 blasto-
cysts to be re-analysed.

To analyse all the three types of samples (blastomere biop-
sies, trophectoderm biopsies and whole blastocysts), the same
array-CGH platform was used (24sure® v.3 platform;
BlueGnome Ltd., Cambridge, UK). This platform was previ-
ously validated in our laboratory before being applied for clin-
ical purposes [14]. A whole genome amplification (WGA)
protocol was performed in all individual samples
(Sureplex®; BlueGnome Ltd. Cambridge, UK). After WGA,
the same 24-h array-CGH protocol was performed, including
DNA labelling, hybridization, washing, scanning and data
analysis (24sure® v.3 platform; BlueGnome Ltd. Cambridge,
UK). Embryos were diagnosed as chromosomally normal,
abnormal or chaotic abnormal. Chaotic embryos were defined
as those showing a complex pattern of aneuploidies, involving
more than six chromosomes, as previously described [14]. For
the analysis of whole blastocyst samples, the presence of mo-
saicism was predicted according to the Log, ratio results ob-
tained in a previous experimental study using the same array-
CGH platform where mosaic blastocyst samples were simu-
lated using groups of 100 cells, mixing euploid and aneuploid
cells within the following ratios: 0:100, 25:75, 50:50, 75:25
and 100:0 [15]. The array-CGH manufacturer establishes a
Log; ratio threshold of 0.3 for a result to be considered nor-
mal (taking into account the average Log, ratio deviation
ranging from 0.07 to 0.15). In the experimental study, when
samples had 25 % of abnormal cells, the Log, ratio was

increased but not above the 0.3 threshold; with 50 % of ab-
normal cells, the Log, ratio was always above the 0.3 thresh-
old, and with 100 % of abnormal cells, the Log, ratio was 0.4
(with standard deviation of 0.08 to 0.1) [15].

Results

After comparison of the array-CGH results on embryo biopsies
and in the whole blastocyst of the corresponding embryo, the
overall confirmation rate for day-3 embryo biopsies was 98 %
(49/50) and 96.6 % (57/59) for trophectoderm biopsies. In
detail, for day-3 embryo biopsies, 37/50 (74 %) embryos were
uniformly aneuploid, 12/50 (24 %) were consistent with a
mosaic aneuploid pattern and only one blastocyst (1/50; 2 %)
was diagnosed as euploid by software analysis. However, the
re-analysis of the whole blastocyst showed a profile compati-
ble with mosaicism for the same monosomy 18 observed in the
original biopsy (Fig. 1). This embryo was considered as
euploid-aneuploid mosaic because the average Log, ratio for
chromosome 18 was —0.34. This would be the only case con-
sidered a false-positive, yielding a 2 % (1/50) false-positive
rate for array-CGH in day-3 embryo biopsies. Among the 12
embryos showing a mosaic aneuploid pattern, in 6/50 (12 %),
not all but at least one day-3 aneuploidy was still present in the
whole embryo (group A); in 4/50 (8 %) whole blastocysts, the
complementary aneuploidy for a given chromosome (e.g.
monosomy versus trisomy) was present (group B); and in
two of them, 2/50 (4 %), all aneuploidies present in the biopsy
were observed in the re-analysed blastocyst but also an addi-
tional chromosome loss was detected (group C).

For trophectoderm embryo biopsies, 48/59 (81.4 %) embry-
os were uniformly aneuploid, 9/59 (15.2 %) were consistent
with a mosaic aneuploid pattern and only two embryos were
euploid (2/59; 3.4 %). None of the abnormalities present on the
trophectoderm biopsies for these two embryos (trisomy 7 and
trisomy 1 and 4, respectively) were observed in the blastocyst
analysis (Fig. 2). Therefore, the false-positive rate for array-
CGH in trophectoderm biopsies in this study was 3.4 %.
Among the nine embryos showing a mosaic aneuploid pattern,
in 7/59 (11.9 %), at least one aneuploidy observed in the
trophectoderm biopsy was still present in the blastocyst analysis
(group A), and in 2/59 (3.4 %) cases, the whole blastocyst
showed a complementary aneuploidy for a given chromosome
(group B). There was no embryo in group C category showing
any additional aneuploidies in the whole blastocyst compared to
trophectoderm biopsies. Statistical analysis of the results in each
subgroup for both biopsy strategies evaluated by Fisher’s exact
test showed no significant differences in any case (Table 1).

Regarding confirmation rates per individual chromosomes,
most of the chromosomes showed 100 % concordance in both
types of biopsies. In fact, the overall confirmation rate per
individual chromosome was 98.8 % for day-3 embryos
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Fig. 1 The no concordant result for day-3 embryo biopsy cases com-
pared to re-analysis of the whole blastocyst. The top image shows the
array-CGH result of the day-3 embryo biopsy sample (result: 45,XX,-18).
The bottom image corresponds to the array-CGH profile of the whole

(ranging from 94 to 100 %) and 98.5 % for trophectoderm
biopsies (93.2 to 100 %). The lowest confirmation rate in day-
3 cases was 94 % for chromosome 22, and in trophectoderm
biopsies, the lowest was 93.2 % for chromosome 13 (Table 2),
but no statistical differences were observed for any of the
chromosomes.

Discussion

This study shows high and similar confirmation rates of PGS
results when re-analysing the whole blastocyst in both types of
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blastocyst analysis from the same embryo (result: software analysis gives
a euploid result; however, a pattern of mosaic 46,XX/45,XX,-18 can be
observed, and the Log, ratio Ch1/Ch2 is —0.38, and it can be considered
as abnormal below —0.40)

embryo biopsy strategies tested (blastomere and
trophectoderm biopsies). Moreover, the confirmation rate per
individual chromosome was also very high.

Any technique selected for the screening of all 24 chromo-
somes in PGS should offer reliable and timely results.
Furthermore, every technique should be applied in clinical
programmes only after their validation using a well-
established technique. Array-CGH platforms were tested by
comparing them to the fluorescence in situ hybridization
(FISH) technique before applying array-CGH for clinical di-
agnosis. Those studies showed a very low number of embryos
with “no results” (from 1.4 to 2.9 %) as well as low false-
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analysis of the whole blastocyst. The fop image shows the array-CGH cyst analysis from the same embryo (result: 46,XY)
result of the trophectoderm biopsy sample (result: 47,XYX,+7). The

positive rates, from 1.9 to 2.7 %, when comparing the array-

CGH result of the biopsy to the reconfirmation results of the  [14, 16, 17].

bottom image corresponds to the array-CGH profile of the whole blasto-

remaining cells of the day-5 embryos using FISH technique

Table 1  Results of the re-analysis of 109 whole blastocysts, divided by the type of confirmation when compared with the previous PGS analysis. The
not-confirmed group can be categorized as mosaic euploid-aneuploid according to the categories previously described in Delhanty et al. (1997)

Day-3 PGS Trophectoderm PGS p value
Confirmed Uniformly abnormal 37 (74 %) 48 (81.4 %) ns
Mosaic aneuploid-aneuploid 12 (24 %) 9 (15.2 %) ns
Not confirmed 12 %) 2 (3.4 %) ns
Total 50 59 -

ns not significant
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Table2 Confirmation rate per individual chromosome in both types of
embryo biopsy

Chromosome D3  BTC Confirmation D5 BTC Confirmation

1 50 50 100 % 59 58 983 %
2 50 49 98 % 59 57 96.6 %
3 50 49 98 % 59 59 100.0 %
4 50 50 100 % 59 58 983 %
5 50 50 100 % 59 58 983 %
6 50 50 100 % 59 58 983 %
7 50 50 100 % 59 58 983 %
8 50 50 100 % 59 59 100.0 %
9 50 50 100 % 59 59 100.0 %
10 50 50 100 % 59 59 100.0 %
11 50 50 100 % 59 58 983 %
12 50 50 100 % 59 59 100.0 %
13 50 49 98 % 59 55 932 %
14 50 48 96 % 59 58 983 %
15 50 48 96 % 59 58 983 %
16 50 50 100 % 59 57 96.6 %
17 50 50 100 % 59 58 983 %
18 50 49 98 % 59 59 100.0 %
19 50 48 96 % 59 57 96.6 %
20 50 50 100 % 59 57 96.6 %
21 50 49 98 % 59 59 100.0 %
22 50 47 94 % 59 59 100.0 %
X 50 50 100 % 59 59 100.0 %
Y 50 50 100 % 59 59 100.0 %
Total Chr 1200 1186 98.8 % 1416 1395 98.5 %

D3 day-3 PGS cases, BTC whole blastocyst samples having the same
result compared with the PGS result, D5 trophectoderm PGS cases

Array-CGH has been applied for PGS mainly in day 3 and
in trophectoderm biopsies. The number of PGS cycles per-
formed using trophectoderm biopsies is increasing worldwide
compared to the number of PGS cycles following day-3 em-
bryo biopsies. This trend towards trophectoderm biopsies for
PGS can be explained mainly by improved embryo culture
conditions that allow a higher number of good-quality blasto-
cysts to be biopsied and also by improved vitrification systems
[18] that provide nearly 100 % embryo survival after the
freezing/thawing process. Moreover, day-3 embryo biopsy
was highly criticized in favour of trophectoderm biopsy be-
cause of a high degree of embryo mosaicism at the cleavage
stage, as well as some potential for aneuploidy self-correction
during embryo development, implying that a more accurate
analysis would result if biopsy was performed on
trophectoderm rather than on day-3 embryos [8]. However,
the present work shows a very high confirmation rate per
individual chromosome in both types of embryo biopsies
(98.8 % for day 3 versus 98.5 % for trophectoderm), and these
rates are also reflected in high confirmation rates of the PGS
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diagnosis per embryo (98 % for day 3 versus 97.6 % for
trophectoderm).

The latest RCT performed in male-factor patients using the
strategy of performing the array-CGH technique on day-3
embryo biopsies and fresh embryo transfer on day 5 shows
an ongoing pregnancy rate per PGS cycle of 66.7 %, statisti-
cally superior to the ongoing pregnancy rate of the control
group of male-factor patients without PGS (42.8 %) [19].
Similarly, another RCT using array-CGH on trophectoderm
biopsies presents an ongoing pregnancy rate of 69.1 % in
young good-prognosis patients that underwent PGS compared
to 41.7 % in patients of the same age range but without PGS
[20]. Statistically significant higher pregnancy rates are
achieved in both types of biopsies, day-3 and trophectoderm,
when comparing PGS with the control group. Therefore, the
most feasible scenario is that any harm caused by embryo
biopsies would be overcome by the selection of a euploid
embryo after PGS, at least in these studies.

The present work shows low discrepancy rates between the
PGS result of the biopsy and the re-analysis result of the rest of
the blastocysts. Only one (1/50, 2 %) of the embryos biopsied
on day 3 showed results consistent with a mosaic “euploid-
aneuploid” pattern, and only two (2/59, 3.4 %) of the embryos
biopsied on day 5 showed results consistent with a mosaic
“euploid-aneuploid” pattern. The low rate of “euploid-
aneuploid” mosaic blastocysts is similar to the rate shown in
Capalbo et al. [10] where 70 blastocysts diagnosed as chro-
mosomally abnormal by array-CGH on trophectoderm biop-
sies were re-analysed. In that study, isolated cells from the
inner cell mass as well as from the trophectoderm were re-
analysed using FISH, and discrepancies were found in 11 out
of 70 blastocysts (15.7 %) compared to array-CGH analysis in
embryo biopsies. However, only in two cases (2/70; 2.9 %)
were blastocysts classified as mosaic “euploid-aneuploid”.

It is challenging to calculate the real incidence of mosai-
cism in preimplantation embryos. A study comparing SNP-
microarray versus FISH technique for the analysis of individ-
ual blastomeres from the same day-3 embryo showed more
reliable results for SNP-microarray (96 versus 83 %) and also
a lower mosaicism degree (31 %) for SNP-microarray sam-
ples. Therefore, the authors suggested that the incidence of
mosaicism may have been overestimated in previous studies
due to technical inconsistency of the FISH technique rather
than any biological phenomena [21]. However, microarray
techniques have also the limitation that they can detect mosa-
icism only if it represents more than 2540 % of the cells [15,
22, 23]. The embryo biopsy will always represent a small
percentage of the total number of cells of the embryo, both
for day 3 and trophectoderm, and only chromosomally abnor-
mal embryos can be re-analysed. Most likely, some of those
transferred as “chromosomally normal embryos” may be car-
rying some abnormal cells. Therefore, two main types of mo-
saic embryos can be found: “aneuploid-aneuploid” mosaic,
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having all chromosomally abnormal cells but with different
cell lines, and “euploid-aneuploid” mosaic, having some nor-
mal cells and some abnormal cells. Initially, all the
“aneuploid-aneuploid” mosaic embryos will not be candi-
dates for transfer; therefore, the group of “euploid-aneuploid”
mosaics are the ones that can create concern in this matter,
mainly depending on the percentage of normal versus abnor-
mal cells they may have.

In most of these studies as well as in ours, euploid embryos
cannot be re-analysed due to law restrictions; therefore, some
“euploid-aneuploid” mosaic embryos could be missed if the
biopsy would contain only chromosomally normal cells.
Nevertheless, looking at the clinical outcome of patients un-
dergoing PGS with array-CGH, which shows high pregnancy
and implantation rates as well as a reduced miscarriage rate [3,
24, 25], and also at the very low clinically recognizable error
rate shown in PGS [5], it can be assumed that the number of
“euploid-aneuploid” mosaic embryos in cleavage and blasto-
cyst stage should not be very high and should not have a major
clinical impact.

In summary, according to the results shown and discussed
in the present paper, both types of embryo biopsy, day-3 and
trophectoderm biopsies, are feasible approaches that can be
used if required in a PGS program. Day-3 PGS could be of-
fered for those patients with lower-quantity and/or lower-
quality embryos. Therefore, both types of embryo biopsies
can coexist in the same PGS program and the patient’s treat-
ment can be customized according to the individual patient’s
requirements.

Conclusions

Both day-3 and trophectoderm embryo biopsies showed sim-
ilar concordance rates with whole blastocyst results.
Therefore, regarding the confirmation rate, day-3 embryo bi-
opsies can be representative of the whole embryo and both
types of biopsy can be used for clinical analysis in PGS fol-
lowing the described array-CGH protocol.

Compliance with ethical standards The present study has been ap-
proved by the CEIC (Spanish ethical committee of clinical investigation).
It is a biomedical study not implying any contact with human beings
(only embryo biopsies); moreover, in this blinded study, all the samples
were anonymized before re-analysis.
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5. DISCUSION

5.1. Acerca del disefio

En la presente tesis doctoral para la consecucion de los objetivos primero y segundo, se han
reanalizado blastocistos aneuploides completos mediante la técnica de FISH que permite obtener
informacidn individual de cada una de las células. Los resultados presentados en el tercer objetivo
corresponden a blastocistos reanalizados mediante la técnica de array-CGH, que permite analizar la
totalidad del blastocisto en su conjunto, sin poder identificar diferencias individuales.

Como hemos mencionado, el reandlisis de un blastocisto completo mediante la técnica de FISH,
permite el analisis individual de cada una de sus células. Sin embargo, a pesar de que todo el embridn
es fijado a la vez, las células quedan extendidas en el portaobjetos, y las sefiales de FISH de cada una
de ellas pueden ser analizadas individualmente. En cambio, no todas las células se fijan
correctamente, de manera que no todas ellas pueden ser analizadas de manera 6ptima. Ademas, la
mayor limitacion de este tipo de reandlisis de embriones mediante FISH es que no permite analizar
todos los cromosomas simultaneamente. Esto es debido a que existe una limitacion del nimero de
cromosomas que se pueden analizar en cada una de las sucesivas hibridaciones (maximo 4 6 5
cromosomas, ver metodologia), y segun nuestra experiencia durante la parte experimental del
presente trabajo, la cromatina de estas células va degradandose en cada una de las sucesivas rondas
de hibridacion, por lo que las sefiales de FISH son de peor calidad tras cada hibridacion. De esta
manera, cualquier célula embrionaria fijada, no admite méas de 3 hibridaciones sucesivas con buena
calidad de sefiales (maximo 4 hibridaciones en casos excepcionales).

En cambio, cuando el reandlisis de embriones completos se realiza mediante la técnica de array-
CGH, el embrion es analizado como un conjunto, es decir, todas las células son analizadas
simultdneamente como una Unica muestra. A pesar de que mediante este método de reanalisis no se
perderia el contenido de ninguna célula, el hecho de analizarlas a la vez hace que no sea posible
definir el nimero exacto de células que contenian la anomalia observada en dicho analisis. De hecho,
se ha descrito que la técnica de array-CGH es capaz de detectar mosaicismo con suficiente claridad
cuando la misma anomalia esta presente en un minimo del 25-40% de las células (Mamas et al.,
2012), pero no hay una manera precisa de calcular el porcentaje exacto de células que presentan dicha
anomalia.

Con respecto al disefio, conviene destacar que los estudios encontrados en la literatura se han
centrado en la determinacién de falsos positivos, con el reanalisis de embriones aneuploides, dada la
dificultad para calcular la tasa de falsos negativos con reandlisis de embriones euploides. De forma
indirecta podemos tener una estimacion de la tasa de falsos negativos a nivel clinico en los casos en
los que se ha conseguido embarazo. En este sentido, la tasa de error clinico descrita en programas de
DGP-A ha sido muy baja (Werner et al. 2014). En concreto, la tasa de error clinico detectado por
embrién diagnosticado como euploide fue 0.21% (95% IC 0.10-0.37), mientras que la tasa de error
clinico detectado por transferencia fue 0.32% (95% IC 0.16-0.56) (Werner et al. 2014).
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5.2. Acerca de la tecnologia aplicada en DGP-A

Los primeros estudios RCT publicados utilizando la técnica de FISH mediante biopsia embrionaria
en dia 3, no mostraron mejora de los resultados clinicos de un programa de DGP-A comparado con
ciclos de FIV/ICSI convencional. Posteriormente, se publicd un metaanalisis con la recopilacion de
estos trabajos (Mastenbroek et al., 2011), y tras su publicacion, la aplicacion de DGP-A quedd en
entredicho. Por otro lado, estos trabajos fueron criticados metodol6gicamente, argumentando que un
buen disefio experimental no era suficiente para aceptar las conclusiones de un RCT sobre los
beneficios clinicos del DGP-A, sino que, ademas, se requeria de experiencia y una buena praxis en
la biopsia embrionaria y en la posterior aplicacion de la técnica de FISH y de la interpretacion de
resultados (Simpson et al., 2008, Rubio et al., 2009).

Al inicio de la presente tesis doctoral, nuestro programa de DGP-A mediante FISH en biopsias de
dia 3 ofrecia unos resultados clinicos esperanzadores (Rubio et al., 2005). En un analisis de las
diferencias metodoldgicas entre nuestro programa de DGP-A y los expuestos en el resto de
publicaciones, encontramos tres diferencias relevantes:

a) El nimero de cromosomas analizados: en nuestra metodologia de DGP-A para FISH en
blastbmera Unica analizdbamos 9 cromosomas, mientras que algunos de los trabajos
anteriormente mencionados Unicamente analizaban 7 cromosomas (en Blockeel et al., 2008 se
analizaron los cromosomas X, Y, 13, 16, 18, 21y 22, sin incluir el cromosoma 15, uno de los mas
implicados en aneuploidias encontradas en restos abortivos (Hassold et al., 1996);

b) La presencia de rondas adicionales de hibridacién: en ninguno de estos trabajos se describié la
presencia de estas hibridaciones adicionales bajo ninguna circunstancia, en cambio, si habia
constancia en la literatura de la presencia de “falsas monosomias”, sobre todo para el cromosoma
16, (Colls et al., 2004) y de la tendencia de la técnica de FISH a dar sefiales de interpretacion
dudosa (Colls etal., 2007), pero no existia en la literatura una recomendacion clara sobre cuando
incorporar estas hibridaciones;

C) Tasa de embriones “no informativos™: en nuestro laboratorio, antes de incluir rondas de
hibridacion adicionales no era superior al 5%, y tras incluir estas hibridaciones, la tasa de
embriones no informativos tras FISH descendié a 0,9%; en cambio, algunos de estos trabajos
presentaban hasta un 20% de embriones no informativos, que finalmente eran transferidos sin
analizar (Mastenbroek et al., 2007).

En este escenario, decidimos incorporar en nuestra metodologia de DGP-A rondas de hibridacion
adicionales en dos situaciones concretas: para casos de interpretacion dudosa de algunas de las
sefiales de FISH, y para casos no informativos para alguno de los cromosomas analizados. En estas
biopsias, incorporamos rondas de hibridacion para los mismos cromosomas analizados, pero esta vez
usando sondas de FISH dirigidas a regiones cromosémicas diferentes a las usadas en las rondas
previas, con el fin de evaluar si la combinacién de varios tipos de sondas aumentaba la tasa de
informatividad y reducia la tasa de falsos positivos anteriormente descrita para esta técnica. Los
resultados en ambos grupos de embriones fueron diferentes, pero la mejora global del diagndstico
fue patente.

En concreto, en el grupo de embriones con diagndstico no concluyente, se redujo drésticamente la
tasa de embriones “no-informativos” en un 99%, y ademas un 59% de los embriones incluidos en el
estudio fueron candidatos a transferencia embrionaria al ser finalmente diagnosticados como
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cromosdmicamente normales para los cromosomas analizados. En el caso de embriones con
presencia de una unica aneuploidia con resultado dudoso, cuando la aneuploidia era una monosomia,
el 19,6% de embriones fueron rescatados como cromosomicamente normales para ser transferidos,
pero no fue asi en el caso de las trisomias donde préacticamente todas se confirmaron (98.9%).

Para corroborar la aportacién al diagnéstico de la incorporacidn de dichas hibridaciones, un grupo
de estos embriones (n=80) en los que se habian incluido hibridaciones adicionales y seguian siendo
cromosdmicamente anormales, fueron reanalizados en su totalidad en dia 5 mediante FISH. Estos
resultados fueron comparados con otro grupo de embriones de caracteristicas similares, pero sin
rondas de hibridacion adicionales. La tasa de falsos positivos se redujo de un 17,3% a un 5%
(p=0,443) gracias a la incorporacién de estas hibridaciones.

Aplicando esta metodologia de FISH en biopsias de dia 3, se mejor6 el éxito reproductivo en
pacientes sometidas a DGP-A, tal y como se mostrd en dos estudios RCT. El articulo publicado, que
recoge los datos de ambos estudios, demostrd un incremento estadisticamente significativo en las
tasas de recién nacido vivo tras la aplicacion de DGP-A en pacientes de 41 a 44 afios comparado con
poblacién similar sin DGP-A (30/93 pacientes [32.3%] versus 14/90 pacientes [15.5%]; odds
ratio=2.585; IC= [1.262-5.295]) (Rubio et al 2013a), mientras que en el otro estudio realizado en
parejas con fallo de implantacidn, a pesar de no encontrar diferencias estadisticamente significativas,
se observé una tendencia a favor del grupo de pacientes sometidos a DGP-A (23/48 [47.9%] versus
12/43 [27.9%]) (Rubio et al 2013a).

A pesar de la mejora de los resultados clinicos con esta tecnologia, la técnica de FISH adaptada a
DGP-A no permitia aplicar simultaneamente sondas de FISH para los 23 pares de cromosomas. Por
otro lado, los estudios de restos abortivos habian demostrado la presencia de aneuploidias para otros
cromosomas no comunmente incluidos en los paneles de FISH (Hassold et al., 1996), por lo que se
hacia cada vez mas necesario el uso de alguna tecnologia capaz de analizar los 24 cromosomas
simultadneamente.

Cuando iniciamos la busqueda de la técnica para analizar todos los cromosomas de la biopsia
embrionaria simultdneamente, las opciones disponibles en el campo de DGP-A estaban basadas en
hibridacion gendémica comparada, y en concreto, array-CGH ofrecia las mejores condiciones en
cuanto a tiempo de trabajo en laboratorio para adaptar el anélisis a la rutina que practicabamos en
DGP-A: biopsia de una blastémera en dia 3, y transferencia de embriones euploides en fresco en dia
5 de desarrollo (Wells et al., 2008). Por ello, fue array-CGH la tecnologia para el segundo y tercer
objetivo de la presente tesis doctoral.

La primera fase de la validacion de la plataforma de array-CGH fue comprobar que mediante esta
técnica éramos capaces de detectar las anomalias que encontrabamos en nuestro diagndstico de rutina
mediante FISH. Durante la fase de validacion de la plataforma de array-CGH, todas las aneuploidias
detectadas mediante FISH fueron detectadas también por array-CGH y, ademas, en el 37,1% de los
embriones, se detectaron mediante array-CGH aneuploidias para cromosomas no incluidos en el
panel de 9 cromosomas analizados mediante FISH. La tasa de falsos positivos en este grupo de
embriones fue idéntica para ambas técnicas (2,7%). Con estos resultados mostramos de forma
preliminar como la plataforma de array-CGH seleccionada era valida para DGP-A en nuestras
condiciones de laboratorio, y ofrecia una capacidad de diagndstico mayor que FISH al permitir
analizar todos los cromosomas simultdneamente.
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En la actualidad, se ha extendido el uso de la técnica de NGS en DGP-A, y los primeros trabajos
publicados comparando los resultados de array-CGH y NGS, muestran una alta tasa de concordancia
tanto para aneuploidias completas como para aneuploidias parciales cuando el mismo producto
amplificado mediante WGA es analizado con ambas técnicas (Fiorentino et al., 2014; Vera et al.,
2017a).

5.3. Acerca del tipo de biopsia embrionaria

Tras la validacion de la técnica de array-CGH, ésta paso a ser la técnica preferente para el diagnostico
de rutina en DGP-A. Pero esta validacion fue inicialmente realizada en nuestro laboratorio
Unicamente en biopsias de dia 3, ya que en el periodo de tiempo en el que se realiz6 la validacion,
ésta era la estrategia de biopsia embrionaria mas generalizada y todavia no se habia incorporado la
biopsia de trofoectodermo en la practica clinica del centro en el que se realiz6 este estudio.

Sin embargo, la biopsia de trofoectodermo se extendié tras la publicacién del primer RCT en mujeres
jévenes 'y con transferencia de un unico embrion en las que el DGP-A se realiz6 mediante biopsia de
trofoectodermo analizada con array-CGH. En este estudio se mostrd un incremento significativo en
la tasa de gestacion evolutiva en el grupo de pacientes con DGP-A comparado con la transferencia
de blastocistos sin analizar (69,1% versus 41,7%, respectivamente; p = 0,009) (Yang et al., 2012).

En el siguiente estudio RCT que se publicd en biopsias de trofoectodermo con analisis de 24
cromosomas, la técnica de anélisis fue qPCR (Forman et al., 2013). Este trabajo también fue
realizado en pacientes jévenes (edad media 35,1+3,9) con transferencia de un Unico blastocisto
euploide. Comparando los resultados con el grupo control de pacientes de edad similar en los que se
transfirieron dos blastocistos de buena morfologia sin analizar, las tasas de gestacion evolutiva fueron
similares en ambos grupos (60,7% en DGP-A versus 65,1%; 95% CI: 0,7- 1,2), y la tasa de aborto
fue menor en el grupo de pacientes con DGP-A, aunque no estadisticamente significativa (11,5%
versus 20,0%; P=0,2) (Forman et al., 2013). Con estos resultados los autores confirmaron qué en
este grupo de pacientes jovenes, la gestacién evolutiva es la misma transfiriendo un blastocisto
analizado que transfiriendo dos blastocistos sin analizar, y destacan la ventaja de obtener elevadas
tasas de gestacion mediante la transferencia de un Unico embridn reducird la vez que se reduce
dréasticamente la tasa de gestacion multiple.

Tras la publicacion de estos resultados en biopsias de trofoectodermo, el siguiente paso de la presente
tesis doctoral fue validar el mismo protocolo de array-CGH que ya habiamos validado en biopsia de
blastomera, pero esta vez aplicado a biopsias de trofoectodermo. Tras la validacion, se compar6 la
tasa de deteccion de aneuploidias y la tasa de falsos positivos en ambos tipos de biopsias. En biopsias
de trofoectodermo la tasa de falsos positivos con reanalisis de embriones mediante array-CGH fue
de 3,4% (Mir et al., 2016), mientras que en biopsias de dia 3, la tasa de falsos positivos en embriones
reanalizados con FISH fue de 2,4% (Mir et al., 2013) y en embriones reanalizadas mediante array-
CGH fue de 2,0% (Mir et al., 2016).

Por tanto, en base a los resultados de estos estudios pudimos concluir que con la técnica de array-
CGH, la tasa de falsos positivos y la capacidad de deteccion de aneuploidias era similar en biopsias
de blastomera y de trofoectodermo. Ademas, las tasas de falsos positivos obtenidas en todos estos
estudios estuvieron en el rango del 2-3% publicado por otros autores con biopsias previamente
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analizadas mediante array-CGH (Gutiérrez-Mateo et al., 2012, Capalbo et al., 2013, Huang et al.,
2017).

Los resultados de la presente tesis doctoral tenian como objetivo la evaluacion de las técnicas
empleadas en un programa de DGP-A previa a su extensiva aplicacion clinica. Y, con esta misma
metodologia, nuestro grupo de DGP-A publicd un RCT en mujeres de edad materna avanzada con
edades comprendidas entre los 38 y 41 afios, aplicando la técnica de array-CGH en biopsias de
blastomera (Rubio et al., 2017). En dicho estudio se muestra la ventaja de la aplicacion de DGP-A
en este grupo de pacientes, ya que las tasas de nacido vivo son muy superiores al grupo control de
pacientes del mismo rango de edad, pero sin biopsia embrionaria. Las diferencias en las tasas de
nacido vivo son estadisticamente significativas a favor del grupo de pacientes sometidas a DGP-A,
tanto por nimero de transferencias realizadas (52,9% vs. 24,2%; p=0.0002), como por nimero de
pacientes incluidas (36,0% vs. 21,9%; p=0.0309). Ademas, la reduccién observada en la tasa de
aborto clinico es altamente significativa (2,7% vs. 39,0%; p<0.0001) (Rubio et al., 2017).

5.4. Impacto del mosaicismo en los resultados de DGP-A

Los primeros estudios sobre mosaicismo embrionario son trabajos de reanalisis realizados en
embriones previamente diagnosticados como anormales en dia 3 aplicando la técnica de FISH. La
metodologia més aplicada en estos trabajos era similar a la expuesta en la presente tesis doctoral, y
basicamente consistia en extender y fijar el resto del embrién en dia 5 o dia 6 para analizar todas las
células mediante sondas de FISH especificas. En esta época, la incidencia de mosaicismo
embrionario publicada oscilaba entre el 30-45% (Magli et al. 2000, Li et al. 2005, Munné et al. 2005,
Baart et al. 2006, DeUgarte et al. 2008).

Posteriormente, se publicaron estudios de reanalisis de embriones aneuploides cuyas biopsias habian
sido analizadas mediante array-CGH. En estos trabajos los resultados fueron muy diferentes, y se
observé una elevada concordancia (en torno al 97-98%) entre el resultado de la biopsia embrionaria
y el contenido cromosomico del resto del embrion (Gutiérrez-Mateo et al. 2011, Capalbo et al., 2013,
Huang et al. 2017). Estos datos son concordantes con la tasa de falsos positivos mostrada en la
presente tesis doctoral al aplicar la técnica de array-CGH para DGP-A tanto en biopsias de
blastémera en dia 3 (2,2%; 2/92 embriones) (Mir et al. 2013, Mir et al. 2016), como en biopsias de
trofoectodermo (3,4%; 2/59 embriones) (Mir et al. 2016). En base a estos resultados, y considerando
también las bajas tasas de error clinico (Werner et al., 2004), el impacto del mosaicismo en el
diagnostico no afectaria a mas del 5-7% de embriones analizados (Capalbo et al. 2017b, Rubio et al.
2017, Simon 2017).

La discrepancia de resultados entre el analisis de la biopsia y el analisis del resto del embrion puede
tener causas diversas. La presencia de mosaicismo embrionario podria explicar este hecho, pero
también un artefacto de la técnica de andlisis empleada. A su vez, un artefacto a nivel técnico podria
explicarse por diversos motivos, bien sea una deficiente manipulacion del embrion y/o la biopsia,
una deficiente lisis celular, una limitacion inherente a la técnica, o bien una asincronia en el ciclo
celular (Pujol et al., 2004, Dimitriadou et al., 2014).

Respecto a la capacidad de deteccién de mosaicismo con biopsia de un nimero limitado de células
de trofoectodermo, se han descrito diferentes rangos de deteccidon en funcién de la tecnologia
utilizada y de los criterios de diagnostico de cada grupo. En algunos trabajos se ha establecido el
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limite minimo de deteccién de mosaicismo mediante NGS en el 20% (Munné at al 2017). En cambio,
en otros trabajos se ha considerado el 30% (Vera et al 2017b). Por otro lado, mediante la tecnologia
de array-CGH se establecio el limite de deteccidn en un rango comprendido entre el 25-40% (Mamas
et al., 2012). En cualquier caso, el nivel minimo de mosaicismo que se quiera detectar no va a
depender so6lo de la tecnologia sino también del criterio de diagnostico utilizado. Se han realizado
varios trabajos para determinar el equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad en la deteccion
de mosaicismo (Goodrich et al., 2016).

Con estas nuevas opciones para identificar la presencia de mosaicismo, en la literatura podemos
encontrar varios trabajos que muestran el resultado de transferir embriones diagnosticados como
mosaico. El primer trabajo recoge los datos de gestacion y nacido vivo en 18 casos en los que se
transfirieron embriones diagnosticados como mosaico mediante array-CGH, obteniendo 6/18
(33,3%) gestaciones evolutivas (Greco et al. 2015). Los Gltimos trabajos publicados se han enfocado
en los resultados de transferir embriones diagnosticados como mosaico tras biopsia de
trofoectodermo analizada mediante NGS. En estos trabajos, se ha observado que las tasas de
implantacion, gestacion evolutiva y nifio nacido vivo son significativamente menores comparadas
con la transferencia de embriones euploides; y en cambio, las tasas de aborto son significativamente
superiores cuando se transfieren embriones mosaico. Y mas en detalle, se ha descrito que el éxito
reproductivo cuando se transfiere un embrién mosaico es progresivamente menor cuanto mas severa
es la anomalia encontrada en mosaico en la biopsia (Fragouli et al., 2017, Munné et al., 2017), y
cuanto mayor sea la cantidad de células anormales presentes en el embridén mosaico.

Algunos de estos autores, tras analizar los resultados de las series de embriones mosaico que han
sido transferidos, recomiendan establecer un limite en el grado de mosaicismo maximo aceptable a
la hora de transferir estos embriones en un maximo del 40% de células aneuploides (Munné et al.,
2017). De hecho, en estos trabajos, se observa mejores resultados reproductivos tras la transferencia
de embriones mosaico con menos del 40% de células aneuploides, y dentro de ellos, los embriones
con grado de mosaicismo del 20% son los que presentan los mejores resultados. Este hecho puede
explicarse desde un punto de vista biolégico si asumimos que cuanto mayor es el grado de
mosaicismo mayor serd el impacto negativo que las células aneuploides puedan presentar en el
desarrollo del embridn. Pero también, desde un punto de vista méas técnico, en los casos en los que
se establece el nivel de deteccion de mosaicismo en el 20%, existe el riesgo de sobreestimar el
diagnostico de mosaicismo dadas las limitaciones de la técnica de WGA aplicada a biopsias
embrionarias. En este escenario, en algunos de los casos publicados, se podrian haber transferido
embriones euploides en lugar de embriones mosaico. Por ello, resulta fundamental la validacion de
cualquier plataforma de NGS aplicada a DGP-A con lineas celulares de cariotipo conocido, tanto en
términos de deteccidn de aneuploidias, como para establecer los valores de deteccion de mosaicismo
con el fin de encontrar un equilibrio entre falsos positivos y falsos negativos (Goodrich et al., 2016).
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6. CONCLUSIONES

1. Laincorporacion de rondas de hibridacion adicionales en el analisis mediante FISH de biopsias
de blastémeras redujo dréasticamente el nimero de embriones con resultado no concluyente,
aumentando asi el nimero de embriones disponibles para transferencia embrionaria en el
programa de DGP-A.

2. Las rondas de hibridacién adicionales con nuevas sondas de FISH para un mismo cromosoma
redujeron la tasa de falsos positivos en biopsias de blastémeras, particularmente en el caso de
las monosomias. En cambio, las trisomias fueron confirmadas en la mayoria de los casos.

3. Se observo una elevada concordancia entre los resultados de FISH y los de array-CGH en
biopsias realizadas sobre un mismo embrién.

4. Latasa de falsos positivos utilizando la técnica de array-CGH fue similar en biopsias de dia 3 y
en biopsias de trofoectodermo, permitiendo su aplicacion tanto para biopsias de blastomera
como de trofoectodermo.

5. Los reandlisis realizados en blastocistos completos mostraron una baja tasa de falsos positivos,
gue en parte se podrian justificar por la presencia de mosaicismo de bajo grado, con convivencia
de lineas celulares euploides y aneuploides.
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Glosario de abreviaturas

- AMA: Advanced maternal age

- arrayCGH: array de Hibridacion Genémica Comparativa.
- BAC: Bacterial Artifical Chromosome

- DGP: Diagnéstico Genético Preimplantacional

- DGP-A: Diagndstico Genético Preimplantacional para aneuploidias
- EMA: Edad materna avanzada

- eSET: elective Single embryo transfer

- etc.: etcétera

- FISH: Hibridacidn in situ Fluorescente

- FIV: Ciclo de Fecundacion in vitro

- GWAS: genome-wide association study

- ICSI: intracytoplasmic sperm injection

- NGS: Next Generation Sequencing

- OAT: Oligoastenoteratozoospermia

- PB: Polar Body

- PCR: Polymerase Chain Reaction

- PGDIS: Preimplantation Genetic Diagnosis International Society
- PTP: Previous trisomic pregnancy

- gPCR: Quantitative PCR

- RCT: randomized clinical trials

- RIF: Repetitive implantation failure

- RM: Recurrent miscarriage

- SMF: Severe male factor

- SNP: Single nucleotide polymophism

- VS.: Versus

- WGA: Whole Genome Amplification
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