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Resum

Durant anys s’ha hipotetitzat que la gametogénesi femenina seria més permissiva a errors durant la meiosi mentre que
la meiosi masculina tindria punts de control més estrictes. Aquestes diferéncies podrien influir en la proporci6 de game-
tes equilibrats que generen els portadors d’una translocacié cromosomica i els tipus de desequilibris observats. L’ objec-
tiu del nostre treball és analitzar la constitucioé cromosomica d’embrions preimplantacionals humans procedents de pa-
relles on un dels dos membres és portador d’una translocacié equilibrada i comparar els resultats en funcié del sexe del
portador.

Els nostres resultats han posat de manifest que les parelles on 1’home és el portador de la translocacio generen un per-
centatge superior d’embrions equilibrats en comparacié amb les parelles on la dona és la portadora. Aquestes dades re-
colzarien la hipdtesi d’un control més estricte de la meiosi masculina. Per contra, el sexe del portador no ha condicionat
els modes de segregacié, mantenint-se en proporcions similars entre embrions procedents de portadors homes i dones.

Paraules clau: translocacid; segregacié meiotica: diagnostic genetic preimplantacional.

Abstract

During years it has been hypothesized that female gametogenesis would be more permissive to errors during meiosis
while male meiosis would have more stringent checkpoints. These differences could influence the rate of balanced gam-
etes produced by reciprocal and robertsonian translocation carriers and the type of segregation observed. The aim of our
work is to analyse the chromosomal constitution of preimplantation human embryos from couples with one transloca-
tion carrier and compare the results according to the gender of the carrier.

Our results show that couples in which the male is the carrier of the translocation generate a higher percentage of bal-
anced embryos compared to couples whose carrier is the female. These data would support the hypothesis of a more
stringent control of male meiosis. In contrast, the gender of the carrier has not conditioned the segregation modes, which

are found in similar proportions between embryos from male and female carriers.
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INTRODUCCIO

Les translocacions equilibrades sén les anomalies cro-
mosomiques més comunes en humans, amb una preva-
lenca d’1 de cada 500 nascuts vius (Stern et al., 1990).

La preséncia d’una translocacié en el cariotip soma-
tic d’un individu comporta la formacié d’aparellaments
cromosomics particulars durant el procés meidtic, els
quals poden resultar en la generacié de gametes amb
guanys i/o pérdues de fragments cromosdomics. Es per
aixd que sovint aquests individus presenten problemes
de fertilitat que poden reflectir-se en dificultat per con-
cebre, avortaments espontanis 0 concepcions que pre-
senten alguna alteracié cromosomica (Scriven et al.,

1998; Midro et al., 1992). La realitzacié d’un test gene-
tic preimplantacional (PGT-SR) en els embrions d’indi-
vidus portadors de translocacions cromosdomiques per-
mel, mitjancant la seleccié d’embrions amb una dotacio
equilibrada, millorar el seu prondstic reproductiu (Mo-
rin et al., 2017).

Esta descrit que el percentatge de gametes anormals
que generen aquests individus varia en funcié del tipus
de cromosoma implicat en la reorganitzacié i de la
mida dels fragments translocats (Midro et al., 1992;
Lim et al., 2008; Zhang et al., 2019). Alguns estudis
han conclds que el sexe de I'individu portador de la
translocacié també podria hi tenir influéncia (Pujol et
al., 2006; Ko et al., 2010 i 2013; Lledé et al., 2010;
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Zhang et al., 2018 ), perd encara no es coneix amb cer-
tesa si hi hauria una actuacié generica dels punts de
control reduint el percentatge de gametes desequili-
brats o si hi hauria certs desequilibris que s6n eliminats
de manera més efectiva en funcié del sexe del portador.
Els processos de gametogénesi masculina i femenina
s6n molt diferents amb punts control més estrictes en la
meiosi masculina (Hunt i Hassold, 2002). Aixi, els ga-
metes desequilibrats serien eliminats de manera més
eficient durant I’espermatogénesi a diferéncia de 1" ovo-
génesi, la qual permetria I’ovulacié de gametes equili-
brats per la translocacio.

Aquest estudi t€ per objectiu aportar una noves dades
als resultats divergents obtinguts en estudis previs. Mit-
jancgant I’analisi retrospectiva dels resultats de diagnos-
tic genetic preimplantacional en portadors de transloca-
cions cromosomiques equilibrades (PGT-SR) es vol
verificar si existeixen diferéncies en els percentatges
d’anormalitat cromosomica en funcié del sexe del por-
tador de la translocaci6. Per altra banda, s’ha volgut co-
neixer si hi havia diferéncies en funcié del sexe en els
productes de la meiosi observats.

MATERIALS I METODES

Aquest €s un estudi retrospectiu on s’han analitzat les
dades de cicles de FIV amb PGT-SR realitzats des de
2015 fins a 2018. En tots els casos, un dels membres de
la parella presentava un cariotip amb una translocacié
en equilibri, ja fos reciproca o Robertsoniana.

Els protocols d’estimulacié ovarica utilitzats, aixi com
el procediment de puncié i inseminacid, han estat des-
crits previament (Martinez et al., 2016; Coll et al., 2018).

Els embrions van ser cultivats en incubadors time-
lapse en baixa concentracié d’oxigen (Geri®) i utilit-
zant medis de cultiu tnics (Global Total® de LifeGlo-
bal® o G-TL de Vitrolife®).

A tots els embrions que en dia 3 tenien =5 blastomers
1<30% de fragmentaci6 se’ls va realitzar una obertura a
la zona pel-licida mitjangant termolisi laser. Tots els
embrions que van assolir I’estadi de blastocist entre dia
517 de desenvolupament embrionari es van biopsiar. Es
van obtenir entre 3-8 cél-lules mitjangant una combina-
ci6 de termolisi laser i aspiracié. Els blastocists biopsi-
ats van ser vitrificats immediatament després emprant
els medis i protocols habituals al nostre centre (Solé et
al., 2013).

Les cel-lules biopsiades es van dipositar, en condici-
ons esterils, en tubs de PCR de 0,2ml amb 1,5ul de tam-
pé fosfat sali (PBS) 1X. Préviament es van realitzar
rentats en gotes de PBS 1X amb 0,1% de polivinil alco-
hol (PVA). Les mostres es van emmagatzemar a - 80°C
fins el seu processat.
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L'amplificacié global del genoma es va portar a ter-
me mitjangant el sistema Sureplex® (Illumina®). Fins a
setembre de 2017, I’analisi genética dels DNAs ampli-
ficats es va portar a terme mitjangant la técnica de ar-
ray-CGH i els kits i protocols d’Illumina®. La teécnica
de seqiienciacié massiva d'dltima generacié com a tec-
nica d’analisi cromosomica es va implementar al labo-
ratori 1’octubre de 2017. Des de llavors, 1’analisi gene-
tica es va realitzar mitjancant els kits, software,
hardware i1 protocols de Illumina® (VeriSeq™ PGS
Kit-MiSeq, MiSeq® sequencer, and BlueFuse Multi®).

Els resultats citogenétics obtingut dels embrions ana-
litzats van ser avaluats. Els embrions es van agrupar en
embrions euploides (sense perdues ni guanys de materi-
al genetic), aneuploides (amb guany o pérdua de mate-
rial genétic d’un cromosoma no implicat en la reorga-
nitzacio), o desequilibrats (amb un desequilibri associat
a la translocacid). Es van considerar embrions equili-
brats aquells provinents d’una segregacié alternant, és a
dir, el conjunt d’embrions euploides i aneuploides. Aixi
mateix, es van analitzar els tipus de segregacions obser-
vades. Els resultats van ser analitzats en funci6 del sexe
del portador de la translocaci6 i també en funcié del ti-
pus de translocacio.

L analisi estadistic es va realitzar utilitzant un t-test
de dues mostres i un analisi de chi-quadrat. La signifi-
canga estadistica es va definir a p<0,05.

RESULTATS

Es van incloure 293 blastocists procedents de 69 cicles
de FIV-ICSI DGP on un dels dos membres era portador
d’una translocacié cromosomica. Les caracteristiques
dels pacients es detallen a la Taula 1.

Taula 1. Caracteristiques generals dels casos analitzats.

Edat materna mitjana 35,38
Pacients 42
Cicles analitzats 69
Translocacions rec 25
Translocacions rob 17
Origen patern 29
Origen matern 13
Embrions analitzats 293
Embrions diagnosticats 274

Van analitzar-se més embrions procedents de parelles
portadores d’una translocacié reciproca (Trec) (150/274,
54.7%) que d'una Robertsoniana (TRob) (124/274,
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45.3%) 1 més embrions procedents de portadors d’una
translocacié d’origen patern (184/274, 67.2%) que ma-
tern (90/274, 32.8%). El percentatge global d’embrions
euploides va ser del 23.6%, el 44.5% dels embrions van
resultar desequilibrats i1 el 32.1% restant van resultar
aneuploides per algun cromosoma no implicat en la
translocacié. A la Taula 2 es detallen el nombre d’embri-
ons inclosos en les diferents categories segons el tipus de
translocacid i el seu origen parental.

Va observar-se un percentatge superior d’embrions
normals o equilibrats per la translocaci6 en els casos de
translocacions d’origen patern en comparacio als d’ori-

gen matern. En subclassificar els resultats d’acord amb
els tipus de translocacié (Trec i TRob) les diferéncies
observades no assolien significacié estadistica (Taula 3).

El percentatge d’embrions equilibrats per portadors
de translocacions Robertsonianes (89/124, 71.8%) va
ser superior al percentatge d’embrions equilibrats ob-
servats en el cas de les translocacions reciproques
(63/150, 42%).

El mode de segregacié de cada tipus de reorganitza-
cié es va analitzar segons el sexe dels portadors de la
translocaci6 (Taula 4). La segregaci6 alternant es va ob-
servar com a majoritaria independentment de I’origen i

Taula 2. Nombre d’embrions diagnosticats en funcié de I’origen i el tipus de translocacid.

Translocacions reciprogques

Translocacions Robertsonianes

Origen patern Origen matern Origen patern Origen matern Al
Embrions euploides 17 7 31 2 64
Embrions desequilibrats 49 38 22 13 122
Embrions aneuploides 25 14 40 9 88
Total 91 59 93 31 274
Total 150 124

Taula 3. Dotacié cromosdmica dels embrions diagnosticats. Els embrions es classifiquen en equilibrats o desequilibrats segons
la segregacié dels cromosomes translocats. *p-valor estadisticament significatiu.

Origen patern Origen matern p-valor
Equilibrats 42/91 (46.2%) 21/59 (35.6%)
Translocacions reciproques 0.237
Desequilibrats 49/91 (53.8%) 38/59 (64.4%)
Translocacions Equilibrats 71/93 (76.3%) 18/31 (58.1%) o
Robertsonianes Desequilibrats 22/93 (23.7%) 13/31 (41.9%)
i Equilibrats 113/184 (61.4%) 39/90 (43.3%) 0,006+
Desequilibrats 71/184 (38.6%) 51/90 (56.7%)
Taula 4. Modes de segregacid observats.
Origen patern Origen matern p-valor
Alternant 42/91 (46.2%) 21/59 (35.6%) 0.237
Adjacent | 27/91 (29.7%) 15/59 (25.4%) 0.710
Translocacions reciproques  Adjacent II 15/91 (16.5%) 9/59 (15.3%) 1.000
321 5/91 (5.5%) 10/59 (16.9%) 0.590
Altres 2/91 (2.2%) 4/59 (6.8%) 0.212
Alternant 71/93 (76.3%) 18/31 (58.1%) 0.066
atibadon Adjacent 20/93 (21.5%) 11/31 (35.5%) 0.151
Robertsonianes 3:0 1/93 (1.1%) 0/31 (0%) 1.000
Altres 1/93 (1.1%) 2/31 (6.5%) 0.154
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tipus de translocacio analitzada. En el cas de les translo-
cacions reciproques, després de la segregacio alternant
els modes de segregacié més observats van ser, per or-
dre de més a menys freqiient, adjacent I, adjacent II, 3:1
i altres. En les translocacions Robertsonianes, a la se-
gregaci6 alternant la segueixen en freqiiencia la segre-
gacio adjacent, altres i 3:0. En comparar les incidéncies
dels modes de segregacié segons el sexe del progenitor
portador no van observar-se diferéncies significatives.

DISCUSSIO

En aquest estudi s’ha analitzat el cariotip molecular de
293 embrions preimplantacionals procedents de paci-
ents portadors d’una translocacié cromosomica. S’ha
determinat el percentatge d’embrions equilibrats i la
prevalenca de cada producte de segregacié meiotica.
Els resultats s’han comparat en funcié del sexe del por-
tador i del tipus de translocacio.

El percentatge d’embrions euploides observat en el
nostre estudi (23.6%) €s similar al descrit en altres pu-
blicacions (Pujol et al., 2006; Lled6 et al., 2010) i a les
dades recollides pel PGD consortium de la ESHRE (De
Rycke et al., 2017). Cal tenir en compte que les técni-
ques d’analisi cromosdmica emprades en el nostre tre-
ball sén les més actuals (tecniques d’analisi cromoso-
mica completa) i permeten la seleccié d’embrions no
només equilibrats siné també lliures d’aneuploidies.
Aixi doncs, ha estat possible evitar la transferéncia d‘un
percentatge important d’embrions (32.1%) que, tot i ser
equilibrats per la translocacié, mostraven aneuploidia
per algun altre cromosoma.

Els portadors de translocacions Robertsonianes van
generar un percentatge d’embrions equilibrats superior
(71.8%) als portadors de translocacions reciproques
(42%). Aquests resultats ja han estat descrits prévia-
ment (De Rycke et al., 2017) i s’explicarien per diferén-
cies en la complexitat de les figures que es formen en la
meiosi: un tetravalent en els les translocacions recipro-
ques versus un ftrivalent en les Robertsonianes. Aixo
comporta més possibilitats de segregacié quan es for-
men tetravalents i, per tant, menys probabilitat de seguir
la segregaci6 alternant. A més a més, la mida dels frag-
ments cromosomics guanyats i/o perduts dels embrions
desequilibrats en les translocacions reciproques sol ser
més petita que en les translocacions Robertsonianes, di-
ficultant la seva deteccid i eliminacié per part dels punts
de control (Gardner et al., 2011).

El nostre estudi ha confirmat que, en els casos de
portadors de translocacions equilibrades, el pronostic
en quant a percentatge d’euploidia embrionaria és més
favorable en els casos en que el portador de la translo-
cacié €s I’home. Hunt i Hassold a I’any 2002 ja van
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descriure diferéncies importants entre els processos
meiotics masculins i femenins. Els punts de control de
meiosi tenen com a finalitat detectar gametes amb com-
plements cromosdmics anormals i bloquejar-ne la seva
progressio. En la gametogénesi masculina els punts de
control serien més astringents en comparacio a la ga-
metogenesi femenina. D’aquesta manera, la major laxi-
tud dels punts de control de I’ovogenesi permetria la
generacid d’oocits alterats que no serien detectats i eli-
minats, essent ovulats. Tot i que alguns espermatozoi-
des desequilibrats també escapen dels punts de control
durant I’espermatogeénesi i1 resulten en la producci6
d’espermatozoides alterats, el percentatge de gametes
masculins desequilibrats que es generen seria inferior.
A conseqiiéncia, els percentatges d’embrions equili-
brats produits serien diferents en funcié del sexe del
progenitor portador de la translocacié, amb un percen-
tatge superior de desequilibris si I’origen €s matern (Ko
et al., 2013).

En tractar-se separadament les dades en funci6 del
tipus de translocaci6 i comparar segons el sexe del pro-
genitor portador no van detectar-se diferéncies signifi-
catives en el percentatge d’embrions equilibrats. Men-
tre que certs autors tampoc van observar una eliminaci6
diferencial d’embrions desequilibrats al comparar per
sexe del portador en el cas de les translocacions recipro-
ques (Ogilvie i Scriven, 2002; Munné, 2005; Pujol et
al., 2006; Lim et al., 2008; Ko et al., 2010; Lledo et al.,
2010; Ye et al., 2012), estudis sobre translocacions Ro-
bertsonianes publiquen una taxa superior d’embrions
equilibrats en homes portadors (Munné et al., 2000; Ko
etal. 2013). En el nostre cas, €s possible que en subclas-
sificar les dades s’hagi produit una perdua de poténcia
estadistica que no hagi permeés determinar diferéncies.

Els portadors de translocacions Robertsonianes po-
den produir, tedricament, 8 tipus de gametes diferents a
partir de divisions meiotiques alternant, adjacent i 3:0
(Ko et al., 2013), mentre que les translocacions recipro-
ques poden donar 32 tipus de gametes a partir de divisi-
ons meidtiques alternant, adjacent I, adjacent II, 3:1 i
4:0 (Ye et al., 2012). La segregacid alternant es 1’tinica
que genera embrions euploides o equilibrats (Ko et al.,
2013). En els embrions inclosos al nostre treball, la se-
gregacié més comuna (sense tenir en compte el sexe del
portador ni el tipus de translocacié), ha estat I’ alternant,
seguida de la segregacio adjacent. Aquests resultats son
consistents amb altres estudis previs realitzats tant en
gametes com en embrions (Munné et al., 2000; Anton et
al., 2008; Lledé et al., 2010; Bint et al., 2011 Zhang et al.,
2018).

Els nostres resultats no han detectat diferéncies en la
freqiiencia de les diferents segregacions en funcio del
progenitor portador de la translocacié. Podria semblar
que hi ha més productes de segregacié molt aberrants
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(segregacions 3:1 i altres) en embrions procedents de
dones portadores; no obstant, les dades no mostren que
aquestes diferencies siguin estadisticament significati-
ves. Les publicacions existents fins ara no han aportat
resultats concloents. Mentre que certs autors descriuen
fregiiencies superiors de la segregacio adjacent I en em-
brions procedents d”homes portadors i 3:1 en embrions
procedents de dones portadores (Ogilvie i Scriven, 2002;
Lim et al., 2008; Ko et al., 2010; Ye et al., 2012), altres
autors no observen aquests resultats (Pujol et al., 2006).
Les nostres dades estarien en consonancia amb aquests
darrers i, per tant, no podem afirmar que hi hagi una eli-
minacio de determinats productes de segregacio diferent
en I'espermatogénesi respecte 1'ovogenesi. No obstant,
cal tenir en compte que en aquest estudi s han inclos 31
translocacions particulars i no podem assegurar que si
haguessin estat unes altres el comportament hauria po-
gut ser diferent. A més a més, la comparacid de resultats
entre estudis (incloent el nostre) ha estat complexa degut
a diferéncies en els dissenys dels treballs, metodologies
emprades i tests estadistics utilitzats.

En conclusid, els portadors de translocacions cro-
mosomiques produeixen un percentatge important de
gametes desequilibrats, fent-los candidats a benefici-
ar-se de la tecnica de PGT-SR. S’ha confirmant una
actuacié més efectiva dels punts de control en la meio-
si masculina resultant en un millor pronostic en quant a
percentatge d’euploidia dels embrions generats quan el
portador de la translocacié €s I’home respecte quan ho
¢s la dona. No obstant, el sexe del portador de la trans-
locacié no sembla determinar I'eliminacioé preferencial
de certs desequilibris.
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