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k5 Evening News (55
Meet Louise, Lhe world's
first teat-tube arrival

In 2010, Sir Edwards was awarded the Nobel
in2014 Prize in Physiology or Medicine ‘for the

Worlds first test tube baby. Louise Brown turns 3é

development of in vitro fertilization™

1978

40 years after the first IVF baby, a look
back at the birth of a new era

LAURA SANDERS | £:00am, July 25, 2018

More than 8 million babies born
from IVF since the world's first in
1978

European IVF pregnancy rates now
steady at around 36 percent,
according to ESHRE monitoring

Bars an hilv 25 1072 | Aantica RBraswn ¢l
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FIVET e ICSI/FIVET
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How to improve efficiency
in the IVF lab?

Identifying the embryos with
the highest implantation potential

v' Morphology @ ‘

v Aneuploidy testing Mﬂﬁﬁ \
— l'l'.--;-.‘j&-- i
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How to improve efficiency
in the IVF lab?

Identifying the embryos with
the highest implantation potential

v Aneuploidy testing (ideally not invasively)
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The female age affects pregnancy rates and risk
of miscarriage

Pregnancy rates after IVF in Italy in 2015
48,5%

50.454 cycles
12.109 pregnancies
2.906 miscarriages

<34 yr 35-39 yr 40-42 yr 243 yr
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Primi nati dopo PGD su globulo
polare (mut materna) e su
blaatomero (sex per X-linked, PCR)

(Verlinaky et al., Handy3side et al.)
17 nato con PGD per

selezione genotipo HLA

Biopsia € PGD in modelli (sorella con anemia

Identificaziomne di
aneuploidie
traslocazioni con

animali Fanconi) NGS au blastomero
(Gardner & Edwards, Nature) | (Verlinsky et al.) | (Voet et al.)
L &) i
Fay Py
B

Genome-wide aCGH su
singola cellula per
aneuploidie
(Le Caignec et al.}

Biopsia globulo
polare, blastomero,
trofoectoferma senza
compromettere
vitalita embrione
(Handyside et al.}

Primi nati dopo PGD
per fibrosi ciatica e
PGD per X-linked su
singolo blastomerg
{FISH]}
(Handyside et al.,
Griffin et al.)

L

Genome-wide haplotyping
(Karyomapping) come metodo
generico per la diagnosi di

patolegie mendeliane
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PGQ& Qr%rﬁ)g-genetica preimpianto (PGD) & una tecnica ormai ampiamente
consolidata nella PMA e finalizzata all’identificazione all’interno di una coorte
embrionaria prodotta da una coppia nel corso di un trattamento di fecondazione
in vitro degli embrioni non affetti da una specifica patologia genetica che la
coppia e ad elevato rischio di trasmettere alla prole.

Le coppie candidate a tale procedura diagnostica sono:

1. le coppie a rischio di trasmissione alla prole di una delle 10 000 malattie
genetiche note e diagnosticabili (dati WHO), tra le quali figurano con
maggior frequenza :

» la fibrosi cistica, beta-talassemia, distrofia muscolare spinale, X fragile,

neurofibromatosi, emofilia ( PGT-M)

» 0 coppie in cui uno od entrambi i partner presenti una anomalia cromosomica
nel cariotipo eseguito da sangue periferico (esempio traslocazioni
Robertsoniane, reciproche o mosaicismi periferici).

2. O per la diagnosi di anomalie cromosomiche ovvero anomalie di numero

dei cromosomi che si generano spontaneamente nell’embrione PGT -A
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La PGT- M propriamente
waare  d€tta, quando nella coppia
portatrice  @siste un rischio

aumentato di trasmettere
una specifica malattia
genetica alla prole (es.
Fibrosi cistica, Beta
talassemia, ecc.).
In questo caso |la diagnosi
e mirata a identificare
embrioni affetti da quella
determinata patologia
genetica.

Padre
portatore
sano

Sano Faortatori sami Malato
1su4d 2su4d 1504



List of monogenic diseases

Autosomal recessive diseases
Spinal muscular atrophy
Cystic fibrosis

B-Thalassemia

Glycosylation defect (CDG1A)

Congenital neurosensory deafness
(asymptomatic)

Renal Polycystic disease (ARPKD)
Metachromatic leukodystrophy
21-hydroxylase deficiency
Gaucher disease

Tyrosinemia type 1

Familial lymphohistiocytosis
Propionic acidemia A

Propionic acidemia B

Mucopolysaccharidosis llIA (Sanfilippo A)
Hydrotic ectodermal dysplasia, Clouston

syndrome
L-CHAD deficiency
Osteopetrosis

Severe combined immunodeficiency,
nonlymphocytic

Autosomal dominant
diseases

Myotonic dystophy (Steinert’s disease) Genetic diseases linked

Huntington’s disease

Renal polycystic disease. Linked to PKD

Neurofibromatosis type 1
Charcot-Marie-Tooth 1A
Spinocerebellar ataxia, SCA1, SCA3
Tuberous sclerosis type 1
Hereditary multiple exostoses

Multiple endocrine neoplasia 2A

Hereditary nonpolyposis colon cancer

(S. Lynch)
Familial adenomatous polyposis
Tuberous sclerosis type 2
Von Hippel-Lindau disease

Familial spastic paraparesis

Renal polycystic disease. Linked to PKD2

Retinitis pigmentosa

to the X chromosome

Fragile X Syndrome
Haemophilia A
Duchenne/Becker muscular
dystrophy

S. Alport syndrome
Incontinentia Pigmenti
Ornithine transcarbamylase
deficiency

Norrie disease
Mucopolysaccharidosis Il
Mucopolysaccharidosis Il1A



Bl DISEASES SCREENABLE BY PGT-V

=Achondroplasio

=ADPKD |

=ADPKD2
=Adrenoleukodystroph
*Ape-related aneuploidies
*Alpha-thalassemia

*Alpha- [ -antitrypsin

*Alport disease

*Amyloid precursor protein (APP) mutaotion
=ARPKD

*Becker muscular dystrophy
*Beto-thalossemia

*Charcot Marie Tooth disease
*Chromosomal translocations
*Cangenital odrenal hyperplasia
*Cystic fibrosis

*Down syndrame

*Duchenne musculor dystophy
* Diystonio

*Epidermolysis bullosa
*Familial dysoutonomia
=Fanconi anemia

*FAP

*Fragile X syndrome
*Gaucher disease

*Hemophilio A ond B

*HLA genotyping

*HSNF5 mutation

*Incontinentia pigmenti

*Kell disease

*Klinefelter syndrome
«LCHAD

*Lesch Nyhon syndrame
*Marfon syndrome

*Multiple epiphysial dysplasia
*Myotonic dystophy
*Myotubular myopathy

*NFI and NF2

*Narrie disease
*Osteogenesis imperfecta
*0TC deficiency

*P53 mutations

PKU

*Retinitis pigmentasa

«SCAL

*Sickle cefl anemia

*Sonic hedgehog mutations
*Spinal musculor atrophy (SMA)
*Tay-Sachs disease
*Tuberous sclerosis

*Turner syndrome

*¥an Hippel Lindou

=« Xinked hydrocephaly

= X-inked hyper [gM syndrome

Theoretically for all cases that are commonly
tested in amniocentesis;

Very high accuracy and experience worldwide;
Mo increase in gestational and neonatal risk;

Usually preferred option for carrier couples;

Established technology to avoid the
transmission of genetic diseases;

Blastocyst biopsy and new genetic technologies

have improved costs and performances.
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iz PGT -Aneuploidie

La PGT-A € screening

preimpianto delle anomalie

cromosomiche, che si applica

per identificare anomalie

> _ cromosomiche che  sono
E{ %ﬁ-‘»‘ gi ﬁﬁ ‘ﬁﬁ comuni a tutte le coppie e
3 , che rappresenta il maggiore
' ' . : . campo applicativo oggi della

EE gg Eﬁ ﬁ; 'ﬁﬁ 35 ﬂﬁ genetica preimpianto.

In questo caso si esegue

ah @&h 8¢ ﬂ 3- 1'-5 un’analisi cromosomica
L J’ uguale per tutti e mira:
£k XX Aka A4 E{ » a migliorare [I'efficienza
" - dei cicli di PMA
» minimizzare | rischi
connessi con la

riproduzione in coppie
Infertili e/o con elevata
eta riproduttiva della
donna
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Higher implantafion rare 15 oorain with the use of
ore-implantation genetic festing for aneuploidies

Clinical implantation rate

PGS-CCS Control Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgraup Events Total Ewvents Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl M-H, Fixed, 35% I
Yang et al. 2012 3]s 55 22 48 13.3% 1.55 [1.08, 2.20]
Forman al al. 2013 55 BY B4 172 33.9% 1.22 [D.98, 1.52] — -
Scott et al. 2013 107 134 103 163 52.7% 1.26 [1.09, 1.46] ——
Total (85% CI) 276 383 100.0% | 1.29[1.15, 1.45) o
Taotal evenis 201 214 .

Helerogeneity: Chi* = 1.34, df = 2 (P = 0.51); I* = 0% o8 07 1 VI
Tast for overall sflect: Z = 4.27 (P = 0.0001) Favours Confrol  Favours PGS-CCS

Sustained implantation rate (> 20 weeks gestation)

PGS-CCS Control Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Evenis Total Evenis Total Weight M-H, Fixed, 5% Gl M-H, Fixed, 85% Cl
Yang et al. 2012 s 55 20 48 14.5% 1.68 [1.14, 2.42)
Forman &t al. 2013 54 BY B3 172 37.8% 1.28 [1.03, 1.61) —
Soolt &t al, 2013 B9 134 A 183 4T7.7% 1,39 [1.14, 1.70] ——
Total (95% CI) 276 383 100.0% | 1.39 [1.21, 1.50] -
Total events 181 181

Hetercgeneity: Chi® = 1.28, df = 2 [F = 0.5343); " = 0%

Test for overall effect: Z = 4.61 (P < 0.00001) 05 07 1 15 2

Favours Contral  Favours PES=-CCS

Dahdouh et al, Fertility & Sterility, 2015
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Lower miscarriage rate Is obtain w
pre-implantation genetic testing for aneuploid

th the use of
€S

a CCS group Control group Risk Ratio Risk Ratio
_Study of Subaroup  Events  Total Bventls  Total Weight M-H, Fiked, 95% C) M;ﬁ@ﬂ.._ﬂﬁ% Cl
Forman 2013 T B1 14 70O B36% 0.57 [0.25,1.33] .
Wang 2012 1 349 2 22 16.4% 0.28 [0.03, 2.94]
Total (95% CI) 100 92 100.0% |0.53[0.24, 1.15] —i——
Total events g 16
Heterogeneity: Chi"= 0.31, df= 1 (P = 0.58), P= 0% h.D1 I]‘.1 1 ‘Il-l] 1|:||:|'

Test for overall eMect: Z=1.60 (F=0.11) Favours [CCS group] Favours [control group]

|_":| CCS group Comtrol group Risk Ratio Risk Ratio
Studhy or Subgroup Events  Total BEvents Total Weight M-H, Fixed, 95% C1 M-H, Fixed, 95% Cl
Farman 201 2 8 26 25 101 228% 0.42[0.21, 0.86] e
Keltz 2013 3 iy 45 173 12.0% 0.43 [0.14,1.28] B
Lukaszuk 2015 1 38 1 22 1.3% 0.58 [0.04, 8.80]
Schoolcraft 2013 16 226 56 01 58 7% 0.25[0.15, 0.43] —l—
Wang 2014 1 15 5 13 5.3% 017 [0.02,1.30]
Total (95% CI) 392 510 100.0% 0.31 [0.21, 0.46] -
Tatal events 30 132

Heterogenelty: Chi*= 215, di= 4 (F=0.71);, F= 0%

Test for overall effect; £Z= 6.02 (P = 0,00001) oo s ) e s

Favours [CCS group] Favours [control group]

Chen et al., Plos one 2015
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3 1° STEP PGD/PGS: BIOPSIA

- of B-oell grmbirya il a Hlasraoyl

Tropheecisderm ¢

FINO AL 2012-2013 Dal 2013

- Il transfer degli embrioni veniva eseguito in day3,
al massimo in dayd

- 5i preferivanc cicli PDG ‘a fresco® perche le
tecniche di congelamento utilizzate fino al 2013
[slow-freezing) non garantivano buona resa per
(%2 embrioni vitali post-scongelamento) per gl
embrioni post-biocpsia

- LIMITI: riduzione massa embrione, mosaicismi,
172 cellule per 'analisi genstica, poco tempo per
I'inglagine genstica

- Tendenza a prolungare la colfura fino allo

pEr generare
embrioni ad alto potenziale di impianto

- Possibilita di congelare gli  embrioni

post-biopsia con vitrificazione (95% wvitali
post-scongelamento)

- VANTAGGE: meno invasivo (no cell

embrione} pid cellule e pia tempo per
IFindagine genstica, possibilita cli
preparare/monitorare I'endometrio



Tecnica di Biopsia allo stadio di blastocisti:
La biopsia di un frammento di trofoectoderma allo
stadio di blastocisti ha rappresentato un significativo

avanzamento tecnologico e procedurale sia per i cicli di
PGD che di PGS.

La tecnica di biopsia consta nel prelievo, tramite un
micromanipolatore attrezzato con un laser, di un
frammento (5-6 cellule) di trofoectoderma.

Tale operazione, quando effettuata a questo stadio di
sviluppo, non compromette la vitalita della blastocistj,
né le sue possibilita di impianto (Scott et al, Fertil Steril,
2012), oltre a garantire un’analisi decisamente piu
accurata sia dal punto di vista sia tecnico che genetico
(Capalbo Human Reprod, 2013).




MNIVERSITA Titolo presentazione

EGLI STUI Arial bold 8 pt

Luogo e data arial regular 8 pt

Tecnica di Biopsia allo stadio di blastocisti:

U'analisi di un frammento di TE, piu cellule, permette una accuratezza diagnostica
sig'gﬁpﬁ/gugi@gﬁ elevata dell’analisi della singola cellula prelevata in terza giornata
per tutte le possibili metodiche diagnostiche attualmente disponibili, sia per PGD che
PGS.

La bibpsia a blastocisti ha permesso di ottimizzare |'efficienza generale della procedura
di diagnosi preimpainto, in quanto solo embrioni competenti allo sviluppo sono
analizzati permettendo un riduzione considerevole del tempo di lavoro degli operatori
nel laboratorio IVF ed una riduzione significativa anche dei costi dell’analisi genetica.
Questo permette oggi un accesso piu facilitato alle coppie che hanno indicazione per
tali analisi.

La biopsia allo stadio di blastocisti deve, allo stato attuale delle conoscenze, essere
utilizzata come prima ed unica possibilita sia per cicli di PGS che di PGD. Ovviamente,
I'implementazione di tale procedura prevede la coesistenza di elevati standard
procedurali nel laboratorio IVF per quanto riguarda sia la coltura allo stadio di
blastocisti che la vitrificazione embrionale 2]
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Fecondazione
in vitro (ICSI)

Whole Genome
Amplification +

50% degli embrioni
fertilizzati_J/
arrayCGH | 1

ALTERAZIONI Analisi indiretta (Linkage STR) + analisi diretta
STRUTTURALI (Sequenziamento Sanger o miniSequencing)

PGT-A e PGT-SR MUTAZIONI PUNTIFORMI ( PGT-A)
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ARTICLE

Genomic DNA in human blastocoele fluid

S Palini ="' L Galluzzi b"', S De Stefani ®, M Bianchi h, D Wells
M Magnani ®, C Bulletti @

* IVF Lbndr. “Cervesi® Hospitol Coftolica, 47841 Cattolica (Ao, taly: " Deportmendt of Blomodecwlar 5
Urbiéne "Cario Bo", S§T0F? Urbdno JPLD,. Moy Uriivwrsity of Oxford. Instited e of Reprodiuctve S
Pork North, Oxford, UDaited? Kinsclonrm

The first report of the presence of amplifiable
DNA in blastocoele fluid. I

e = s b
i ey f-'-",ﬁ www . sCiencedirect.com

www. rbmonline.com
_..i“._.,.E_'.l.k

"The work of Palini and co-workers is
provocative and fascinating for it raises the
possibility of a new era in diagnosis of genetic

abnormalities in preimplantation embryos."
Jacgues Cohen
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Biopsia del trofoectoderma (blastocisti)

1) Il trofoectoderma rappresenta tutto I'embrione?

ICM = embrione (ectoderma, mesoderma, [
endoderma) + sacco vitellino + amnion |

TROFOECTODERMA - tessuti di
derivazione non embrionale (chorion,
placenta, cordone ombelicale)

* ICM e TE sono concordanti nel 97% (31/32) degli
embrioni analizzati con aCGH (Capalbo, 2013)



La biopsia di per sé puo
compromettere lo sviluppo
delllembrione?

Valutare 'impatto della biopsia in sé ha una

importanza fondamentale

| primi studi confrontavano I'IR nelle pz

sottoposte a PGD per malattie
monogeniche con quello di pz non
biopsiate

U'interpretazione dei dati era pero limitata

dalla impossibilita di assicurare
I'equivalenza dei due gruppi di pazienti.

«DNA fingerprinting»: e adesso possibile

trasferire simultaneamente due embrioni
con lo stesso transfer e sapere
certamente quale embrione si e
impiantato

‘ Routine Gonadotropin Stimulation and Follicular Aspiration

|

Routine Care

8 8 O Oocyte recovery, ICSI,
' Iture, and
OOO selrec;litc;:eo?ic;:r:wz nbest

i embryos for transfer

Randomized Intervent
b /~  Oneoftwo embryos randomly

on

7

/’"“"\ /“’\ S selected for biopsy and the

[ | (1)) other as contral.
o

l\\% v/ N/

|
—

-

Control Biopsy Biopsy saved for future analysis
Transfer
oy N Transfer of both embryos
;"@| (@‘1 prior to any analysis of the
2 biopsy specimen

If implantation occurs, maternal serum sampling
for DNA Fingerprinting to identify which embryo implanted

Study design to assess the impact of biopsy at the cleavage stage (day
3) on embryonic reproductive potential. The randomized paired
experimental design allowed each patient to serve as her own
control. An equivalent methodology was used to determine if
trophectoderm biopsy at the blastocyst stage affected embryonic
potential. ICSI = intracytoplasmic sperm injection.

Scott. Cleavage-stage biopsy & harmful Fertil Stenil 2013.
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Vantaggi:
Piu cellule da analizzare (piu DNA)

Biopsia della blastocisti

Svantaggi:
Non tutti gli embrioni

Basso grado di mosaicismo = minore tasso

di errori
ICM rimane intatta

Richiede un alto tasso di formazione di
blastocisti, un sistema di coltura
ottimale e personale con esperienza
specifica

Meno costosa

Alte IR

Possibilita di single embryo transfer
Riduzione gravidanze multiple
Ambiente uterino ottimizzato allo scong

raggiungono lo stadio di
blastocisti
Minor tempo per il transfer
a fresco
Sincronizzazione
endometriale
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Stretto coordinamento tra laboratorio
di embriologia e di genetica

/ Tubing * Q
La piastra con la biopsia viene
consegnata al laboratorio di = o
citogenetica ‘- I acta
’ manuale
molto

delicata

FISH EIDLGGIMCITGGENETICA
MOLECOLARE

* Tubi PCR 0.2 mi con 1ul di PES.
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PGT is an alternative to prenatal diagnosis: embryos obtained in vitro are tested and only disease-free
embryos are transferred to the mother, to avoid the instauration of pregnancy with an affected embryo.

Preimplantation

PGT for monogenic/single gene defects (PGT-M);

PGT for chromosomal structural rearrangements (PGT-SR);
PGT for aneuploidies (PGT-A)

Zegers-Hochschild et al. 2017
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SET-UP PRECONCEZIONALE
(pud durare mesi)

FASE PREPARATORIA NECESSARIA PER L'OTTIMIZZAZIONE DEI SAGGI
EPER LATTRIBUZICONE DEl MARCATORI IN LINKAGE (STR) CON LA
MUTAZIONE.

Campioni necessari:
v DMA della coppia

v DMNA di eventuali figli affetti

v Se non ci sono figli affetti: DNA dei
genitori della coppia

: In assenza dei genitori di Lui si puo ricormrere
Eﬁd@ all'analisi su DNA estratto da singoli spermatozoi,
per determinare | marcator in linkage con la

mutazione paterna.

PGT-M
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SET-UP: fase sperimentale

« Disegnare | primers specifici per la mutazione e per STR a monte

e a valle della mutazione (per escludere eventi di ricombinazione). [
« || DNA estratto della coppia & del figlio affetto (o dei familiari) viene 13
analizzato per i diversi STR e vengono selezionati quelli g
informativi 1‘“
* Individuare i| marcatori in linkage con la mutazione _1,;
« Testare in PCR diverse combinazioni di primers e scegliere 14
quella che fornisce una magagiore efficienza di amplificazione 0

« Ottimizzare la metodica su poche cellule (leucociti dei familiar),
mimando le condizioni PGD

ANALISI SULLEMBRIONE

126
100
124
MUT
145

= -
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Genome-wide single cell haplotyping
PGD con KARYOMAPPING

Approccio GENERICO {non mutazione-specifico ne famiglia-specifico) basato

sUlla genotipizzazione e aplotipizzazione mediante SNP array {(whaole
genome), che permette di identificare indirettamente [a presenza di alterazioni

genetiche (mutazioni a partire da poche cellule (PGD).

(3l SMNFs sono utilizzat per identificare I"origine parentale dei cromosomi per

tutti i loci
Padre 1 * Madra I' NOMN E' NECESSARIA LA FASE DI
(portateors R SET-UP PRE-CONCEZIONALE...

- ] |
#ll = ¢
... E' PERO' NECESSARIO, OLTRE AL

T ‘ (!) DNA DELLA COPPIA, IL DNA DI UN

i ﬁ |

DISPONIBILE, DI UN ALTRO PARENTE DI
1" GRADO.

Besbenin Embrions 1 Embrone I Ceboons | Emkricns 4
|a¥asta]|  nes aMeHs| [poratore| [paratore| |[&MEn]

Solo per PGT —A e PGT- SR



UNIVERS i
DEGLI ST

g8 PGT-A: evolution of the technology

H NGS (llluminal) |
""" i e "’__'mmw_\'_\ﬁ_. :'-- MNP I PR ST
| P L aCGH (llumina) ! '

— | MGS (Life-Thermao)

T S—— T P

I:’f".- Blastocysts —
\, Deferred transfer
\% —

Fluorescence - N
In Situ 2008 2010 2012 e . PGT-A 3.0
Hybridization

(F

ay-3 hiup_sies Array Single- Quantitative 2016-17
2 blastomeres Comparative  nuclectide  polymerase
- Genomic  polymorphism chain
PGT-A | Hybridization (SNP) reaction _ )
(aCGH) microarray {(gPCR) Next Generation NGS with custom
Sequencing algorithm for
(NGS) mosaicism
Aol ad®e o
=12 chromosomes 24 chromosomes
Higher throughputs

Decreased costs
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Capabilities and main features
* Severe inherited diseases only

* Only pathogenic mutations (no VUS)
* Easy and effective clinical management;
* Cost-effective (cost similar to CF alone)

ReproGene

Detection Rate Edpecied X of Resiual Risk atter
. - Genetic Condition G Comir o ol Rizpr oG ne “m;:'*‘ Ft::rﬂitﬂ
7 Couples/donors of risk idenified by ReproGene ———
i calal ol SHINL 1 %630 95.0% 1 5 900 1 5 1480000
A
Cyalic Fbaods [CFE) o ;
Peficit di 3-drosisci-Cod HADHA 15 175 70.0% 1 5 15600 1 5 1290000
SRS [SRANT) deidrogenas a caténa lunga
-Frogile Svncdrome (FRVE]) DE.FF'II flack-Coh ACADM 1 i 55 5% 1553000 1 5u 139000
i ! eidrogenas 4 caténd media
Couples nol af dik "
|:|'I.fE1!!:I |:|.:-ngi:nl|1-:| dela PRIRZ 1570 12.0% 1 5 5000 1 su 250000
licosilazione tipa 1a
Distrofia Muscolare
DIETROFINA 1 % 500 B5.0% 1 5 500 1 50 5700
[uchenne/Becker [DMD/B) . “ “
Fibirosi Cistica CFTR 1 o6 25 B36% 1 53 625 1 5 90000
m Emple.mf risk 10/530 |estadistrofis Metacromatica ARSA 13100 720% 1 5 10000 151 510000
hindrame dell’)-fragile FAR1 15180 5.0 1 5 180 1 5u 24000
Sindrome d SmithrLurnIH'_'lpitz OHCR? 1 2690 B315% 1 5 3000 1 & 1190000
Tatal far conditions includere in the ReproGene Carrier Test L11% 0.03%

IGENOMIX-taly Reprogens test
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In ITALIA: Prima del 2004 erano possibill
tutte le applicazioni di PGD

Legge n. 40 del 19/02/2004
"‘NORME IN MATERIA DI
PROCREAZIONE MEDICALMENTE ASSISTITA”

U

Articolo 4 comma 1: Tecniche di PMA consentite solo alle coppig inferdiliisteril
Articolo 14 comma 1: Civieto di crioconsegvaziong 2 |la soppressione degli
embrioni. Cgni indagine sugli embrioni deve ess po ossenvazionale. Obbligo
a reimpiantare in utero tutti gli embrioni analizzat |Omgdentemente dal genotipo
Articolo 14 comma 2; Vietate fertilizzare piu di 3 ovociti per non incorrere nel reato

-

di produrre pit i 3 embrioni. |l trasferimento embrionaric deve essere unico e
contemporaneo.

Articolo 14 comma 3: Possibilita di crioconservazione degli embrioni solo nel caso
in cul «il trasferimento in utero non risulti possibile per grave e documentata forza
magagiore relativa allo stato di salute della donna

Molte coppie con rischio riproduttivo fanno ricorso ai TAR e vincono
(Sardegna, Emilia, Toscana, Lazio): dichiara illegittimo il divieto di diagnosi
preimpianto previsto dalle [ inee Guida Ministeriali
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Sentenza della Corte Costituzionale nr. 151 del 2009

DETERMINA LA RIAPERTURA DELLA
PGD IN ITALIA

Articolo 4 comma _1: Tecniche di PMA consentite zole ][
infertili’'ster

Articolo 14 comma 1: Divieto di crioconse= .. 710" .
i

E’I'I rioni. Ogni indagine sugli ﬁ’n e 0‘35 \e —Jnale.

obligo  a  reimpiantare e Ggﬁﬁ 50\° .« analizzati

irdiperdente*nente dal o= dg\‘t'ﬂ dﬁrg\. '

Articolo 14 - E‘,Eﬂ #l:a 50 aC i 3 gwociti per non incorrere
nel re=*" IDFDIL &l pﬂﬂ p“ el tra ento embrionario deve
ey D e —

Arti. _«3. Possibilita di crioconsgrvazigne degli embrioni solo
nel ¢ _ar «il trasferimento in utero non | possibile per grave e

docur..rtata forza maggiore relativa allo stat te della donna
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- Coppie infertili che accedono alla PMA tramite parametri
indicati nella Legge 40/04

- Coppie fertili portatrici di patologia genetica ereditaria
(grazie alla sentenza C.C. 96/2015)




“Ildramma di avere

figli ammalati

da orasi puo evitare”

p— P GD S| Puo 1|

L PARADOSSO
Assurdo
vietare

la diagnosi
pre-impianto
epoifar
abortire

29

IL NUMERO DI EMBRIONI
Il divieto di produrre
pit di tre embrioni
per la fecondazione
assistita & stato
rimosso dalla

Corte costituzionale
€ON una sentenza
del 2009: & stato
uno dei primi colpi
alla legge 40

L'ETEROLOGA

Il divieto di
fecondazione
eterologa (cioé con
un donatore esternc
alla coppial, uno dei
piu contestati della
legge, é caduto nel
2014 sernpre grazie
aunasentenza
della Consulta

“Lalegge ci ha obbligato ad abortire
Ora possiamo evitare la roulette russa”

LLa coppia del ricorso: non ¢i si gioca la vita a testa o croce

Andare all'estero

LE COPPIE FERTILI

La legge vietava

la procreazione
assistita alle coppie
fertili ma portatrici

di gravi malattie
genetiche: il divieto &
stato cancellato dalla
Corte costituzionale
nel maggio

di quest’anno

40

3¢

pronunce anni
nei tribunali  Maria Cristina
sulla legge 40 Paoclonie
del 2004, Armando
quellache  Catalano. Lei
regola la & portatrice
procreazione sanadiuna
assistita malattia
genetica

diventare genitori, qual & la

strada davantiavoi ?

ha costi proibitivi
abbiamao fatto

il test previsto in Italia

E disumano sapere

che esiste una

soluzione ma nel tuo

Paesetienegata

«Ci rivolgiamo subito ad una
struttura pubblica per diventa-
re mamma e papa senza dover
pitt tentare la roulette russa.
Siamo felici ma la gioia non can-
cella la ferita di non aver potuto
evitare un aborto per il solo desi-
derio di avere un bambino sano.
Alla fine di un calvario senza sen-
80 né umanita ha vinto il rispetto
dei diritti fondamentali delle per-

11 novembre 2015

Abbiamo scelto la seconda vias,
E come é andata a finire?
«Nel 2012 sono rimasta incinta
ed era maschio. Ma purtroppo
l'embrione era malato. Aveva-
mo una possibilita su due che lo
fosse. E come giocarsi la vita a
testa o croce. A quel punto ho
dovuto interrompere la gravi-
danza con un aborto terapeuti-
co. Un trauma terribile che mi
ha gettato in uno stato indeseri-
vibile di prostrazione fisica e

o La fecondazione

Si alla selezione
degli embrioni
se ammalat

di Margherita De Bac

n filo sottile tiene in

vita il testo originale

della legge sulla
fecondazione artificiale,
nata nel 2004 . 11 filo si
potrebbe sperzare a marzo
gquando la Corte
Costituzionale dovra
pronunciarsi sulla
legittimita dellultimo
divieto rimasto in piedi,
la sperimentazione sugli
embrioni donati dalle
coppie, per i guali non
esista pili1 un progetto di
vita. La Consulta, infatti,
nella senten=za depositata
ieri ha abbattuto un altro
paletto. La selezione degli
cmbrioni malati non ¢ pitn
un reato «anche nel caso in
cuai sia esclusivamente
finalizzata a evitare
I'impianto nellutero della
donna di guelli affetti da
malattie genctiche
trasmissibili rispondenti a
criteri di gravita» stabiliti
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Preconception

1-2% of infertile

patients have an
abnormal karyotype

warranting  special
reproductive care

it M

Preimplantation

.=.=.’=

-

, -
[ ]

Preconception genetic screening

Prenatal

1-2% couples are at
risk of having a child

affected with a
recessive genetic
condition.
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% >95% of abnormal embryos are uniformly aneuploid following a meiotic aneuploidy

- "L

Generation of meiomaps of genome-wide
recombination and chromosome segregation in

Genome-wide maps of recombination and chromosome human W‘:_'ftﬁ
segregation in hunwmn eocvies and embryos show selection

bt 5 bdind ¥ drasnio € apu deSE, Liader Brwrban™, Handie | insdomoe ™, Seviilones § havu’

Human famale melosls revised: new
insights into the mechanisms
of chromosome segregation

(] - H - 7 =T
for maternal recombination rates v B D™, ppe M bk, Lsers Reron & Al )] Handvaide and aneuploidies from advanced
[ mactin 5 Cmiaig’ 1%, Lo | Sl ®, S oo il ™, Svih distinn b "videncais’ =T = e == = EEnomics and ‘“I'I'H!'IHE'I-E maging
ksl & P, sl ik, Dhirven G Caie . Gavn S Mkl © Samaminy' © = ST e T < B e L T T Ancosks Capalts 0 7, Dua B Hol i £
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E 2 18
- 7 14
8 15 34
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Table 2 | The origin of human trisomy

Paternal Post-rygotic

LUl mll milosis

28 = =}
= - &7
— 1 E —
= = 11
3 = 3
:.! — —

48 - 3
- 6 18

Hassold et al., Nature Genetics, 2001
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Reduce ch.
abnormal preg.
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iz Tgke Home message

Aneuploidy in the trophectoderm of human preimplantation embryos now represents the most well
established molecular biomarker of reproductive potential (Gardner et al., 2015).

PGT-A

Invasiveness: none or extremenly low
Prevalence (Chromosomal risk) 20-90%;
No result rate:~2%

Mosaicism: present 4-5%

Accuracy: ~98-99%

Prenatal Diagnosis

invasivness 0.2-1% Abortion risk

Chromosomal risk (prevalence) 0.1-4%;

No result rate: ~1%

Mosaicism: present 1-2% CVS

Accuracy: ~98-99%
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SETTORE QUALITA' DEI SERVIZI E RETI CLINICHE

Responsabile di settore: MECHI MARIA
Incarico: DECR. DIRIG. CENTRO DIREZIONALE n. 5705 del 30-11-2015

Decreto non soggetto a controllo ai sensi della D.G.R. n. 553/2016

Numero adozione: 4183 - Data adozione: 05/04/2017

Oggetto: Approvazione del documento "Modalita di attuazione dell'attivita di diagnosi genetica
pre-impianto (PGD)"

MODALITA DI ATTUAZIONE DELL'ATTIVITA DI DIAGNOSI GENETICA PRE-IMPIANTO
(PGD)

Ambito applicativo

1. di approvare il documento “Modalita di attuazione dell'attivita di diagnosi genetica pre-
impianto (PGD)", di cui allegato A del presente provvedimento, che & parte integrante e
sostanziale del presente atto.

Indicazioni alla PGD,

a) Coppie di affetti o portatori sani di malattie monogeniche (es. Fibrosi Cistica, Beta Talassemia,
etc.), che possono essere trasmesse alla prole b) Pazienti portatori di alterazioni cromosomiche
strutturali (es. traslocazioni, delezioni, duplicazioni o inversioni).

c¢) Pazienti portatori di un mosaicismo cromosomico, cioeé pazienti con un cariotipo alterato a causa
della presenza di linee cellulari con assetto cromosomico diverso (alterazioni di numero/struttura)
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PGT- A PDTA Toscana Come si procede....

La procedura di PGT contempla :

1. consulenza pre-test combinata con un ginecologo esperto di PMA e un genetista, a
cui fa seguito un prelievo di sangue periferico dei componenti della coppia e,
qualora ancora viventi, tamponi buccali dei rispettivi genitori e/o eventuali altri
familiari.

2. Tali campioni saranno necessari per la costruzione di sonde molecolari specifiche
calibrate sul genotipo parentale per ottimizzare l'analisi genetica che verra poi
eseguita su una o poche cellule embrionali.

3. Ultimata la costruzione di tali sonde, la coppia intraprendera un ciclo di PMA
standard che ultimera nella biopsia della blastocisti in 57, 6 o 7" giornata di
sviluppo preimpianto si procede

4. crioconservazione embrionale

5. analisi dello specifico difetto genetico o cromosomico. Successivamente all’analisi
molecolare e alla refertazione, poi

6. consulenza post-test,| dove verra sara comunicato alla coppia I'esito a cui fara seguito
il trasferimento dopo scongelamento, se presente, del’'embrione non affetto d
patologia di cui i pazienti sono portatori H
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Aggiornamento del nomenclatore regionale delle prestazioni di diagnosi pre-impianto (PGT)

NOMENCLATORE TARIFFARIO REGIONALE DELLE PRESTAZION| SPECIALISTICHE AMEBULATORIALI

PRESTAZIONI EROGABILI 20LO
TARIFF OPERAZIONE CONFORMEMENTE ALLE

NOTA | BRANCA | CODICE | DESCRIZIONE ETTUA SPECIFICHE INDICAZIONI NOTE
A EFF T CLUNICO-DGNOSTICHE

[Allegato 2 nomenclatore)

La presiazione & erogabile S0io sa

SET UP MALATTIE MENDELIANE la pariner lemiminile ha una ela
" T 69.95.1 120000 | Insedimento minode od uguale a 42 anni (sl

imende 42 anni 11 mesi e 208 giomi)

La presiazione & erogabile solo se

la pastner femmimanile ha ung ela
* T 69.95.2 ?;‘;.EISI EMERICNE MENDELIANE 580,00 InE&fmento minofe od uguale a 42 anni (Si
imende 42 anni 11 mesi @ 29 giomi)

& riguarda ciascun embrone

La presiazions & erogabile solo se
la pastrer femminile ha une el

* T 69.95.3 ?;‘;.EISI EMERIONE CROMOSCRMMCHE 580,00 InE&fmento minofe od uguale a 42 anni (Si
imende 42 anni 11 mesi @ 29 giomi)

& riguarda ciascun embrigne

La presiazione & erogabile solo sa
la pestner femminile ha unga etd

MR T E0.054 | BIOPSIE BLASTOCISTI 700,00 | Insedmenia mingde od uuale & 42 anni (o
imende 42 anni 11 mesi @ 29 giomi)
La presiazione [ EI’DQEJ:IHE‘ SO0 =8

MR T E0.955 | VITRIFICAZIONE EMERIONI 200,00 | Inseimenio Ia pannes fermmiriie ha, una &4

minofe od uguale a 42 anni [si
imende 42 anmi 11 mesi @ 29 giomi)
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DIAGNOSI GENETICA PREIMPIANTO (PGD) — LA PROSPETTIVA DEI PAZIENTI

Diagnosi prenatale con conseguente possibilita di scegliere
I'interruzione volontaria di gravidanza per un figlio affetto

PRE PGT: OPZIONI RIPRODUTTIVE PER LE COPPIE A

RICHIO DI AVERE UN FIGLIO AFFETTO DA UNA Assumersi il rischio di avere uno o piu figli affetti
CONDIZIONE GENETICA EREDITARIA

Scegliere I'adozione o la donazione di gameti

Decidere di rimanere senza figli

PGT: VALIDA ALTERNATIVA ALLA DIAGNOSI PRENATALE

Durante il percorso di IVF in seguito alla ICSI, e dopo I'avvenuta fertilizzazione, cellule vengono
rimosse dalla blastocisti ed analizzate per specifiche anomalie genetiche o cromosomiche (rilevate
nei genitori). Tale tecnica consente di dare informazioni alla coppia sullo stato di salute dell’embrione

Thornhill A.R, et al.,, 2005; Braude et al., 2002
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Il PERCORSO PSICOLOGICO NELLA PGD: Take Home Message

> Le coppie che si sottopongono ad un ciclo di IVF/PGD dovrebbero essere sostenute durante il
processo di decision making e in seguito durante tutto il percorso cosi come raccomandato per
I’'omologa.

> |l ruolo dello psicologo in tale contesto dovrebbe essere complementare al team medico, con il
quale questo dovrebbe relazionarsi per valutare e sviluppare strategie di intervento specifiche
per ogni coppia, e specifiche sulla base della patologia di cui i pazienti sono portatori.

> In caso di storia riproduttiva traumatica, morte di un figlio, o nascita di un figlio affetto, maggiore

attenzione deve essere posta nella consulenza psicologica alle coppie.
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rrenze 7. Qual e la percentuale di successo?

> Se ci sono embrioni trasferibi
varia a secondo del ti

|, la percentuale

oo di diagnosi

preimpianto, ma in media, e intorno al 40%.

»>Inoltre, la diagnosi preimpianto per Ila
valutazione dei cromosomi riduce l'effetto
negativo legato all'eta della donna, in una

gravidanza.

OMAR

Home Malattie rare Tumori rari Undiagnosed diseases




UNIVERSITA

FIRENZE Esostosi multipla ereditaria (EME)

L'EME colpisce circa una persona ogni 50.000, uomini e donne con pari
possibilita. L'esostosi multipla € solitamente una malattia ereditaria,
trasmessa al figlio da uno dei genitori (sette malati su dieci ereditano la
malattia da uno dei genitori) e se un genitore n'e affetto, ci sono il 50%
di possibilita che anche il figlio sviluppi la malattia.

Puo accadere, anche se piu raramente, che la malattia insorga per causa di
una mutazione genetica spontanea, in altre parole senza essere
ereditata dai genitori.

L'esostosi, infatti, € una malattia genetica causata da un‘anomalia nel
codice genetico della persona che n'e affetta.

Di recente e stato dimostrato che i geni in cui sono localizzate le
alterazioni che determinano l'insorgenza dell'EME, chiamati EXT1 ed
EXT2, sono localizzati rispettivamente sui cromosomi (i "pacchetti”
portatori dei geni) 8 e 11.

Le mutazioni sono piu frequentemente riscontrabili in EXT1 che e
localizzato sul cromosoma 8. SI PGT — M
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Grazie per |'atten
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