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DETERMINAZION! N ORDINE ALLE PROCEDURE PER L'ATTIVITA' DI DIAGNOS! PRE- % PER
COPPIE INFERTIL: A RISCHIO D TRASMISSIONE DI MALATTIE GENETICHE @

s,

L DIRETTORE GENERALE

- ta Legge 19 febbraio 2004, n. 40 - Norme in materia di procreazione medicalinerite assistita;

- la sentenza della Corte Costituzionale 151/2009, che ha dichiarato [lllggittimitad costituzionale
deli'art. 14, comma 2, della legge 19 febbraio 2004, n. 40, limitatamente alle parole «ad un unico e
contemporaneo impianto, comungue non superiore a tre» e deﬁ‘% comma 3, della legge n. 40
del 2004 nella parte in cui non prevede che il trasferimento deglt embrioni, da realizzare non
appena possibile, come stabilisce tale norma, debba essere e@a o senza pregiudizio della salute

della donna;
- la nota della Direzione Generale Salute del 26 set %& 14, ove si evidenzia “Porientamento
regionale non vincolante favorevole alla ficeita delf favore di coppie sterili o infertili. Sia la

normativa {ort. 13 e 14 della legge 40) sia la glurispradenza, costituzionale e amministrotiva e

comunitaria, non legittimano conclusioni divers '©
&

CONSIDERATO che : &\

- gli effetii delia sentenza del 2009, ¢ do la preparazione di pill di tre embrioni nell'ambito
delle procedure di procreazione assistita;, rendono indirettamente possibile ['effettuazione di
procedure diagnostiche nei con degli embrioni prima del lorec impiante e quindi

lottemperanza al'articolo 14 co% della legge 40/2009 ( " | soggetti di cui all'articolo 5 sono
informati sul numero e, su lo hiesta, sullo stato di salute deghi embrioni prodotti e da trasferire
nell'utero.") ;

- alle procedure di procre medicalmente assistita, e guindi di diagnosi pre impianto, possono
clla Legge 40, “coppie di maggiorenni di sesso diverso, coniugate o
conviventi, in etd '. ente fertife, entrambi viventi, quande sia accertata limpossibilita di

svituppanoforme di infertilita di carattere psicologico; f;

[

.& PO che 'effettuazione di procedure diagnostiche su embrioni destinati all'impianto: ({%\
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B

inquadrata in un percorso assistenziale pili complessiva, comgrensivo degli nti aspetti

- non possa configurarsi come mera esecuzione di tecniche di laboratorio maﬁb essere
psicologicl e ricadute sul benessere della coppia e del nascituro;

- debba essere posta in atto a fronte di un definito rischio di trasmissione '%ie genetiche di
rilevante impatto sulla qualita della vita e non genericamente v tjxriievare anomatie
cromosomiche o genetiche, e cid nel rispetto del divieto di cui aii’art.N a lepge 40/2004 {
“..ogni forma di selezione a scopo eugenetica degli embrioni e dei [gameti, ovvero interventi che,
attraverso tecniche di selezione, di manipolazione o comunque tramité p dimenti artificiali, siano
diretti ad alterare il potrimonio genetico dell'embrione o del ete ovvero g predeterminarne
caratteristiche genetiche, ad ecceziane degli interventi aventi ﬁﬁ%gnosﬁche e terapeutiche, di
cui af comma 2 del presente articolo™);
&
- richieda, da parte della struttura sanitaria che la effettui, nze di caratiere:;
- clinico relativo alle malattie genetiche perle qya fyiene condotia la diagnosi pre-impianto,
- laboratoristico inerente la sensibilita e speci % est da effettuare,
- psicologico relativo alle problematiche % e al desiderio di genitorialita, alla
consapevolezza circa la metodica di pro@ne medicalmente assistita, gli esiti della
diagnosi pre-impianto o della diagnosip ;

&
VERIFICATO che le situazioni occorrenti préss Fondazione, come segnalate dai professionisti
nella nota del 24 aprile 2014, sono costitus
- coppie con infertilitd determinata atologie organiche, che accedono alle procedure di

procreazione medicalmente assis’cihe fanno richiesta di conoscere lo stato di salute degli
embrioni prima dell'impianto;

- coppie con infertilita di c@e psicologico, periopill conseguente al fatto di essere portatrici di
malattie genetiche trasmissibili, che richiedono di accedere alla procreazione medicalmente
assistita per poter effettu iagnosi pre-implanto;

VERIFICATO altresi sti per f'effettuazione della diagnosi pre-impianto sono compatibili e
coperticoniata iconosciuta da Regione Lombardia;

impianto perg 1530g%§a anomalia genetica o cromosomica, ma esclusivamente per malattie per le
quali siang-presenti in Fondazione competenze per la relativa diagnosi e cura e , quindi, in prima
ipotesi, emofiiia, fibrosi cistica, talassemia, riservandosi, con successivi provvedimenti,
Veve % pliamento ad altre patologie;

RITENUTO, n: rispaito deil'articolo 13 della legge 40/2004, di nor dover effettuare diagnosi pre-

Ri3 3(-.‘-? O altresi che I'accesso aila procreazione medicalmente assistita per le coppie con infertilita

di caratiere psicologico e portatrici delle succitate malatiie genetiche, debba essere preceduts da
f’:?
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un percorsc assistenziale adeguato, volto anche ad una valutazione circa la consapevolezza delle

procedure a cui viene chiesto di sottoporsi e relativi esiti;
N atlegati, che

VISTO i documento predisposto a tale scopo dagli operatori della Fondazione

costituiscono parie integrante della presente determinazione; \

RITENUTO CHE:

- ie procedure proposte, relative alia diagnosi pre-impianto per emofilia, ssemia e fibrosi cistica,
possanc essere poste in atto per le coppie con infertilita detoe inata da patologie di caratiere
organico, certificate da specialista della Fondazione; \

- per le coppie con infertilita di carattere psicologico che @ ?’catrici di emcfilia, talassemia e
fibrosi cistica debba essere messo a punto un protocollo definire i criteri, gli accertamentie le
valutazioni necessarie a certificare detta infertilita %c@ protocollo sia predisposto da una
commissione coordinata dal Direttore della UCC % mento Dipartimenti Clinici - DSP e
costituita dal Direttore dell'Area Ostetrico-gin %};a e dal Direttore Dipartimento di
neurgscienze o loro delegati; @

VALUTATA l'opportunitd di sottoporre la pré eterminazione al Comitato Etico di Milano -
Area B, cui sara sottoposto, preventivam% la sua adorzione, anche il protocollo di cui al
pracedente punto;

ACGUISITO il parere favorevole del e della Area Ostetrico-ginecologica, Prof. Luigi Fedele,
del Direttore delia UOSD PMA, Dy rdo Somigliana, del Direttore della UOC Coordinamento
Dipartimenti Clinici —DSP, Dr. Bas?& " nella riunione del 7 ottobre 2014,

Con il parere favorevole Direttore Scientifico, del Direttore Sanitarioc e del Direttore

Amministrativo @
\@ DETERMINA

1. di prepderevatio che aila luce della sentenza della corte costituzicnale n. 1531/2009 &
possibile\effettuare ta diagnosi pre-impianto, cosi come confermato anche nella nota della

fibrasi cistica; ?{
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3. di riservarsi, con successivo provvedimento di ampliare ad alire patologie h&ossa ilita di

diagnosi pre-impianto, verificati i criteri succitati; @

4, i consentire Faccesso alle predetie procedure per le coppie cgn tilita che siano
portatrici delle medesime malattie, secondo le modalitd di cui al dosumento allegate che
forma parte integrante della presente determinazione; N

5. di dare mandato al Direttore della UOC Coordinamento Dipart ti Clinici - DSP, con il
supporto del Direttore deil'Area Ostetrico-ginecologica e del ettore Dipartimento di
neuroscienze o loro delegati, di mettere a punto un grotecolic per definire © criteri, gli
accertamenti e le valutazioni necessarie a certificare in% a di caratiere psicologico e

conseguente accesso  alla  Procreazione Medicalmente Assistita, da sotioporre
preventivamente all’adozione al Comitato Etico Mi!aa ;
5. di inviare la presente determinazione al Co@o di Milano Area B per opportuna

valutazione;
: one delle procedure per la diagnosi pre-

| iriffa riconosciuta per il drg e che quindi la

8. di dare mandato al Direttore
alla Direzione Strategica, con cité trimestrale, it numero di procedure di diagnosi pre
impianto e relativi esiti, fer@tando gli obblight di regisirazione e rendicontazione dei
flussi sanitari e delia rete& ntale di PMA regionale.

]

IL DIRETTORE (GENERALE
Re(LvigrMedel

&

Prn o presso: Direzione Sanitaria Aziendale
Responsablie del procedimento : Dr.ssa Anna Pavan
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PERCORSO DIAGNOSTICO- TERAPEUTICO DI DIAGNGSI GENETICA PRE-
IMPIANTO DI PATOLOGIE MONOGENICHE SU EMBRION! (PGD) @%

Versione 1.1 del 10.10.2014

In oftemperanza alla legge 40/2004 e relative linee guida ed alia -:
Costituzionale 151/2008 & istituito un percorso diagnostico di diagnosi genetica pre-
impianto per patologia monogenica & cui partecipano le OO Procreazione
Medicalmente Assistita, Genetica Medica, Laboratorio di Genetim ica e UO.C di
Ematologia non tumorale e coagulopatie SRR CN

Sitratta di una tecnica utile alla diagnosi precoce (pre-impiantoy di patologie monogeniche
da applicare a coppie ad aumentato rischio genetico.

La metodica indaga sclamente le mutazioni presenti nei % della coppia € non pud
assicurare che Vembrione non sia portatore di altre_mglatlie genetiche, anomalie
cromosomiche o di predisposizioni alle malformazioni: :-bm della procedura & quelio di
individuare ghi embrioni non affetti dalla patologia in e

La diagnosi pre-impianto di malattie a trasmissi e tica viene effettuata durante cicli
fecondazione in vitro attraverso la biopsia di alc ule della blastocisti e la successiva
analisi molecolare del DNA.

Si specifica che per effetiuare la metodi%a @ essario che, dopo la fecondazione, gl
embrioni della coppia si sviluppino fino al a\ﬁii di blastocisti (5/6 giornata di coltura in
vitro) e che tali blastocisti vengano crig ervate fino al risultato dell'analisi genetica.
Come riportato in letteratura, il del trofectoderma e il congelamento della
blastocisti non incidono sul potenZiaie sviluppo dell’embrione. Le cellule analizzate
sono provenienti dal trofoectode (i3, e non dal polo germinativo da cui originera il
feto {per guesto motivo ¢i ce falvolta ad una “viliocentesi precoce”).

e
7

Possono accedere alla diag

L H >
seguenti indicazioni: @

enetica pre-impianto (PGD) i soggetti che presentano le

1. Coppie con renetico accertato di fibrosi cistica, talassemia ed emofilia,
previa verifica dell'i formativifa del marcatori del DNA associati alla patologia
genetica di mbri della coppia sono portatori

2. ldoneitd alla ondazione Assistita in base alle condizioni di salute ed ai requisiti

24072004
3. psicologica
4. e cui siano presenti blastocisti al 5/6 giorno dopo la fecondazione

tico

| membri della coppia che accede alla PGD sono portatori di una o pitt mutazioni geniche
che aumentano il rischio, rispetto alla popolazione generale, di avere dei figli affetti da una
malattia monogenica. La coppia pud accedere al percorso di Procreazione Medicalmente

lter di

J IIICTO DY RICOVERG X CURA A CARATTERE SCEENTEICO DI NATURA PUBDLICA DuM, 39-42-2604
te Francesou Sfoves, 28 - 20122 Milane - Telefooo 02 53831 — Fax 42 383043506
adice Fiscale ¢ Parr, [VA 04724156968
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080 PROCREAZIONE MEDICALMENTE ASSIETITA

Assistita (PMA) conoscendo gia il proprio rischio genetico oppure i pazienti possono
scoprire di essere portatori di un gene che causa la patologia attraverso gii esamiyrichiest
durante il percorso di PMA. LUiter diagnostico terapeutico prevede in ogni cage | seguenti
momenii di consulenza-indagine specialistica: K

s Le caratteristiche della patologia ed 1 rischi di trasmissione alla proo affrontati
nel corso di una o pit consulenze effettuate dal medico geneti tMD Genetica
Medica).

e 1l Ginecologe verifica la possibilita delle coppie di sottopN a Fecondazicne
Assistita secondo la normale procedura di PMA (UOSD Hrogreazione Medicalmente
Assistita).

¢ Consulenze da parte di uno psicologo con adeguata’formazione nel settore per
assicurare adegualo sostegno psicologico alla coppia e pe%@mpietare la diagnosi.

e La fatlibilita dellanalisi genetica sullembrione ffettuata tramite uno studio
genetico, su sangue periferico, per individuare le ni presenti nei membri della
coppia ed i markers ad esse correlati (effettua UQOS Laboratorio di Genetica
Medica per la fibrosi cistica e la talssemia, daN .C. di Ematologia non tumorale e

coagulopatie per 'emofilia). @

La possibilita di accesso alla procedura €i @\osi pre-impianto & subordinata ad una
decisione collegiale che prevede i parere&%ﬁneno 2 ginecologi, uno psicologo/psichiatra

2 un medico genetista. @
iter terapeutico @%

Verificata la fattibilita del per %ﬁx step successivi sono:
« la coppia segue il normale iter della fecondazione in vitro. Per poter effettuare la
PGD €& necessario che @- la fecondazione si formino degli embrioni e che guesti
giungano allo stadi ocisti (al 5/6 giorno di coltura in vitro), stadio a cul si effettua
fa biopsia di 5-15-cellule’ del trofectoderma. Ogni biopsia viene indirizzata ail'analisi
genetica (UO Kaboratorio di Genetica Medica o UO Medicina Interna 2) ed ogni

» |l trasferimento degli embrioni non affetli viene effettuaio secondo la normale
procedura per i cicli di scongelamento di blastocisti. Gli embrioni non trasferiti, come

TEEUED DI RICOVERD £ CURA A CARATTERE SCENTIFICD Of NATURSA FUBBLICA DM, 28-12-2004
fe Francescd Sforzs, 28~ 20122 Milavo - Telefope 02 5363.1 ~ Fax 02 58304350
adiee Fiscale ¢ Part. FVA 047241500968
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avviene per ie procedure di fecondazione in vitro “standard”, vengono cricconservati

senza oneri per il paziente in ottemperanza sila legge 40/2004. @%
CONSENSO iINFORMATO \

= | soggetti sonoc informati sia verbalmente che attraverso opusc ormativo e
sessione audio visiva (offerta ai soggetti e fruita in modo gra e facoltativo),
relativamente al metodi, agli effetti collaterali, ai rischi, alle percentuali di successo e
insuccesso, ai problemi bioetici, alle conseguenze giuridiche onna, per 'uomo
e per il nascituro derivati dall’applicazione di tecniche ocreazione assistita di
secondo livello che dall’analisi genetica pre-impianto

u La wvolonta di entrambi | soggetti di accedere aligl fecniche di procreazione

medicalmente assistita ed all'analisi genetica prenimﬁ@o & espressa per iscrifto
mediante consenso informato per ognuna delle pro re.

&
o

¢
<O
&
Q
O
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Y0800 Progrsazione Medicalmente Assistila
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1 SCOPO

Lo scopo delia seguente procedura & guello di definire le modalitd operative adoftate nella UOSD
Procreazione Medicalmente Assistita della Fondazione IRCCS in condivisione con
Genetica medica, U.O. Laboratoric di Genetica Medica e U.O.C. di Ematologia no
coaguiopatie per a procedura di DIAGNOS! PRE-IMPIANTO D! PATOLOGIE MGNO
(PGD) SU EMBRIONI ottenuti da tecniche di fecondazione in viiro. @\

1
ju)

N
o -
o O

2 CAMPQ DI APPLICAZIONE N

l.a presente procedura si applica nella Sezione Clinica (SC) e Sezione Biclogig (SB) della UOSD
Procreazione Medicalmente Assistita in collaborazione con le UUCO 1i edica, Laboratorio
di Genetica medica e Ematologia non tumorale e coagulopatie. La plotedura viene applicata alle
coppie ad elevato rischio riproduttivo, per la presenza di mutazioni pare associabili a patologie
genetiche del nascituro, che ne facciano esplicita richiesé%%t tta di una procedura

complementare alle tecniche di PMA.

o
3 RIFERIMENTI @

= Percorso Diagnostico- Terapeutico Di Diagnosi Senelica Pre-lmpianto Di Patologie

Monogeniche Su Embrioni (PGD) \\

3

e P.01.732 "Prenctazione ed accettazione del

s P.10.732 “FIVET/NCSY &9
» P.14.732 "FIVETACSI Biologia”
= P.701.500.G GESTIONE DEl( PROCESSO SETTORE GENETICA MOLECOLARE

e 0 istruzioni operative p gripsi preimpianto di patolegia monogenica autosomica
recessiva su EMBRIO )

= Legge n.40/2004 “Nor ateria di Procreazione Medicalmente Assistita”
= Decreto Legislative 8-navembre 2007, n. 191 "Attuazione della direttiva 2004/23/CE sulla

definizione delle.no gi qualita’ e di sicurezza per la donazione, ['approvvigionamento, il
controllo, la Eavo' ng, la conservazione, lo stoccaggio e la distribuzione di tessuti e

= Revisione 2008 delle “Linee guida contenenti le indicazioni defle procedure e delle tecniche
rocreazione Medicalmente Assistita” art. 7 L.n® 40/2004 e sentenza n°151 del 2009
della Corte Costituzionate.

STEIUT0 D RICOVERD B CURA A CARATTERS SCIRMNTIFICO D NATURA PUBBLICA LR85 29-12-2004
viz Francesco Sforza, 28 — 20122 Milano « Tefefono 02 5583.1 ~ Fax 02 58304350
Codice Fizcale e Pare. EVA 4724150968
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4 DEFINIZION! E ABBREVIAZIONI

PGD: Diagnosi Genetica Pre-Impianto
DH: Day Hospital

PMA: Procreazione Medicaimente Assistita @
SB: Sezione Biologia
SC: Sterilita di Coppia X
UO: Unita Operativa N
RUO: Responsabile di Unita Operativa %
{

) RESPONSABILITA’

{f personale della UOSD Genetica Medica ha la responsa ;

¢ individuare le coppie a rischio riproduttivo canéﬁ%l a procedura
¢ effettuare la consulenza genetica pre-test alla interessata

e consegnare alla coppia it consenso informat iagnosi genetica pre-impianto di patologia
monogenica x-linked recessiva® o “Diag;ao{ etica pre-impianto di patologia monogenica

autosomica recessiva” %
+ Consegnare e valutare con la coppia i@% delle analisi PGD
Hl personale medico della UOSD Procre@edicalmente Assistita ha la responsabilita di :
¢ individuare le coppie infertili & @ ripreduitivo candidate alla procedura
e indirizzare le coppie inter é% a UO Genetica Medica per la consulenza specizlistica
s indirizzare la coppia all sulénza da parte di uno psicologo con adeguata formazione
nel settore, per assicurareadeguato sostegno psicologico

e consegnare alla cappi@ senso alla procedura FIVET/ICS!”
TNCS!

o effetiuare la proced
Il personale della Sez%&%imiogia della UOSD Procreazione Medicalmente Assistita ha la

; 52 dure “FIVET/ICSI biologia™

llule embrionali, identificarle e stoccarle nell’apposito frigorifero dedicato alla

ITYIUTO DI RICOVERO E CURA & CARATTERE SCIENTIFICO DI NATURA PUDBLICA I, 39-12-2004
via Francesco Sforea, 28 — 20122 Mileno ~ Telefone 82 55031 ~ Pax 42 58304350
Caodice Fisesle ¢ Pare, TVA 04724150968
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PAGHNA 4 D §Y

D3

il personale della U.0.S. Laboratorio di Genetica Medica e U.0.C. di Ematoiogia x&@orale e

coagulopatie ha la responsabilita di :

e effetluare le indagint genetiche preliminari alla fatlibilita della prﬁc s sangue

periferico di entrambi i componenti delle coppie candidate per l'iden ione di markers
informativi
nil

e condurre fanalisi genetica sulle celiule embrionali provefi
Medicalmentie Assistita ed ivi prese in carico
e« preparare il referto relativo alla PGD e consegnarlo alla UO Ggnatica Medica.

dal Procreazions

<

2

6. DESCRIZIONE DELLE ATTIVITA

TV D RICOVERD ¥ CURA A CARATTERE SCIENTINICO DY NATURA PUBBLICA DnA. 2%-12-2004
via Franceson Sforza, 28 ~ 20122 Miano — Telefono 02 5583,3 — Fax 02 58304358
Codice Fiscale ¢ Part, IVA 4724550968
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RESP ONGABILITA

gisenale 5C.

pesonale UEabowioie
enetica Medica

paxonae SC,

Geanglica hisdica

ReEnals 50

barzanaly SC

SCicE

baisonals SEST

pafEongls 5B

ATTIVITA!
{CHD (CHE COS5)
Eetzongle S5 PREMCTAZIOME
]
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6.2 VISITE AMBULATORIALI

Le coppie candidate alia procedura di PMA con PGD sono reclutate attraverso fambul
U0 Procreazione Medicaimente Assistita o delia UO CGenetica Medica e vengono indir

una prima consulenza prenotata ed effettuata presso la UO Procreazione Medicalm%%
in cui sono presenti sia it medico genetista che il medico ginecologo. in questa SGN specialisti
illustrano alla coppia it percorso diagnostice terapeutico relativo alla fecond vitro con
diagnosi preimpianto e prescrivono gli esami preliminari ritenuti necessari, invi la coppia a
presentarsi ad una visita di controlle per la rivalutazione clinica, con i% e modalita. Nel

rm

frattempo la coppia effettua unc o pil visite con uno psicologo con adeguat azione presso la
UO Procreazione Medicalmente Assistita. N

Durante la visita di conirolio, iI medico genetista ed il medico gipegolpgo valutano gl esami
preliminari effettuati ed indirizzano [a coppia verso le prossime fasi del\percorse ¢, se la coppia
non & ritenuta idonea, interrompono la procedura, motivandod] ta clinica; la possibilita di
sffetiuare la procedura di PGD € vincolata al parere positivo del ginecplogo, del medico genetista e
dello psicologo. Mel caso in cui la coppia possa proced viene illustrato e consegnato il
“Consenso informate alla Diagnosi genstica pre-impia /patologia monogenica x-linked
recessiva’ o il “Consenso informato alla diagnosi gengti impianto di patologia monogenica
autosomica recessiva’. La coppia viene inserita neli% i attesa per il DH ed informata del
fatto che il personale deli'Accettazione Sanitaria d Procregzione Medicalmenie Assistita
provvedera a contattarla per fissare E’appuntamen@ templ previsti dalla lista di attesa. Nel
contempo la coppia viene indirizzata a un pergor bulatoriale di assistenza psicologica e a un
corso informativo sulla procreazione x-v\ assistita, entrambi prenotabili ed eseguiti
presso la UO Procreazione Medicalmente Assisti

il giorno del DH, ia coppia si present%gp\r;@ la UO Procreazione Medicalmente Assistita per
Fesecuzione degli esami preoperatori @ ematochimici di routineg, ECG, ev. esami del caso e

visita anestesiologica), per la com e della cartella clinica e per la consegna dei moduii
previsti, in accordo alla procedupa ‘M toraggio Ecografico FIVET / 1CSY". Nella stessa occasione
viene ritirato il consenso inforn @ alla diagnosi genetica preimpianto ed archiviaio nella cartella
clinica.

fecondazione in wvitr ecnica di inseminazione 1CSI, in accordo alle procedure “Percorso
PMA’, *"Monitoraggio grafico Fivet / lcsi”, "FIVET/ICSI, "FIVETACS! Biologia™.

della PGD coltura degli embrioni viene effettuata singolarmente. Gli embrioni sottoposti a
elluie per PGD vengono cricconservati in atiesa del risultato dell’analisi genetica; ne
consegue—che le coppie debbono sottoscrivere anche i1 “Consenso informato alia
crioconservazione degli embriont” (cfr. Procedura “Criocconservazione di gameti ed embrioni”)

BTITUTC D] RICOVERD B CURA A CAHATTERE SCIENTIFICO DI NATURA PUBBLICA M. 39-13-2004
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| dati embriologici relativi alia procedura sono registrati sul modulo “Dati biclogici FIVET/ACSY

6.4 ESECUZIONE DELLA PGD v
La PGD viene eseguita su embrioni vitali ottenuti in 5°-6° giornata di sviluppo (stadio tocisti)
in seguito all'applicazione della tecnica ICSI. Tutl gli embrioni vitali ottenuti ed appartenenti alle

coppie candidate a PGD sonoc, di norma, sottoposti ad analisi genetica per la ia di cui la
coppia e nola essere portatrice.

6.4.1 IDENTIFICAZIONE DEI CAMPIONI \%
¢

Fine al momente delia bicpsia per PGD, gli embrioni vengeno coltivati i& do alle procedure
standard FIVET/ICSI. La coppia da cui provengono gli embrioni & ideptificata con nome, cognome,
data di nascita di enframbi | pariner e numero progressivo ordinario.%wento della PGD ogni
embrione sottoposto a biopsia viene identificato, collivate, sottoposto a\biopsia e crioconservato
individualmente per garantire la rintracciabilita nel tempoo. % tificazione dellembrione
crioconservate e del relafive maleriale bioplico seguono la stiinga: numero coppia.anno
esecuzione. E. numero embrione {esempic 992.13.E.2 pe brione n°2 della coppia n° 999
del 2013).
>

Per ogni campione & allestito un conirclle negati %@ontiene solo medium di colfura,
identificato come “numero coppia.anno esecuzions. %ro embrione” (esempio 898.13.C.2 per
it controllo negativo delfembrione n°2 della coppia@g del 2013). Ogni provetta in cui viene
tfrasferito il campione per PGD (o il conirolic neg @ ¢ identificata sui tappo con codice scritto a

l.a biopsia pud essere effettuata, in ioas pecifiche caratteristiche dei singoli embrioni, tra il 5°
ed il 6° giorno di sviluppo in vitro succ alla inseminazione. Essa consiste nel prelievo di 5-15
cellule del trofoectoderma de!E’embﬁ% ehza comprometieres il suo normale sviluppo.

Viene allestita una piastra da anipolaziene con terreno tamponato e albuminato, composta
da: 3 gocce da 10 microlitri dj o per pulire i microaght; 2 gocce da 10 microlitri numerate in
cui posizionare singo!armente@a 2 embrioni; due gocce ad esse adiacenti, da 5 microlitri, in cui
trasferire le celiule -%@ Ogni piastra puo contenere fino a due embrioni e deve essere
identificata con il codic aspaziente, oltre al codice del singolo embrione che conterrannc. Es.
pazienie 999.13. 4 ( aw., poride allembrione n°4 delia coppia n® 998 def 2013).

FEEPIOES DY RICOVERQ B CURA A CARATTERE SCIENTIFIOO D NHATURS PUBBLICA DM, 29132804
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(Gocee per embrioni, identificate
3 O Gocce per &\\NI{@; tizzate

Figura 1: esemplic di plastra per biopsia®

%N\M\
W

# micromanipolatore viene allestito con una pipetta ho!din 1a pipetta da biopsia (diametro ~
30 micrometri). Per [a biopsia & necessario inoltre l’utilin laser montato sul microscopio.

AN

Prelievo in 5°-8° giornats (Tase di blastulazion @

placentari, possono essers prelevat
dellembrione. Le celiule della mas elitlare interna, da cui originera il feto, non vengono invece
interessate dalla biopsia. La tedr @: di prelievo consiste nel praticare un foro nella zona pellucida,

yactoderma avviene preferenzialmente su blastocisti in parziale
. A questo scopo, la zona pellucida deve essere preparata in
andicipo, applicando un f

esirusione dalla z:ona
ida pa

QK&
arrivaré evey
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it prelievo delle cellule avviene aspirando con la pipetta da biopsia alcune cellule lontane dalia
massa celiulare interna e, manienendo in tensione la blastocisti con la pipetia holding, applicando
alcuni impuisi laser (~ 0.300 msec) nel punto individuato di rolfura per staccarie dal o del
trofoectoderma.

Le cellule prelevate vengono frasferite al micromanipolatore in una goccia di&eno pulita,
adiacente a quella contenente Fembrione. @

Gueste celiule vengono quindi poste all'interno di una provetia analitica (1 ml tenente buffer di
W‘.- o g Fovt

Ze pemn
Pemas
&

. o .
Figura 2: biopsia al giorne 5; a} alcune celiule sono estruse attaryer it precedentemente applicato nella zonz

pellucida; b} circa § cellule vengono aspirate nella pipetta da b(@ tre con il laser si applicano deghi impulsi ger

staccare le ceflule™**

lisi per eseguire I'analisi genetica. L'operazione @ alio stereo-microscopio utilizzande una
pipetia dei diametro di 140 micron. Ogni pr @idenﬁﬁca’ca con il codice della coppia ed il
numero dellembrione. Per ogni provetta é/gliestita anche una provetta di controllo negative,
contenente un'aliguota di terreno da cui s te trasferite le celiule da analizzare. Le provetie
vengono centrifugate a grande veiocité% rpm) e trasferite in congelatore -20 °C (stanza 16)
dove saranno prelevate dal person a UO Laboratorioc Genetica Medica e U.0.C. di
Ematelegia non tumorale e coagulo

Ogni embrione sottoposto a big] %a immediatamente cricconservato.

degli embrioni sct‘ro biopsia per analisi genetica. Per quanto riguarda [lattivita di
congelamento e ¢ i

gameti/fembrioni)

Gli embrioni da.cui ‘sono state prelevate le cellule per Panalisi, vengono crioconservati
singolarmente ite vitrificazione, secondo procedura specifica, utiizzando il codice di
rintracciabilita crittoc sopra. A tale proposito viene allestifa la scheda di
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6.4.4 ANALIS! GENETICA

{'analisi genetica viene eseguita da! personale della UO Laboratotio di Genetica Medicao U.0.C.
di Ematologia non tumcrale e coaguiopatie. | campioni vengono consegnati con%@ con
identificazione univoca composta dal codice della coppia e del singolo emb% da cui
provengono, accompagnati dal modulo predisposto dal Laboratorio di Geneticav Medica

(M.723.500.G).
| blastomeri si trovano in provette analitiche in una soluzione che induce ta iis ellule e quindi

la liberazione del DNA dal nucieo cellulare. \
Successivamente, atiraverso una reazione di amplificazione enzimaticaM , conosciuta come
Polymerase Chain reaction {PCR), si amplifica milioni di volte il trafto\di DNA di interesse in cui
sonc localizzati i marcatort polimorfici e le mutazioni che causan patologia in esame
(P.701.500.G GESTIONE DEL PROCESSO SETTORE GENEE&Q%A?O ECOLARE; P.701.500.G
GESTIONE DEL PROCESSO SETTORE GENETICA MOLECO

Si esegue quindi la ricerca delle eventuali mutazioni e marcatori polimorfici  individuati
precedentemente nei genitori (10 istruzioni operative imgnosi preimpianto di patologia
monogenica autosomica recessiva su EMBRIONE (P%@

Al termine dell'analisi genetica, la UQ Laboratorio di ica medica o U.O.C. di Ematologia non
tumorale e coagulopatie prepara un referto che inditadl risultato ottenuto per ogni embrione testato
e che viene consegnato alla UO Genetica Medic@

&
6.5 CONSEGNA DEL REFERTO A@OPMA

La UQ Genetica medica si fa carico di nare il referto alla coppia e di preseniare l'esito
dell'analisi PGD, discutendo il risultato & progpettando le successive fasi. Nel caso di presenza di
embrioni sani, la coppia viene inviata O Centro Sterilita dove viene inserita nella procedura
per Embryo Transfer da embrion%@ elati (cfr. procedura specifica “Crioconservazione Dei
Gameti Embrioni”). Una copi refertoc viene trasmesso dalla UO Genetica Medica alla UO
Procreazione Medicalmente Assistita ed archiviato nella cartella clinica relativa al ricovero per Pick
up ovocitario (UQ Pmcreazio@eicaimente Assistita).

O

6.6 EMBRYO ER

Qualora Vanalisi genetica abbia rivelato la presenza di embrioni sani, la coppia prende accordi con
Paccettazione r% defla UO Procreazione Medicalmente Assistita per programmare la
<mbyo transfer su ciclo di scongelamento, come da procedure “Trasferimento degh

Lt Y

embrioni”.
H transfer i a i soli embrioni risuliati sani alanalisi genetica. Lo scongelamento degl embrioni
viene e a in accordo alla procedura “Crioconservazione dei gameti embrioni”.
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7 ALLEGATI

Modulo “Consensc informate per la procedura di Diagnhosi Genetica Pre-Impianto (B ologia
Monogenica Autosomica Recessiva”

Modulo “Consensc informato per la procedura di Diagnosi Genetica Pre-imp
Monogenica X-Linked Recessiva” N

istruzioni operative per Diagnosi preimpianto di patologia monogenica autos%a recessiva su

EMBRIONE (PGD) N

Modulo M.723.500.G Richiesta Analisi Genetica Preimpianto su embfio

"\
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Wem:
OVAZIONE

U.0.8.D. Procreazione Medicalmente Assistita
Dott. E. Somigliana

Tel: 02 55034311 @\

CONSENSO INFORMATO per la procedura: N

DIAGNOSI GENETICA PRE-IMPIANTO DI PATOLOGIA MONGGEN AUTOSOMICA
RECESSIVA _
@

Responsabili Gentili Signori

11.0.8.D. Procreazione in vista della scelta riguardo allg, nosi genefica pre-impianio
Medicalmente Assistita di patologia monogenica auto a recessiva é importante
Dott. E. Somigliana che vi siano dei momenti in cui confrontarsi e ricevere tutte le

Tel: 02 55034311 informazioni necessarie al ﬁn@e%idere in modc consapevole.

U.0.5.D. Genetica Medica Questa informazione al co per la procedura di diagnosi

Dottssa F. Lalatta genetica pre-impianto di patelogia monogenica autosomica
Tel: 02 55032321 recessiva viene pres%

U.0.8. Laboratorio di Genetica Signora @

Wedica COGNOME: NOME:

Dott.ssa M. Seia

Tel 02 55032433 DATA Dl NASC@T& LUCGO Bl NASCITA:

Sighore &
COGN NOME:
DATA DI TA: LUOGO DI NASCITA:

dott.ssa:
NOME NOME
DI APPARTENENZA:

=

1. Condizionilmotivazﬁb%@iche per cui si propone iz procedura:
La Vostra coppia & infertilita acomponente ...

e siete poriatori di una o pit mutazioni geniche che aumentano il Vostro rischio, rispetto alla
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Diagnosi geneiica pre-implanto sugli embrioni — Patologia a trasmissione autosomica recessiva

embrioni, le cui proprieta genetiche non sono diagnosticabili con le procedure standard. Avete
richiesto pertanic, ai sensi della legge 40/2004, art. 14 comma 5, di procedere con it programma di

diagnosi genetica pre-impiante per conoscere lo stato di salute degli embriont vitali che saranno

eventualmente disponibili. In particolare, il programma prevede di indagare, mediante Giopsia di
alcune cellule deilembrione, la presenza o Vassenza delle mutazioni che, nella ,».

possono causare [a patoiogia sopra indicata.

2. Aspetti biclogici e finalita della diagnosi genetica pre-impianio @

La biopsia di alcune cellule dell'embrione viene eseguita tra la 5° e la 6° S&{a di sviluppo degii
ovociti fecondati e non e ritenuta dannosa per il successive sviluppo dellembrione stesso.

Nella guinta/sesta giornata di sviluppo, gli embrioni vitali raggiungo stadio di blastocisti
(embrione al 5°- 8° giorno di sviluppo dopo la fecondazione) e %ﬁ@maﬁ da centinaia di cellule:
in guesta fase di sviluppo & possibile ottenere 5-20 celiule che sa%no prelevate dallo strato pit
esterno della blastocisti, il trofoectcderma, e verranno utilj Qper l'analisi genetica. Questo
approccio & caratterizzato da un basso rischio di compro o sviluppo embrionario in guanto
dal trofoectoderma origineranno gli annessi embrion 'Q(‘% ta, sacco vitellino) e non il feto: per
questo motivo ci si riferisce {alvoita ad una “villocea\recoce”, Tuttavia, solo una parte degli
embrioni oftenuti pud raggiungere lo stadio di isti, utile per effettuare la diagnosi pre-
impianto. Q@

Nelle patologie a trasmissione autosomica reé\%va, per quanto riguarda il gene di interesse, cioé
il gene che causa la patologia in esam iete portatori, ogni ovocita prelevato dalla partner
fernminile pud contenere la versions (¢ mutata oppure quella sana; con la fecondazione si
aggiunge una seconda copia del @

mutata o sana. L'embrione co @

ortata dallo spermatozoo, che pud essere pariment

contiene una versione del gene di origine materna ed una

di origing paterna, per cui possons

vad

allo sviluppo della patologia
che si formi un tone affelto dalla patologia & del 25% ad ogni concepimento

verificarsi diverse combinazioni, fra le quali quella associata

del gene mutato sia de

indipendentemente dal sesso del nascituro, Nel caso di patologie genetiche a differente modalita di

frasmissione (e.

:_o, afe al cromosoma sessuale X) lo specifico rischio per la vosira coppia vi &
stato fornitc if-sede di consulenza genetica. Dal momento in cul I'embrione & formato da un
numero suffi

guale combinazione di geni abbia ereditaio Fembrione da cul provengono.

. BTITUYD I RICOVERD E CURA A CARATYERE SCIENTIFICO I NATURA PUBDBLICA [RM. 26-12-2004
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Diagnosi genetica pre-tmpianto sugh embrioni - Patologia @ frasmissione autosomica recessiva

Lo scopc della procedura & quello di individuare embrioni non affetti daila sola patologia in
esame. ! principio della diagnosi pre-impianic & pertanto quello di definire se nellembrione &

presente una combinazione genetica associata — o meno- alla patologia di cui siete port‘ .

2. Informazioni riguardo il percorso diagnostico e le condizioni di faﬁibﬁité@

La diagnosi pre-impianto sugl embrioni & possibile solo se avete ibﬁi%) un  percerso

mutltidisciplinare che prevede che si realizzine per voi alcune condizioni: \
1. Richiesta di accertamento per la patologia di cul siete portatori Mi dellart. 14 comma

5, Legge 40/2004. %
Rischio genetico accertaio

2.

3. Consulenza genetica Oi\%

4. Consulenza psicologica <

5. Consulenza ginecologica @

6. Informazione completa sulla procedura diagn %%

7. ldoneita alia Fecondazione Assistita dichiarat adico del Centro Referente

8. Presenza di embrioni vitali nel giorno previ a bicpsia delle cellule (blastocisti).
>

4. Metodologia &
A seguito delia richiesta della coppia, gl i vitali ottenuti in un programma di fecondazione in

vitro ed idonei alla diagnosi pre-impia ranno sottoposti a biopsia di alcune cellule tra la quinta

¢ la sesta giornata di sviluppo po t\i% nazione. Per 'accesso alla procedura di fecondazione in

vitro & prevista la soﬁascri'@ di appositc consenso informato (‘consenso informato ICS]

P.11.732.M.04) di cui il pres

ST

fermine delia proceduraxd |ndazfone in vitro non cf siano embrioni disponibifi per la diagnosi.

Tutti gli embriéri-vitali oftenuti nella giornata individuata per la biopsia saranno sottoposti a biopsia

di una o pilkcellule e congelati in azoto liquido, in attesa del risultato del test genetico. E
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Diagnosi genetica pre-impianto sugli embrioni — Patologia a frasmissione autosomica recessiva

informato alla Crioconservazione degli embrioni P.10.732.M.01). In particolare si richiama
Paftenzione sulla possibilita (<10%) che gli embrioni non sopravvivano alla procedura di
congelamento; in questo caso é possible che embrioni diagnosticati “sani” non siano comunque
idaonei al {rasferimento in uterc.

i dalla

in base alla legge 40/2004, lo scongelamento ed il trasferimento in uterc degli embri ovra
essere effettuaio nel pit breve tempo possibile e riguardera gli embrioni ritenut] o’%@

patologia; gli altri embriont resteranno crioconservati senza oneri per | pazienti. @

5. Possibili risultati del test: @
e,

L'analisi delle celile dellembrione, relativamente alla sola patolegia me e laddove la
modalitd di trasmissione sia autosomica recessiva:, potra evidenzi e seguenii configurazieni
delf’'embrione corrispondente:

. . R <

1) Nessuna mutazione - embrione sano, pud essere trasfer%’cero;

2} Portatore di una sola mutazione (materna o paterna) = embrione sano (portatore sano
della patologia), pud essere trasferito in utero; @

3} Portatore di due mutazioni (materna e paterna) Q—-} @@one affetto dalla patologia, non pud
essere trasferito in utero e deve rimanere con !%
Si sottolinea la possibilita che la procedura si<concluda senza possibilitd di effettuare un

trasferimento in utero di embrioni quando si veg;iﬁ-a ’a delle seguenti situazioni:

1. non vi sia nessun embrione vitale da @rre allanalisi
t

2. dall'analisi effettuata nessun embric@ e risulti sano

8. Limiti del test:
Anche quando siano disponibili em itali da sottoporre al test genetico, si possono verificare

delle condizioni sfavorevoli, @» bre

entanoc dei limiti della procedura di analisi:

1- esiste il rischio, pari a circ 5% per ogni embrione analizzato, di non oftenere un risultato
informativo dalfanalisi geneti@senza di diagnosi conclusiva per i singoli embrioni).

2- esiste il rischio d diagnostico insito nella procedura (dovuto a contaminazioni,

\V evenienza, l'analisi genetica potrebbe diagnosticare come “sang” un

ia Francesco Sforsa, 28§ - 20122 Milano - Telefono 02 5303.1 ~ Fax 02 58304350
Codice Fiscale & Part. IVS 04734150968
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Diagnosi genetica pre-impianto sugli embrioni — Paitologla a trasmissione autosomica recessiva

E importente ricordare che Passenza della patologia per cui viene richiesta Panalisi non pud

assicurare che embrione non sia portatore di altre malatiie genetiche, anomalie cromosomiche o

di predisposizioni alle maiformazioni: lo scopo della procedura & quello di individuare(embrioni

non affetti dalla sola patologia in esame.

B
7. Costi @\

Aleuni farmaci necessari per eseguire la stimolazione della superovulazione & a carico del
Sistema Sanitario Nazionale e sono quindi a carico della coppia (tale somma & vgenere di circa
200-300 eurc a ciclo). | costi di fatto sono assimilabili 2 quelli di UN ale procedura di

fecondazione in vitro.
Qualora gli ovociti a disposizione fossero in numero superiore uello ritenuio idoneo
allinseminazione, & possibile congelare gli ovociti soprannumer un successive utilizze. in

questo caso & previsto un costo per la coppia pari a 300 euro chg omprende la conservazione

triennale degli ovociti. @
o
8 . Uiteriori informazioni riguardo la procedura: §

Vi ricordiamo che la diagnosi pre-impianto non sost@

evidenzia malformazioni o difetti non specificatam

diagnosi prenatale. In particolare non
ercati.

Per avere l'esito dell’analisi molecolare pre-i

_.: per discutere la diagnosi prenatale e per {a

possibilita di effettuare i cariotipo del feto, ete prendere contatto con il servizio di Genetica

Medica.

9, Consenso informato ulteriore @
Per quanto attinente alle impiicf i | ali, ai rischi ed alle possibilita di successo della procedursa,

ndard della Fecondazione in vitro che dovra essere anch’'esso

si rimanda al consenso inform
completato e firmato da enira partner prima di iniziare i trattamenti.

\ Ho compresoe le informazioni ricevuie relative al lest?
£1 81 £l Ho chiesto ulteriori chiarimentt

A chi chisd for ITormazionh: Dot
B RO U TS U

STITUTS D RICOVERD E CURA A CARATTERE SCIENTIFICO D NATURS PURBLICSK D, 29-12-3004
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Diagnosi genetica pre-impianto sugfi embrioni ~ Patologia a trasmissione aufosomica recessiva

DICHIARAZIONE DI CHIE HA ILLUSTRATO UINFORMATIVA

fo sOttoSCrtto/a oo dichiaro di aver informato | componenti della coppia sul
test, assicurandomi della joro comprensione, di aver risposto ad ogni domanda e di prendere atto della loro
libera decisione di seguilo espressa.

Fsottoseriti ... PSRV PO VP G
dichiarano di aver ricevuto informazioni che ci hanno permesso di comprendere il test, la luce degli
ulteriori chiarirnenti da noi richiesti.

Firma dell'eventuale mediatore culturale ............. ﬂ

ESPRESSIONE DEL CONSENSO V
Vi viene qui richiesto df dichiarare o di rifiutare il Vostro gonsenso alla ura di diagnosi genefica pre
impianto sugli embrioni.
# mancato consenso impedira Fesecuzione defl'analisi. o
In ogni caso Voi potrete comunqgue, in qualsiasi momento succesirar@ il consenso precedentemente

&Spresso.
{sottoscritti ... P I @ .............................................
valutate le informazioni ricevute, \

TACCONSENTONO @ NON ACCONSENTOND

alfesecuzione del test. . @

Data ... foodo. &
Firma ... UV UPTURTUUTY # TR SO I8 e

Firma dell'eventuale mediatore culturale ... &9 ............................................................................

REVOCA @NSENSO ALLA PROCEDURA

ISTITURS DY RICOVERD £ CURA & CARATYTERE SCIBNTIFICO Dl NATURA PUBBLICA DM, 29-12-2004
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Coplcr M..CONS

FONDAZIONMNE IRCCE CA® GRANDA DIAGNOS! GENETICA PRE-IMPIANTO
OSPEDALE MAGGIORE POLICLINICO D PATOLOGIA
MONCGGENICA X-LINKED RECESSIVA

REV. O DEL28.03.2014

P@T D4

WECA:
WAZEONE .
U.0.8.0. Procreazione Medicalmente Assistita \

Dott. E. Somigliana
Tel: 02 55034311 @
CONSENSO INFORMATO per ia procedura: N
DIAGNOSI GENETICA PRE-IMPIANTO DI PATOLOGIA MONOG%@ECA X-LINKED
RECESSIVA
_ @\
Responsabii Gentili Signori \/
U.0.5.D. Procreazione in vista della scelta riguardo af!% sgnosi genetica pre-impianio
Medicaimente Assistita di patologia monogenica X-LINK ED- ecessiva é importante che
Dott. E. Somigliana vi siano dei momenti in cui_conffontarsi e ricevere futte le
Tel: 02 55034311 informazioni necessarie af ﬁn@ecidere inn modo consapevole.
. : Questa informazione al co per la procedura di diagnosi
gg{i?a. ?::;?amedm genetica pre-impianto,di patologia monogenica X-LINKED

Tel 02 55032321 recessiva viene pres&%
U.0.S. Laboratorio di Genetica Signora @
Medica COGNOME: . NOME:

Dott.gssa M. Seia

Tel 02 55032433 DATA Di NAS LUOGO DI NASCITA:
Signore &

COGN NOME:
DATA DI KASGITA: LUOGO DI NASCITA:
doit.ssa:
NOME NOME

Dt APPARTENENZA:

B

1, Condizioaifmotivazib%@iche per cui si propone la brocedura;
La Vostra coppia & infertilita a cComMPONBNIe ... ... i i e e s

e siete portatori di una o pid mutazioni geniche che aumentanoc il Vostro rischio, rispetto alia

compresi i S

H pmgra: di fecondazione a cui avete chiesto di sottoporvi comporta la produzione in vitro di

] STITUTO D RICOVERD £ QURA A CARATTERE SUIENTIFICO DY WATURA PURBLICA DM, 19-12-2004
viz Prancesco Sfores, 28 ~ 200122 Milano — Telefono 02 5303.1 — Fax 02 38304359
Codice Figeate ¢ Pase, IVA 04724 §50%08
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Diagneosi genetica pre-impianto sugli embrioni — Patologia a trasmissione recessiva X-linked

embrioni, le cui proprietd genetiche non sono diagnosticabili con le procedure standard. Avete
richiesto pertanto, ai sensi della legge 40/2004, art. 14 comma 5, di procedere con il programma di

diagnosi genetica pre-impianto per conoscere o stato di salute degli embrioni vitall che saranno

eventualmente disponibili. in particolare, il programma prevede di indagare, mediante biopsia di
alcune celiule dellembrione, la presenza o l'assenza delle mutazioni che, nella Vpia,

possono causare la patoiogia sopra indicata.

2. Aspetti biologici e finalita della diagnosi genetica pre-impianto @

La biopsia di alcune cellule delfembrione viene eseguita tra la 5° e la 67 i&&a di sviluppo degli
ovociti fecondati e non & ritenuta dannosa per il successivo sviluppo delle ne stesso.

Nella quinta/sesta giornata di sviluppo, gli embrioni vitali raggiungo stadic di blastocisti
(embrione al 5°- 6° giorno di sviluppo dopo la fecondazione) e SO formati da centinaia di celiuie:
in guesta fase di sviluppo e possibile ottenere 5-20 cellule che s%no prelevate dallo strato piu
esterno della blastocisti, il trofoectoderma, e verranno utili Qper Fanalisi genetica. Questo
approccio & caratterizzato da un basso rischio di compro o sviluppo embrionario in qguanio
dal frofoectoderma origineranno gli annessi embrion 'Q(%% ta, sacco vitellino) @ non il feto: per
questc motivo ci si riferisce talvolta ad una “villoce recoce”. Tuttavia, solo una parte degli
embrioni ottenuti pud raggiungere lo stadio di §iﬁ, utile per effettuare la diagnosi pre-
impianto. <@

Nelle patologie a trasmissione X-linked reces@g%a gene di interesse & localizzato sul cromosoma
X e viene trasmesso come carattere n -. manifestandosi generalmente nei maschi, mentre
le femmine, che possiedono due cro %X, non manifestanoc la malatiia ma possono esserne
portatrici e trasmetterla ai figli. Og ita prelevato dalla partner femminile pud contenere la

versione (“sllele”) mutata oppu

del gene, portata dallo spermatozog; in caso di feto maschio, F'ovocita conterra una sola copia del

llavsana. Con la fecondazione si aggiunge una seconda copia

gene di interesse. L'embrion chio cosl formato potra guindi aver ereditato dalla madre [allele

mutato ed essere affet :tatoiogia in esame o, viceversa, poira avere ereditato 'allele sanc e

quindi non essere la patologia in esame. In caso di fetc femmina si avra generalmente

una condizione gens di assenza di allele mutato o di presenza di un allele mutato di crigine

materna; in entr i Ceasi il feto risulta non affetto. Lo specifico rischio per la vostra coppia vi €

Sisterns Sonitadko




Diagnosi genetica pre-impianto sugli embrioni - Patologia a trasmissione recessiva X-linked

Lo scopo della procedura & guello di individuare embrioni non affetti dalla sola patologia in
esame. il principio della diagnosi pre-impianto & pertanto quello di definire se nelfembrione &

presente una combinazione genetica associata — 0 meno- alla patclogia di cul siete aﬁett%ﬁ%atori.

3. Informazioni riguardo il percorso diagnostico e le condizioni di fattibilité@

La diagnosi pre-impianto sugli embrioni & possibile solo se avete i%’ to un percorso
multidisciplinare che prevede che si realizzino per voi alcune condiziont:

1. Richiesta di accertamento per la patclogia di cui siete portatori a%i dellart. 14 comma
5, Legge 40/2004. ' %
Rischio genetico accertato %
&
Consulenza genetica \
Consulenza psicologica @ <@
Consulenza ginecologica
Informazione completa sulla procedura diagn@

ldoneita alla Fecondazione Assistita dichiarat adico del Centro Referente

® NG s RN

Presenza di embrioni vitali nel giomo prev ia biopsia delle cellule (blastocisti).

o \Q
4, Mietodologia &

A seguito della richiesta della coppia, gl i vitali ottenuti in un programma di fecondazione in
vitro ed idonei alia diagnosi pre-impéaranno sottoposti a biopsia di alcune cellule tra la quinta
emin

__

di apposito consenso informato (‘consenso informate I1CSI

e la sesta giornata di sviluppo po azione. Per laccesso alla procedura di fecondazione in

vitro & prevista la sotioscrizi
P.11.732.M.04) di cui il presente.consenso informato rappresenta una integrazione. /I numero di
‘enetica pre-impianto non & prevedibile a priori: € possibile che al
termine della procedur scondazione in vitro non ¢f siano embrioni disponibili per la diagnosi.
Cio puo essere do olteplici situazioni elencate, solo in parte, qui di seguito: non si sia

prefevato alcun ovocitaidoneo all'inseminazione; 'inseminazione in vitro non abbia prodotto alcun

%
tato fo sviluppo di embrioni idonei al trasferimento in ufero.
i ottenuti nelia giornata individuata per la biopsia saranno sottoposti a biopsia

di una o pi lule e congelati in azoto liquido, in attesa del risultato del test genetico, E

TELTEG DE RICOVERD E CURA A CARATTERE SCIENTIRICO B NATURA PUBBLICA DM, 29-12-2004
vin Framcesco Sforza, 28 ~ 203122 Milano ~ Telefono 02 53083.1 ~ Fax €2 58304350
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Diagnosi genetica pre-impianto sugii embrioni - Patologia g trasmissione recessiva X-linked

informato aila Cricconservazione degli embrioni P.10.732.M.01). in particolare st richiama
l'attenzione suila possibilita (<10%) che gii embrioni non sopravvivanc alla procedura di
congelamento; in questo caso & possible che embrioni diagnosticati “sani” non siano comunague
idonei al trasferimento in utero.

in base alla legge 40/2004, lo scongelamento ed il trasferimento in utero degli embri ovra
essere effettuato nel pit breve tempo possibile e riguardera gl embrioni ritenufi affetti dalla
patoicgia; gli altri embrioni resteranno crioconservati senza oneri per | pazienti. @X

L'analisi delle cellule dellembrione, relativamente alla sola patologia me e laddove la
modalitéd di trasmissione sia X-linked recessiva, potra evidenzéaWe uentl configurazioni

5. Possibill risultati del test: @
e

dell'embrione corrispondente:
. . , NN
1) Nessuna mutazione -» embrione sano, puo essere trasfer ero;
2) Portatore di una sola mutazione in cariotipo femminile=> embrione sano (portatore sano
della paiologia), pud essere trasferito in utero; @

3) Portatore di una sola mutazione in cariotipo mQas [ _embrione afietto dalia patologia,

non pud essere trasferito in uterc e deve rima% elaio.

4} Poratore di due mutazioni (materna e pater ariotipo femminile -» embrione affettc
dalla patologia, non pud essere trasferiio in ¢ € deve rimanere congelato.

e
Si sottolinea la possibilta che la procedu oncluda senza possibilita di effettuare un

trasferimento in uiero di embrioni guando Q’% i una delle seguenti situazioni:

1. non vi sia nessun embrione vitaf oporre all'analisi
2. dall'analisi effetiuata nessun er@ vitale risulli sano
6. Limiti del test: &

Anche guando siano disponibilbefibrioni vitali da sottoporre al test genetico, si possono verificare

delle condizioni sfavorevoli, cle rappresentano dei limiti della procedura di analisi:

1- esiste il rischio, pari il 5% per ogni embrione analizzato, di non ottenere un risultato
ica

informativo dallanalisi ge {assenza di diagnosi conclusiva per i singoli embrioni).

®

2~ esiste Il rischio errore diagnostico insito nella procedura {(dovuto & contaminazioni,

mosaicismo,...). iR {ale’ evenienza, l'analisi genetica potrebbe diagnosticare come “sano” un

WITTUTO OF RICOVERD E CURA 4 CARATYERE SCIENTIFHCS I NATURA PUBBLICA DnbL 25-12-200¢
via Prencesco Sforza, 28 - 20122 Milano ~Telefono 02 5503.1 ~ Fax (2 58304350
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Diagnosi genetica pre-impianto sugli embrioni - Patologia a trasmissione recessiva X-linked

Yaccertamento della situazione genetica dellembrione qualora la procedura andasse a
buon fine e si sviluppasse la gravidanza.
E importante ricordare che l'assenza della patologia per cui viene richiesta l’ana!isiﬁon pud

assicurare che 'embrione non sia poriatore di altre malattie genetiche, anomalie cromos

eo
di predisposizioni alle malformazioni: o scopo della procedura & quello di indivicxmnhrioni

non affett dalla sola patologia in esame. @
7. Costi N
Alcuni farmaci necessari per eseguire la stimolazione della superovulazi nen sono a carico del

Sistema Sanitario Nazionale e sono quindi a carico della coppia (tal mma & in genera di circa

200-300 eurc a ciclo). | costi di fatto sono assimilabili a quelli di ung/normale procedura di
fecondazione in vitro. o%
Qualora gli ovociti a disposizione fossero in numerc super a guello ritenuto idoneo

&
all'inseminazione, & possibile congelare gli ovociti soprannri per un successivo utilizzo. In
questo caso & previsto un costo per la coppia pari a g{)@ che comprende la conservazione

triennale degli ovociti. \\

g . Ulteriori informazioni riquardo la procedura:
Vi ricordiamo che la diagnosi pre-impianto no%—@sce la diagnosi prenatale. In particolare non

evidenzia malformazioni o difetti non specific %te ricercati.

Far avere esito dellanalisi molecolare

Medica. &

9. Consenso informato ulteriore
Per quanto attinente alle impﬁ'@-}mi legali, ai rischi ed alle possibilita di successo della procedura,
si rimanda al COHSGHSN to standard della Fecondazione in vitro che dovra essere anch'esso

r‘ ianto, per discutere la diagnosi prenatale e per la

feto“potete prendere contatto con il servizio di Genetica

completato e firmat mbi i partner prima di iniziare i trattamenti.

Ho compreso le informazioni ricevute relative al test?
o sl [ Ho chiesto ulteriori chiarimenti

A chi e uiterion informazionis Dot . T
T o oo et ————etas s et rra et rreeaaee e e eaaranaan
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Diagrosi genetica pre-impiantc sugli embrioni — Patologia s trasmissione recessiva X-iinked

DICHIARAZIONE DI CHI HA ILLUSTRATO L'INFORMATIVA

10 SGHOSCITIO S oo dichiaro di aver informato | componenti della coppia sul
test, assicurandomi della loro comprensione, di aver rispesto ad ogni domanda e di prendere atto della loro
fibera decisione di seguito espressa.

Data ...... Fod FINE i

ulteriori chiarimenti da noi richiesti.

T QHOSCHHT .. B e e e e O
dichiaranc di aver ricevuto informazioni che ¢l hanno permesso di comprendere i tel a luce degli

Data ...... fodo.
BT oot e ettt et e FIrma .o
Firma dell'eventuale mediatore culturale ............ @

ESPRESSIONE DEL CGNSENS%

Vi viene gui richiesto di dichiarare o dof rifiutare if Vostro consenso aﬁa%gedura di diagnosi genstica pre

impianto sugll embrioni. o
it mancato consenso impedird 'esecuzione dell'analisi.
in ogni caso Voi polrete comunque, in gualsiasi momento succ a-ritirare il consensoc precedeniemente
espresso. o @
PSOHOSCIItt ... e .. \ ..................................... RUU
valutate le informazioni ricevute, \

ACCONMSENTONG @EJNON ACCONSENTONO

alfesecuzione del test. Q\@

Firma dell'eveniuale mediatore cullurale @i} ................................................................................
y DEL CONSENSO ALLA PROCEDURA

FIFM@ oo e e N e FIMNIZ oottt
Firma dell'operatore sanit, *?o a raccolio [z revoca del CONSENS0... v i e e e e

Firma defl'eventuale mBUISIOMBEBUITUIAIE . . o i it et e e e

<
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H
- FONDAZIONE IRCCS CA” GRANDA REV. O
OSPEDALE MAGGIORE POLICLINICG EaCINAZ DT

LABORATORIO CENTRALE ANALISE
CHIMICO CLINICHE E MICROBIOCLOGIA
U.0.5. LABORATORIO GENETICA MEDICA
SHTTORE: GENETICA MOLECOLARE

1. SCOPO

Scopo di questa procedura € la messa in atio delle varie operazioni da svolgere quotidianamente e
relative alia gestione delle analisi molecolari per Diagnosi Genetica Prei (PGD) su

embrione, al fine di fornire un servizio adeguato alle necessitéd diagnostico terapeuliche, in linea
con # miglioramento continuo della qualita. \

2. CAMPO DI APPLICAZIONE N

La presente procedura si applica nel Laboratorio di Embriologia - Cefifro Sterilita di Coppia € nel
l.aboratorio di Genetica Medica - Settore di Genetica Molecolare.

o %
3, RIFERIMENTI AN

o
P.701.500.G Gestione del Processo @
P.701.500.G Al.1 Manuale Metodiche @
or

P.001.500 Gestione Strumenti @ Apparecchiature di Lako
P.008.500 Gestione delle Non Conformita di Laboratoti \
10.701.500.G Sequenziatore ABI PRISM 3130 XL %
P. Diagnosi Genetica Preimpianto @
Procedura Generale del Sistema Quailita — “Raccormay
linee guida, percorsi diagnostici terapeutici e gr t
Autorizzazione del Garante del 22 Febbraio 21
Legge 196/2003 relativa al trattamento dei da

zioni per I'elaborazione e Padozicne di
operativi in ambito clinico”
ativa al trattamento dei dati genetici

4. RESPONSABILITA’ @%ﬁ

La responsabilitd diagnostica assogl Fanalisi genetica dellembrione & di competenza del
personale candidato alia Diagnosi netica Preimpianto ed, in particolare, al referente della
conduzione degli iter diagnol referti delle indagini molecolari per la Diagnosi Genetica
Preimpianto riportano quindi la~Jitma del referente per le analisi della PGD e la firma del
responsabile del laboratorio e’cica Medica.

E. MODALITA" DI ‘3:; ONE

NOSI GENETICA PREIMPIANTO (PGD)
quello di diagnosticare la presenza del gene-malattia nelle cellule del
brione senza compromettere il suo normale sviluppo.

nserisce nel percorso al termine della coltura embrionaria, prima delfembryo
2h5° o 67 giorne a partire dal pick up ovocitario (giorno 0). In questa fase vengono
Kgitembrioni vitali che abbiano raggiunto lo stadio di blastocisti. Dal momento della
PGD, ia coltyra degli embrioni viene effettuata singolarmente. Gii embrioni, sottoposti a biopsia
delie cellide per PGD, vengono crioconservati in attesa del risuitato dell’analisi genetica; ne
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consegue che le coppie debbanc sottoscrivere anche it “"Consenso infor alla
cricconservazione degli embrioni” (cfr. Procedura "Crioconservazione di gameti ed embrio

5.2 BACINO D'UTENZA

La diagnosi preimpianto puo’ essere applicata a coppie poriatrici di malatiie ogeniche a
trasmissione autosomica recessiva (beta-talassemia, fibrosi cistica),

Criteri di accesso: |a diagnosi preimpianto su embrione € possibile solo s%;oppia ha eseguito
un percorso informativo definito in tre collogui (consuienza genetica,% nza ginecologica,
consulenza psicologica) e se ha autorizzato tale percorso, ponende la Wi onsenst infermati.

5.3 PROTOCOLLO OPERATIVO
0 . %\%

5.3. 1 Indicazioni all arialish,

Le indicazioni di accesso al test sono:
+ Coppie portatrici di malaftie monogeniche a trasmissiohes

C . <
5.3.2 Modaliia gif accesso al fest genetico, \\

Alle coppie richiedenti inferne ed esterne vengono f;@
o

&)

<

—

0SOMHCa recassiva

compilarsi a cura dello specialista che
ne campioni FC, M.724.500.G Richiesta

« modulo di acceftazione specifico di patolo
tiene il colloquio (M.708.500.G Scheda a i
analisi Talassemia) <

e consenso informato per il paziente &\

5.3.3 MATERIALE

Si possono ricevere: &;

e provette da circa 3-4 midi sanero prelevato in EDTA.
e cellule del trofoectoderma z-m-- in provetta da 0.5mi contenente buffer di lisi

specifico. Q

5.3.4 ACCETTAZIONE \\Q
I campioni devono enirg direttamente al Laboratorio di Genetica Molecolare accompagnati

dalla modulistica co M.723.500.G RICHIESTA ANALISI GENETICA PREIMPIANTO

SU EMBRIONE) e coredati da consenso informato firmato (M. .cons). I dati contenuti nelia
scheda di accompagnamento sono registrati sul apposito Registro Accettazione Embrione.

Per ogni campiosangue viene estratto il DNA e la provetia originale viene congelata a -20°C
in freezer dedicatooLe provette di DNA estratio, riportanti 'anagrafica e il codice identificativo del
L aboratoric ﬂ‘t\@, etica Molecolare sono conservate a 4°C in frigo dedicato.

Le cellule foectoderma delfembrione e i relativi controlli vengono risposti in una apposita
scatola inun\freezer -20° dedicato.
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5.3.5 ESTRAZIONE

L'estrazione del DNA da sangue periferico viene eseguita mediante estratiore automatico o kit
commerciale.

ia lisi che permette I'estrazione di DNA dalle celivle del trofoectoderma dellembriong viene
eseguita contemporaneamente allamplificazione. @

Tutte le metodiche sono descritte nel Manuale Metodiche P.701.500.G.AllL1

5.3.6 STOCCAGGIQ DEL DNA N
Una voita estratti e registrati, | DNA vengono ordinati & riposti in scaﬁtoie@gc&§ LGENE numerate
n

in modo progressivo. La scatola viene tenuta in frigorifero a 4°C sinc a'fi catola o comungue
sino a fine anzlisi. Le scatole completate vengono numerate in € progressivo e recano
Fintervalic di campioni in esse contenuti e conservate nel freezer -20°C d ato.

Esempio: scatola 1 #/11=263/11
D O%\%

5.4 ITER DIAGNOSTICO

La diagnosi genetica reimpianto su embrione & possibile solo &oppia ha eseguito un percorso
informativo definito in tre colloqui: consulenza genetica, enza ginecologica, consuienza
psicologica.

& \
Consulenza genetica \
Altraversc quesio primo colloquio ¢i st propone di: @
-illustrare le caratteristiche della malattia ed | rigc - asmissione alla prole
-verificare il rischio genetico e la fattibilita della diagnesi per la patologia genetica
-informare sulla procedura diagnostica (me’co imiti connessi)
- raccogliere il consenso informato @
Una voita oftenuta Padesione alla me@a parte della coppia si procede ad un verifica della
fattibilita alla diagnosi molecolare a in base allinformativitda di marcatori polimorfici e
identificazione ¢ conferma delie %i responsabili della malattia.nella famiglia in esame.

Consulenza ginecologica

Attraverso questo secondo @o ci si propone di:
-verificare Iidoneita all
-informare sul process ondazione in vitro

{3

s
A
[

geolioguio ¢ si propone di;
-verifica della s u base psicologica

In base all ta dei medico richiedente e al caso specifico vengono seguiti | seguenti ITER
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5.4.1 PERCORSO FATTIBILITA’

Diagnosi Genetica Preimpianto su Embrione \
: O
Consulenza Genetica, Ginecologica, Psicologica N

¥
Campione di sangue

v
ACCETTAZIONE E REGISTRO

¥
ESTRAZIONE DNA Oi\%

v

PCR ANALISI STR, sequenza ANALISI @UENZA
Gene responsabile deila ;;a%a!\

sl

identificazione di meno di tre STR . o
. = e |dentificazione di pit; di ire STR
nformativi informativi e delle mutazioni in
v & esame
INSUFFICIENTE INFORMATIVITA' @
CONFERMA RISULTATI SU
& SINGOLA CELLULA (LINFOCITH
REFERTO
A
hid

CONSEGNA @ REFERTO
N
NS !

MANCATO A CONSEGNA
DIAGNOS! PR ANTO

¥

v ACCESS0 ALLA DIAGNOS!
PREIMPIANTC
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5.4.2 DIAGNOST PRE-FECONDAZIONE SU EMBRIONE v

DIAGNOS! PREIMPIANTO N

Frelievo delle ceiluie del trofoecioderma deli’'embriong e relativo co 1R

v

ACCETTAZIONE E REGISTRG

\
; BN
YV

LIS
v

&
PCR MULTIPLEX DI PRIMO
ROUND (TUTTE LE COPPIz DI
PRIMERS)

PCR SINGOLA SQ éﬁ()
ROUND (SINGCL Ot
PRIM
NN

(7
NS

i dati ottenuti

w

<l

‘ RN
Presenza delle due mutazicni parentali

Embrione affetto @

Assenza di una / due mutazioni parentali
Embricne non affetto

Prasenza di una mutazione parentale
Embirione non affetto

4 ﬁ 'L il
CONFERMA del risultgto CONFERMA del risultato CONFERMA dei risuliato
mediante analisi ST @ mediante analisi STR mediante anaiisi STR
i
& REFERTO

v

CONSEGNA al GENETISTA ed
EMBRIOLOGO REFERENT!

.

ARCHIVIAZIONE

BEEDOTO D RICOVERS E CURA A CARBATYERE BCIENTIFICCO DY KATURA PUBBLICA Thig. 29-13-2004
vin Francescu Sforra, 25 - 20022 Milanoe ~Felefono 92 5305.1 ~ Fax 3 $8304350
2 Codice Fiscale ¢ Part. (VA 04724150968

Regione

Sisterres Sunitasn Lombardic




COPICE 1. 704.500.C
FONDAZIONE IRCCS CAY GRANDA REV. 7

SPEDALE MAGGICORE POLICLINICO PAGINAFTDIZ

U0,/ BERVIZIO LARORATORIO DY GENETICA MEDICA

Vedi P.701.500.G All.1 Manuaile Metodiche — Capitoio 13.
e  Analisi genstica su singola cellula
e Analisi STR tramite fluorescent PCR

o Analisi mutazioni tramite sequenziamento del DNA @\

5.5 METGDICHE DY LABORATORIO ASSOCIATE ALLD STUDLO DEY CASI SPECIFECE v

e 5.6 INTERPRETAZIONE RISULTATI OTTENUTI E REFERTAZIONE. N
La lettura dei frammerdi STR (elettroferogrammi) e Finterpretazione dei ri%ati ene eseguita in
doppic manualmente. '
| risultati delle analisi, con date e riferimenti per Ia tracciabilita del dato, vengons registrati sul fogiio
di favoro in cartella paziente cartacea e sulia versione informatlizzata a conclusione delfiter
diagnostico prima o durante la refertazione.
| risultati dei test genetici vengono refertati e archiviati, second anto’specificato nel Processo
(P.701.500.G) e inviati al genetista richiedente che si prende i avvisare e consulentare la
coppia.
Viene prodotto un referto unico per ciascuna coppia richied@éhaiisi di fattibilita al programma
di PGD.

Per ogni prelievo di ovocifi (pick up) & prodotto un cumulativo contenente i risultati
moiecolari di ogni singolo giobulo polare. ©
La stampa dei referti avviene attraverso {applicazione gramma informatico in uso.

5.7 CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE

I campioni di sangue vengono conservati fin
in sacchetfi divisi per anno [Tutti i DNA sono ¢onservall sino a esaurimento, salvo diversa
indicazione del pazienie espressa ne@ informato al trattamento dati genetic
(P.18.F.M.02).

i campioni di cellule del trofoectoderm'cate sono conservall sino al controllo postnatale in

frigorifero dedicato.e sono stoccati in @gatole tipo NALGENE numerate in modo progressive {es. 1,
2 ecc). La tracciabilitd dei ca e garantita dalla registrazione su apposito modulo
(M.719.560.G Registrazione oceaggio DNA) compilato nella cartella (P \Archivio
Molecolare\database- Diagno impianto).
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U,0.5. LABORATORIO GENETICA MEDICA

SETTORE: GENETICA MOLECOLARE
RICHIESTA ANALISI GENETICA PREIMPIANTO @%

SU EMBRIONE N
Seftore Genetica Molecolare
Referente: Dr.ssa Alice Biffignandi
Segreteria Tel. 0255032433 ~ fax 0255032277- e-maif faboratorio,genetic nico.mi.it
. O
Data arrive 1t medico richiedente U
Mome e Cognomae Data g\ E
Indirizzo Tel a
Nome & Cognome Coniuge §
9
Richiesta diagnosi preimpianto pen @
Data biopsia I Numem@ioni recuperati
Eseguita da l & \©
commentt

Etichetta NEtichetta
Embrione N. | embrione & controlio
(/)

2
2

(@)

S
3
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