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Proleg

Ateés que la normativa de presentacid de treballs de Tesi Doctoral ho permet 1, després
de I’avaluacid favorable per part de la comissio de doctorat de la UAB, hem optat per a
la presentaci6 d’aquesta tesi en forma de compendi de publicacions, sobretot tenint en
compte que el model classic moltes vegades implica reescriure els continguts d’aquests

mateixos treballs.

Tot 1 aixo, els requeriments necessaris per publicar un treball en una revista cientifica
(estructura 1 contingut), de vegades son diferents als requeriments necessaris per
escriure una tesi doctoral. Aquestes diferéncies poden portar a dues situacions
conflictives: la dificultat d’estructurar un treball de tesi amb entitat propia i la repeticio
d’informacié. En aquest sentit, 1’estructura general d’aquesta tesi pretén vertebrar les
publicacions realitzades al voltant d’un eix en comu; I’estudi citogenctic dels

espermatozoides humans.

La introduccié general revisa els tipus, I’origen i la incidéncia d’anomalies
cromosOmiques en humans, aixi com les possibilitats d’estudi que van apareixer arran la
consolidaci6 de la hibridaci6o in situ fluorescent, aplicada sobre nuclis
d’espermatozoides descondensats. El capitol de material i métodes recull els materials
utilitzats, els metodes aplicats i els protocols generals seguits en aquest treball de
recerca. El capitol de resultats i discussié es divideix en dos apartats diferents. El
primer, on es detallen els treballs publicats que fan referéncia a cadascun dels objectius
assolits (en alguns casos un mateix article pot resultar en 1’acompliment d’objectius
diferents), i1 el segon, que especifica els treballs publicats. La discussié general pretén
relacionar els nostres resultats amb altres publicats per altres investigadors, per intentar

arribar a una conclusi6 per a cadascuna de les linies de recerca estudiades.

Respecte la repeticio d’informacio, hem intentat reduir-la al minim, tot i que de vegades
ha estat inevitable a fi efecte de donar continuitat i entitat a les diferents parts d’aquest

treball.
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1.1. Reproduccio i anomalies cromosomiques

Qualsevol modificacié en el nombre o en I’estructura dels cromosomes constitueix el
que coneixem amb el nom de variant o anomalia cromosomica. Les anomalies
numeriques s’originen principalment de novo, com a resultat d’errors de segregacio dels
cromosomes durant el procés de gametogenesi dels progenitors. En humans, parlem
d’euploidia en aquells casos on 1’analisi revela un nombre de cromosomes multiple de
quaranta-sis (hipoploidies i poliploidies), 1 parlem d’aneuploidies quan el nombre de
cromosomes no ¢és multiple exacte del nombre cromosomic haploide (trisomies i

monosomies).

Per contra, les anomalies estructurals son majoritariament heretades d’un dels
progenitors, portador d’una variant cromosomica en equilibri, és a dir, en que no hi ha
ni pérdua ni guany de DNA, i que no solen tenir cap efecte fenotipic sobre I’individu
portador, si bé de vegades causen diferents graus d’infertilitat. No obstant aix0, en molts
casos afecten la seva descendencia, com a resultat de la produccié de gametes amb
desequilibris cromosomics. Les variants estructurals inclouen les translocacions
Robertsonianes i reciproques, les inversions paracéntriques i pericéntriques i les

insercions; son anomalies les duplicacions i les deficiéncies.

La reproducci6 en I’espécie humana dona lloc a una incidéncia molt elevada d’embrions
cromosomicament anormals. Jacobs (1992) estima que el 8% de tots els embarassos
clinicament reconeguts presenten algun tipus d’anomalia cromosomica (Taula 1, pagina
4). L’autora realitza aquesta estimacid tenint en compte un 15% d’avortaments
espontanis i un 1% de morts perinatals. Ara bé, diversos investigadors defensen que
aquest percentatge ha de ser superior si es tenen en compte les primeres etapes del
desenvolupament embrionari. En aquest sentit, Edwards (1986) estima que el
percentatge d’avortaments espontanis durant aquest periode s’incrementa fins el 60%
(quatre vegades més). A més, en I’etapa peri-implantacional, la freqiiéncia estimada
d’anomalies cromosomiques és aproximadament dues vegades superior (85%, Bulletti

et al. 1996) a la freqliéncia observada en avortaments espontanis (48%, Jacobs 1992).



Introduccio

Tot plegat suggereix que, si tenim en compte 1’etapa peri-implantacional, la incidéncia
d’anomalies cromosomiques en I’espeécie humana €s molt superior al 8%. De fet, el
percentatge d’anomalies numeriques detectat en embrions humans provinents de cicles
de diagnostic genétic preimplantacional, assoleix valors minims aproximats del 20%

(Munné et al. 1994; Pellicer et al. 1999).

La taula 1 presenta la distribucié de les anomalies cromosomiques més freqiients en
diferents tipus de poblacions. Es pot observar clarament com en tots els casos hi ha una
davallada considerable a mesura que la poblacié analitzada s’apropa al moment del
naixement. Aixi, mentre que en avortaments espontanis les anomalies cromosomiques
hi son presents en un 48% dels casos, només afecten a un 5,65% de les morts perinatals
i a un 0,93% dels nounats, posant de manifest la forta seleccid contra els embrions

cromosomicament desequilibrats que té lloc durant el desenvolupament embrionari.

Avortaments Mort Nascuts Embarassos
espontanis perinatal vius reconeguts®
Trisomies 26,8 3,8 0,30 431
Monosomies 8,0 0,25 <0,01 1,30
Poliploidies 9,9 0,6 - 1,48
Estructurals 2 0,4 0,6 0,81
Altres 0,7 0,6 0,02 0,15
Total 48 5,65 0,93 8

*Considerant un 15% d’avortaments espontanis i un 1% de morts perinatals

Taula 1: Anomalies cromosomiques (%) en diferents tipus de poblacions (Adaptat de
Jacobs 1992).

D’altra banda, les trisomies i les poliploidies son en qualsevol cas, les anomalies més
freqiients (Taula 1). Tenint en compte el seu origen meiotic, aixd vol dir que la
gametogeénesi origina una gran quantitat de gametes portadores d’anomalies

cromosomiques numeriques.
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Les greus conseqiliencies que provoquen la preséncia d’anomalies cromosomiques en
humans: avortaments, mortalitat, malformacions congénites, discapacitat psiquica,
infertilitat, entre d’altres, posa de manifest la importancia de realitzar estudis per tal
d’aprofundir en el coneixement de 1’origen, incidéncia i mecanismes implicats en

aquesta problematica.

1.2. Origen parental dels cromosomes afectats

Les anomalies estructurals son heretades en un 80% dels casos (Jacobs 1992), la resta
s’originen de novo, ja sigui per trencament 1 reparacié del DNA en [’etapa
d’espermatogoni (Templado et al. 1984), o bé per trencament del DNA en I’etapa
d’espermatide o espermatozoide i posterior reparacid parcial a I’oocit (Genesca et al.

1992).

Exceptuant les translocacions Robertsonianes, les quals son majoritariament d’origen
matern (65%), les anomalies estructurals de novo s’originen per errors durant
I’espermatogénesi. Olson i Magenis (1988) analitzant heteromorfismes cromosomics

xifren aquest percentatge en un 84%.

Pel que fa a les anomalies numeériques, el desenvolupament de técniques d’analisi
molecular ha permes identificar marcadors de DNA altament polimorfics i, en
conseqiiéncia, determinar 1’origen parental i meidtic dels cromosomes implicats. La
taula 2 (pagina 6) presenta un recull dels darrers resultats publicats. Podem observar que
les trisomies presenten una marcada variabilitat pel que fa a I’origen parental del
cromosoma extra. En general, les que afecten els autosomes son d’origen matern,
majoritariament per errors que es donen durant la primera divisié meiotica (revisat per
Nicolaidis i Petersen 1998). En canvi, aquelles que impliquen els cromosomes sexuals

son majoritariament d’origen patern (May et al. 1990; MacDonald et al. 1994).
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% en ER* Origen meiotic Origen meiotic Origen mitotic
matern patern
Trisomia 13 0,18 88 12 -
Trisomia 16 1,13 100 - -
Trisomia 18 0,18 85 2 13
Trisomia 21 0,45 90 5 5
47,XXY 0,08 50 50 -
47,XXX 0,05 91 9 -
47.XYY 0,04 - 100 -

*ER=Embarassos reconeguts. Adaptat de Hassold i Jacobs (1984)

Taula 2: Origen parental (%) de les anomalies cromosomiques més freqiients
(autosomes: Revisat per Nicolaidis i1 Petersen 1998, gonosomes: May et al. 1990; Mac
Donald ef al. 1994).

Aquestes diferéncies entre sexes i entre cromosomes suggereixen que els mecanismes
que originen les gametes portadores d’anomalies cromosomiques podrien ser diferents o
especifics per a cada tipus de cromosoma. En conseqiiéncia, la determinaci6 de I’origen
parental pot ajudar a elucidar els mecanismes que hi ha darrera de 1’aparicié del

fenomen de la no disjuncio.

1.3. Etiologia de la no disjuncio

Les anomalies cromosomiques numeériques s’originen per un fenomen conegut amb el
nom de no disjuncidé. D’acord amb la interpretacid classica (Ford, 1973), consisteix en
errades de segregacio dels cromosomes homolegs (meiosi I) o de les cromatides
homologues (meiosi II), i dona com a resultat cél-lules aneuploides: hiperhaploides o
disomiques quan presenten un cromosoma de més i, hipohaploides o nul-lisomiques
quan presenten un cromosoma de menys. Actualment es proposa la segregacié anfitelica
d’un univalent a meiosi I, després de la divisié preco¢ del seu centromer, com el
mecanisme implicat en la formacidé de gametes portadores d’aneuploidies (Angell,
1991). D’altra banda, si totes les cromatides o cromosomes homolegs segreguen

incorrectament es formen cé¢l-lules diploides.

Malgrat els avancos dels darrers anys, encara coneixem poc sobre la base bioldgica de

la no disjunci6. L’edat materna avangada és I’inic factor de risc clarament associat amb
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aquest fenomen (Penrose, 1933), pero la seva relacio amb els processos de no disjuncio6

encara no ha estat del tot establerta.

Un factor clarament relacionat amb 1’increment d’aneuploidies és una recombinacid
meiotica aberrant. Warren et al. (1987) analitzant individus amb trisomia 21, on el
cromosoma extra s’originava per un error de segregacid durant la primera divisio
meiotica materna, van observar que el cromosoma extra presentava una reduccio en el
nombre de quiasmes. Estudis similars també han detectat davallades significatives en el
nombre de quiasmes pel cromosoma 21 (Sherman et al 1991), pel cromosoma 16
(Hassold et al 1991a), pel cromosoma 18 (Fisher et al 1995) i pels cromosomes sexuals

(Hassold et al 1991D).

Aixi mateix, alguns investigadors han posat de manifest que a la meiosi femenina, no
només el nombre d’intercanvis sindé també la seva localitzacid, esta implicada en
I’aparici6 de gametes aneuploides. Aquest resultat s’ha obtingut a partir de I’analisi dels
cromosomes sexuals (Mc Donald ef al. 1994), del cromosoma 21 (Lorber et al. 1992,

Petersen et al. 1992) i del cromosoma 16 (Hassold et al. 1995).

La relacid entre les anomalies en la recombinaci6 i la no disjuncié s’estén fins a la
segona divisio meidtica. Aixi Lamb et al. (1996) analitzant 133 casos de trisomia 21
amb errors materns de segona divisid, demostren que hi ha una associaci6 entre una
recombinacio meiotica alterada a meiosi I i els fenomens de no disjuncié que es donen a
meiosis I, suggerint que els esdeveniments que tenen lloc a la primera divisié poden ser

I’origen de tots els casos de no disjuncio.

En resum, una recombinacié aberrant sembla que és uns dels factors que més
contribueixen a la no disjuncid. De fet, s’accepta que els quiasmes son necessaris pel
manteniment dels bivalents durant la transici6 diploté-diacinesi i per assegurar la
segregacid correcta dels cromosomes homolegs a anafase (Ferguson et al. 1996). En
conseqliéncia no és dificil imaginar que errades en la recombinacié puguin provocar un

increment d’anomalies numeriques.
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Obviament poden haver altres factors implicats. Per exemple, alguns investigadors
relacionen les associacions de les regions satél-lits dels cromosomes acrocéntrics amb
un increment d’aneuploidies (Henderson et al. 1973). Altres estudis intenten relacionar
disfuncions de les proteines motores implicades en la segregacié dels cromosomes
(Preston 1996), o la preséncia de determinats agents ambientals externs (Bishop et al.
1996) o interns a I’individu (Mroz et al. 1999) amb 1’aparici6 d’anomalies

cromosomiques.

1.4. Analisi citogenética de les gametes

La freqiiéncia observada d’una determinada anomalia cromosomica a la poblacié depén
de dos factors. En primer lloc de la incidéncia després de la concepcid, en segon lloc de
la seva viabilitat al llarg del desenvolupament embrionari. Alhora, la freqiiéncia després
de la concepcio depén directament del percentatge de gametes cromosdomicament

desequilibrats.

Aixi doncs, el coneixement de la freqliencia d’anomalies en espermatozoides i oocits i,
la seva relacio amb els processos que els originen, pot ajudar a comprendre els
esdeveniments meiotics implicats en [’aparici6 de gametes cromosdomicament

desequilibrats.
1.4.1. L’oocit

Per raons inherents al procés de gametogenesi en les femelles de mamifer, 1’estudi de
les gametes femenines ha estat possible arran el desenvolupament de técniques de
reproduccio6 assistida. L’aplicacio de técniques d’analisi citogenctica classica sobre
aquest material ha donat com a resultat una incidéncia total d’anomalies cromosomiques
superior al 20%, essent les aneuploidies les anomalies majoritaries (Pellestor 1991; Gras
et al. 1992; Benkhalifa et al. 1996). Ara bé, aquesta metodologia només permet 1’analisi
dels errors que tenen lloc durant la primera divisi6 meiotica, en conseqiiéncia, el
percentatge total d’anomalies en oocits ha de ser més elevat (errades de primera i de

segona divisio meiotica).



Introduccio

Un resultat destacat en alguns d’aquests treballs és I’increment significatiu, respecte els
altres cromosomes analitzats, d’oocits amb aneuploidies pels cromosomes del grup G
(Pellestor 1991; Wall et al. 1996). Els cromosomes 21 i 22 son els més petits del
cariotip i els que presenten la taxa més baixa de recombinacié meiotica (Laurie i Hultén
1985), suggerint, novament, una relacio entre la no disjuncio i la recombinacié meiotica,
en el sentit que qualsevol alteracio de la recombinacié afectara preferentment a aquells

cromosomes que presenten un nivell basal d’intercanvis més baix.

D’altra banda, diferents laboratoris han desenvolupat metodologies per a I’obtencio de
cromosomes a partir dels corpuscles polars i la seva analisi posterior mitjangant
hibridaci6 in situ fluorescent (Munné et al. 1995; Durban et al. 1998; Verlinsky i
Evsikov 1999). Els corpuscles polars contenen una dotacié cromosomica
complementaria de la dotacid6 de 1’o0cit. Per tant, coneixent el seu contingut

cromosomic ¢és possible deduir quina sera la dotacié de 1’00cit.

Estudis preliminars utilitzant aquesta metodologia posen de manifest una incidéncia
d’anomalies cromosomiques superior al 20% (Verlinsky et al. 1995a; 1996), un

percentatge similar a I’obtingut per técniques d’analisi citogenética classica.
1.4.2. L’espermatozoide

L’estudi dels espermatozoides planteja problemes totalment diferents a 1’estudi
cromosomic dels odcits. Els espermatozoides son cél-lules altament diferenciades i
especialitzades, la seva funcid €s portar el complement cromosomic del mascle fins a
I’00cit 1, una vegada s’ha fusionat amb aquest, activar-ho per tal que s’inicii el programa

de desenvolupament de 1’embrid.

Per realitzar aquesta funcio, les espermatides presenten una seérie de modificacions
citoplasmatiques i nuclears que condueixen a la formacié d’espermatozoides madurs.
Els canvis que afecten al nucli condueixen a la diferenciacié d’una cromatina
espermatica amb un grau de condensacié molt elevat, degut principalment, a la
substitucié de I’estructura nucleohistonica de les espermatides per un complex format

per DNA i protamines. Aquestes son petites proteines basiques riques en grups tiol
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(SH). Durant el transit epididimari dels espermatozoides es produeix 1’oxidaci6 dels
grups tiol mitjangant I’establiment d’enllagos disulfur (SS). El resultat final és la

formacidé d’un nucli espermatic altament condensat.

Aquesta estructura tan particular del nucli de I’espermatozoide ha condicionat
I’aplicacio de técniques d’analisi citogenética sobre aquest tipus cel-lular. A continuacio6

revisem les técniques més significatives desenvolupades per al seu estudi.
1.4.2.1. Tincié cromosomica diferencial

Barlow 1 Vosa (1970) van ser els primers investigadors en diferenciar els
espermatozoides en funcid del seu contingut cromosomic. Utilitzant quinacrina o
mostassa de quinacrina, dos colorants que s’uneixen a la regi6 heterocromatica del
cromosoma Y, van ser capacos d’observar, mitjangant microscopia de fluorescéncia,
espermatozoides portadors d’aquest cromosoma. En el seu treball xifren entre un 40% i

un 45% el percentatge d’espermatozoides amb senyal, un resultat proper al 50% esperat.

Dos anys més tard, Bobrow et al. (1972) utilitzant el colorant Giemsa van determinar la
presencia del cromosoma 9 en nuclis interfasics d’espermatozoides. Per ultim, Geraedts
i Pearson (1973) detecten la constriccié secundaria del cromosoma 1 fent servir el

colorant Leishman.

El desenvolupament d’aquestes técniques va possibilitar I’aparici6 a la literatura dels
primers treballs on es valorava el percentatge d’espermatozoides amb anomalies
cromosomiques. En relacio al cromosoma Y, el percentatge d’espermatozoides amb
dues senyals variava des d’un valor minim de 0,18% (Schwinger ef al. 1976) fins a un
valor maxim del 5% (Klasen i Schmid 1981). Tanmateix, els estudis dels cromosomes 1
1 9 xifraven al voltant del 2% el percentatge d’espermatozoides amb dues senyals
(Pawlowitzki i Pearson 1972; Geraedts i Pearson 1973). Aquests treballs suggerien que
si la incidéncia era equivalent per a tots els cromosomes, entre un 30% i un 40% dels

espermatozoides presentarien desequilibris cromosomics (Pawlowitzki i Pearson 1972).

Malgrat que la precisido de les dades publicades utilitzant aquestes técniques va ser

qiiestionada quan es va comprovar 1’elevat nombre de falsos positius i errors de tincio
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que presentaven (Sumner i Robinson 1976; Roberts i Goodall 1976; Beatty 1977),
aquests treballs van posar de manifest la implicacié paterna en 1’aparicié d’anomalies

cromosomiques.
1.4.2.2. Cromosomes d’espermatozoide

Rudak et al. (1978), van ser els primers investigadors en observar cromosomes
metafasics d’espermatozoide. Aprofitant la capacitat dels espermatozoides humans
capacitats in vitro, de fusionar-se amb els oodcits d’hamster sense zona pel-lucida i
assolir 1’estadi de pronucli (Yanagimachi et al. 1976), els autors varen demostrar que,
en condicions de cultiu adequades, el pronucli masculi era capag d’assolir I’estadi de

metafase.

Aquesta metodologia va ser estandarditzada més endavant per Martin et al. (1982),
suposant I’inici de tot una seérie de treballs de recerca que van permetre realitzar
diferents tipus d’estudis cromosomics en espermatozoides humans: des de la
determinaci6 del nivell basal d’anomalies cromosomiques en individus controls (Martin
i Rademaker 1990; Templado et al. 1996), fins a 1’estudi cromosomic de grups
d’individus considerats de risc: individus portadors de reorganitzacions cromosomiques
estructurals (Pellestor ez al. 1989; Templado et al. 1996), individus exposats a agents
genotoxics (Alvarez 1998) i individus afectats per diferents tipus de cancer (Genesca et

al. 1990; Martin et al. 1997).

Sens dubte, el principal avantatge d’aquesta metodologia és la possibilitat d’estudiar
tots els cromosomes i els diferents tipus d’anomalies cromosomiques que presenta un
espermatozoide. Ara bé, al mateix temps el protocol a aplicar és extremadament
complex, requereix mans expertes i, en conseqiiéncia, impossibilita 1’analisi d’un
nombre suficient d’espermatozoides (des d’un punt de vista estadistic). Tot plegat ha fet

que només alguns laboratoris hagin estat capagos d’aplicar-la.
1.4.2.3. Hibridacio in situ
Les técniques d’hibridaci6 in situ (Pardue i Gall 1969; John et al. 1969) permeten la

deteccid i visualitzacid especifica de seqiiencies d’acids nucleics. La técnica es basa en

11



Introduccio

la capacitat d’aquestes molécules de realitzar cicles de desnaturalitzacio-renaturalitzacio

quan s’exposen a condicions de temperatura i/o de pH adequades.

Consisteix en posar en contacte dos fragments o molécules d’acid nucleic: una molécula
diana present a la cél-lula que es vol analitzar i una sonda (fragment de nucleotids
complementari de la molécula diana). Per tal que es doni la hibridacio, és necessari
desnaturalitzar ambdues molécules obrint els ponts d’hidrogen que mantenen la doble
hélix. Posteriorment es posen en contacte esperant que, durant el temps de
renaturalitzacio, es produeixi la hibridacié de la sonda amb la seqiiencia de DNA diana

complementaria.

L’observacié de la hibridacié depén de la incorporacié a la sonda de molécules
marcadores que permetin la seva deteccid posterior. Inicialment es van utilitzar com a
marcadors isotops radioactius i la hibridaci6 es detectava per autoradiografia. El primer
treball publicat que va aplicar aquesta metodologia sobre nuclis d’espermatozoides no
va donar resultats prou satisfactoris, degut, principalment, a la manca d’un métode
eficient de descondensacid de la cromatina espermatica (Joseph ef al. 1984). A més, els
autors es varen trobar amb les mateixes dificultats que ja havia plantejat la técnica sobre
altres tipus cel-lulars: la necessitat d’establir grans mesures de seguretat al laboratori,
I’elevat temps d’espera per obtenir els resultats i, per ultim, la poca resolucid espacial

dels senyals obtinguts.

Me¢és endavant van comengar a aparéixer metodes de deteccid no radioactius, d’entre els
quals va destacar el de fluorescencia, és a dir, aquell que utilitzava com a marcadors
fluorocroms: molécules que emeten llum quan s’exciten amb la llum ultraviolada.
Aquestes técniques, conegudes amb el nom de FISH (hibridacio in situ fluorescent), van
ser emprades satisfactoriament en diferents tipus cel-lulars: limfocits (Eastmond i Pinkel
1990) amniocits (Kuo et al. 1991), cel-lules tumorals (Cremer et al. 1988) embrions

preimplantacionals (Grifo ef al. 1990) entre d’altres.

El salt de I’aplicacié d’aquesta metodologia a I’espermatozoide estava, directament

condicionat, al desenvolupament de protocols de descondensacié de la cromatina
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espermatica que possibilitessin 1’encontre entre la sonda de DNA i la seva seqiiéncia
complementaria. Gracies als estudis realitzats sobre el procés de la descondensacioé dins
I’00cit (Perrault 1 Zirkin 1982), es coneixia que la preséncia d’agents que eliminaven els

ponts disulfur permetien els espermatozoides descondensar in vitro.

Aixi, tots els protocols de descondensacid el que intenten és revertir el procés de
condensacid que s’ha donat durant I’espermiogénesi; per aixo, la majoria inclouen en la
solucié de descondensaci6 ditiotreitol (DTT), un agent reductor dels enllagos disulfur.
En la majoria dels casos el DTT es combina amb altres molécules que complementen la
seva accio: tripsina (Pieters et al. 1990; Goldman et al. 1993; Bischoff et al. 1994),
salicilat de liti (LIS) (Wyrobek et al. 1990), bromur de cetiltrimetilamoni (CTAB)
(Holmes i Martin 1993), acid etilendiaminictetracetic (EDTA) (West et al. 1989), i
triton X-100 (Zirkin et al. 1985).

1.5. FISH en espermatozoides: estat de la qiiestio 1990-1994

El nostre projecte de recerca es va iniciar al setembre de I’any 1994. La segiient seccio
d’aquesta introduccio pretén il-lustrar la situacié de 1’aplicaci6 de la hibridacio in situ

fluorescent sobre nuclis d’espermatozoides en aquell moment.

Probablement si aquest periode s’hagués de resumir amb una sola paraula, aquesta seria
consolidacié. Un dels avencos més significatius va ser la descripcid de protocols de
descondensaci6o de la cromatina del nucli dels espermatozoides amb eficiéncies
d’hibridacions properes al 99% (Wyrobek et al. 1990; Goldman et al. 1993; Holmes i
Martin 1993; Bischoff et al. 1994). Aixi doncs, el grau de condensaci6 de la cromatina

jano era una barrera insuperable en 1’estudi cromosomic dels espermatozoides.

Paral-lelament es van desenvolupar protocols de FISH que permetien la combinacié de
sondes de DNA marcades amb diferents fluorocroms. Els primers treballs publicats
utilitzaven una sola sonda de DNA (Taules 3 i 4, pagines 14 i 15 respectivament),
aquesta aproximacié experimental no permetia la discriminacié objectiva entre els

espermatozoides disomics i els diploides.
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L’aparici6 de metodologies de FISH bicolor quan s’estaven analitzant els autosomes
(Williams et al. 1993) o de FISH tricolor quan s’analitzaven els cromosomes sexuals
(Bischoff et al. 1994) superaven I’inconvenient de diferenciar els espermatozoides

disomics i diploides en funci6 del diametre nuclear.

D’altra banda, durant aquest periode es van descriure criteris de valoracio dels
espermatozoides per tal d’eliminar la subjectivitat de 1’investigador. Hem de tenir en
compte que en aquesta metodologia la preséncia del cromosoma s’infereix a partir de
I’observacié d’un senyal d’hibridacié al nucli cel-lular. Aixi doncs, es donen
determinades situacions que poden originar valoracions contradictories: desdoblament

de senyals, senyals propers, senyals de diferent intensitat, entre d’altres.

XY XX YY
Guttenbach i Schmid (1990)3 0,27
Han et al. (1992)2 0,29

Knights et al. (1992)P 0,17 0,06 0,09
Wyrobek et al. (1992)¢ 0,06 0,04 0,05
Goldman et al. (1993)P 0,23 0,08 0,10
Han et al. (1993)P 0,21 0,28 0,21
Holmes i Martin (1993)2 0,03

Martin ef al. (1993)2 0,11
Robbins et al. (1993)2 0,06
Williams ez al. (1993)¢ 0,09 0,08 0,11
Bischoff et al. (1994)¢ 0,12 0,37 0,08
Chevret et al. (1994)P 0,42 0,05 0,05
Guttenbach et al. (1994a)? 0,34

Miharu et al. (1994)2 0,13 0,08
Wyrobek et al. (1994)P 0,06 0,04 0,04

a- FISH monocolor
b- FISH bicolor
c- FISH tricolor

Taula 4: Incidéncia (%) de disomies pels cromosomes sexuals segons
diferents autors.

Els primers treballs publicats no tenien en compte 1’aplicacio de criteris de valoracio

(Pieters et al. 1990; Coonen et al. 1991), naturalment en aquell moment es desconeixia
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la majoria dels factors que afecten la valoracié d’aneuploidies per FISH. La importancia
de I’aplicacio de criteris de valoracid va ser posada de manifest per primera vegada
I’any 1993 (Williams et al. 1993; Goldman et al. 1993; Robbins et al. 1993). Des
d’aleshores, la majoria dels grups de recerca els han incorporat en els seus protocols de

treball com a eina indispensable en la valoracié d’aneuploidies en espermatozoides.

Un aspecte d’aquesta etapa que pot estar lligat amb la manca de criteris de valoraci6 és
I’elevada variabilitat dels resultats publicats (Taules 3 i1 4, pagines 14 i 15
respectivament). Per exemple, el percentatge de disomies pel cromosoma 1 variava des
d’un valor minim del 0,06% (Holmes i Martin 1993) fins a un valor maxim del 0,80%
(Coonen et al. 1991) (Taula 3, pagina 14). Tot i que en alguns casos, aquesta variabilitat
podia reflectir diferéncies interindividuals, és molt probable que majoritariament

estigués condicionada per diferéncies metodologiques.

Dels resultats publicats en individus controls (Taules 3 i 4, pagines 14 i 15
respectivament) destaquen aquells que demostraven 1’especial tendéncia d’alguns
cromosomes al fenomen de la no disjuncié (cromosoma 16, Williams et al. 1993),
suggerint que els mecanismes que originen gametes aneuploides afecten preferentment

alguns Cromosomes.

Finalment, alguns investigadors comencen a exposar les potencialitats de la técnica, no
només en ’estudi cromosomic d’individus control, també en individus considerats de
risc. Aixi, Han ef al. (1992) proposen la utilitat clinica de la técnica: “In particular the
methodology will allow questions relating to the chromosomal complement of
pathological semen samples to be addressed”. Tanmateix, Guttenbach i Schmid (1991)
afirmen: “Because of the constant improvements of this technique and the growing
avaibility of chromosome specific probes, the nonisotopic demonstration of structural

aberration in interphase nuclei as well will soon become feasible”.

1.6. Aplicacions actuals de la FISH en espermatozoides i perspectives de futur

La consolidaci6 de la técnica de FISH en I’estudi citogenétic dels espermatozoides i, el

desenvolupament de diferents tipus de sondes de DNA i fluorocroms, ha permeés
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I’aparicié de tot un ventall de possibilitats d’estudi sobre aquest tipus cel-lular. Aixi,
moltes de les qiiestions que es plantejaven els investigadors comencen a tenir una
resposta. Algunes de les aplicacions més clares de la hibridacio in sifu fluorescent son

les seglients:
1.6.1. Determinacio del nivell basal d’anomalies cromosomiques numeériques

El coneixement dels mecanismes implicats en I’origen de la no disjuncié ha de tenir en
compte I’estudi directe de la constitucié cromosomica de les gametes, atés que, la gran

majoria dels errors de segregacio tenen lloc durant la meiosi.

La consolidacié d’una metodologia de FISH estandarditzada entre els diferents
laboratoris, permetra calcular la contribucié paterna en 1’aparicié d’anomalies
cromosomiques en humans i, al mateix temps, relacionar les diferéncies

intercromosomiques i I’etiologia de la no disjuncié.
1.6.2. Estudis d’incidencia en individus de risc

Un individu de risc és aquell que, per diversos motius, és candidat a presentar un
increment d’anomalies cromosomiques. Obviament aquest grup és molt ampli, i per
tant, les possibilitats d’estudi son practicament il-limitades. Anem a revisar alguns dels

més significatius.
1.6.2.1. Poblacions d’elevada prevalenca per a una anomalia cromosomica

Es possible que en poblacions d’elevada prevalenga puguin haver-hi factors ambientals
que incrementin el nivell constitucional d’anomalies cromosomiques en gametes. De
fet, alguns investigadors han suggerit que una possible explicacié de la major incidéncia
d’anomalies cromosomiques en humans, en comparacié amb la que presenten altres
mamifers (Lowe et al. 1995; Wyrobek et al. 1995a), pugui ser l'exposicio a diferents

tipus d’agents ambientals.

No obstant aix9, actualment no hi ha cap estudi que correlacioni la preséncia d’un factor
ambiental amb un increment d’anomalies cromosomiques en gametes i, que al final, es

tradueixi en un increment d’anomalies cromosomiques a la descendéncia.
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Logicament estem parlant d’estudis interdisciplinaris, que han d’incloure la
determinacié dels factors ambientals hipotéticament implicats en I’increment de la taxa
constitucional d’aneuploidies, aixi com la determinacié de 1’origen parental dels
cromosomes afectats. Ara bé, en qualsevol cas, precisen la comprovacid del percentatge
d’anomalies cromosomiques en gametes. Es aqui on la hibridacio in situ fluorescent és
revela com la técnica més adient per a la realitzacidé d’aquests tipus d’analisi en el cas

d’estudis d’espermatozoides.

De fet, estudis preliminars aplicant aquesta metodologia (Robbins et al. 1994; Wyrobek
et al. 1995b), demostren que alguns individus exposats a determinats agents genotoxics

presenten un increment significatiu d’anomalies cromosomiques.
1.6.2.2. L’efecte intercromosomic en portadors de reorganitzacions estructurals

Lejeune (1963) va observar un increment d’anomalies cromosomiques estructurals en
pares d’individus amb la sindrome de Down. L’ autor va proposar que la preséncia de la
reorganitzaci6 cromosomica podia interferir la segregacid d’altres bivalents durant la
meiosi (especialment la del cromosoma 21). Va denominar aquest hipotétic fenomen

com efecte intercromosomic.

Des d’aleshores fins ara han aparegut a la literatura diferents tipus de treballs que
confirmen aquest fenomen: estudis epidemiologics poblacionals en poblacions de pares
d’individus amb la sindrome de Down (Mikkelsen 1971; Aurias et al. 1978,
Lindenbaum et al. 1985; Couzin et al. 1987; Serra et al. 1990), estudis meidtics en
portadors de reorganitzacions cromosomiques estructurals (Vidal ez al. 1982; Luciani et
al. 1984; Gabriel-Robez et al. 1986; Saadallah i Hultén 1986; Batanian 1 Hultén 1987;
Vidal et al. 1987; Guiachaoua et al. 1990; Navarro et al. 1991) i fins i tot, alguns
treballs analitzant cromosomes d’espermatozoide d’individus portadors (Balkan i

Martin 1983; Burns et al. 1986; Templado et al. 1988).

No obstant aix0, cap d’aquestes aproximacions experimentals permet determinar amb
fiabilitat la seva existéncia. Els estudis epidemioldgics estan clarament condicionats al

baix nombre de parelles que s’estudien i a qué, en la majoria dels casos, les parelles
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estudiades son d’edat avangada, on les dones presenten un risc elevat de no disjuncio.
D’altra banda, els resultats dels estudis meiotics son indirectes, i no permeten tenir la
certesa de si 1’anomalia meiotica es traduira en un increment d’anomalies
cromosOmiques als espermatozoides. Per ultim, els resultats dels estudis de cromosomes
d’espermatozoide estan condicionats al baix nombre de cél-lules analitzades que

impossibilita I’aplicacié de meétodes d’analisi estadistica.

La consolidacié de la hibridaci6 in situ fluorescent en I’analisi cromosomica dels
espermatozoides permetra realitzar una valoracié molt acurada (elevada especificitat de
les sondes de DNA) i alhora molt extensa, possibilitant I’aplicacié de métodes d’analisi

estadistica.
1.6.2.3. Individus amb problemes de fertilitat

Els darrers anys, el desenvolupament de noves tecnologies en 1’ambit de la reproduccio
assistida ha incrementat notoriament les possibilitats de reproduccié d’individus
infeértils. De forma particular, I’ICSI (intracytoplasmic sperm injection) ha permes la

reproduccié d’individus amb factors severs d’esterilitat masculina.

No obstant, paral-lelament a la seva aplicacid, han sorgit nombroses qiiestions en relacié
amb la seva seguretat genética, en el sentit que la técnica s’aplica a individus on la
infertilitat pot tenir un origen genetic i per tant, el risc de transmissi6 d’anomalies

cromosomiques a la descendéncia es pot veure incrementat.

Per exemple, la incidéncia d’individus portadors d’anomalies cromosomiques en
poblacions d’homes infeértils és superior a la incidéncia descrita a la poblacié control
(Zuffardi i Tiepolo 1982). Algunes d’aquestes anomalies poden generar, després de les

dues divisions meidtiques, gametes cromosomicament desequilibrades.

D’altra banda, estudis meiotics en individus infértils demostren un increment
significatiu d’anomalies sinaptiques (Egozcue et al. 1983; de Braekelaer i Dao 1991).
Aquestes anomalies d’aparellament poden derivar a un bloqueig meiotic, provocant

azoospeérmia o oligozoospérmia en 1’individu portador. Ara bé, en cas que algunes

19



Introduccio

d’aquestes cel-lules completin la meiosi, es pot donar un increment d’anomalies

cromosomiques en gametes.

De fet, aquestes observacions poden estar relacionades amb I’increment d’anomalies
dels cromosomes sexuals, detectat en gestacions resultants de 1’aplicacié de cicles

d’ICSI (Liebaers ef al. 1995; In’t Veld et al. 1995).

La utilitzacié de la FISH en aquests individus permetra determinar el percentatge
d’anomalies cromosomiques en espermatozoides, oferint als individus portadors un

consell reproductiu molt més acurat.
1.6.3. Segregacio meiotica dels cromosomes reorganitzats
1.6.3.1. Individus portadors d’anomalies cromosomiques estructurals

L’aplicacié de la hibridacid in situ fluorescent en 1’estudi de la segregacio dels
cromosomes reorganitzats, depén de la disponibilitat de sondes de DNA especifiques
dels segments reorganitzats. D’aquesta manera es poden valorar en el nucli interfasic de
I’espermatozoide, els diferents tipus de segregacions cromosomiques, d’acord amb el

nombre de senyals d’hibridaci6 de les sondes de DNA utilitzades.

Inicialment I’aplicacié de la FISH en aquest tipus de valoracions només possibilitava
I’analisi d’anomalies cromosomiques numériques (Lu et al. 1994; Spriggs i Martin
1994; Rousseaux et al. 1995), donat que les sondes de DNA centromeriques disponibles
en aquell moment no permetien diferenciar els diferents tipus de segregacions durant la
primera divisié meiodtica.

Actualment, el desenvolupament de sondes de DNA especifiques de locus i de regions
subtelomériques permet analitzar adequadament les segregacions dels cromosomes
reorganitzats i, alhora, combinar aquests estudis amb la valoracio de I’efecte
intercromosomic. Tot plegat ens possibilitara determinar el percentatge
d’espermatozoides cromosomicament anormals oferint als individus portadors un

consell reproductiu acurat.
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1.6.3.2. Individus amb anomalies numériques dels cromosomes sexuals

El comportament meiotic dels cromosomes sexuals en individus portadors d’anomalies
numeriques per aquests cromosomes: sindrome de Klinefelter (47,XXY) i individus
47,XYY ha estat motiu d’interés ateses les possibles conseqiiéncies cromosomiques per

a la seva la descendéncia.

La majoria dels estudis meiotics en individus 47,XXY (Kejssler 1966; Luciani et al.
1970; Dutrillaux et al. 1971; Laurent et al. 1973) mostren la incapacitat de la linia
cel-lular aneuploide d’iniciar la meiosi, degut principalment a un fort bloqueig a nivell
d’espermatogoni. D’altra banda, els estudis en individus 47,XYY suggerien la pérdua
del cromosoma Y extra en els primers estadis de 1’espermatogenesi (Thompson et al.
1967; Melnyk et al. 1969; Evans et al. 1970; Hsu et al. 1970; Tettenborn et al. 1970;
Hultén i Pearson 1971; Luciani et al. 1973; Chandley et al. 1976; Faed et al. 1976).

No obstant aix0, altres estudis meidtics varen posar de manifest la capacitat de les
cel-lules aneuploides d’iniciar la meiosi (Skakkebaek et al. 1969; Vidal et al. 1984;
Speed et al. 1991).

Els estudis cromosomics en espermatozoides d’aquests individus son forga escassos. En
individus 47,XYY, Benet i Martin (1988) analitzant cromosomes d’espermatozoides no
troben cap increment significatiu d’espermatozoides anormals respecte la poblacid
control. D’altra banda Han et al. (1994) analitzant un individu XYY mitjan¢ant FISH,
descriu un increment significatiu d’espermatozoides diploides, tot i que discrimina els
disomics dels diploides d’acord amb el diametre nuclear. Respecte els individus
47,XXY els resultats mostren un increment d’espermatozoides amb anomalies pels
cromosomes sexuals (Cozzi et al. 1994) suggerint que, a part del bloqueig meidtic de la

linia XXY, es produeixen no-disjuncions de cel-lules XY a meiosi .

L’aplicaci6 més extensa de la FISH sobre mostres provinents d’aquests individus
permetra determinar el comportament meiotic dels cromosomes sexuals i alhora calcular

el risc de transmissio d’una anomalia cromosOmica a la descendéncia.
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Objectius

Ateses les potencialitats de la hibridacid in situ fluorescent en 1’estudi citogenétic de
I’espermatozoide huma, els objectius plantejats en el nostre treball de recerca van ser els

seguents:

1. Establir la freqiiéncia de diploidies i disomies pels cromosomes 6, 18, 21, X 1 Y en

espermatozoides provinents d’individus control.

2. Determinar la freqiiéncia de disomies pel cromosoma 21 en espermatozoides
provinents de pares d’individus amb la Sindrome de Down, a fi d’estimar la seva

possible relacio amb ’origen parental del cromosoma extra en els fills afectes.

3. Valorar I’efecte intercromosomic pel cromosoma 21 en individus portadors de

reorganitzacions cromosomiques estructurals.

4. Analitzar la segregacio meiotica dels cromosomes afectats en individus portadors

d’anomalies cromosomiques:
4a. Individus portadors de translocacions cromosdmiques reciproques.

4b. Individus portadors d’anomalies numeériques dels cromosomes sexuals.

5. Realitzar una valoracid critica de la utilitzacio de la hibridacio in situ fluorescent en

I’estudi citogenétic de I’espermatozoide huma.
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Material 1 Métodes

3.1. Mostres biologiques

Hem analitzat dos tipus de material biologic: espermatozoides provinents de mostres de
semen 1 cél-lules d’espermatogénesi i espermatozoides provinents de bidpsies

testiculars.
3.1.1. Mostres de semen

Les mostres problema varen ser obtingudes en col-laboracié amb diferents centres de
reproduccid assistida i diagnostic prenatal (Taula 5). D’altra banda, les mostres dels

individus control (n=9) provenien de companys del nostre laboratori.

Individus analitzats Centre de procedéncia

Pares d’individus amb trisomia 21 (n=15) Consorci Hospitalari Parc Tauli de Sabadell

Portadors d’anomalies estructurals:

46,XY,t(3;15)(p25;q15) Instituto Valenciano de Infertilidad, Valéncia
46,XY,t(5;8)(q33;q13) Institut de Bioquimica Clinica, Barcelona
46,XY,4(7;Y)(p11;q13) Instituto Valenciano de Infertilidad, Valéncia
45,XY,1(13;22) Instituto Valenciano de Infertilidad, Valéncia
46,XY,inv(9qh)(p12;q12) Prenatal Genetics SL, Barcelona

Portadors d’anomalies numériques dels gonosomes:
47, XXY/46XY Institut Universitari Dexeus, Barcelona
47, XXY Instituto Valenciano de Infertilidad, Valéncia
47,XYY Instituto Valenciano de Infertilidad, Valéncia
47,XYY Instituto de Reproducciéon CEFER, Barcelona

Taula 5: Individus problema estudiats i centres de procedéncia.

En qualsevol cas, les mostres s'obtenien per masturbacio, directament a 1’interior d’un
contenidor de plastic esteéril 1 es guardaven a temperatura ambient fins el moment de la

seva fixacio.
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3.1.2. Biopsies testiculars

Aquest material va ser subministrat directament pels centres col-laboradors (Taula 5,
pagina 5). Les biopsies s’obtenien per intervencid quirargica amb anestésia local i eren
enviades al nostre laboratori a temperatura ambient submergides en una solucio

isotonica (NaCl 0,9%).

3.2. Fixacié i emmagatzematge del material

3.2.1. Material utilitzat:
- Cambra de Newbauer
- Centrifuga
- Fixador de Carnoy (metanol:acid acétic, 3:1)
- Incubador
- Medi hipotonic: KC1 0,075M
- Microscopi Olympus BX-60 equipat amb un sistema optic de contrast de fases
- Pipetes Pasteur
- Portaobjectes desengreixats amb metanol fred
- Tisores de disseccid
- Tubs de centrifuga de vidre de fons conic

- Vidre de rellotger
3.2.2. Métode aplicat:
3.2.2.1. Mostres de semen

Abans de la fixacio, realitzavem un recompte cel-lular amb una cambra de Newbauer

mitjangant el microscopi invertit de contrast de fases.
La fixaci6 de les mostres consta dels segiients passos:

- Centrifugar la mostra durant 5 minuts a 3.000 rpm per tal de separar el plasma seminal

de la fraccid cel-lular.

- Eliminar el plasma seminal amb una pipeta Pasteur.
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- Resuspendre el sediment cel-lular en la soluci6 hipotonica.
- Incubar la suspensi6 cel-lular durant 30 min a 37 °C.

- Centrifugar durant 5 minuts a 2.500 rpm.

- Eliminar el sobrenadant per decantacio.

- Resuspendre el sediment cel-lular amb fixador de Carnoy
- Centrifugar durant 5 minuts a 2.500 rpm.

- Eliminar el sobrenadant per decantaci6. Repetir els rentats amb Carnoy tantes vegades

com sigui necessari, fins que el sediment cel-lular quedi totalment net (de color blanc).

- Resuspendre el sediment en fixador fresc i realitzar les extensions deixant caure una

gota de la suspensiod cel-lular a sobre d’un portaobjectes.

- Verificar la concentracid i la morfologia cel-lular amb el microscopi de contrast de

fases.

- Les preparacions convenientment identificades amb el codi del pacient i la data en que
s’havia realitzat la fixacio, s’emmagatzemaven a —20°C fins el moment de la seva
utilitzacio.

3.2.2.2. Biopsies testiculars

Per la fixaci6 d’aquest material vam aplicar el segiient protocol:

- Col'locar la biopsia sobre un vidre de rellotger amb soluci6é hipotonica. Amb 1’ajut
d’unes tisores de disseccio tallar els tubuls fins aconseguir que quedin ben trossejats i

que s’alliberin del major nombre de cél-lules.

- Recollir la suspensié cel-lular amb una pipeta Pasteur i posar-la dins un tub de

centrifuga.

- Resuspendre durant uns minuts per separar les cél-lules que encara estan enganxades

als tabuls.

- Afegir soluciod hipotonica fins un volum de 8 ml.
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- Durant uns minuts, deixar que sedimentin els fragments de tabuls.
- Recollir el sobrenadant i traspassar-ho a un tub de centrifuga net.
- Incubar la suspensioé cel-lular a 37°C durant 10-15 minuts.

- Centrifugar durant 7 minuts a 800 rpm, decantar el sobrenadant i resuspendre el

sediment cel-lular amb fixador de Carnoy
- Centrifugar durant 5 minuts 800 rpm.

- Eliminar el sobrenadant per decantaci6. Repetir els rentats amb Carnoy tantes vegades

com sigui necessari, fins que el sediment cel-lular quedi totalment net (de color blanc).

- Resuspendre el sediment en fixador fresc i realitzar les extensions deixant caure una

gota de la suspensiod cel-lular a sobre d’un portaobjectes.

- Comprovar la concentracio i la morfologia cel-lular amb el microscopi de contrast de

fases.

- Les preparacions convenientment identificades amb el codi del pacient i la data en que
s’havia realitzat la fixacio, s’emmagatzemaven a —20°C fins el moment de la seva

utilitzacio.

3.3. Descondensacio de la cromatina dels espermatozoides

3.3.1. Material utilitzat:
- 2xSSC (Citrat Sodic Sali) a pH 7-7,5
- Cubetes de tincio
- Incubador
- Llapis de diamant
- Microscopi Olympus BX-60 equipat amb un sistema optic de contrast de fases
- Solucié de descondensacio: SmM DTT (1,4-Ditiotreitol) a 1’1% de Triton X-100
tamponada amb Tris (2-Amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol) a pH 7,4
- Solucions d’etanol en aigua destil-lada: 70%-85%-100%
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3.3.2. Métode aplicat:

- Treure les preparacions del congelador i deixar-les a temperatura ambient fins que es

descongelin completament.

- Amb un llapis de diamant, marcar 1’area del portaobjectes on es localitzen els

espermatozoides.
- Rentar les preparacions dues vegades amb 2xSSC durant 3 minuts.

- Deshidratar les cél-lules incubant-les en una série creixent de solucions d’etanol:

70%-85%-100% durant dos minuts a cadascu dels alcohols.
- Deixar assecar les preparacions a temperatura ambient.

- Incubar-les en la solucié de descondensacio a 37°C. Per la majoria de les mostres

analitzades, el temps de descondensacio oscil-lava entre els 8 i els 15 minuts.
- Repetir els rentats amb 2xSSC i la deshidratacié amb etanol.
Les preparacions, un cop assecades, ja es poden utilitzar pel protocol de FISH.

Es interessant remarcar que no hi ha un temps de descondensacidé comu per a totes les
mostres de semen. En conseqiiéncia, 1’establiment del temps de descondensacié per a
cada individu es va aconseguir a partir del seguiment per contrast de fases del grau de
descondensacio que presentaven els espermatozoides després del tractament. En tots els
casos, aplicavem un temps inicial de vuit minuts. Si el grau de descondensacié era
I’adequat, continuavem endavant. En canvi, si la descondensacié era insuficient,

repetiem el protocol des del comengcament augmentant aixi el tractament.

D’altra banda, el temps necessari per descondensar els espermatozoides testiculars va
ser considerablement inferior al necessari per descondensar els espermatozoides
ejaculats. Probablement, el fet que el grau de condensacié de la cromatina dels primers
sigui més baix, provoca que siguin més sensibles a I’acci6 del DTT i, en conseqiiéncia,
amb menys temps d’immersio els resultats son optims. En tots els casos varem aplicar

quatre minuts d’immersio en la solucio de DTT amb resultats satisfactoris.
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3.4. Protocol d’hibridacié in situ fluorescent

3.4.1. Material utilitzat:
- Aigua desionitzada
- Bany termostatitzat
- Cambra humida
- Cobreobjectes de vidre
- Cubetes de tincio
- Esmalt d’ungles
- Goma d’enquadernar
- Incubador
- Pipeta automatica per volums compresos entre 0,5 1 10pl
- Preparacions d’espermatozoides descondensats
- Puntes de pipeta per volums compresos entre 0,5 i 10pl
- Solucions de rentats de post-hibridaci6:
Solucié 1 = 0,4xSSC/0,3% NP-40 pH=7-7,5
Solucié 2 = 1xSSC/0,1% NP-40 pH=7-7,5
Solucié 3 = 2xSSC/0,1% NP-40 pH=7-7,5
- Soluci6 de contratincio: 100ng/ml 4,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI II, Vysis Inc.)
- Solucié de desnaturalitzacio: 70% formamida/2xSSC pH = 7-7,5
- Solucions d’etanol en aigua destil-lada: 70%-90%-100%
- Sondes de DNA (Vysis Inc. Downers Drove, IL, USA)
- Tampo d’hibridaci6 (Vysis Inc. Downers Drove, IL, USA)
- Tubs Eppendorf

3.4.2. Métode aplicat:

Al llarg dels treballs que hem realitzat hem utilitzat diferents sondes de DNA (Taula 6,
pagina 36). El protocol general d’hibridaci6é in situ aplicat en el nostre treball

experimental és el segiient:
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- Desnaturalitzar la cromatina dels espermatozoides per incubacié de les preparacions

en la solucid de desnaturalitzacié durant 5 minuts a 73+1°C al bany maria.

- Deshidratar-les mitjangant una série creixent de solucions d’etanol (70%-85%-100%)

a temperatura ambient durant 1 minut cadascuna.
- Deixar assecar a I’aire a temperatura ambient.

- Barrejar les sondes de DNA amb el tamp6 d’hibridacié a I’interior d’un tub
Eppendorf. La proporcié emprada ha estat 70% de tamp6 d’hibridacié més un 10% de
cadascuna de les sondes utilitzades. La resta, fins el 100% (si escau), és completa amb

aigua desionitzada.

- Desnaturalitzar la solucio de sondes de DNA a 73+£1°C durant 5 minuts i dipositar-la

sobre de I’area del portaobjectes on son les cél-lules.
- Col‘locar un cobreobjectes a sobre i segellar amb goma d’enquadernar.

- Incubar en una cambra humida durant tota la nit (12-16h) a 37°C (sempre que hi sigui
present una sonda especifica de locus o una sonda de DNA total) o a 42°C (per sondes

de DNA repetitiu).

- Transcorregut aquest temps, rentar les preparacions amb la solucid de rentat 1 (sondes
de DNA repetitiu i sondes especifiques de locus) o amb la soluci6 2 (sondes de DNA
total), durant 2 minuts a 73°C. Immediatament transferir les preparacions a la soluci6 de

rentat 3, incubant-les durant 1 minut a temperatura ambient.

- Després que les preparacions estiguin seques, els nuclis dels espermatozoides es
contratenyeixen amb DAPI aplicant el volum adequat a sobre ’area del portaobjectes on

son les cél-lules.

- Finalment, es col-loca un cobreobjectes a sobre i se segellen cobre i portaobjectes amb

esmalt d’ungles.

Les preparacions es poden valorar directament o emmagatzemar-les a —20°C fins el

moment de la seva analisi.
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Tipus de sonda Cromosoma  Regié cromosomica Fluorocrom[!
o-satel-lit 6 6pll.1-ql1 (D6Z1) Spectrum green
o-satel-lit 8 8pll.1-ql1.1 (D8Z2) Spectrum green/orange
o-satel-lit 18 18pll.1-q11.1 (D18Z1) Spectrum aqua
o-satel-lit X Xpll.1-ql1.1 (DXZ1) Spectrum green
o-satel-lit Y Ypll.1-ql1.1 (DYZ3) Spectrum orange
satel-lit IT1 Y Yql2 (DYZ1) Spectrum orange
locus especifica 5 5p15.2 (D5S23) Spectrum green
locus especifica 8 8924.2-q24.3 (c-myc) Spectrum orange
locus especifica 21 21q22.13-g22.2 (D21S259, Spectrum orange
D21S341, D21S342)
DNA total X Brag p/q+centromer Spectrum green

Taula 6: Sondes de DNA utilitzades (Vysis Inc.) en el nostre treball experimental.

3.5. Valoracié microscopica

3.5.1. Material utilitzat:
- Camera de video en color Sony 3CCD
- Comptador manual de c¢l-lules
- Microscopi de fluorescéncia Olympus BX-60
- Ordinador PC dotat amb una placa de video Matrox Comet (versio 1.21)

- Sistema de fotografia Olympus PM-20
3.5.2. Métode aplicat:

La valoracio la varem realitzar mitjancant un microscopi de fluorescéncia equipat amb
filtres especifics per cadascu dels fluorocroms utilitzats, aixi com un filtre triple que ens
permetia la visualitzacid conjunta de la contratincid nuclear i els diferents tipus de
senyals d’hibridacié. ElI microscopi estava dotat d’un sistema de fotografia i d’una

camara de video que ens permetia la captacié d’imatges per ordinador.
A continuacio6 descriurem les particularitats que presenta cadascuna de les valoracions.
3.5.2.1 Mostres de semen

La ploidia dels espermatozoides es determinava tenint en compte la distribucio dels
senyals d’hibridacié (Figura 1, pagina 37). Mentre que una analisi objectiva dels

autosomes
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Figura 1: Determinacié de la ploidia dels espermatozoides en funcié del nombre
de senyals d’hibridacioé i del nombre de sondes de DNA utilitzades.
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implicava la participacié de com a minim dues sondes de DNA, la valoraci6 dels
cromosomes sexuals es realitzava combinant com a minim tres sondes, atés que els

espermatozoides poden ser portadors del cromosoma X o del cromosoma Y.

D’altra banda, ja hem remarcat a la introduccié la importancia d’establir uns criteris de
valoracid clars en aquests tipus d’estudis. En aquest sentit, els espermatozoides es van

analitzar d’acord amb els segiients criteris:

- Aquells espermatozoides superposats els uns amb els altres o sense una clara

delimitacio cel-lular van ser exclosos de 1’estudi.

- En el cas d’espermatozoides disomics o diploides, tots els senyals d’hibridacio havien
de tenir la mateixa intensitat i estar separats entre ells per una distancia superior al

diametre de cada senyal.

- Les nul-lisomies no es varen analitzar directament, considerant la seva incidéncia

equivalent a la de disomies.
3.5.2.2. Biopsies testiculars

En aquest tipus de material hem analitzat tres tipus cel-lulars: espermatozoides, cél-lules

germinals interfasiques i cel-lules germinals en I’estadi de profase I.
Espermatozoides

Obviament, la determinacié del contingut cromosomic dels espermatozoides testiculars
s’ha realitzat de la mateixa manera que els espermatozoides provinents de mostres de
semen (Figura 1, pagina 37). Ara bé, en aquest cas la valoracid presenta algunes
singularitats. En aquest sentit, un dels inconvenients d’analitzar espermatozoides per
FISH és que de vegades no s’observa la cua després de la contratincié6 amb DAPI
(vegeu I’apartat 3.4., pagina 34). Aquest problema no afecta excessivament la valoracio
d’espermatozoides provinents de mostres de semen, atés que son el tipus cel-lular
majoritari en aquest material. Ara bé, en el cas de 1’analisi d’espermatozoides
testiculars, no veure la cua pot fer que es valorin erroniament com a espermatozoides

altres c¢l-lules haploides presents a les biopsies testiculars. Per evitar aixo, abans
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d’aplicar la técnica de FISH, realitzavem una recerca dels espermatozoides per contrast
de fases anotant les coordenades de cada cel-lula que observavem. Al mateix temps, les
imatges amb espermatozoides eren captades amb una camara de video i digitalitzades
mitjangant un ordinador PC dotat amb una placa de video Matrox Comet (versio 1.21).
Aquestes imatges eren emmagatzemades amb un codi d’identificaci6 i s’utilitzaven
després de realitzar la hibridacid per facilitar-nos la identificaci6 i valoraci6é dels

espermatozoides.
Ceél-lules d’espermatogenesi interfasiques

Aquestes cel-lules provenien en tots els casos de les biopsies testiculars dels individus
amb anomalies numeériques pels cromosomes sexuals. En aquests casos 1’objectiu era
realitzar un seguiment d’aquests cromosomes durant les dues divisions meiotiques de la

linia cel-lular aneuploide: XXY o XYY.

En conseqiiéncia realitzavem una FISH amb dues sondes especifiques dels cromosomes
X 1Y, pero a més era necessari incorporar una sonda per un autosoma (cromosoma 18)
que permetés diferenciar les cél-lules espermatogéniques diploides de les haploides.
Aixi, un nucli amb dues senyals d’hibridacié per I’autosoma era catalogat com a cel-lula
espermatogenica diploide: espermatogoni o espermatocit primari. En canvi, els nuclis
amb un sol senyal d’hibridacié per 1’autosoma eren valorats com a espermatocits
secundaris o espermatides. Aquesta informacid, juntament amb el nombre i tipus de
senyals d’hibridaci6 pels cromosomes sexuals possibilitava realitzar un seguiment dels
gonosomes durant les dues divisions meiotiques d’acord amb els models tedrics

proposats a les figures 2 i 3 (pagines 40 i 41 respectivament).
Aparellament dels cromosomes sexuals a paquite

L’analisi de I’aparellament dels cromosomes sexuals a paquité ens ha ajudat a completar
I’estudi del comportament d’aquests cromosomes a meiosi (Figures 2 i 3, pagines 40 i

41 respectivament).

39



Material 1 Métodes

1- Espermatogonis/
espermatocits 1°"
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Homoleg X+YY Heteroleg XY+Y Trivalent XYY  2- Aparellament a
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3- Espermatdcits 2™ /
espermatides

23)Y 24XY 23, X 24XY 24YY 23

it
i

23Y  24XY 23, X 24XY 24YY

a
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Figura 2: Models teorics de segregaci6 dels cromosomes sexuals de la linia cel-lular
aneuploide 47,XYY.
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Figura 3: Models teorics de segregacio dels cromosomes sexuals de la linia cel-lular

aneuploide 47,XXY.
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Aquests tipus de valoraci6 s’ha realitzat de la segiient manera:

42

1- Recerca de les figures meiotiques en 1’estadi de paquité mitjangant un microscopi

de contrast de fases.
2- Anotacio de les coordenades i emmagatzematge de les imatges a I’ordinador.

3- Hibridacié in situ fluorescent de tres colors amb sondes centromeériques pels

cromosomes 18, X 1Y.

4- Valoracio de la disposicié dels senyals d’hibridacié i emmagatzematge de les

imatges a I’ordinador.

5- Realitzar una segona ronda d’hibridacid, aplicant la metodologia de FISH
seqiiencial, combinant les sondes de DNA total del cromosoma X amb la sonda

especifica de la regi6 heterocromatica del cromosoma Y (DYZI).

7- Valoraci6 de la disposicié dels senyals d’hibridacié i emmagatzematge de les

imatges a I’ordinador.

8- Per ultim, els paquitens eren classificats en funcié de la disposici6 dels senyals
d’hibridacié dels cromosomes sexuals a les dues rondes de FISH d’acord amb els

seglients criteris:

- Aparellament XY normal: Ambdues rondes de FISH presenten un senyal pel

cromosoma X i un senyal pel cromosoma Y en contacte I’un amb 1’altre.

- Bivalent més univalent: Ambdues rondes de FISH presenten dos senyals

d’hibridacié en contacte més un senyal completament separat.

- Configuraci6 en trivalent: Ambdues rondes d’hibridaci6 presenten tres senyals

en contacte.
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3.6. Recopilacio i analisi estadistica dels resultats

Donat que el percentatge d’aneuploidies en gametes €s relativament baix, aquests tipus
d’estudis obliguen a I’analisi d’un nombre molt elevat d’espermatozoides si volem que

els resultats obtinguts siguin extrapolables a la resta de la poblacio.

Aixi, vam analitzar al voltant de 10.000 espermatozoides per cromosoma i per individu
sempre i quan les particularitats de la mostra ens ho permetien (son excepci6 a aquesta
norma els individus oligozoospérmics amb recomptes cel-lulars inferiors a 20 milions

d’espermatozoides per mil-lilitre).

L’analisi estadistica dels resultats es va realitzar mitjangant el programa d’ordinador
InStat 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, USA) amb un nivell de significacié del 0,05.

Vam aplicar per a cadascuna de les qiiestions plantejades els segiients tests estadistics:

- Per determinar si els cromosomes analitzats presentaven la mateixa freqiiéncia basal
de disomies a cadascuna de les poblacions estudiades vam aplicar una t-Student no

aparellada de dues cues.

- Per determinar si la incidéncia d’anomalies per un determinat cromosoma era la
mateixa entre els diferents individus o poblacions analitzades vam aplicar el test de la

Chi-quadrat.

- Per determinar si la relacié d’espermatozoides portadors del cromosoma X o Y
s’ajusta a la proporcid 1:1 esperada vam aplicar el test de la chi-quadrat o el test de la F

de Fisher.
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4.1. Objectius assolits

Objectiu 1: Establir la freqiiéncia de disomies pels cromosomes 6, 18, 21, X 1Y en

espermatozoides provinents d’individus controls. Articles 11 2.

Objectiu 2: Determinar la freqiiencia de disomies pel cromosoma 21 en
espermatozoides provinents de pares d’individus amb la Sindrome de Down, a fi
d’estimar la seva possible relacié amb I’origen parental del cromosoma extra en els

fills afectes. Article 3.

Objectiu 3: Valorar I’efecte intercromosomic pel cromosoma 21 en individus

portadors de reorganitzacions cromosomiques estructurals. Articles 41 5.

Objectiu 4: Analitzar la segregacié meiotica dels cromosomes afectats en individus

portadors d’anomalies cromosomiques.
4a. Individus portadors de translocacions cromosomiques reciproques. Article 4.

4b. Individus portadors d’anomalies numériques dels cromosomes sexuals.

Articles 21 6.
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4.2. Articles
4.2.1. Article 1

Titol: Incidence of chromosome 21 disomy in human spermatozoa as determined by

fluorescent in-situ hybridization

Autors: Joan Blanco, Josep Egozcue, Francesca Vidal
Revista cientifica: Human Reproduction

Cita bibliografica: Any 1996, volum 11, pagines 722-726

index d’impacte: 3.650
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4.2.2. Article 2

Titol: Increased incidence of disomic sperm nuclei in a 47,XYY male assessed by

fluorescent in situ hybridization (FISH)

Autors: Joan Blanco, Carmen Rubio, Carlos Simon, Josep Egozcue i Francesca Vidal
Revista cientifica: Human Genetics
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INTERCHROMOSOMAL EFFECTS FOR CHROMOSOME 21 IN CARRIERS
OF STRUCTURAL CHROMOSOME REORGANIZATIONS DETERMINED BY
FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION ON SPERM NUCLEI

Joan Blanco, Josep Egozcue and Francesca Vidal

Abstract

Using dual color fluorescence in situ hybridization (FISH) on decondensed sperm heads
from four carriers of structural chromosome reorganizations: t(3;15), t(7;Y), t(13;22) and
inv(9), we have assessed the possible existence of an interchomosomal effect (ICE) on

the segregation of chromosome 21.

In the carriers of t(7;Y), t(13;22) and inv(9) all results were within the limits described in
controls. A highly significant increase (p<0.0001) of disomy 21 (1.90% v. 0.37%) that
could be considered as a positive ICE was observed in the t(3;15) carrier. Furthermore,
significantly higher percentages (p<0.0001) of diploid sperm (5.71% v. 0.27%) were

also observed in this patient.

Our results suggests that the occurrence of an ICE may depend on the reorganization
and on the chromosome and chromosome regions involved, resulting in a particular
meiotic behaviour (presence of unsynapsed regions, preferential meiotic configurations)

that could lead to the observed increase in chromosome 21 disomies.

Further studies using this technical approach in a wide range of structural

reorganizations could help to elucidate the real occurrence of interchromosomal effects.

Introduction

In 1963, Lejeune detected an excess of carriers of balanced reciprocal translocations

among the fathers of children with trisomy 21, and suggested that the presence of
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structural reorganizations could have an effect on the segregation of other chromosome

pairs during meiosis.

Since then, several authors have carried out epidemiological studies to detect the
possible existence of an interchromosomal effect (ICE), between different types of
chromosomal reorganization such, as reciprocal translocations (Aurias et al. 1978;
Lindenbaum et al. 1985; Couzin et al 1987), robersonian translocations (Mikkelsen
1971) or inversions of the heterochromatic region of chromosome 9 (Serra et al. 1990),

and the existence of Down syndrome in the offspring of the carriers.

Although in some cases the results seemed to indicate a possible relationship between
the presence of a balanced reorganization and trisomy 21, other epidemiological studies
(Uchida and Freeman 1986; Schinzel et al. 1992) failed to confirm it, and pointed out
that the design of the studies and/or the fertility problems of the couples involves led to
the inclusion of older women who, by definition, have an increased risk of non

disjunction.

Synaptonemal complex studies have shown that the presence of a structural
reorganization can give rise to interchromosomal effects resulting in pairing anomalies
and/or a reduction in the number of chiasmata at pachytene (Vidal et al. 1982; Saadallah
and Hultén 1986; Batanian and Hultén 1987), and to the production of heterosynapses
between the chromosomes involved in the reorganization and the sex vesicle (Luciani et
al. 1984; Gabriel-Robez et al. 1986; Guichaoua et al. 1990; Navarro et al. 1991) or with
other partially unpaired autosomal bivalents (Vidal et al. 1987) resulting in a meiotic
arrest or in the production of chromosomally unbalanced spermatozoa (Balkan and
Martin 1983; Burns et al. 1986; Templado et al. 1988). Unfortunately, the final result of
any type of interchromosomal effect was difficult to study in humans, because, even
using the heterologous fertilization of hamster oocytes with human spermatozoa (Rudak

et al. 1978), the number of cells that could be analysed was very limited.

In recent years, the use of fluorescent in situ hybridization (FISH) on decondensed

sperm heads (reviewed in Downie et al. 1997; Egozcue et al. 1997) has allowed to
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analyse high numbers of spermatozoa, thus providing a statistically valid method to
study the results of a given interchromosomal effect. So far, however, only a limited
number of studies have been carried out with positive (Rousseaux et al. 1995) and
negative results (Colls et al. 1997; Van Hummelen et al. 1997; Martini et al. 1997;
Blanco et al. 1998a; Cifuentes et al. 1999).

In this work, using FISH on decondensed sperm heads, we have evaluated the possible
existence of an ICE on the segregation pattern of chromosome 21 in four carriers of

balanced reorganizations: t(3;15), t(7;Y), t(13;22) and inv (9).

Material and Methods
Donors

- A 47 year-old reciprocal translocation carrier t(3;15)(p25;q15), ascertained after three
years of infertility. Seminal parameters (WHO, 1992) showed severe
oligoasthenozoospermia (<109 sperm/ml).

- A 41 year-old reciprocal translocation carrier t(7;Y)(p11;q13), ascertained after 15
years of infertility and after his wife had experienced two spontaneous abortions.

Seminal parameters revealed severe oligoasthenozoospermia (lxlO6 sperm/ml).

- A 28 year-old carrier of a t(13;22) Robertsonian translocation, ascertained for

infertility. Seminal parameters showed severe oligoasthenozoospermia (9x105

sperm/ml).

- A 37 year-old fertile male carrier of an inv(9)(p12;q12), ascertained after a routine

cytogenetic analysis. Semen parameters were normal.

Our institutional ethics committee approved the protocol of study, and written

informed consent was obtained from all individuals involved.

Sample preparation and FISH processing
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Semen samples were obtained by masturbation. Samples were fixed in methanol: acetic
acid (3:1) and processed for FISH analysis. Sperm nuclei were decondensed by slide
incubation in 5 mM dithiothreitol (DTT) and 1% Triton X-100. Details of sperm
fixation, nuclear decondensation and FISH processing have been previously described

(Vidal et al. 1993).

In all patients, a locus-specific probe for chromosome 21, spanning the 21q22.14-q22.3.
region, directly labelled with Spectrum Orange (LSI 21, Spectrum Orange, Vysis Inc.
Downers Grove, IL 60515, USA) and a centromeric probe for chromosome 6, directly
labelled with Spectrum Green (CEP 6, Spectrum Green, Vysis Inc. Downers Grove, 1L
60515, USA) were used for the FISH study. The protocol of denaturation, incubation

and detection followed manufacturer's instructions (Vysis Inc., Downers Grove, IL).
Microscope evaluation and statistical analysis

Analyses were done using an Olympus BX60 epifluorescence microscope equipped
with specific filter sets for FITC, Texas Red, Aqua and DAPI/Texas Red/FITC/Aqua
following the strict assessment criteria previously described by us (Blanco et al. 1996),
briefly: (i) overlapped spermatozoa or sperm heads without a well defined boundary
were not evaluated; (ii) in cases of disomy or diploidy, all signals should have the same
intensity, and be separated from each other by a distance longer than the diameter of
each signal; and (iii) nullisomies were not directly scored and were conservatively
considered as equivalent to the incidence of disomies. The efficiency of hybridization
was calculated as the number of haploid spermatozoa plus twice the percentage of

disomic spermatozoa plus the percentage of diploid sperm.

For each individual, the percentage of haploid sperm, sperm disomic for chromosome
21, sperm disomic for chromosome 6 and finally the percentage of diploid spermatozoa

was assessed.
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Data obtained from structural abnormalities carriers were statistically compared using
the Chi-square test (InStat 2.01 program Graph Pad, USA) to data from our control
population, already published (Blanco et al. 1996).
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Results

Overall, we analysed 20853 sperm nuclei from the four carriers studied. The number of
spermatozoa scored per individual was variable, and directly related to the
characteristics of their semenograms. Mean hybridization efficiency was 94.8% (range

90.70%-99.19%).

In the carriers of t(13;22) and inv(9) we analysed about 10000 spermatozoa per case
(Table 1). In the carriers of t(3;15) and t(7;Y) the number of sperm cells in their ejaculate

was extremely low thus reducing considerably the number of scored sperm (Table 1).

The results obtained in the carriers of balanced reorganizations compared to our control
series are shown in Table 1. In the carriers of t(7;Y), t(13;22) and inv(9) all results were
within normal limits. However, a highly significant increase (p<0.0001) of disomy 21
(1.90% v. 0.37%) and of diploid sperm (5.71% v. 0.27%) was observed in the t(3;15)
carrier. The percentage of disomy for chromosome 6, although increased in this patient

(0.48% v. 0.13%), did not reach significance levels.

Discussion

The possible occurrence of interchromosomal effects, relating the presence of a
structural reorganization to the abnormal segregation of other chromosome pairs
resulting in an increase of aneuploidy in the gametes and, finally, to an increased
incidence of a given chromosome aneuploidy in the offspring is still controversial more

than thirty-five years after its proposal (Lejeune 1963).

Looking for an increase of aneuploidy in spermatozoa using sperm karyotyping,
positive ICE has only been reported in three of the 33 reciprocal translocation carriers
studied (Balkan and Martin 1983; Burns et al 1986; Templado et al. 1988) but not in

Robertsonian translocation
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carriers (Martin 1988; Pellestor et al. 1987; Pellestor 1990; Syme and Martin 1992) or in
pericentric inversion carriers (Balkan et al. 1983; Martin 1991; Jenderny 1992; Martin
1993; Navarro et al. 1993; Martin et al. 1994). However, it has been postulated that the
small number of sperm karyotypes analyzed using this technique could prevent the
detection of the expected moderate increases in disomy resulting from ICE. Furthermore,
structural reorganization carriers with an associated severe impairment of

spermatogenesis are very difficult to analyze.

The use of FISH in decondensed sperm nuclei overcomes these limitations and has
proven to be a reliable approach for the analysis of sperm disomies even when low,

although significant increases are evaluated (Downie et al. 1997; Egozcue et al. 1997).

The inversion of the heterochromatic region of chromosome 9 is nowadays considered as
a polymorphism; however epidemiological studies suggested (Wang and Hamerton,
1979; Neri et al. 1981; Serra et al. 1990) the possible implication of this reorganization
in the production of trisomy 21. Furthermore, based on the classical observation that 9q
heterochromatin interacts with the acrocentric chromosomes during meiosis (Stahl et al.
1975) it has been postulated that this association could lead to an increased incidence of

disomies for the acrocentric chromosomes in some cases of pericentric inversion carriers.

So far, FISH analysis on sperm nuclei to investigate this hypothesis have only been
performed in a single male heterozygous for the pericentric inversion 9 (p11;ql13), and
no increase in the incidence of disomies for chromosome 21 was reported (Colls et al.
1997). The disomy rate found in the present paper is equivalent to the frequencies
reported in the control population (Blanco et al. 1996) and no evidence for an ICE was
either found in our inv(9) carrier. In conclusion, data obtained so far are consistent with
data arising from sperm chromosome studies in inversion carriers, and do not support

the existence of ICE for chromosome 21 in these individuals.

To our knowledge, the only previous published study in Robertsonian translocation

carriers using FISH in decondensed sperm nuclei was undertaken by Rousseaux et al
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(1995) in a t(14;22) carrier. Although these authors did not address the study to
chromosome 21 disomies, they reported an increased incidence of chromosome 1
disomies (considered as a positive ICE) and of diploid sperm in their patient. In our
study, the level of chromosome 21 disomies and diploidy observed in the t(13;22)
patient were equivalent to those obtained in the control population. The fact that a
Robertsonian translocation carrier could show an increased frequency of disomy in
spermatozoa, while others did not, should be related to the type and the characteristics
of the reorganized segments. In fact, results from the human-hamster system have
revealed that the frequency of unbalanced sperm is quite variable in carriers of
Robertsonian translocations (from 3.4% Syme and Martin 1992 to 27% Martin 1988).
In the same way, the existence of an ICE may also depend on the chromosomes
involved. Further FISH studies assessing disomy rates in Robertsonian translocation
carriers for the same reorganization, may shed more light on the real occurrence of ICE in

these individuals.

In our study, the only increase in the disomy rate for chromosome 21 that could be
considered as a positive ICE was observed in the case of the t(3;15) reciprocal
translocation carrier. Previous to our report, only four reciprocal translocation carriers
(Van Hummelen et al. 1997; Blanco et al. 1998; Martini et al. 1998; Cifuentes et al.
1999) have been studied by FISH after sperm nuclear decondensation specifically
assessing for a possible ICE involving chromosome 21, and none of them detected any
increase in the baseline frequency of disomy for chromosome 21. Reports from sperm
chromosome karyotyping have shown that the main factors related to the highly variable
frequency of unbalanced sperm (18.5% to 77%; Pellestor et al. 1997) observed in
reciprocal translocation carriers are the characteristics of the chromosome segments
involved in the reorganization, thus resulting in a particular meiotic behaviour that could

also explain the presence or absence of an ICE in a given reciprocal translocation carrier.

It has to be noted that the length of the translocated segments of chromosome 3 in the
t(3;15) carrier is the shortest of all chromosome segments found in the patients analysed

so far, including a t(5;8) carrier previously published (Blanco et al. 1998a). Shorts
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segments give rise to the formation of asymmetrical quadrivalents at pachytene. Meiotic
studies have shown that asymmetrical quadrivalents, with at least one short segment,
lead to the production of chain configurations at metaphase I (Speed 1989) and, in
consequence, to the presence of unpaired regions. Furthermore, it has been reported that
the unsynapsed segments of the reorganized chromosomes may associate to other
bivalents thus leading to synaptic anomalies (Vidal et al. 1987; Batanian and Hultén
1987; Goldman and Hultén 1993) and increasing the rate of non disjunction of other

chromosome pairs; this could be the case in the t(3;15) carrier.

Nevertheless, it could be argued that the increase of aneuploidy observed could be due to
the severe oligoasthenozoospermia of this patient, and not to the presence of the
reorganization. In fact, several reports have described increases of aneuploidy in men
showing severe seminal impairment (Rubio et al. 1999; Pang et al. 1999; Aran et al. in
press). Furthermore, the other positive case reported by Rousseaux et al. (1995) was
also an oligoasthenoteratozoospermic man. It is well known that many translocation
carriers are infertile, showing moderate to severe impairment of their spermatogenesis

(de Braekeleer and Dao 1991).

Classical meiotic studies have shown that the different degrees of meiotic arrest, that
could explain the oligozoospermia observed in these cases, are due to the meiotic
disruption associated to the presence of the reorganized chromosomes. So, it has been
assumed for years that the chromosomal reorganization is the main cause of the
infertility in these individuals. Therefore, the disomy level increase for chromosome 21
in the t(3;15) could be considered as due to the presence of the translocation. In fact, it
could even be postulated that the positive ICE observed might contribute to the

infertility of the patient.

Another interesting observation is the increase in diploid sperm detected in the carrier of
t(3;15). So far, increases in the frequency of diploid sperm have been detected in infertile
males (Egozcue et al. 1997; Pang et al. 1995; In’t Veld et al. 1997; Pieters et al. 1998), in

carriers of balanced reorganizations (Rousseaux et al. 1995; Van Hummelen et al. 1997,
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Blanco et al. 1998a), and in older men (Bosch et al. 1998; Rousseaux et al. 1998). These
conditions are known to be related to synaptic anomalies (Egozcue et al. 1983;
Templado et al 1984). According to Saadallah and Hultén (1986), severe synaptic
failures would result in a meiotic arrest that could only be rescued though
heterosynapsis; if heterosynapses are established, meiosis is resumed. But the available
evidence suggests that, for some unknown reason, after overcoming the arrest at the
anaphase checkpoint (Nicklas 1998) chiasmata are resolved, and the cell skips
cytokinesis to enter a diploid meiosis II, with amphitelic orientation of the centromeres,
to produce diploid sperm. This might be a partial explanation for the extremely high (11-

12%) incidence of triploidy in human abortions (reviewed in Bulletti et al. 1996).

As discussed, our results support the occurrence of interchromosomal effects in some
cases of structural reorganizations. But, how this moderate increase, even if significant,
could result in an increase of a given type of aneuploidy in the offspring, as postulated
in Lejeune's hypothesis? Unfortunately we do not have any arguments to answer this
question with numerical figures. However, several sets of data indicate that in different
situations in which meiosis is disturbed, moderate increases of a given type of disomy in
spermatozoa are related to an increase of aneuploidy in the offspring, which is much
higher than expected taking into account the increase observed in spermatozoa at its face
value. For instance, the detection of a moderate increase of sex chromosome disomy in
spermatozoa from infertile patients (Egozcue et al. 1997; Finkelstein et al. 1998; Pang et
al. 1999; Aran et al. in press) has been related to an increase in sex chromosome
aneuploidy in children conceived by intracytoplasmic sperm injection (ICSI) (In't Veld
et al. 1995; Liebaers et al. 1995; ESHRE Task force on ICSI, 1998; Moosani et al. 1999).
Furthermore, some fathers of Down syndrome children of paternal origin have been
shown to have increased frequencies of disomy 21 in their spermatozoa (Blanco et al.
1998b) and one father of Turner syndrome monozygotic twins of paternal origin has
been shown to have an increased frequency of sex chromosome nullisomy in his sperm

(Martinez-Pasarell et al. 1999).
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Finally, the development of new assisted reproduction techniques in the last years, in
particular ICSI, has allowed a good number of previously sterile men to reproduce.
Infertility is often associated with chromosome abnormalities (Egozcue et al. 1983; de
Braekeleer and Dao, 1991). Taking into account our results, these abnormalities could
have two genetic consequences in the offspring: first, the production of recombination
aneusomies through the abnormal segregation of the affected chromosomes during
meiosis I, and second an increased incidence of numerical abnormalities for some

chromosomes not implicated in the reorganization.

At present, the use of prepreimplantational genetic diagnosis techniques (PGD) in these
cases allows to select normal embryos if a proper combination of DNA probes is used
(Coonen et al. 1998; Scriven et al. 1998; Vidal et al. 1998). Furthermore, when the carrier
is the male partner, FISH on decondensed sperm heads to analyse meiotic segregation
prior to PGD is suggested (Van Assche et al. 1999; Vidal et al. 1999) in order to evaluate
the percentage of abnormal sperm. These patients are excellent candidates to be screened
for ICE both to offer the patients a more accurate genetic counsel and to contribute to

accept or reject the existence of ICE.

In conclusion, our results support the occurrence of ICE in particular cases of structural
chromosome reorganizations, depending on the reorganization and on the chromosome
and chromosome regions involved. Although, the number of studies using FISH on
decondensed sperm nuclei to assess the occurrence of ICE in reorganization carriers is
still scarce, the technique has proven to be reliable to investigate this phenomenon.
Using this feasible technical approach, further studies of additional donors with a wide
range of structural reorganizations could help to elucidate the real occurrence of
interchromosomal effects. Finally, if we assume the risk of ICE, extensive FISH studies
on decondensed sperm heads should be taken into consideration to offer the patients a

more accurate genetic counsel prior to PGD.
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5.1. Avantatges, limitacions i aspectes técnics de la FISH en I’estudi citogenétic de

I’espermatozoide huma
5.1.1. Avantatges de la técnica

La principal avantatge que presenta aquesta aproximacié experimental, respecte altres
tecniques desenvolupades per a I’estudi cromosomic de 1’espermatozoide huma, és la
possibilitat d’estudiar un nombre molt elevat d’espermatozoides en un periode de temps

relativament curt.

A més, I’especificitat de les sondes de DNA utilitzades és molt elevada i, realitzant
diferents tipus de combinacions, és possible avaluar la freqiiéncia d’anomalies
cromosomiques, numeriques i estructurals, per a la majoria de cromosomes del cariotip
huma. Anys enrera, quan encara hi havia poques sondes comercialitzades, els estudis
per FISH sobre nuclis descondensats es limitaven a la valoracio d’aneuploidies per
alguns cromosomes. Avui dia, amb el desenvolupament de nous fluorocroms, de noves
sondes especifiques de tots els cromosomes i de diferents regions cromosomiques,
podem realitzar qualsevol tipus d’estudi sobre el nucli interfasic de 1’espermatozoide.
En aquest sentit, el disseny experimental aplicat per a cada cas, precisa de 1’eleccio i la

combinaci6 de sondes de DNA adequades a les necessitats de cada estudi.

Tot plegat ha fet que aquesta técnica s’estigui aplicant com a eina diagndstica en 1’ambit

de la citogeneética de la reproduccié humana (vegeu I’apartat 5.7., pagina 158).
5.1.2. Limitacions de la técnica

Des del nostre punt de vista, tres son les principals limitacions que presenta aquesta

aproximaci6 experimental en 1’estudi citogenetic de 1’espermatozoide huma.

En primer lloc, la metodologia de FISH no es pot aplicar directament sobre
espermatozoides ja que, com a resultat de 1’elevat grau de compactacio de la cromatina
espermatica, és necessari un tractament previ de descondensacid (vegeu |’apartat
1.4.2.3., pagina 11). L’eficiéncia del protocol de descondensacié afecta directament la

qualitat dels senyals d’hibridacio i, per tant, la qualitat de la valoraci6 realitzada.
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D’altra banda, la técnica no permet la discriminacié entre els espermatozoides
nul-lisomics 1 els errors d’hibridacid. Realitzant combinacions de dos o més sondes,
alguns autors interpreten 1’abséncia de senyal per una de les sondes utilitzades com a
una nul-lisomia per aquell cromosoma (Holmes i Martin 1993; Lu et al. 1994; Bischoff
et al. 1994). No obstant aix0d, en la majoria dels casos la freqiiéncia de nul-lisomies és
considerablement superior a la freqiiencia de disomies, quan tedricament ambdds valors
haurien de ser equivalents. Encara que les diferéncies poden ser el resultat situacions
especials, com per exemple retardament anafasic (Nath et al. 1995; Zijno et al. 1996), la
majoria de les dades publicades suggereixen qué 1’excés de nul-lisomies és artefactual
(Marquez et al. 1996). Aixi, nosaltres recomanem el model conservatiu per estimar la
freqliencia d’aneuploidies, multiplicant per dos el percentatge de disomies (Blanco et al.
1996), tal i com es realitza en estudis de cromosomes d’espermatozoide (Egozcue et al.

1991).

Per ultim, amb aquesta aproximacidé experimental només es poden avaluar els
cromosomes reconeguts per les sondes de DNA utilitzades. Aix0 ens obliga a preveure
les anomalies cromosomiques que potencialment pot presentar un determinat individu.
A més, la combinaci6 de sondes realitzada ha de tenir en compte un altre aspecte; 1’area
reduida del cap de I’espermatozoide limita el nombre de senyals d’hibridacié que poden
ser avaluats correctament (normalment tres colors diferents). De totes maneres, en
estudis d’incidéncia d’aneuploidies, aquesta limitacid pot ser superada analitzant
diferents portaobjectes amb diferents combinacions de sondes, atés que, en general,

I’ejaculat conté un nombre molt elevat d’espermatozoides.
5.1.3. Aspectes técnics

Malgrat que 1’analisi del contingut cromosomic dels espermatozoides per FISH és una
técnica que s’aplica actualment en diversos laboratoris arreu del mon, les
caracteristiques especials del nucli espermatic condueix a una série de limitacions que
només poden ser superades a partir del coneixement d’alguns aspectes de la técnica i del

seguiment de determinats criteris de valoracio.
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A continuaci6 descriurem alguns factors que poden condicionar el resultat final i
analitzarem algunes situacions conflictives que poden ser el resultat d’un Us inadequat

de la técnica.
Descondensacio de la cromatina

L’exit de la tecnica depén de la qualitat i de I’eficiéncia del protocol de descondensacio.
Si el tractament és insuficient, les sondes de DNA no tenen accés a la seva seqiiéncia
complementaria, especialment quan estem treballant amb sondes especifiques de locus o
de regions subtelomériques. Per contra, un tractament massa llarg provoca un excés de
descondensacio de la cromatina que origina senyals d’hibridacié massa dispersos, fet
que dificulta la seva valoraci6. Per tant, el temps de descondensacio aplicat s’ha
d’adaptar, no només a les particularitats de cada individu, sin6 també¢ al tipus de sondes

que s’estan utilitzant en una determinada valoracio.
Seleccio de les sondes de DNA

Cada cas en particular precisa de 1’eleccio de les sondes de DNA, adequades per obtenir
la informaci6 que volem extreure. Sens dubte el tipus d’analisi que millor reflexa aixo
¢s la valoracio de les anomalies estructurals en espermatozoides d’individus portadors

(vegeu I’apartat 5.4., pagina 148).

La valoracié d’aneuploidies també es pot veure condicionada pel tipus de sondes de
DNA utilitzades. Per exemple, per a la valoracié de disomies del cromosoma Y, alguns
autors fan servir una sonda que reconeix la regio heterocromatica d’aquest cromosoma.
Aquesta sonda origina un senyal d’hibridacié que pot arribar a ocupar més d’una tercera
part de la superficie del cap de 1’espermatozoide (Moosani et al. 1995; Martin et al.
1996; Chevret et al. 1997) limitant el nombre de sondes que es poden valorar alhora i, al
mateix temps, dificultant la valoraci6é de disomies per aquest cromosoma, atés que el
diametre del senyal dificulta ’acompliment del criteri de distancia entre senyals.
Aquesta limitacié pot ser superada si en comptes d’aquesta sonda s’utilitza una que
reconeix la regi6 centromerica del cromosoma Y, tal i com ho fan altres investigadors

(Blanco et al. 1997).
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Especificitat de les sondes de DNA

Un altre factor que pot condicionar el resultat de la nostra analisi és 1’especificat de les
sondes de DNA. La sonda ideal és aquella que presenta una elevada especificitat per a la
regid cromosomica que reconeix i que a més dona com a resultat un senyal d’hibridacio

intens 1 puntual.

En principi, si una sonda és especifica per a un determinat cromosoma en un individu,
aquesta sonda es considera especifica per a tota la poblaci6. Nogensmenys, hi ha
nombroses excepcions a aquesta norma general (Verlinsky et al. 1995b; Egozcue et al.
1997) que indiquen la importancia de testar 1’especificitat de les sondes abans de

comengcar qualsevol treball experimental.
Polimorfismes de DNA a-satel-lit

La majoria dels estudis d’incidéncia d’aneuploidies es realitzen fent servir sondes que
reconeixen seqliencies centromeriques de DNA a-satél-lit. Ara bé, de vegades el
nombre de copies d’aquestes seqiiencies varia entre individus. La intensitat dels senyals
d’hibridacié depén directament del nombre de repeticions. Aixi, un nombre molt baix
pot disminuir o inclas privar la detecci6 dels senyals (Serés-Santamaria et al. 1993;

Bossuyt ef al. 1995) i, en conseqiiencia, condicionar el resultat del nostre estudi.
Control intern de ploidia

La valoracié d’aneuploidies precisa de la preseéncia d’una sonda utilitzada com a control
intern, amb 1’objectiu de discriminar els espermatozoides disomics dels diploides en

funcié del nombre de senyals d’hibridacié (Figura 1, pagina 37).

Una revisid dels resultats publicats realitzada pel nostre grup (Egozcue et al. 1997),
posa de manifest que la freqiiéncia de disomies per a la majoria dels cromosomes ¢s
més elevada quan no s’utilitza una sonda com a control de ploidia, probablement perqué

els percentatges descrits inclouen els espermatozoides diploides.

Encara que molts d’aquests treballs diferencien els espermatozoides diploides dels

disomics en funcié del diametre del nucli cel-lular (Guttenbach i Schmid 1990; Coonen
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et al. 1991), el fet que els espermatozoides presentin una gran variabilitat en el grau de
condensacid de la cromatina (Seligman et al. 1994) qiiestiona aquesta possibilitat. Aixi,
el diametre del nucli espermatic, després de la descondensacié de la cromatina, depén

del contingut de DNA i del seu grau de compactacio.

El seguiment d’aquests principis generals per a la discriminacié de la ploidia dels
espermatozoides només seria qliestionable en aquells casos en que les particularitats de
la meiosi d’un determinat individu (per exemple la preséncia d’anomalies sinaptiques)

pot conduir a la preséncia de disomies multiples (In’t Veld et al. 1997).
Criteris de valoracio

Al llarg d’aquest treball de tesi doctoral, hem comentat en diverses ocasions que
I’analisi de la dotacié cromosomica dels espermatozoides per FISH s’infereix a partir
del nombre i de les caracteristiques dels senyals d’hibridaci6 presents a 1’interior de
cada nucli espermatic. Es per aquest motiu, és a dir, pel fet que nosaltres no observem
directament els cromosomes, que és necessari 1’establiment i el seguiment d’una série

de criteris de valoraci6, amb 1’objectiu d’eliminar la subjectivitat de 1’investigador.

Obviament, la valoracié dels espermatozoides ha anat evolucionant amb la consolidacio
de la técnica i, avui dia, la majoria dels laboratoris que treballen en aquest camp
apliquen una série de criteris més o menys estandards (revisat per Martin i Rademaker
1995). No obstant aixd, qiiestions relacionades amb la valoraci6 de disomies resultants
de no disjuncions de segona divisidé meiotica, o de la preséncia de senyals d’hibridacio
de diferent intensitat han estat plantejades pel nostre grup i poden qliestionar, en
determinades situacions, 1’eficacia de determinats criteris (Egozcue et al. 1997). Per
exemple, per avaluar un espermatozoide com a disomic, aquest ha de presentar dos
senyals d’hibridacié del mateix color i intensitat, separades per una distancia superior al
diametre de cada senyal (Blanco ef al. 1996). Ara bé, en casos de no disjuncié de
segona divisid meiotica, les dues cromatides que formen part del cromosoma que ha
segregat incorrectament poden originar dos senyals d’hibridacié massa propers, fent que

I’espermatozoide sigui avaluat, erroniament, com a haploide. D’altra banda, ja hem
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comentat que la intensitat dels senyals d’hibridacié es pot veure condicionada per la
preseéncia de polimorfismes de DNA a-satel-lit, o altres factors com el grau de
descondensacio de la cromatina. Com a resultat d’aixd, un senyal d’hibridacié d’una
mida i intensitat determinada pot ser considerat com artefactual al costat d’un senyal
molt més gran dins d’un espermatozoide, en canvi, un altre senyal de les mateixes
caracteristiques pot avaluar-se com a positiu en un altre espermatozoide que només

presenta un senyal d’hibridacié.
Nombre d’espermatozoides analitzats

El nombre d’espermatozoides que s’han d’analitzar per individu i per cromosoma depén

del marge d’error que acceptem com a valid en el nostre disseny experimental.

Obviament, quan més elevat és el nombre d’espermatozoides analitzats, els resultats
obtinguts s’aproparan més als resultats reals de la poblacié analitzada. Per tant, la
grandaria de la mostra afecta directament la qualitat dels resultats, sobretot si tenim en

compte que la freqliencia d’aneuploidies per a un determinat cromosoma és molt baixa.

Actualment, la majoria dels laboratoris analitzen 10.000 espermatozoides per individu i
per cromosoma, exceptuant aquells casos on el recompte espermatic limita aquesta

possibilitat.

En resum, des de la primera aplicacidé d’aquesta técnica en 1’estudi citogenétic dels
espermatozoides humans, la seva evolucid ha estat constant. Aixo ha fet que actualment
s’hagi desenvolupat una metodologia, més o menys estandard entre els diferents grups
que treballen en aquest camp de la citogenética humana, i ha permés la valoracid
d’anomalies cromosomiques, numeériques i estructurals, d’un nombre molt elevat
d’espermatozoides procedents de diferents tipus d’individus. No obstant aixo,
I’optimitzacidé de la técnica ha de continuar fins que la majoria de les limitacions que

presenta puguin ser superades.
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5.2. Freqiiencia basal d’aneuploidies en espermatozoides humans
5.2.1. Diferencies entre cromosomes

En general, dels estudis d’incidéncia d’aneuploidies en individus control podem
extreure dues consideracions. La primera és que tots els cromosomes son susceptibles a
segregar incorrectament i originar espermatozoides portadors d’anomalies
cromosomiques. La segona €s que els mecanismes que originen aquestes anomalies

afecten preferentment a alguns cromosomes.

Martin et al. (1991), en un estudi on es presentava la distribuci6é d’aneuploidies a partir
de 1’analisi de 11.615 cariotips d’espermatozoide, van descriure un excés

d’espermatozoides hiperhaploides pels cromosomes 1, 21 i pels cromosomes sexuals.

De la mateixa manera, estudis mitjangant FISH sobre nuclis descondensats
d’espermatozoide han posat de manifest diferéncies entre cromosomes. Per exemple, un
increment significatiu de disomies del cromosoma 3 respecte els cromosomes 7 i 16
(Downie et al. 1997), del cromosoma 16 respecte el cromosoma 18 (Williams et al.
1993), del cromosoma 21 respecte els autosomes analitzats (Blanco et al. 1996; Spriggs
et al. 1996) i dels cromosomes sexuals respecte la resta d’autosomes analitzats

exceptuant el cromosoma 21 (Martin et al. 1996).

Malgrat que una visi6 superficial d’aquests resultats ens portaria a defensar una elevada
variabilitat intercromosomica en el percentatge d’aneuploidia, una analisi més profunda
posa de manifest que només el cromosoma 21 i els cromosomes sexuals es veuen
preferentment afectats pel fenomen de la no disjuncio, donat que aquest és un resultat

comu a la majoria dels estudis que analitzen aquests cromosomes.

Els darrers anys, i amb la identificacié de marcadors de DNA altament polimorfics, ha
estat possible determinar 1’origen parental del cromosoma extra en individus portadors
d’anomalies numeériques. Aquests treballs han posat de manifest que la majoria de les
gonosomopaties s’originen per errors meiotics paterns: un 10% de les femelles 47, XXX
(MacDonald et al. 1994), un 50% dels individus 47,XXY (Lorda-Sanchez et al. 1992),
el 100% dels individus amb cariotip 47,XYY 1 el 80% de les femelles 45,X (Jacobs et
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al. 1990; Hassold er al. 1992). Obviament, aquest fet pot estar relacionat amb
I’increment d’espermatozoides amb aneuploidies pels cromosomes sexuals observats

mitjancant FISH.

Pel que fa als individus amb trisomia 21, la determinacié de I’origen parental del
cromosoma extra mitjancant 1’analisi de polimorfismes de DNA, xifra el percentatge
d’origen patern en només un 5% dels casos (Antonarakis 1993). El fet que el
cromosoma 21 sigui més sensible a la no disjuncié durant 1’oogénesi (8%, Benzacken et
al. 1998) que durant I’espermatogenesi (0,37%, Blanco et al. 1996) pot provocar un
origen preferentment matern per a la majoria dels cromosomes 21 extra. A més, alguns
investigadors han suggerit la possibilitat que la viabilitat dels fetus amb trisomia 21
depengui de ’origen parental del cromosoma extra (Hall et al. 1990), tal i com ja s’ha

demostrat per les trisomies dels cromosomes 2, 7, 15 122 (Zaragoza et al. 1998).

Per explicar, perqué el cromosoma 21 i els cromosomes sexuals presenten una
freqliencia incrementada de no disjuncié s’han proposat diferents mecanismes. Alguns
intenten relacionar la preséncia de cromosomes amb regions organitzadores del nucléol
(Henderson et al. 1973), la preséncia de blocs d’heterocromatina (Ford i Lester 1982) o
la mida dels cromosomes (Ford i Lester 1982) amb la no disjunci6. No obstant, els
resultats d’Spriggs et al. (1996) comparant la incidéncia de disomies entre diferents

cromosomes i grups de cromosomes no donen suport a cap d’aquestes teories.

Actualment, la teoria més consolidada per explicar 1’increment d’aneuploidia del
cromosoma 21 i gonosomes ¢€s la que relaciona, la recombinaci6 meidtica aberrant
durant la primera divisié meiotica, amb la no disjuncid. En aquest sentit, el cromosoma
21 i els cromosomes sexuals comparteixen una caracteristica; durant I’aparellament a
profase I, el nombre d’intercanvis que es formen entre ells és molt baix. En el cas del
bivalent 21, s’observen només un o dos quiasmes entre els homolegs (Laurie i Hultén
1985). D’altra banda, el bivalent XY presenta una reduida regi6 d’homologia que només
possibilita 1’establiment d’un intercanvi terminal entre els dos cromosomes (Hassold et

al. 1991b).
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Conseqiientment, qualsevol factor que afecti negativament la recombinacié dels
cromosomes homolegs, afectara amb més intensitat a aquells cromosomes que
presenten un nombre d’intercanvis més baix. Aix0 pot conduir a la formacid

d’univalents i, per tant, a un increment d’aneuploidies per aquests cromosomes.

Confirmen aquesta teoria estudis moleculars que analitzen la taxa de recombinaci6 del
cromosoma extra en individus portadors de trisomia 21 (Warren ef al. 1987; Lamb et al.
1996) i gonosomopaties (Hassold et al 1991b). En ambdos casos s’ha detectat una
reducci6 significativa del nombre d’intercanvis dels cromosomes extra, en els fills

afectes.
5.2.2. Relacio entre disomies en espermatozoides i trisomies d’origen patern

Per a tots els cromosomes analitzats, el percentatge d’espermatozoides disomics, que
potencialment poden ser els responsables de 1’aparicié d’individus trisomics, sempre és
més elevat que la freqiiéncia estimada de disomies deduida a partir dels resultats dels

estudis epidemiologics (Taula 7, pagina 144).

En els casos de la sindrome de Klinefelter i els individus amb cariotip 47,XYY les
diferéncies no son tan significatives, fet que probablement esta relacionat amb la major
viabilitat dels embrions amb aquest tipus d’anomalia. En canvi, per les trisomies dels

autosomes les diferéncies son molt més marcades (Taula 7, pagina 144).

Per explicar aquesta divergeéncia entre els estudis en espermatozoides i els
epidemiologics, hem de fer diverses consideracions. En primer lloc, hem de tenir en
compte que el percentatge estimat de disomies en espermatozoides, només es pot
realitzar a partir de dades obtingudes d’embarassos clinicament reconeguts. Ara bé,
aquestes dades no tenen en compte les pérdues embrionaries que es produeixen en el
periode periimplantacional. De fet, s’estima que una de les principals causes
d’avortaments durant aquest periode és la preséncia de fetus cromosomicament
desequilibrats (Bulletti ez al. 1996). A més, tal i com ja haviem comentat a 1’apartat
anterior, alguns investigadors han suggerit la possibilitat que el grau de viabilitat dels

embrions trisomics pugui dependre de I’origen parental del cromosoma extra.
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Recentment, Zaragoza et al. (1998) van observar que les trisomies d’origen patern dels

cromosomes 2, 7, 15 1 22 tendeixen a avortar abans que les trisomies d’origen matern.

Un altre fet a considerar podria estar relacionat amb diferéncies en el disseny
experimental aplicat a cada estudi. Es evident que el nombre de casos clinics analitzats
en els estudis epidemioldgics és molt inferior al nombre d’espermatozoides valorats en
un estudi d’incidéncia d’anomalies cromosomiques. Mentre que en el primer cas, el
nombre de casos analitzats dificilment supera unes quantes centenes, en el segon
s’analitzen milers d’espermatozoides. A més, i donat que el percentatge d’aneuploidies
en oocits és significativament més elevat que en espermatozoides (Pellestor 1991;
Martini et al. 1997), I’origen matern del cromosoma extra és considerablement superior
a I’origen patern (Taula 7, pagina 144). Tot plegat pot provocar que 1’origen patern de

les trisomies en els estudis epidemiologics quedi parcialment emmascarat.
5.2.3. Freqiiéncia total d’aneuploidies en espermatozoides humans

A partir dels treballs especificats a la taula 8 (pagina 146) podem realitzar una estimacid
de la incidéncia total d’aneuploidies en espermatozoides humans. Aixi, dels
percentatges descrits podem estimar una incidéncia mitjana de disomies pels autosomes
i pels gonosomes del 0,13% 1 0,37% respectivament. Assumint que la no disjuncio
origina el mateix nombre d’espermatozoides disomics i nul-lisomics, podem deduir el
percentatge total d’aneuploidia multiplicant el percentatge de disomies per dos. Per tant,
el percentatge total d’aneuploidia per tots els autosomes seria del 5,72% (0,13x2x22),
mentre que el percentatge d’aneuploidia pels cromosomes sexuals seria del 0,74%
(0,37x2). Globalment, el percentatge total estimat d’espermatozoides aneuploides seria
del 6,46%, un percentatge lleugerament superior al 3-4% descrit en espermatozoides
d’individus control analitzats per cromosomes d’espermatozoide (Martin ef al. 1991;

Templado et al. 1996).
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5.3. Incidéncia de disomies 21 en pares d’individus amb la sindrome de Down

d’origen patern

En estudis de poblacions de risc, alguns investigadors han intentat determinar si els
pares que tenen un fill afecte d’una cromosomopatia d’origen patern, presenten un risc

incrementat de tenir un altre fill afecte.

Fins ara s’han realitzat tres estudis diferents. El nostre grup va analitzar la incidéncia de
disomies pel cromosoma 21 en espermatozoides de pares d’individus amb la sindrome
de Down. Vam detectar un increment significatiu de disomies per aquest cromosoma en
els dos pares d’individus Down d’origen patern (Blanco ef al. 1998a). De la mateixa
manera, Martinez-Pasarell et al. (1999), analitzant la incidéncia d’aneuploidia dels
cromosomes sexuals en pares de pacients amb la sindrome de Turner, detecten un
increment significatiu d’aneuploidia per aquests cromosomes respecte els individus
control. En canvi, en un estudi similar realitzat per Hixon et al. (1998), en pares de
pacients amb la sindrome de Down, no van trobar cap desviacio significativa de

disomies pel cromosoma 21 respecte la poblacié control.

Nogensmenys, els increments d’aneuploidies detectats en ambdos treballs son moderats
(Blanco et al. 1998a; Martinez-Pasarell ef al. 1999). En conseqiiéncia, dificilment
podem establir una relacié directa entre el percentatge de disomies o nul-lisomies en
espermatozoides i la preséncia de descendéncia amb trisomia o monosomia. Una
possibilitat apuntada per nosaltres i confirmada en un dels dos individus amb increment
de disomies 21 (Blanco et al. 1998a), és que, en realitat, aquests individus presentin
anomalies meiotiques generalitzades que derivin en la produccié de gametes
desequilibrats per a altres cromosomes. Com a resultat d’aixo, el percentatge
d’espermatozoides que poden produir descendéncia viable podria ser molt baixa, ja que
la majoria de les anomalies cromosomiques son incompatibles amb la vida. Al mateix
temps, 1 per la mateixa rad, el risc de tenir descendéncia viable, cromosomicament

desequilibrada, es pot veure incrementat (per exemple trisomia 21).
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Obviament calen més estudis per confirmar o refutar aquestes observacions. Tot i aixo,
els resultats actuals suggereixen que la preséncia d’un fill amb la sindrome de Down o
la sindrome de Turner d’origen patern, incrementa el risc de tenir més descendéncia

portadora d’anomalies cromosomiques.

5.4. Segregacio dels cromosomes reorganitzats en individus portadors d’anomalies

estructurals

En individus portadors de translocacions reciproques, els productes de segregacié dels
cromosomes reorganitzats es poden analitzar mitjangant diferents aproximacions
experimentals. Molts investigadors ho han fet a partir de I’obtenci6 de cromosomes
d’espermatozoide i la seva analisi posterior per técniques citogenétiques classiques
(revisat per Blanco et al. 1998b), o hibridacié in situ fluorescent fent servir sondes de
DNA total (Cifuentes et al. 1999). Actualment, amb el desenvolupament de sondes de
DNA especifiques locus i de regions subtelomeériques, és possible realitzar aquest tipus

d’estudi mitjancant FISH sobre nuclis descondensats d’espermatozoides.

Aquesta darrera aproximacié experimental permet diferenciar, en funcié del nombre de
senyals d’hibridacio6 presents a I’interior de cada espermatozoide, els diferents genotips

que s’originen a partir de la segregacio dels cromosomes reorganitzats a meiosi 1.

L’aplicacié d’aquesta metodologia esta directament supeditada a la utilitzacié d’una
combinacié de sondes de DNA, especifiques de diferents regions dels cromosomes
reorganitzats, que ens permeti avaluar els diferents tipus de segregacions que es poden
donar. Aixi, quan la translocaci6 implica dos autosomes, aquesta combinacio precisa
d’un minim de tres sondes per tal que cadascun dels cromosomes, normals i derivatius,
presentin un patré de senyals d’hibridacié caracteristic. Si en la translocaci6 participa un
dels dos cromosomes sexuals, el nombre minim de sondes és de quatre.
Obligatoriament, una de les sondes utilitzades ha de recon¢ixer un dels dos segments
translocats. D’aquesta manera, analitzant el nombre i tipus de senyals d’hibridacio

presents a I’interior dels espermatozoides poden deduir la seva dotacidé cromosomica i,
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en conseqiiéncia, el tipus de segregaci6 dels cromosomes reorganitzats a meiosi I que

els ha originat (Figura 4).
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Figura 4: Model d’analisi dels genotips resultants de la segregacid dels
cromosomes reorganitzats en una translocacio reciproca per FISH.
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Nosaltres vam aplicar aquesta metodologia en I’estudi de la segregacié d’un individu
portador d’una translocacio reciproca t(5;8)(q33;q13) (Blanco ef al. 1998b), determinant
el percentatge d’espermatozoides amb genotip alternant, adjacent I, adjacent II i els
resultants de segregacions 3:1. Al mateix temps, la metodologia ens va possibilitar
avaluar els fenomens de recombinaci6é dels segments intersticials en la segregacio
adjacent II. La majoria dels espermatozoides es van originar a partir de segregacions 2:2
(90.40%) probablement com a resultat de I’establiment de configuracions tancades o
anells a meiosi [ (Templado et al. 1990). Els genotips alternant (45,12%) i adjacent I
(38,31%) predominaven sobre els resultants de segregacions adjacent II (6,97%) i
segregacions 3:1 (6,56%). Un resultat esperat tenint en compte que les segregacions
adjacent II i 3:1 s’originen a partir d’una segregacidé anormal dels cromosomes

reorganitzats i de fenomens de no disjuncio.

Exceptuant 1’estudi realitzat per Estop et al. (1999), la majoria dels treballs publicats
que han aplicat aquesta metodologia, descriuen percentatges d’espermatozoides
equilibrats propers al 50% esperat (Van Hummelen et al. 1997; Blanco et al. 1998b;
Estop et al. 1998a; Mercier et al. 1998; Giltay et al. 1999). Aquestes diferéncies,
habituals en estudis de segregacié mitjangant cromosomes d’espermatozoide (revisat
per Blanco et al. 1998b), reflexen el diferent comportament que adopten certs tipus de
translocacions en funcié de les caracteristiques dels segments reorganitzats i dels

cromosomes implicats en la reorganitzacid (Jalbert i S¢le 1979).

D’altra banda, els percentatges observats dels dos genotips resultants de les
segregacions adjacent I, adjacent I i 3:1, divergia significativament de la proporcié 1:1
esperada (Blanco et al. 1998b). De fet, aquest resultat s’observa en la majoria dels
treballs que han aplicat aquesta metodologia en aquests tipus d’individus (Taula 9,
pagina 151). Per justificar aquestes observacions s’han proposat diferents possibilitats.
Una d’elles estaria relacionada amb la formacio i resoluci6 dels quiasmes i el seu efecte
diferencial en funci6 de la mida dels segments translocats i intersticials (Van Hummelen
et al. 1997). La segona seria una limitacio6 técnica, relacionada amb el nombre maxim

de senyals d’hibridacié que poden ser identificats en un cap d’espermatozoide (Blanco
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et al. 1998b). Per ultim, s’ha proposat que els punts de control que presenta la meiosi
poden condicionar la viabilitat dels espermatocits i de les espermatides en funcié del seu

contingut cromosomic (Blanco et al. 1998b).

Translocacio Adjacent I" Adjacent I1” 3:1°
Van Hummelen et al. (1997)  t(1;10)(p22.1;q22.3) 1,20 1,27 3,23
Blanco et al. (1998Db) t(5;8)(q33;q13) 1,28 2,8 2,77
Estop et al. (1998a) t(2;18)(p21:;q11.2) 1,53 1,52 1,84

t(8;9)(q24.2;q32) 0,58 1 1,1
Estop et al. (1999) t(11;12)(q23;q11) 1,28 2,02 7,13

a- Espermatozoides portadors de segments translocats curts respecte els portadors de segments llargs.
b- Espermatozoides portadors de segments intersticials curts respecte els portadors de segments llargs.
c- Espermatozoides portadors de 22 cromosomes respecte els portadors de 24.

Taula 9: Relacié dels dos tipus d’espermatozoides esperats com a resultat de la
segregacid adjacent I, adjacent 11 1 segregaci6 3:1.

Probablement, només 1’estudi de ce¢l-lules meiotiques procedents de material testicular,
que ens permetin la valoracié de la segregacid dels cromosomes reorganitzats al llarg de
tot el procés meiodtic, ens permetra concloure si hi ha una tendéncia real a que els

espermatozoides presentin un determinat tipus de productes de segregacio.

Es important remarcar que aquesta aproximaci6 experimental no permet determinar les
freqliéncies reals dels genotips alternant i adjacent I, donat que aquestes es poden veure
afectades per la preséncia de quiasmes als segments intersticials. Es a dir, els genotips
resultants d’una segregacio alternant es poden originar a partir de la segregacio adjacent
I, si hi ha hagut recombinaci6é en un segment intersticial. De la mateixa manera, els
genotips adjacent I es poden originar a partir d’una segregacid alternant, després de qué
es produeixi recombinacié en un segment intersticial. Hem de tenir en compte que la
formacié de quiasmes als segments intersticials és un fenomen for¢a habitual en

individus portadors (Goldman i Hultén 1993a, 1993b).

Fins ara, aquesta metodologia només s’ha aplicat per als estudis de segregacié dels
individus portadors de translocacions reciproques. Ara bé, arran el desenvolupament de

sondes de DNA especifiques de locus i de regions subtelomeriques (Vysis Inc., product
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catalog 1999-2000) és molt probable que la seva aplicacié s’estengui a altres tipus de

reorganitzacions.

Per exemple, durant la primera divisi6 meiotica, els cromosomes reorganitzats en
individus portadors d’una translocacié Robertsoniana formen una estructura oberta o en
cadena (Figura 5). Potencialment, aquesta configuracidé pot originar gametes amb vuit
dotacions cromosomiques diferents (Egozcue 1976). La figura 5 mostra com amb la

utilitzaci6é de dues sondes de DNA especifiques de qualsevol regio del brag llarg dels

dos cromosomes reorganitzats es poden identificar tots els genotips resultants.
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Figura 5: Model d’analisi dels genotips resultants de la segregacio
dels cromosomes implicats en una translocacid Robertsoniana

t(13;21) per FISH.
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D’altra banda, els productes de segregacidé en individus portadors d’inversions
pericéntriques poden originar espermatozoides portadors de duplicacions i deficiéncies
(Egozcue 1976). Tenint en compte que les regions duplicades o eliminades, sempre
formen part de la part terminal d’una de les dues cromatides, en teoria és possible
analitzar els diferents genotips originats utilitzant sondes especifiques de regions

subtelomeériques.

La consolidacié d’aquests estudis en individus portadors permetra determinar el
percentatge d’espermatozoides equilibrats generats a partir de la segregacid dels
cromosomes reorganitzats a meiosi i, en conseqiiéncia, oferir als individus portadors un
consell reproductiu acurat. De fet, aquesta possibilitat diagnostica s’esta comengant a
aplicar en parelles portadores, abans de ser sotmeses a cicles de diagnostic genétic
preimplantacional (Van Assche ef al. 1999; Vidal et al. 1999), amb la finalitat
d’orientar als professionals i informar a la parella del risc de transmissié a la

descendéncia.

5.5. L’efecte intercromosomic

La hibridacio in situ fluorescent, aplicada sobre nuclis d’espermatozoides préviament
descondensats, permet avaluar eficagment 1’efecte intercromosomic en individus

portadors d’anomalies cromosomiques estructurals.

El nostre grup ha analitzat la incidéncia de disomies pel cromosoma 21 en cinc
individus portadors: 46XY,t(5;8)(q33;q13), 46,XY,t(3;15)(p25;q15),
46XY,4(7;Y)(pl11;q13), 45,XY,1(13;22) 1 46,XY, inv(9)(p12;q12) (Blanco et al. 1998b;
Blanco et al. apartat 4.2.5., pagina 77). Només en el cas de 1’individu portador de la
translocacid t(3;15) es va observar un increment significatiu de disomies per aquest

cromosoma.

L’existéncia d’un efecte intercromosomic pressuposa que, d’alguna manera, el
comportament dels cromosomes reorganitzats a meiosi afecta la segregacié d’altres
bivalents, conduint a un increment d’aneuploidies de cromosomes no implicats en la

reorganitzacio. De fet, les anomalies meiotiques sén un fenomen forga habitual en
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individus portadors (Vidal et al. 1982; Saadallah i Hultén 1986; Batanian i Hultén
1987).

La severitat de les anomalies meiotiques depén de diversos factors: del tipus de
reorganitzacid, dels cromosomes implicats i de les caracteristiques dels segments
reorganitzats (mida, preséncia d’agregats d’heterocromatina (Jalbert i Séle, 1979),
freqiiéncia d’intercanvis (Laurie i Hultén 1985), preséncia d’una banda G+ o G- en els
punts de trencament (Ashley, 1988)). Potencialment, qualsevol d’aquests factors pot ser
el responsable d’interferir amb la segregacié d’altres bivalents i provocar un efecte

intercromosomic.

Per exemple, en I’individu portador de la translocacid t(3;15) la longitud del segment
translocat del cromosoma 3 és molt petita, situacidé que pot afavorir la formacioé de
tetravalents asimétrics a paquite. Estudis meiotics en individus portadors han posat de
manifest que els tetravalents asimeétrics tendeixen a formar configuracions obertes o
cadenes a metafase I (Speed 1989) i, en conseqiiéncia, a presentar regions
desaparellades. Aquestes regions desaparellades poden interaccionar amb altres
bivalents (Vidal et al. 1987; Batanian i Hultén 1987) conduint a anomalies sinaptiques

que poden derivar en la no disjuncio6 d’altres parells cromosomics.

Si aquest raonament ¢és valid, determinats tipus d’anomalies meiotiques, siguin o no la
conseqiiencia d’una reorganitzaci6 estructural a linia somatica, poden conduir a un
increment d’aneuploidies en gametes. En aquest sentit, 1’analisi citogenétic mitjangant
FISH d’individus oligoastenoterazoospeérmics (OAT) posa de manifest un increment
significatiu d’aneuploidies per alguns cromosomes (Bernardini ef al. 1997; Pang et al.
1999; Aran et al. 1999). A més, Vendrell et al. (1999) demostren qué la poblacio
d’individus OAT presenta un increment significatiu d’anomalies meiotiques respecte

altres tipus de poblacions d’individus infertils analitzades.

Es a dir, sembla ser que I’efecte intercromosomic seria un dels diferents camins que
portarien a un increment d’anomalies numeriques en gametes. Altres camins tindrien un

comengament diferent (per exemple mutacions de gens implicats en mecanismes de
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reparaci6 del DNA, Hassold 1996). En qualsevol cas, tots ells es trobarien en una cruilla

anomenada “anomalies meiotiques”.

D’altra banda, a més de I’increment d’aneuploidia, els dos casos publicats d’efecte
intercromosomic positiu es veuen acompanyats d’un increment significatiu
d’espermatozoides diploides (Rousseaux et al. 1995; Blanco et al. apartat 4.2.5, pagina
77). De fet, aquest és un resultat comt en moltes situacions en qué hi ha anomalies
meiotiques (revisat per Egozcue et al. en premsa). Els autors proposen qué aquestes
anomalies poden afectar el punt de control de la meiosi que actua a anafase I i provocar

un increment d’espermatozoides diploides.

En resum, els resultats actuals indiquen que, almenys per algunes reorganitzacions, el

risc de transmissié d’una anomalia cromosomica a la descendéncia pot provenir, o de la
N : : .,

preséncia d’aneusomies recombinants resultants de la segregacidé dels cromosomes

reorganitzats a meiosi I, o de ’increment d’anomalies numeriques resultants de la

presencia d’efectes intercromosomics.

5.6. Segregacio dels cromosomes sexuals en individus portadors de gonosomopaties

Hem estudiat la segregacié meiotica dels cromosomes sexuals de quatre individus
portadors de gonosomopaties: dos individus amb cariotip 47,XYY i dos individus amb
la sindrome de Klinefelter, un d’ells amb mosaicisme 47,XXY/46,XY (Blanco et al.
1997; Blanco et al. apartat 4.2.6., pagina 99).

Els resultats van posar de manifest I’eficacia de la hibridacid in situ fluorescent en

I’estudi citogeneétic de les diferents cél-lules germinals presents en una bidpsia testicular.

En la valoracié d’aquests individus ens vam plantejar les seglients qiiestions: tenen les
cel-lules aneuploides la capacitat d’iniciar la meiosi? en cas afirmatiu, com aparellen els
tres cromosomes sexuals i quins son els genotips generats després de la primera divisio
meiotica? presenten aquests individus un increment d’espermatozoides amb anomalies

numeriques pels cromosomes sexuals?.
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5.6.1. Individus amb la sindrome de Klinefelter

Els resultats en els dos individus estudiats indiquen qu¢ la linia cel-lular aneuploide no
¢s capag d’iniciar la meiosi. Aixi, totes les cel-lules analitzades en 1’estadi de profase I
presentaven vesicula sexual, suggerint que només les cel-lules diploides 46,XY inicien
la meiosi 1 son les responsables de la produccidé d’espermatozoides. De fet, aquest
resultat ja s’havia observat préviament en estudis meiotics classics realitzats per

Kjessler (1966), Skakkeback et al. (1969) i Dutrillaux et al. (1971).

No obstant, I’observaci6é d’un percentatge significatiu de cel-lules germinals de segona
divisié meiotica hiperhaploides XY, planteja la qiiestio del seu origen si aparentment la

linia cel-lular 47,XXY queda bloquejada.

En un model experimental de ratoli, Mroz et al. (1999) demostren que el
desenvolupament de la meiosi en un ambient testicular anormal, probablement
relacionat amb un increment d’hormona FSH, afectaria la segregacido meiodtica i
provocaria un increment d’anomalies cromosomiques en cél-lules geminals de segona
divisi6é. Assumint la validesa del model proposat per Mroz et al., i tenint en compte les
caracteristiques testiculars i els nivells hormonals que presenten els individus amb la
sindrome de Klinefelter (Sharara 1999), I’increment de cél-lules aneuploides observada

podria tenir el seu origen en la linia cel-lular 46,XY.

Sorprenenment, I’increment de cél-lules hiperhaploides XY no es va traduir més
endavant en un increment d’espermatozoides portadors d’aquesta dotacié cromosomica.
Es a dir, els resultats suggereixen que podria existir un segon punt de control a meiosi II

capag de recongixer i eliminar selectivament les cél-lules aneuploides.

Alguns autors proposen qué la viabilitat dels espermatocits o de les espermatides pot
dependre del seu contingut cromosomic. Aixi, en individus azoospérmics i
oligozoospermics, els quals moltes vegades presenten anomalies meiotiques, s’ha
observat un increment significatiu d’apoptosi d’espermatides (Lin et al. 1997). Altres
investigadors han posat de manifest que mutacions de gens que s’expressen en 1’estadi

d’espermatide elongada provoquen apoptosi (Ross et al. 1998). Es a dir, sembla ser que
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I’apoptosi de cel-lules germinals de segona divisi6 meidtica és un mecanisme capag de
reconeixer i eliminar cél-lules cromosomica o genéticament desequilibrades. Aquest
mecanisme podria explicar, en part, I’abséncia d’un increment d’espermatozoides
hiperhaploides XY en els dos individus amb la sindrome de Klinefelter estudiats per

nosaltres.
5.6.2. Individus amb cariotip 47,XYY

En els dos individus XYY estudiats es va observar la preséncia dels tres cromosomes
sexuals en un percentatge significatiu de les profases analitzades (Blanco et al. 1997,
Blanco et al. apartat 4.2.6., pagina 99). Aquest resultat evidencia la capacitat de la linia
cel-lular aneuploide d’iniciar la meiosi i assolir com a minim I’estadi de profase I. Els
aparellaments preferents de la linia aneuploide va ser univalent X més bivalent YY i la
configuraci6 en trivalent, un resultat similar al descrit per altres investigadors (Hultén i

Pearson 1971; Berthelsen et al 1981).

Com en el cas dels individus amb la sindrome de Klinefelter, en aquests individus
també es va observar un percentatge significatiu de ceél-lules germinals de segona divisio
hiperhaploides XY. En aquest cas, aquest resultat es pot justificar per la segregacid
regular del bivalent YY i la segregacid a 1’atzar del cromosoma X a la primera divisio
meiotica.

No obstant aixo0, 1 com en el cas dels individus amb la sindrome de Klinefelter, els
resultats observats en espermatozoides no es van ajustar als resultats esperats, d’acord
amb la dotacié cromosomica pels cromosomes sexuals de les cél-lules germinals de
segona divisid. De fet, només en un dels dos pacients estudiats vam observar un
increment significatiu d’espermatozoides hiperhaploides XY, tot i que molt inferior a

I’esperat, d’acord amb el resultat observat en c¢l-lules germinals haploides (Blanco et

al. 1997).

Es a dir, sembla ser que els punts de control que hem discutit en 1’apartat anterior també

actuarien en individus amb cariotip 47,XYY.
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Nogensmenys, altres estudis realitzats en individus amb la sindrome de Klinefelter
(Chevret et al. 1996; Martini et al. 1996; Guttenbach et al. 1997, Foresta et al. 1998;
Kruse et al 1998; Estop et al. 1998b; Lim et al. 1999) i en individus amb cariotip
47,XYY (Mercier et al. 1996; Martini et al. 1996; Chevret et al. 1997) detecten
increments significatius del percentatge d’espermatozoides amb anomalies pels
cromosomes sexuals. Per tant, és obvi que algunes de les cél-lules aneuploides de
segona divisid tenen la capacitat de completar la meiosi i generar gametes
cromosomicament desequilibrats. De fet, és possible que quan més baix sigui el
percentatge observat d’anomalies cromosomiques en cél-lules germinals de segona
divisio, més dificil és que aquesta dotacié cromosomica s’observi en espermatozoides.
Per exemple, en ’estudi d’un dels dos individus amb cariotip 47,XYY (Blanco et al.
1997) es va observar un 78,1% dels espermatocits secundaris o espermatides
hiperploides XY, en canvi, només un 0,30% dels espermatozoides analitzats
presentaven aquesta dotaci6 cromosomica. En els altres tres individus amb
gonosomopaties analitzats per nosaltres (Blanco ef al. apartat 4.2.6., pagina 99) el

percentatge de cel-lules hiperhaploides XY va ser considerablement inferior.

Malgrat els esforcos dels darrers anys per intentar esbrinar la segregacid dels
cromosomes sexuals en individus portadors de gonosomopaties, els treballs publicats
fins ara no permeten establir un patrd de segregacid especifica per a cada anomalia. Des
del nostre punt de vista son necessaris més estudis, no només per determinar el risc de
transmissio a la descendéncia, també per comprendre els esdeveniments meidtics que

originen la preséncia d’un cromosoma sexual de més.

5.7. Aplicacions cliniques

La hibridacié in situ fluorescent aplicada sobre nuclis descondensats d’espermatozoides
ha aportat informacié valuosa dels esdeveniments meiotics associats amb 1’apariciod

d’espermatozoides portadors d’anomalies cromosomiques.

A més, actualment molts laboratoris 1’han incorporat com a eina de diagnostic genétic

en individus que presenten un risc elevat de transmetre una anomalia cromosomica a la
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descendéncia. Entre d’altres, aquesta possibilitat diagnostica s’esta aplicant com a
metode d’avaluacié de factors de risc en individus infeértils candidats a programes
d’ICSI (Aran et al. 1999; Pang et al. 1999), en parelles amb un historial clinic
d’avortaments de repetici6 (Rubio et al. 1999), en individus portadors de
reorganitzacions cromosomiques estructurals candidats a programes de diagnostic
genétic preimplantacional (Van Assche ef al. 1999; Vidal et al. 1999), o en individus

portadors de gonosomopaties (Aran, comunicaci6 personal).

Tenint en compte que la majoria d’aquestes situacions estan associades amb infertilitat,
I’analisi del contingut cromosomic dels espermatozoides procedents d’aquests pacients,
permetra determinar, per a cada cas en particular, el risc potencial de transmissio a la
descendeéncia. Aquesta informacié pot ser utilitzada per establir el programa de

reproduccid assistida més adequat a les caracteristiques de cada cas.
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Conclusions

1- Les técniques d’hibridacié in situ fluorescent, aplicades sobre nuclis
d’espermatozoides humans préviament descondensats, permeten 1’analisi de les
anomalies cromosomiques, numeriques i estructurals, en el nucli interfasic de la gameta

masculina.

2- En individus control, els mecanismes que originen gametes aneuploides afecten
preferentment a alguns cromosomes, concretament el cromosoma 21 i els cromosomes
sexuals. Aquest fet probablement esta relacionat amb la baixa freqiiencia de

recombinaci6 que presenten aquests cromosomes a profase 1.

3- L’increment significatiu de la freqiiéncia disomies pel cromosoma 21, observat en els
dos pares d’individus amb la sindrome de Down d’origen patern, posa de manifest un
increment dels processos de no disjuncié en I’espermatogeénesi d’aquests individus.
Aquest resultat suggereix que aquests individus presenten un risc incrementat de

transmetre anomalies cromosomiques a la descendéncia.

4- Les tecniques d’hibridacié in situ fluorescent, aplicades sobre nuclis
d’espermatozoides humans préviament descondensats, permeten la valoracid dels
diferents tipus de segregacions que adopten els cromosomes reorganitzats, en individus

portadors de translocacions reciproques.

En aquests estudis, la proporcio dels genotips resultants de cada tipus de segregacio no
s’ajusta a la proporcio 1:1 esperada, suggerint I’existéncia de punts de control al llarg de
la meiosi que eliminen selectivament cél-lules germinals en funcié del seu contingut

cromosomic.

5- Almenys per algunes reorganitzacions, el risc de transmissié d’una anomalia
cromosomica a la descendéncia pot provenir, o de la preséncia d’aneusomies
recombinants resultants de la segregacid dels cromosomes reorganitzats a meiosi I, o de
I’increment d’anomalies numériques resultants de la preséncia d’efectes
intercromosomics. En ultima instancia, la preséncia d’efectes intercromosomics sembla
dependre de la severitat de les anomalies meiotiques provocades per la reorganitzacio

estructural.
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6- En els individus amb la sindrome de Klinefelter, els nostres resultats confirmen la
incapacitat de la linia aneuploide 47,XXY d’iniciar la meiosi. D’altra banda, I’increment
de cel-lules aneuploides de segona divisié meidtica XY, es podria explicar pel
desenvolupament de la meiosi en un ambient testicular anormal, conduint a un
increment de no disjuncid de cél-lules diploides 46,XY presents al teixit testicular. No
obstant aix0, aquest increment de no es va traduir en un increment d’espermatozoides
aneuploides, suggerint 1’existéncia d’un bloqueig meidtic d’aquestes cel-lules en 1’estadi

d’espermatocit secundari o espermatide.

7- En els individus amb cariotip 47,XYY, algunes c¢l-lules amb aquesta dotacio
cromosomica tenen la capacitat d’iniciar la meiosi. Els dos tipus d’aparellaments
majoritaris dels tres cromosomes sexuals a profase van ser la configuracio en trivalent i

la formacio d’un bivalent YY més un univalent X.

Les dades en aquests individus suggereixen 1’existéncia d’un bloqueig de les cél-lules
aneuploides en I’estadi d’espermatocit primari, secundari o en 1’estadi d’espermatide,
donant lloc a una eliminaci6 continuada de les cél-lules anormals al llarg de

I’espermatogenesi.

8- Les avantatges que presenten les técniques d’hibridacio in situ fluorescent per a
I’estudi citogenétic de I’espermatozoide huma ha permeés la seva incorporacié com a

eina de diagnostic genétic en individus de risc.

Tenint en compte que la majoria d’aquests individus presenten problemes de fertilitat,
I’analisi del contingut cromosomic dels espermatozoides permet determinar, per a cada
cas en particular, el risc potencial de transmissio a la descendéncia. Aquesta informacio
pot ser utilitzada per establir el programa de reproduccié assistida més adequat a les

caracteristiques de cada cas.
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