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Introducci6

1.1. L'ESPERMATOGENES

L’ espermatogénesi és un procés d esdeveniments cel-lulars sequencials
mitjancant €l qua les céllules mare germinas diploids es transformen en
espermatozoides haploids. En aquest procés hi trobem tres tipus cel lulars diferents:
les espermatogonies, els espermatocits i les espermatides. Els fendmens citologics
que afecten als diferents tipus cel-lulars corresponen a diferents etapes de
I’ espermatogénesi, i es poden agrupar en tres fases diferenciades (Figura 1). Durant
la primera de les fases, les espermatogonies proliferen mitoticament i originen dos
subtipus d’espermatogonies: les espermatogonies tipus A, que continuaran
proliferant mitoticament per donar [loc a més espermatogonies, i les espermatogonies
tipus B, que donaran lloc as espermatocits, iniciant-se aixi e procés
d espermatogenesi.

Figura 1. Esquema de I’ espermatogenesi
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Durant la segona etapa, els espermatocits es divideixen meioticament i
esdevenen espermatides haploids, les quals, ja durant la darrera fase de
I’ espermatogénesi, coneguda amb e nom d espermiogenesi, es diferencien en
espermatozoides.

Ladisposicio de les céllulesimplicades en I’ espermatogenesi al’interior dels
tubuls seminifers no és a I’atzar. Donat que es tracta d’ un procés sincronic que
Sinicia aintervals regulars, les cél-lules queden ordenades en varies capes cel lulars
de tal manera que a cada una de les capes hi trobem grups de cél -lules en la mateixa
etapa de desenvolupament. Les espermatogonies es col-loquen a prop de la
membrana basal, i entre elles i la llum del tdbul s'hi disposen la resta de tipus
celllulars en e seglent ordre: espermatocit |, espermatocit |1, espermatida i

espermatozoide (Figura 2).

Figura 2. Estratificacié de |’ epiteli seminifer (adaptat d’ Albertsi col, 2002)
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La durada de I’ espermatogenesi i de les diferents etapes que la conformen és
especifica i constant per a cada especie. Pel que fa a |’ home, aproximadament cada

16 dies grups d'espermatogonies interconnectades entre si a través de ponts
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citoplasmatics inicien simultaniament un nou cicle espermatogenic, que €s
completara aproximadament en 74 dies. Aixi, I'estratificacié de I’ epiteli seminifer
que s observa a nivell histologic és consegiiencia directa tant de |’ entrada sincronica
i ciclica de grups d’ espermatogonies en el procés espermatogenic, com de la durada

constant de les diferents etapes de |’ espermatogenesi.

1.2. LAMEIOS

La generacid de gametes haploids geneticament normals i complets és
essencial per a la reproduccié i la continuitat de |'espécie. La meiosi és el procés
encarregat de vigilar que cada gameta rebi una copia de cada cromosoma i de
possibilitar ahora I'intercanvi de material genetic entre cromosomes homolegs
(recombinacio meidtica). D’aguesta manera S aconsegueix mantenir constant el
ndmero cromosomic i assegurar la variabilitat genética de I’ especie.

Per tal que cada una de les gametes rebi una Unica copia de cada parell de
cromosomes, la cel-lula meidtica fa una Unica replicacié de DNA seguida de dues
rondes de divisions nuclears. A la primera divisié, o meiosi | (MI), es dbéna la
segregacié dels cromosomes homolegs cap a pols oposats. Durant la segona divisio,
o meiosi Il (MII), ocorre la segregacié de les cromatides germanes, de manera
analoga a la divisié mitotica, tot generant els gametes hapldids. El procés s'inicia
amb una profase meidtica especialment llarga. Es precisament en aquesta fase
cel-lular quan tenen lloc els dos esdeveniments transcendentals de la meiosi:
I’ aparellament fisic dels cromosomes homolegs, amb la formacié del complexe

singptonemal (CS), i larecombinacié meidtica.
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1.2.1 El complexe sinaptonemal: estructurai funcio

El complexe sinaptonemal és un estructura protéica, tripartitai microscopica
exclusiva de les cél -lules meiotiques, descrita per primera vegada I’ any 1956 (Moses
1956), i molt conservada al llarg de I’evolucié. Apareix plenament desenvolupada
entre els homolegs aparellats d’ un bivalent a paquité, i intervé en el manteniment de
I’associacié intima dels cromosomes homolegs, la singpsi. Amb anterioritat a
I’aparicié del CS, durant I’ etapa de leptoté, cada cromosoma homoleg (format per
dues cromatides germanes), s associa a una estructura proteica d aproximadament
50nm. de diametre coneguda com element axial. A I’ etapa de zigote, a mesura que
progressa |'aparellament dels homolegs, els elements axials derivats dels
cromosomes homolegs comencen a unir-se gracies a la incorporacio d un atre tipus
de proteina, que intervé en la constitucio de I’element central del CS. Una vegada
S ha completat la sinapsi, els elements axias es coneixen amb el nom d’ elements
laterals.

En els darrers anys s'han anat identificant les proteines que formen part
d aquesta estructura. Les tres més ben caracteritzades son: la proteina SCP1 (també
coneguda com SYN1), SCP2 i SCP3 (0 COR1) (Schalk et al. 1998). SCP2 i SCP3
son components dels elements laterals, mentre que SCP1 és un component de
I”element central (Figura 3).

L’ estructura del CS és el suport fisic on es disposa la maguinaria enzimatica
necessaria per dur a terme els intercanvis d’'informacio genetica. Malgrat que € CS
es disposa al llarg de tot € bivalent, la seva preséncia no garanteix I’aparicio de

fendomens de recombinaci6 a qualsevol punt, siné que I’ intercanvi genetic Gnicament
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ocorre ala on se situa aguesta maguinaria enzimatica (Petes 2001). Aquests llocs

reben e nom de ndduls de recombinacio.

Figura 3. Estructura del complexe sinaptonemal (adaptada de (Petronczki et al. 2003)
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1.2.2 Larecombinacio meiotica

La recombinacio ocorre després de la replicacio de DNA, durant la profase |.
Els processos de recombinacié meidtica inclouen trencaments de doble cadena de
DNA, lainvasio de la cadena, laformacié de unions de Holliday i d heteroduplex de
DNA, i e processat dels intermediaris de recombinacié mitjancant processos que
inclouen la reparacio d errors de replicacio de DNA La distribucié dels punts de
recombinacié al llarg dels bivalents es controla de manera que sigui obligada la
presencia de a manco un intercanvi per parella d’ homolegs, pero limitant al mateix
temps el nombre de noduls per bivalent (fenomen d’interferéncia) ((Hultén 1974). La
recombinacié reciproca porta a la formacié de quiasmes durant la profase meidtica i
és essencia tant des del punt de vista mecanic com des del punt de vista genetic. Des

del punt de vista mecanic, perque els entrecreuaments es transformen en quiasmes,



Introducci6

els quals son necessaris per mantenir els homolegs units i aixi assegurar la seva
correcta diguncié durant la primera divisio meidtica. Les errades en aguest procés
condueixen a la no disuncid i, consequentment, a la generacié d aneuploidies. Des
del punt de vista genetic, perqué gracies a la recombinacié es generen noves
combinacions al-|éliques, proporcionant la diversitat genética.

En mamifers, un dels components principals dels noduls de recombinacio és
la proteina MIhl (Baker et al. 1996), homologa a la proteina MutL d’ Escherichia
coli. Es una proteina de reparacio de DNA que apareix formant agregats sobre el CS
a I'estadi de paguité (Plug et a. 1998). En ratoli, el seu nombre i distribucid
coincideixen amb els patrons d’intercanvi meictic i d’interferéncia genetica positiva
observats en estudis citogenetics i moleculars previs (Anderson et al. 1999). Aquests
resultats, juntament amb d'atres estudis realitzats en huma, aporten evidencies
suficients per poder considerar elsfoci de MIh1l com allocs putatius de recombinacié

(Barlow and Hultén 1998; Koehler et al. 2002).

1.3 METODESD’ESTUDI DEL PROCESMEIOTIC
1.3.1 Estudi dela recombinacié meiotica

Classicament, I'estudi de I'intercanvi genetic s'ha redlitzat mitjancant
aproximacions genétiques i citologiques (Hassold et a. 2000). L’analisi citologica
dels bivalents en I’ estadi de diacinesi-MI| permet conéixer el nimero i la posicié dels
quiasmes en cada un dels bivalents. Les tecniques habituament utilitzades per a
I’obtencié dels bivalents meiotics son modificacions de les descrites en d'altres
treballs (Evans et a. 1964). A més de permetre I’analis de recombinacid, aguesta

tecnica també s utilitza quan es volen observar totes les fases de la meiosi, des
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d espermatogonies fins a espermatozoides, de manera que és possible realitzar un
seguiment de tot € procés: des del moment en que es produeix la sinapsi plenai la
recombinacio, a la fase de paquité, passant per la fase de diacinesi-MI on es poden
observar quiasmes que indiquen els llocs on préviament han tingut Iloc processos de
recombinacio, fins alafase de MIl, on podem trobar els cromosomes resultants de la
primera segregacié meiotica. Estudis realitzats amb aquesta técnica d extensio
cromosomica combinada amb tecniques de tincio uniforme, van permetre fer una
aproximacio a numero i a patré de distribucio dels punts de recombinacié per cada
bivalent cromosomic (Laurie and Hultén 1985).

Actuament, I'aplicacié de técniques d' hibridacié in situ fluorescent (FISH)
sobre extensions de complements de cromosomes meidtics facilita I’analisi del
comportament meiotic de cromosomes particulars. Aquesta técnica permet la
deteccié de sequéncies especifiques de DNA, i es basa en e reconeixement d’una
sequéncia diana del DNA cel-lular per part d' una sonda o seqiiencia de nucledtids
complementaria. Per tal que es pugui dur aterme el reconeixement o hibridaci6 entre
les dues sequiéncies complementaries, cal provocar la desnaturalitzacio d’ ambdues
molecules de DNA. Malgrat que la técnica de FISH ens permet identificar els
bivalents meidtics, |’ especial morfologia i condensacié d aquests durant I’ etapa de
diacinesi-MI dificulta estimar amb precisio les distancies fisiques entre els quiasmes
presents per bivalent, complicant aixi I’ estudi de la recombinacié meiotica

Recentment, s ha desenvolupat un metode alternatiu que permet analitzar els
processos d'intercanvi genétic a I'estadi de paguité. Aquesta tecnica utilitza la
localitzacio d’ anticossos fluorescents de proteines propies del CSi de la maquinaria

de recombinacié (Barlow and Hultén 1996). D’aquesta manera es realitza I’ analisi
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dels processos recombinants a través de les proteines que es troben en els noduls de
recombinacié. Aquesta tecnica pot proporcionar mapes de recombinacio més
precisos que els obtinguts mitjancant I’andlisi citogenética dels bivalents a estadi de

diacinesi-M| (Laurie and Hultén 1985).

1.3.2. Estudi del procés sinaptic

L'estudi dels complexes sinaptonemals durant la profase meidtica ha
proporcionat molta informacié del procés normal d’ aparellament dels cromosomes
meiotics. Les técniques classiques d observacio son la de tincié amb nitrat de plata
(Solari 1980) que permet I’analisi @ microscopi optic, i la técnica sequencial de
microscopia optica-microscopia electronica (Navarro et a. 1981). Aquestes
metodologies han aportat gran quantitat d’'informacié sobre la morfologia i
I’estructura dels CS i han gjudat a caracteritzar la cinética de formacio dels CS al
llarg de la profase (Vidal et al. 1984). A més, permeten larealitzacio d'idiogrames de
CS apartir de I’ establiment de I’ index centromeric de cada un dels CS (Solari 1980).
Diferents treballs realitzats entre els anys vuitanta i noranta han posat de manifest la
presencia d'un seguit de formacions anomales dels CS, com ara anomalies
sinaptiques (Navarro et a. 1986), CS fragmentats i CS corresponent a figures
estructurals anomales (Hultén et a. 1974; Navarro et a. 1991; Navarro et al. 1986;
Vidal et al. 1982).

La detecci6 de les proteines que formen e CS, els noduls de recombinacio i
els cinetocors a través de la técnica dimmunocitoquimica proporciona també
informacié sobre I'estat sinaptic del bivalent. L'Us d aguesta metodologia fa

possible, en protocols de microscopia optica, unaidentificacié més facil i rapida dels

10
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punts de recombinacio i |’ establiment de I’ index centromeéric. A més, a diferéncia de
les tecniques classiques, el protocol de laimmunocitoquimica preserva la cromatina
fins a punt de permetre I’ aplicacié de tecniques de FISH (Barlow and Hultén 1996),
de manera que, fins @ moment, ha estat possible la identificacié simultania de fins a

quatre bivalents en I’ estadi de paquité.

1.3.3. Aproximacions metodologiques a l’analisi de la segregacié cromosomica

El complement cromosomic de I espermatozoide, producte fina de
I’ espermatogénesi, proporciona informacié sobre els processos que han tingut lloc
durant la meiosi. L’espermatozoide és una cel-lula molt diferenciada, amb una
elevada especialitzaci6 dirigida a aconseguir la fecundacio de I’ oocit. Un dels trets
caracteristics de |’ espermatozoide és I'elevat grau de condensacié del seu nucli,
degut basicament a la substitucié de les histones per protamines. Donat que el
contingut cromosomic Unicament es pot analitzar després de la descondensacié del
seu nucli, s'ha fet necessari desenvolupar una serie de tecniques que aconsegueixin
aquesta descondensaci6.
1.3.3.1. Analisi de cromosomes d’ esper matozoide

L'andlisi del contingut cromosomic de I’ espermatozoide huma fou descrit per
primera vegada I’any 1978 (Rudak et al. 1978). Els cromosomes d’ espermatozoide
huma s obtenen després d’un procés llarg que s'inicia amb la fusié heterologa de
I’oocit de hamster amb I'espermatozoide huma. A continuacid ocorre la
descondensaciéo del material cromosomic de I'espermatozoide a I'interior del
citoplasma de I’ oocit i la formacio dels pronuclis masculi i femeni. Mitjancant I’ Us

d antimitotic, s'atura el procés a I’ estadi de la primera metafase mitotica del zigot

11
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format. Lafixacio d aquests zigots permet obtenir els complements cromosomics, els
quals poden analitzar-se ja sigui mitjancant tecniques de bandeig cromosomic (Benet
et a. 1986) o bé tecniques de FISH (Colls et a. 1997), i esfapossible laidentificacid
de qualsevol tipus d’anomalia cromosomica. Amb aquesta técnica s'ha pogut
determinar, en diferents estudis, I'incidéncia d’anomalies cromosdomiques en
individus controls (Templado et a. 1996), en individus portadors de cariotips
anomals tant numerics (Benet and Martin 1988) com estructurals (Cifuentes et al.
1998), en individus exposats a diferents agents genotoxics (Alvarez et a. 1997) i en
individus afectats per diferents tipus de cancer (Martin et a. 1997). No obstant, i
malgrat que I’ Us d’ aguesta tecnica permet observar la totalitat del contingut nuclear
de I’ espermatozoide, €l nimero de complements que es poden analitzar per individu
és, des del punt de vista estadistic, relativament baix (Guttenbach et al. 1997).
1.3.3.2. Analisi de nuclis descondensats d’ espermatozoide

Un avencg quantitatiu en I’ estudi de la segregacid cromosomica en les gametes
fou I’ aplicacié de les técniques de FISH en nuclis d’ espermatozoides quimicament
descondensats (Holmes and Martin 1993; Wyrobek et al. 1990). Mitjancant aquesta
tecnica s han fet estudis d’ aneuploidia en pacients infértils amb cariotip normal (Shi
and Martin 2001) i en pares d'individus afectats per la sindrome de Turner
(Martinez-Pasarell et al. 1999; Soares et a. 2001) o la sindrome de Down (Blanco et
al. 1998c); també s'han dut a terme analisis de segregacié en pacients portadors
d anomalies numeriques (Estop et a. 1998b; Martin et a. 1999) i de reorganitzacions
estructurals (Blanco et al. 1998a; Geneix et a. 2002).

Aquest és un métode rapid, relativament simple, que a més permet analitzar

un numero elevat d’ espermatozoides. No obstant, també presenta limitacions. Entre

12
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altres, aguesta metodologia es basa en la identificacié de normalment dos o tres
cromosomes per analisi, de manera que no és possible I’andlisi de tot el complement

cromosomic d’ un espermatozoide determinat.

1.4. ANOMALIES CROMOSOMIQUESEN L’ESPECIE HUMANA

La reproducci6 de I’ espécie humana destaca per la preséncia anormalment
elevada d’ embrions portadors d’ agun tipus d’ anomalies cromosomiques. Els estudis
citogenétics redlitzats en fetus de diferent edat gestacional i en nounats mostren
I’elevada freqliéncia i la gran varietat d’anomalies cromosomiques en produir-se la
concepcio. Si considerem les dades aportades en la darrera revisio (Jacobs 1992), les
cromosomopaties, ja siguin numeériques o estructurals, son presents en el 47.9% dels
avortaments espontanis, €ls quals son a la vegada un 15% de totes les concepcions
reconegudes, en € 5.65 % de les morts perinatals i en e 0.93% dels nounats. La

Taula 1 mostrala distribuci6 de les anomalies en les tres poblacions esmentades.

Taula 1. adaptada de Jacobs, 1992

Poblacio Tipus d anomalies (%)

Trisomies  Monosomies Poloploidies  Estructurals  Altres Total
Avortaments 26.8 8.6 9.8 2 07 | 47.9
espontanis
Mort perinatal 3.8 0.25 0.6 0.4 0.6 5.65
Nounats 0.30 <0.01 - 0.6 0.02 | 0.93

La majoria de les anomalies numeriques, o aneuploidies, apareixen de novo
com a resultat d’un error en la segregacio dels cromosomes durant les divisions
meiotiques o postmeidtiques. Aquest fenomen és conegut amb € nom de no
diguncio i, en e cas de les divisions meiotiques, pot océrrer durant la meios |

(errades en la segregacio dels cromosomes homolegs) o també durant la meiosi |1

13
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(errades en la segregacio de les cromatides germanes). Pel que fa al’origen de les
anomalies estructurals, un 80% (Jacobs 1992) son heretades d’ un dels progenitors, €l
qual n’és portador en equilibri.

La mgjor part d’ aquestes anomalies es transmeten a les gametes a través del
procés meidtic. Per tant, I'estudi de la gametogénesi és necessari quan es vol
aprofundir en el coneixement dels processos que es poden veure alterats a causa
d aquestes anomalies, de la seva supervivenciai transmissio i de laincidénciaen la

descendencia

1.5. INCIDENCIA D’ ANOMALIES CROMOSOMIQUESEN ELSGAMETESD’ INDIVIDUS
CONTROL

Mitjancant la técnica heterologa hamster-huma (Rudak et al. 1978), s han
analitzat més de 20.000 complements d’ espermatozoides de controls (Guttenbach et
al. 1997). La mitjana d’espermatozoides portadors d’ aberracions cromosomiques
estructurals pels diferents controls és d aproximadament entre el 6 i e 7%
(Guttenbach et al. 1997). L’ elevada diferencia trobada entre els diferents laboratoris
reflecteix I existéncia d’una variabilitat interindividual. Tot i aixi, I’ Us de tecniques
de fixaci6 diferents (Kamiguchi i Mikamo, 1986) o bé els diferents criteris utilitzats a
I” hora de considerar les anomalies tant numeriques com estructurals son factors que
cal tenir en compte al’ hora d' interpretar aquesta variabilitat.

L’incidencia d’anomalies cromosomiques trobades es resumeix en la seguient

taula:
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Taula 2: adaptada de Guttenbach et al, 1997

Referéncia Percentatge d’ anomalies

Estructurals Numeriques

Hipohaploidia Hiperhaploidia

Rudak et al. 1978 0.0 3.3 17
Martin et al. 1982 1.7 21 54
Martin et al. 1983 3.3 2.7 24
Brandriff et al. 1984 6.5 1.0 0.6
Brandriff et al. 1985 7.7 0.9 0.7
Kamiguchi and Mikamo 1986 13.0 0.5 0.5
Martin et al. 1987 6.2 34 13
Jenderny and Roéhrborn 1987 6.2 0.8 0.8
Brandriff et al. 1988 6.9
Martin and Rademaker 1990 3.3 0.7
Estop et a. 1991 3.6 6.3 2.0
Pellestor 1991 35 6.1
Benet et al. 1992 6.9 9.1 2.0
Jenderny et al. 1992 8.4 0.9 0.9
Benkhalifaet al. 1994 7.0 5.0 3.0
Estop et al. 1995a 8.9
Templado et al. 1996 9.1 1.9

Les anomalies estructurals descrites Sagrupen en

tres categories:
reorganitzacions estables (translocacions, insercions, cromosomes marcadorsi petites
delecions que poden tenir € seu origen en les primeres etapes de |’ espermatogenesi
(segurament a nivell d’espermatogonia), elements inestables (anells, cromosomes
dicentrics, fragments acentrics, gaps i trencaments cromosomics) i, finalment,
aberracions de cromatide (gaps i trencaments). Els estudis realitzats mostren com un
64.4% dels trencaments tenen lloc en bandes G clares, que hi ha una relacio
d’ aguests punts de trencament amb els llocs fragilsi el's punts de trencament de novo,
i que els cromosomes més afectats, tot i que no de manera significativa, son s

cromosomes 3, 9i 17 (Estop et al. 19954). Pel que fa a les anomalies numeriques
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descrites amb aquesta tecnica, diferents estudis mostren un augment significatiu en la
incidencia de disomies pels seglients cromosomes: 1, 9, 21, X i Y (Martin and
Rademaker 1990) (Templado et al. 1996).

Amb la tecnica de FISH en nuclis descondensats d' espermatozoide, s han
analitzat més de cinc milions d’ espermatozoides d'individus controls. La Taula 3
mostra els percentatges de disomia trobats en els estudis realitzats en els darrers cinc
anys, segons les dades aportades per la revisio realitzada per (Shi and Martin 2000).
Segons es despréen d’'aquest treball, no tots els cromosomes mostren la mateixa
susceptibilitat a la no disuncid, essent la freqliencia mitjana de disomia de 0.15%
pels cromosomes autosomics i de 0.26% pels cromosomes sexuals (Shi and Martin
2000). L'andlisi de FISH en caps descondensats també ha permés determinar la
incidéncia d’ anomalies estructurals en individus controls (Baumgartner et al. 1999;
Sloter et al. 2000; Van Hummelen et a. 1996). El tipus d’ anomalies estructurals que
es poden detectar son les delecions telomeériques, les insercions, les translocacions i
els cromosomes dicentrics. Els autors estimen que la freqiiéncia mitjana d’ aguests
tipus d anomalies és de 1.4%, un resultat semblant a I’observat en els estudis fets

amb latécnica de hamster-huma (Brandriff et al. 1988).
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Taula 3 Fregiiéncies de disomia en controls analitzats mitjancant la técnica de FISH en nuclis
d’ espermatozoi des descondensats

Disomia (%) per cromosoma

Referencia 1 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 18 21 22 Sexuds
Assadaet a. 2000 .07 .08

Baumgartner et al. 1999 .07 16
Blanco et a. 1998b 14 .10 .38 37
Carrell et al. 1999 40 .20 .35

Estop et a. 2000 .05 .07 .14 22
Harkonen et al. 1999 A1 .05

Hondaet al. 1999 31 .23

Li and Hoshiai 1998 A2 22
g/lgagrgt)in and Rademaker 19 12
i/lga;rgnez-Pasarell etal. 04 21
Martini et al. 1998 .07 37

Mclnnes et a. 1998 .09 A3 37

Mercier et al. 1998 16 .14 .06 21

Nishikawa et al. 2000 14 43
Padungtod et al. 1999 .05 14
Pang et al. 1999 A5 .13 .31 .23 .20 .20 .13 .05 .20 .20 .11 .18 a4
Rives et a. 2002 .07 A5 02 22 25 28
Rousseaux et al. 1998 48 48

Rubes et al. 1998 .05 .22
Shi and Martin 2000 .07 .18 .36
Soares et al. 2001 .06 .10 .04 .07 .06
Ushijimal et a. 2000 .09 A3 .19 .38
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1.6. ESTUDI CITOGENETIC | DEL PROCESMEIOTIC EN INDIVIDUS PORTADORS DE
REORGANITZACIONS CROMOSOMIQUES EQUILIBRADES
1.6.1. Incidencia de lesreorganitzacions cromosomiques en poblaci6 infertil

Els portadors de reorganitzacions cromosomiques estructurals equilibrades
solen presentar problemes de fertilitat, de manera que no és inusual que es detecti
I’alteracio després de la reditzacié d’'un cariotip sol-licitat per establir les causes
d esterilitat o davortaments recurrents. De fet, I'incidencia d anomalies
cromosomiques en les cel-lules somatiques de pacients infértils és molt més elevada
que la que es troba en la poblacié control (De Braekeleer and Dao 1991). Aixi, un
13.7% dels pacients azoospérmics i un 4.6% dels pacients oligozoospermics son
portadors de cariotips anomals equilibrats (Shi and Martin 2001).

La presencia d alteracions cromosomiques pot afectar € decurs normal del
procés meidtic. Les anomalies que podem trobar durant els processos meiotics
inclouen, entre atres, baix nombre de quiasmes, presencia d univalents,
fragmentacié, bivalents assimétrics i poliploidia, i poden constatar-se posteriorment
en la preséncia de constitucions cromosomiques aterades dels espermatozoides,
fenomen que pot desembocar en perdua gametica, reduccié de la fertilitat o

aneuploidia en la descendencia (Egozcue et a. 2000).

1.6.2. El comportament meiotic de lesreorganitzacions estructurals

Els estudis meidtics en portadors de reorganitzacions estructurals son
nombrosos (Chandley 1984; Goldman and Hultén 1992), i juntament amb els estudis
de complexes sinaptonemals (Navarro et al. 1986), mostren en molts casos la

preséncia d’anomalies sinaptiques que poden molt bé relacionar-se amb €l major o
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menor grau de severitat del blogueig meidtic d aquests pacients. En el cas de
pacients portadors de reorganitzacions estructurals, els gametes poden presentar
trisomies 0 monosomies parcials resultants de la segregacié anomala, ocorreguda
durant la meiosi, dels cromosomes reorganitzats (Chandley 1984). Els estudis de
segregacio meiotica realitzats en cromosomes d’ espermatozoide de portadors de
reorganitzacions equilibrades mostren que la freqléncia d espermatozoides
cromosomicament desequilibrats és, en portadors de translocacions robertsonianes,
d aproximadament un 15% (Ogawa et al. 2000), en portadors de translocacions
reciprogues, entre un 19 i un 77% (Guttenbach et a. 1997), i en portadors
d'inversions paracentriques i pericentriques entre un 0 i un 30%, depenent de la mida
dels segment invertit (Martin 1999; Navarro et al. 1993).

L'any 1963, es va proposar que la preséncia d'una reorganitzacio
cromosomica podia implicar alteracions en la segregacio dels demés cromosomes no
implicats en la reorganitzacié (Lejeune 1963); aquest fenomen es va batejar amb el
nom d Efecte Intercromosomic. En els darrers anys, diferents estudis realitzats
mitjancant la técnica de FISH en nuclis descondensats d’ espermatozoide han anat
encaminats a descobrir la presencia d'aguesta particularitat en portadors de
translocacions cromosomiques (Blanco et al. 2000; Estop et al. 2000; Pellestor et al.

2001), pero els resultats obtinguts fins @l moment no son concluents.

1.6.3. Meiosi en portadors detranslocacions reciproques equilibrades
Les translocacions reciproques son € resultat d' un intercanvi de material
cromosomic entre bragcos de dos cromosomes distints. Els portadors de

translocacions reciproques equilibrades son fenotipicament normals, i la majoria
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presenten un procés espermatogenic normal. No obstant, i tal com acabem
d assenyalar en I’ apartat anterior, sovint presenten alteracions a la gametogenesi que
es poden traduir en expressions variables del grau d’infertilitat (des d’ oligozospérmia
fins a azoospérmia) o en aparicié d’ avortaments espontanis i/o descendencia af ectada
per anomalies estructurals desequilibrades. Estudis realitzats utilitzant la técnica de
fecundacio in vitro heterologa hamster-huma en més de 35 portadors de translocaci 6,
mostren com entre un 19 i un 77% dels espermatozoides de pacients portadors de
translocacio porten una dotacid cromosomica desequilibrada (Guttenbach et al.
1997). L’ aplicaci6 de la técnica de FISH en nuclis descondensats d’ espermatozoides
d'individus portadors de translocacions reciproques també permet fer andisis de la
segregacio dels cromosomes implicats en la reorganitzacio. En la seguent taula

s inclouen els resultats obtinguts en els estudis fets fins ara.
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Taula 4: segregacio cromosomica en portador de transl ocacions reciproques

Translocacié (referencia)

Patrons de segregaci6 (%)

Normal Equilibrada Adjacentl Adjacent2 3.1

t(1,10)(p22.1;022.3)
(Van Hummelen et al. 1997)
t(1;11)(p36.3;913.1)
(Spriggs and Martin 1994)
t(2;14)(p23.1;931)
(Rousseaux et al. 1995)
t(2;18)(p21;911.2)
(Estop et al. 1998a)
t(3;9)(026.2;032)
(Hondaet al. 1999)
1(3;9)(025,932)
(Honda et al. 1999)
t(3;11)(g27.3;024.3)
(Martini et al. 1998)
1(5;8)(933;q13)
(Blanco et al. 1998a)
t(6;11)(q14;pl14)
(Rousseaux et al. 1995)
t(6;11)(q14;pl14)
(Rousseaux et al. 1995)
t(7;8)(g11,21;cen)
(Mercier et al. 1998)
t(7;9)(g33;p21)
(Pellestor et al. 1997)°
t(7;18)(g35;q11)
(Pellestor et al. 1997)°
t(8;9))024.2;,932)
(Estop et a. 199849)
t(10;12)(g26.1;p13.3)
(Estop et a. 1997)
t(11;22)(923;911)
(Estop et a. 1999)
t(11;22)(925;922)

(Van Assche et al. 1999)
t(17;22)(911;922)
(Geneix et a. 2002)

90.5%
82.5°
88*
45
88.4°
89.2°
443
46.5
86°
87.4°
30.4
86°

77.2°

454
84.3°
274
29.1
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26.3

30.8

15.9

39.5

25.1

41.9

17.6

21.2

12.9

4.9

8.3

55

10.9

54

6.0

6.6

7.2

105

9.0

111

104

15.9

3.2

11

125

15.2

58

39

9.2

6.5

13.2

5.9

4.5

28.9

6.8

35

31

7.1

6.6

9.6

4.4

40.1

34.6

46.8

a no es pot diferenciar la segregacio alternant de I’ adjacent 1
b: estudi realitzat mitjancant latécnica de PRINS

Durant la meiosi |, els cromosomes implicats en la translocacio i els seus

homolegs aconsegueixen aparellar-se gracies a la formacié d’una figura que es

coneix amb el nom de quadrivalent. A partir d’ aguesta estructura, la separacio dels
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cromosomes homolegs pot ocorrer seguint fins a quatre patrons de segregacio
distints. Aixi, quan €ls cromosomes reorganitzats i els seus homolegs normals es
dirigeixen cap a pols oposats, de manera que els gametes resultants sén normals o
equilibrats, la segregacié que té lloc es coneix amb el nom d’ alternant. En el cas que
els centromers homolegs s hagin dirigit cap a pols oposats, perd els gametes
resultants presentin nulisomies i trisomies parcials dels cromosomes reorganitzats, la
segregacio rep el nom d adjacent 1. Quan els dos cromosomes homolegs van junts al
mateix pol, la segregacié rep el nom d’ adjacent 11. En aquest tipus de segregacio, les
nulisomies i les trisomies parcials son majors que les que s observen en |’ adjacent |.
Finalment, una no diguncié parcial o completa dels cromosomes que formen €
quadrivalent donaralloc a una segregacio 3:1 6 4.0.

Els percentatges de cada tipus de segregacio estan estretament relacionats
amb les caracteristiques fisiques del quadrivalent. Aquestes, a la vegada, vénen
determinades per factors com ara els cromosomes implicats, la morfologia dels
cromosomes implicats en la translocacio, la longitud dels segments intersticials i
translocats, |a probabilitat de recombinacié en aquests segmentsi lalocalitzacié dels
punts del trencament. Es important remarcar que la preséncia d’'un procés de
recombinacié en alguna de les regions intersticials del quadrivalent pot provocar
I’ aparicié de gametes desequilibrats a partir de la segregacio alternant i de gametes

equilibrats a partir de la segregacio adjacent |, tal i com es mostraalaFigura 4.
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Figura 4. Esquema de la segregacié en un portador d’ una translocaci6 reciproca
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Figura 4 (continuacio)
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2. OBJECTIUS
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Objectius

Objectiu 1
Analitzar els tipus de segregacié meiotica en diferents etapes de la gametogénesi

masculina en portadors de translocacions. Comparacio dels resultats obtinguts.

Objectiu 2
Determinar les freqliencies d’ aneuploidies per els cromosomes X, Y, 6, 18 i 21 en
nuclis descondensats d espermatozoide, per tal de determinar I’existencia de

possibles efectes intercromosomics.

Objectiu 3
Avauar el risc cromosomic en e moment de la concepcié dels portadors de

transl ocacions cromosomiques analitzats.

Objectiu 4
Avauar e patré de recombinacié mitjancant I’andlis de quiasmes en portadors de

translocacions.

Objectiu 5

Identificar els bivalents en extensions de CS mitjancant I'aplicacié conjunta de

tecniques immunocitogenétiques i técniques de multi FISH.
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Material i Métodes

3.1. OBTENCIO D' EXTENSIONS DE CROMOSOMES DERIVATSD’ ESPERMATOZOIDES

HUMANS: TECNICA DE FECUNDACIO IN VITROHETEROLOGA HAMSTER-HUMA

3.1.1 Protocol

El protocol seguit és una adaptacio del descrit en el nostre laboratori per

(Benet et al. 1991), i esta esquematitzat ala Figura5 (pagina 33)

3.1.2. Material Biologic

3.1.2.1. Obtenci6 dels oocits

Els odcits s obtenen mitjancant superovulacié induida hormona ment en femelles

de I'espécie Mesocricetus auratus (hamster siri o daurat), d aproximadament 3

mesos d’ edat. El protocol que se segueix és el segient:

Injecci6 intraperitoneal de 35-40 Ul/animal de gonadotropina d’ euga gestant
(PMSG) € primer dia del cicle de les hamsters. L’acci6 d’ aguesta hormona
provoca la maduracio sincronica d’ un elevat nombre d’ oocits.

Injecci6 també via intraperitoneal de 35-40 Ul/animal d hormona
gonadotropina corionica humana (hCG), entre 58 i 60 hores més tard de la
injeccio de PMSG. L’accié6 d'aguesta segona hormona aconsegueix la
superovulacio dels oocits madurats.

Sacrifici de les femelles de hamster (de sis a vuit femelles per experiment),
entre 16 hores i mitja i 17 hores després de la segona injeccié hormonal, i
disseccio de I'ampul-la de I’ oviducte. Per tal de recollir els oocits, I’ampul 1a
se situa en medi BWW; (medi BWW suplementat amb 0.3% albumina sérica

humana (HSA)) i esredlitza una perfusio, tot aplicant una pressié hidraulica
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Figura 5. Protocol d’ obtencié de complements cromosomics d’ espermatozoide
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en un dels dos extrems del conducte ampul-lar amb I’gjut d’una xeringa, de
manera que el's cumulus oophorus s expulsen per I’ altre extrem.
3.1.2.2. Processat dels oocits

Els cumulus obtinguts es tracten amb una solucié enzimatica de 0.1%
hialuronidasa en BWW3, per tal d aliberar I’oocit de les cél-lules del cimulus que
I” acompanyen.

Els oocits obtinguts es recullen i es renten dues vegades amb medi BWW;5
abans de tractar-los amb una solucié enzimética de 0.1% tripsina en medi BWWs3,
durant dos o tres minuts, per a digerir la zona pel-lGcida de I’ oocit. Aquest punt és
indispensable per tal de permetre la fecundacié interespecifica d’ aquests oocits amb
espermatozoides humans.
3.1.2.3. Espermatozoides

Les mostres de semen de pacients portadors de reorganitzacions
cromosomiques foren obtingudes després de tres o quatre dies d abstinéncia,
recollides en flascons estérils de polietile i, després de permetre la seva liquefaccio
(aproximadament 20 minuts a temperatura ambient), congelades seguint un protocol
adaptat del descrit per d'altres autors (Chernos and Martin 1989). Breument, la
mostra de semen es dilueix 1:1 en crioprotector (30% de rovell d'ou, 14% gliceral,
1.98% glucosa, 1.72% citrat sodic i 2% glicina en solucié aquosa), S homogeneitzala
barreja mitjancant una agitacio suau i es reparteix en criotubs esterils (1ml/criotub).
Els criotubs es col-loquen en un contenidor de congelacié (Nalgene Cryo 1°C) a —
80°C un minim de quatre hores. D’aguesta manera es permet la congelacié
progressiva de la mostra. Passat aquest temps, els criotubs es transfereixen al tanc de

nitrogen liquid (-196°C), on resten fins ala seva utilitzacio.
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Les mostres de semen es descongelen a temperatura ambient durant uns deu
minuts. A continuacio, es renten dues vegades amb medi BWW; per tal d’ eliminar el
crioprotector i € plasma seminal. La seleccié d’ espermatozoides es fa mitjancant la
tecnica de swimup (migracié vertical dels espermatozoides mobils a partir del
sediment centrifugat) (Andolz et al. 1987). Els espermatozoides seleccionats se
centrifuguen i el pellet es ressuspén en una solucié 10 uM d’ionofor de calci A23187
en BWWs3 i s'incuben durant deu minuts, a 37°C i 5% CO, (Alvarez et a. 1996).
Passat aguest temps, els espermatozoides es renten dues vegades amb medi BWWa3
(BWW suplementat amb 3.3% d’'HSA) per tal d'eiminar I'ionofor, i s'agusta la
concentracié d espermatozoides mobils a la concentracié desitjada. La gota amb
espermatozoides es disposa en una placa de petri i es cobreix amb oli mineral.
Finalment, els espermatozoides s incuben durant dues hores a 37°C i 5% CO, abans

d emprar-los en lainseminacié

3.1.3 Inseminacio, control de penetracidi cultiu

Els oocits sense zona pel -|Ucida es renten en medi BWW33 i estraslladen ala
placa de petri que conté la mostra d’ espermatozoides. Els gametes es co-incuben a
37°C i 5% CO, per permetre la fecundaci6. Per tal d’'evitar la polispérmia, es
realitzen controls de penetracio. Aquests controls es basen en I’ observacié a contrast
de fase (400x) del citoplasma d’'uns pocs odcits (entre cinc i deu per control). La
penetracio pot observar-se en forma de caps d espermatozoides inflats amb la
corresponent cua associada dins el citoplasma de I’ oocit. Quan entre el 50 i el 70%

dels oocits observats presenta un minim de un cap descondensat, els oocits
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inseminats es renten per eliminar I’ excés d’ espermatozoidesi es cultiven en medi F-

10, a37°C i 5% CO, durant aproximadament cinc o sis hores.

3.1.4. Obtencié de cromosomes derivats de pronuclis d’ esper matozoides

Després del cultiu en F-10, els oocits fecundats es traspassen a una nova placa
que conté F-10 amb 0.1 pg/ml de vimblastina (agent antimitotic), i s'hi deixen entre
onze i dotze hores.

Les extensions dels cromosomes S aconsegueixen mitjancant un procés de
fixacid. Primer de tot, grups de 10 a 20 odcits es tracten amb una soluci6 de citrat
sodic a I’1% (hipotonic) durant cinc minuts. A continuacid, aquests oocits son
recollits i dipositats en €l centre d’un portaobjectes desengreixat, on son fixats amb
unes gotes de solucio fixadora de Carnoy (etanol:acid acétic 3:1). Les preparacions

es mantenen a—20°C fins ala seva utilitzaci .

3.1.5. Hibridaci6 in situ fluorescent dels pronuclis masculins
La tecnica utilitzada és la descrita en un treball previ (Cifuentes et a. 1998).
Els portaobjectes son postfixats amb la seglient seqiiencia de rentats:
e 1xPBS (cinc minuts a temperatura ambient)
e 50mM MgCl, en PBS (cinc minuts a temperatura ambient)
e 1% formaldehid /50mM MgCl, en PBS (deu minuts a temperatura ambient)
e 1XPBS (cinc minuts a temperatura ambient)
Després de la postfixacio els portaobjectes es deshidraten en una serie
d alcohols (70%, 85%, 100%), dos minuts en cada un d'ells i es deixen assecar a

temperatura ambient. Mentrestant es prepara la barreja de sondes més e tampd
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d hibridacio, segons les proporcions indicades pel proveidor. Les sondes utilitzades
depenen de la reorganitzacié que es vulgui estudiar, de manera que tots els
cromosomes implicats puguin ésser detectats mitjancant pintat cromosomic. A més, a
la barrgja també s'inclouen sondes centromeériques especifiques pels cromosomes
sexuals.

El DNA dianai el DNA de les sondes es desnaturalitza conjuntament de la
seglient manera: es col-loca la barreja de sondes sobre la regié del portaobjectes que
conté les extensions cromosomiques. S aplica un cubreobjectes i se segella amb
goma arabiga. La desnaturalitzacio té lloc sobre una placa de calor (Hybrite) a 70°C,
durant tres minuts. Acabat el procés, comenca la hibridacio, la qual té lloc en cambra
humida a 37°C, durant un minim de 16 hores.

Passat agquest temps, es retira el cubreobjectes i es comencen els rentats
posthibridacio:

e Tresrentats de deu minuts en 50% Formamida en 2xSSC, a 45°C.
e Un rentat de deu minuts en 2xSSC, a45°C.
e Unrentat de cinc minuts en 2xSSC/0.1%Tween20, també a 45°C.

Després de I'Ultim rentat, es fa una serie d' acohols, es deixa assecar el
portaobjectes a temperatura ambient i es contratenyeix amb una barreja de DAPI ¥4

(0.032 ng/ul) en antifade (Vectashield, Vector Laboratories).

3.2. OBTENCIO D’ EXTENSIONS DE NUCL|IS DESCONDENSATS D' ESPERMATOZOIDES
3.2.1. Fixacio
Les mostres de semen es descongelen a temperatura ambient. Una vegada

descongelades es renten amb isotonic (NaCl 0.9%) per ta deiminar el
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criopreservant i el plasma seminal. Tot seguit, se sotmeten a un tractament hipotonic
(KCI 0.075%) seguit d’'una centrifugacio a 600g., durant cinc minuts. El pel-let
obtingut es fixa amb Carnoy, es dilueix fins ala concentracio desitjada i, finalment,
es llenca una gota de la suspensié cel-lular aconseguida sobre un portaobjectes
desengreixat amb metanol. Les preparacions es mantenen a —20°C fins a la seva

utilitzacio.

3.2.2. Hibridacié in situ fluorescent en nuclis d’ esper matozoide
3.2.2.1. Descondensacio

Els portaobjectes amb nuclis d’ espermatozoide se sotmeten a un tractament
de descondensaci6 de la cromatina, per tal de facilitar I’ accés de les sondes a DNA
diana. Després de descongelar-los, els portaobjectes s introdueixen dins una cubeta
amb 2xSSC, tres minuts, es deshidraten en una serie d acohols (70%, 85%, 100%),
dos minuts en cada un d'ells i es deixen assecar a temperatura ambient. Una vegada
secs, comenca €l tractament de descondensacio. Aixi, €ls portaobjectes s incuben a
37°C en una solucio de ditiotreitol (DTT) 5mM amb tamp6 Trisi sab6 Triton X-100,
durant un temps que pot variar entre 12 i 20 minuts, depenent de les caracteristiques
de la mostra. Passat aquest temps, es renten els portaobjectes amb 2xSSC, es
deshidraten i es deixen assecar a temperatura ambient. El grau de descondensacié es
controla sota microscopia de contrast de fase.
3.2.2.2. Hibridacié in situ

Assolit el grau de condensacio desitjat, la mostra es desnaturalitza en 70%
formamida en 2xSSC a 72° C, durant tres minuts. Posteriorment, es deshidrata la

mostra en una serie d’ alcohols i es deixa assecar a temperatura ambient. Mentrestant,
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es desnaturalitza la barrgja de sondes dels cromosomes que es vulguin detectar a
75°C durant cinc minuts. S aplica aguesta barreja sobre el portaobjectes, es cobreix
amb un cubreobjectes, se segella amb goma arabigai es deixa hibridant la mostra en
una cambra humida a 37° C durant un minim de 18 hores. Passat aguest temps, es
retira el cubreobjectesi es comencen els rentats posthibridacio:
¢ Unrentat de dos minuts en 0.4xSSC, a 75° C.
e Un rentat dun minut en 4xSSC / 0.005%Tween20 (4xSSCT) a temperatura
ambient.
Després de I'Ultim rentat, es fa una série d’alcohols, es deixa assecar €l
portaobjectes a temperatura ambient i es contratenyeix amb una dilucié de DAPI ¥

(0.032 ng/pul) en antifade (Vectashield).

3.3. OBTENCIO D' EXTENSIONS DE CROMOSOMESMEIOTICS| COMPLEXES
SINAPTONEMALS
3.3.1. Biopsia testicular

Les hiopsies testiculars de pacients portadors de reorganitzacions
cromosomiques es varen obtenir per escissio, sota anestesia local. De cada biopsia
se'n feren dues parts, una per ser processada per obtenir cromosomes meiotics, |’ altra
per aconseguir extensions de complexes sinaptonemals (CS), i es recolliren en tubs
de centrifuga amb 5 ml. de medi hipotonic (citrat sodic a I'1%, cromosomes

meiotics) o isotonic (NaCl 0.9%, CS) (Figura6).
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Figura 6. Obtencié de cromosomes meidticsi complexes sinaptonemals
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3.3.2. Cromosomes meiotics

Els fragments destinats a I’ obtencié de cromosomes meiotics es col loguen en
un vidre de rellotge amb un volum minim de medi hipotonic (citrat sodic 1%) i es
trossegen els tubuls seminifers amb unes tisores de dissecci6 per tal d'alliberar el
maxim nombre de cél -lules. La suspensié cel-lular obtinguda es recull amb una pipeta
pasteur i es trasllada a un tub de centrifuga de 10 ml. S afegeixen 7 ml. de medi
hipotonic, i es deixa reposar la suspensié durant uns deu minuts, per tal que les restes
de tUbuls seminifers sedimentin. Passat aquest temps, es recull €l sobrenedant i es
traspassa a un nou tub de centrifuga. Se centrifuga durant 5 min. a 600g., es descarta
el sobrenedant i € botd cel-lular aconseguit es ressuspén entre 3 i 5 ml. de medi
hipotonic, afegit gota a gota. ES repeteix aquest procés dos cops més per tal de rentar
lamostra. Lafixacio de les cél -lules es fa emprant fixador Carnoy. Les extensions es
realitzen llencant una gota sobre un portaobjectes desengreixat amb metanol 100%.

Posteriorment a la fixacid, els portaobjectes es rastregen amb microscopia de
contrast de fase per tal de capturar les extensions obtingudes (x400) i classificar-les
segons I'estadi cel-lular. Més tard, i abans de la hibridacio, les extensions es
tenyeixen amb 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) i es capturen amb
microscopia fluorescent (x1000). Aquestes imatges son Utils perqué ens permeten
observar lamorfologia dels cromosomes abans que el procés de la hibridacio I’ alteri.
3.3.2.1. Hibridacio in situ sobre cromosomes meiotics

Se segueix € protocol descrit anteriorment (hibridacié in situ sobre

cromosomes d’ espermatozoide).
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3.3.3. Complexes sinaptonemals

La biopsia es col-loca també en un vidre de rellotge, perd en aquest cas es
trossgja en un volum minim de medi isotonic (NaCl 0.9%). Per obtenir la suspensio
cel-lular es processa la mostra de la manera explicada en |’ apartat anterior, perd
emprant medi isotonic enlloc de medi hipotonic.

Una vegada obtinguda la suspensio cel-lular, es procedeix a la fixacié. En
aquest cas, s utilitza una solucié de formaldéhid a 2% amb 0.02% de sodium dodecil
sulfat (SDS). El pH del fixador s gjusta amb borat sodic 1M a 8.4. El protocol seguit
és el descrit per d’ atres autors (Barlow and Hultén 1996), amb petites modificacions.
Es col-loquen 15 pl de suspensid sobre un portaobjectes desengreixat amb metanol.
S afegeixen 15 pl de solucié Photoflo 0.003%, i es deixa en aguestes condicions
durant deu minuts. Passat aquest temps, s afegeixen 90-100 pl de fixador. Passats
deu minuts més, es renta el portaobjectes amb aigua destil-lada i es deixa assecar a
temperatura ambient. Les cél-lules profasiques en paguiteé es poden observar a
microscopia de contrast de fase. Els portaobjectes es conserven a—20°C finsala seva
utilitzacio.
3.3.3.1. Immunocitogenética

Els portaobjectes es bloguegen durant 30 minuts aplicant 200 ul d’ una solucié
0.05% de llet en pols en 4xSSCT. Es prepara la dilucio desitjada dels anticosos
primaris, necessaris per detectar els complexes sinaptonemals i les proteines
implicades en processos de recombinacio, en solucié bloqueig:

Rabbit anti-rat SCP3, 1:1000

Human anti-CREST, 1:1000

Mouse anti- MLH1, 1:250
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S'apliquen entre 80 i 100 pl d’'aguesta dilucié a cada portaobjectes. Aquests
es deixen incubar en cambra humida a 37° C un minim de cinc hores. A continuacio
es realitzen tres rentats de cinc minuts en 4xSSCT a temperatura ambient. Es prepara
ladilucié en soluci6 bloqueig de dos del's anticossos secundaris:

goat anti-rabbit conjugat amb TRITC (Sigma) 1:250

goat anti-mouse conjugat amb FITC 1:250

Sense deixar assecar el portaobjectes, s aplicalabarrgjai es deixaincubant en
cambra humida a 37° C un minim de dues hores. Passat aquest temps, es tornen a fer
tres rentats en 4xSSCT, i s'incuba de nou la mostra en cambra humida a 37° C durant
un minim d'una hora, ara perd amb I’ anticds secundari rabbit anti-human conjugat
amb Pacific Blue (Zenon Complex, Molecular Probes).

El procés acaba amb tres rentats en 4xSSCT de cinc minuts a temperatura
ambient, seguit d'un breu rentat en aigua destil-lada Es deixa assecar el
portaobjectes a temperatura ambient i es contratenyeix amb una barreja de DAPI ¥4

(0.032 ng/ul) en antifade (Vectashield, Vector Laboratories).

3.3.4. Hibridacié in situ sobre extensions de complexes sinaptonemals
3.34.1. CenM-FIH

La tecnica del cenM-FISH es basa en els principis del MFISH (Multicolor
FISH) que permet I’ estudi simultani dels 22 parells de cromosomes autosomics i del
parell sexual presents en |’ espécie humana, gracies a que cada parell de cromosomes
és pintat amb una combinacio d’entre un i cinc colors, Unica i propia, que permet

diferenciar-lo dels demés parells.
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La particularitat del 24-cenM-FISH es troba en el fet que Unicament son
pintats els centromers dels cromosomes, enlloc dels cromosomes sencers. D’ aguesta
manera, els cromosomes son identificats gracies a la combinacié de colors del
centromer (al’apéndix 1 es pot veure la combinacié de colors que hem aplicat en el
nostre treball). Per tal d’ obtenir cada un dels centromers, primer de tot cal separar la
sequiéncia centromeérica del plasmid que la conté i posteriorment amplificar-les per
separat mitjangant processos de DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide-Primed
Polymerase Chain Reaction), segons protocol previament descrit (Senger et al.
1998).

Posteriorment es fa la barreja del DNA centroméric d aguells cromosomes
que comparteixen un color i es reditza el marcatge amb e fluorocrom adequat,
també mitjangant una PCR. En €l nostre cas els flurocroms emprats foren: spectrum
orange (SO), spectrum green (SG), spectrumred (SR), Cy5 (BIO) i dietilaqguamarine
(DAC).

A continuacio, es barregen tots els fragments marcats, s aiquoten en volums
igualsi es provoca la precipitacié del DNA afegint 25 pg de t-RNA i 2 ug de COT1-
DNA. La presencia de COT1-DNA és necessaria per tal d'evitar fenomens
d hibridacié creuada entre diferents centromers. El producte de la precipitacio es
deixa assecar i es manté a—20°C fins al moment de la seva utilitzacio. En laFigura 7
es pot veure un exemple de protocol de marcatge
3.3.4.2. Hibridacié in situ

Els portaobjectes préviament analitzats amb immunocitogenética es renten

breument en 4xSSCT, es postfixen i es desnaturalitzen en 70% formamida en 2xSSC
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a 70° C, durant dos minuts. Després de la deshidrataci6, la mostra es deixa assecar a
temperatura ambient.

La sonda de DNA es resuspén en 10 ul de tampd d hibridacié (20% dextran
sulfat en 50% formamida/2xSSC). A continuacié es desnaturalitza a 75° C, durant
cinc minuts, i va seguida per un periode de prehibridacié de deu minuts a 37° C.
L’ hibridacio es faen cambra humida, a 37° C, durant un minim de 18 hores.

Després dels rentats posthibridacio, un rentat de dos minuts en 0.4xSSC, a
70°C, seguit d'un rentat d'un minut en 4xSSC/0.005%Tween20 (4xSSCT) a
temperatura ambient, el's portaobjectes s'incuben en cambra humida a 37° C amb una
dilucié 1:80 d estreptavidina anti-biotina conjugada amb Cy5 en solucié bloqueig,
durant un temps no inferior als 40 minuts. Aquest pas és necessari per poder
visualitzar aguells centromers marcats amb biotina. Finalment, es renten els
portaobjectes en 4xSSCT durant deu minuts a temperatura ambient, es fa un breu
rentat en aigua destil-lada, es deixa assecar el portaobjectes a temperatura ambient i

es contratenyeix amb unadiluci6 de DAPI %4 (0.032 ng/ul) en antifade (V ectashield).
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Figura 7. Exemple de les barreges de marcatge

MIX SO (/2 X)
12,88ul [6,44  pl HO
2ul |1 pl 10x tampo hibridacio
1,6ul|0,8 pl dNTPs (Reamp-Mix)
0,4ul | 0,2 pl SO-dUTP
1ul |05 pl DOP- Primer
2ul |1 pl MgCl,
0,12ul [0,06  ul AmpliTaq
10,00 I
MIX SR (1x)
12,88ul 12,88 pl HO
2ul |2 pl 10x tampo hibridacio
1,6ul|1,6 pl dNTPs (Reamp-Mix)
0,4ul | 0,4 pl SRAUTP
|1 pl DOP- Primer
2ul |2 pl MgCl,
0,12ul 0,22  ul AmpliTaq
20,00 ul
10,88ul 544  pl HO
2ul |1 pl 10x tampd hibridacio
2ul |1 pl dNTPs (Label-Mix)
2ul |1 pl SG-dUTP
1ul | 0,5 pl DOP- Primer
2ul |1 pul MgCl,
0,12ul [0,06  pl AmpliTag
10,00
MIX DAC (1/2 x)
12,72ul 6,24  pl HO
2ul |1 pl 10x tampd hibridacio
2ul |1 pl DEAC MIX
0,4ul [0,2  pl DEAC-dUTP
1ul | 0,5 pl DOP- Primer
2ul |1 ul MgCl,
0,12ul [0,06  pl AmpliTag
10,00
12,08ul | 12,08 pl HO
2ul | 2 pl 10x tampo hibridacio
2ul | 2 pl dNTPs (Label-Mix)
0,8ul 0,8 pl BIO-dUTP
|1 pl DOP- Primer
2ul| 2 ul MgCl,
0,12ul | 0,22 pl AmpliTaq
20,00 ul
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3.4. OBTENCIO DE DADES| TRACTAMENT D’ IMATGES

L’obtencié de dades i d'imatges s ha redlitzat emprant dos sistemes de
captura:

Microscopi epifluorescent Olympus A70 (Olympus Optical Co., Hamburg,
Alemania), equipat amb un joc de filtres especifics per a DAPI, FITC, TRITC i
Aqua, a més d'un filtre de triple banda (FITC/PI/DAPI), acoplat a un sistema de
captura Cytovision (Applied Imaging, Sunderland, Gran Bretanya).

Microscopi epifluorescent Olympus A60 (Olympus Optical Co., Hamburg,
Alemania), equipat amb un joc de filtres especifics per a Aqua, FarRed, Gold, FITC,
TRITC, DAPI, a més d'un filtre de triple banda (FITC/PI/DAPI), acoplat a un

sistema de captura Smartcapture de Vysis (Digital Scientific; Cambridge, UK).

3.4.1 Andlis estadistic de les dades
La determinaci6 de la significancia de I'incidencia d aneuploidia per
cromosoma en els individus analitzats es vafer mitjancant el test de Chi-quadrat. Per

ales comparacions de les freqiiencies de quiasmes, €l test utilitzat fou lat d’ Student.
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Abstract

The am of this work was the study of the mechanisms which affect meiotic
segregation in human male translocations carriers. To this purpose, meiotic studies
using multicolour fluorescent in situ hybridization on both spermatocytes and sperm
nuclei were performed in two different translocation carriers, t(11;17)(g13.1;p11.2)
(subject 1, S1) and t(10;14)(g24,;932) (subject 2, S2). Ring configuration was the
main quadrivalent form found in MI, 91.8% in S1 and 96.08% in S2. Overall
chiasma freguency was found to be significantly decreased in S1. In S2, chiasma
frequency within the interstitial region of chromosomes 10 and 14 was increased and
the recombination pattern was modified. As was expected from the different
frequencies of the interstitial chiasmata found in MI in the two subjects, the
incidence of asymmetric dyads was specially high in S2 and sporadic in S1. In both
carriers, segregation frequencies observed at MIl were not different from the
segregation data obtained in descondensed sperm nuclei. The concordance observed
among results obtained in different spermatogenic stages indicates an absence of
cellular selection based on chromosomal unbalances. Results obtained in the
aneuploidy assay performed on sperm nuclei have not reported any evidence for an

interchromosomal effect.
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Introduction

Meiosis is the process by which haploid gametes are produced. It includes two
successive cell divisions, after just one round of DNA replication. The pairing of
homologous chromosomes and the exchange of genetic information between them
(recombination) take place during the first meiotic division. In anaphase I,
homologous chromosomes segregate to opposite poles, and two haploid cells are
formed. During the second meiotic division, sister chromatids of each homologue
separate to produce haploid cells, which after a differentiation process will form
oocytes in females and spermatozoain males.

Synapsis and meiotic recombination play a critical role in meiosis. When the SC
disappears during diplotene, homologous chromosomes are held together by
crossover events. If recombination fails, homologous segregation is disturbed, and
the bivalents become univalents (Egozcue et al. 2000). The behaviour of the
univalents is not predictible, and the risk of generating chromosomal abnormalities
due to non-digiunction, loss or misdivision during meiosis | isincreased (Hassold and
Hunt 2001). Some of these abnormalities will not affect the viability of the meiotic
cell, and the meiotic process will be completed; then, a chromosomally abnormal
gamete will be formed. This can lead to clinical consequences. In fact, nearly half of
all spontaneous abortions are chromosomally abnormal (Hassold et al. 1996).
Structural chromosomal rearrangements are present in 2% of spontaneous abortions
(Jacobs 1990). Most structural abnormalities (80%) are inherited from one of the
parents (Jacobs 1992), who carries a balanced form of a chromosomal
rearrangement, without gain or loss of genetic material. The presence of a

reorganisation may alter the normal progress of meiosis in two different ways. The
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first one is related to the reorganisation itself. In the case of a reciprocal
trandlocation, the chromosomes involved form a quadrivalent during the synapsis
process. The behaviour of this particular structure during meiotic segregation is
unique for each trandocation carrier (Cifuentes et a. 1999), and determines the
proportion of balanced and unbalanced gametes for the carrier tested. It depends
upon several factors, such asthe size of the interstitial and translocated segments, the
morphological characteristics of the rearranged chromosomes and the distribution
pattern of chiasmata during MI, and affects the final frequencies of norma and
aberrant gametes. The proportion between balanced and unbalanced phenotypes
differs greatly from one carrier to another (Guttenbach et a. 1997; Shi and Martin
2001). Information about the presence of chiasmata and, in particular, interstitial
chiasmata in the quadrivalent can help to elucidate the segregational mechanisms
which lead to the production of different proportions of balanced and unbalanced
gametes (Armstrong and Hultén 1998).

The second way through which a reorganisation may alter meiosis is a phenomenon
known as interchromosomal effect (ICE) (Lejeune 1963). In this case, the presence
of astructural abnormality may disturb the meiotic segregation of other chromosome
pairs not related to the rearrangement, thus producing aneuploid sperm. Then, ICE
can be evaluated through an increase of the aneuploidy frequencies of other
chromosomes, which are different from the reorganised chromosomes (Estop et al.
2000).

To understand the mechanisms which affect meiotic segregation patterns in human
male carriers of reciprocal transocation, the direct analysis of testicular biopsies is

necessary. In this work, fluorescent in situ hybridisation (FISH) has been used on
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meiotic spreads of two trandocation carriers, t(11;17)(q13.1;p11.2) and
t(10;14)(g24;932). This method has alowed for the identification of the MI
quadrivalent, the determination of chiasma frequency generally and within the
quadrivalent, and the detection of balanced and unbalanced segregating products at
MII. Finally, by using FISH on decondensed sperm nuclei, the proportion of each
different sperm phenotype has been determined in order to compare it with the
segregation pattern obtained by the analysis of MII, and , finally, the presence of

possible ICE for X, Y, 6, 18 and 21 chromosomes was also tested.
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Materialsand M ethods

Donors

The first patient (Subject 1, S1) had a 46,XY,t(11;17)(q13.1;p11.2) karyotype. He
was ascertained because of repeated reproductive failures. The second patient
(Subject 2, S2) carries a t(10;14)( g24;932) translocation. He was also ascertained
because of repeated reproductive failures that ended in miscarriage. According to
WHO parameters, both carriers had normal spermiograms (World Health
Organization 1999). Idiograms of both reorganisations are shown in Figure 1.

Each patient provided one semen sample prior to surgery. Fresh gaculates were
allowed to liquefy and then aliquoted and cryopreserved. This study was approved by
the institutional Ethics Committee, and the patients gave written informed consent.
Meiotic dlide preparation

Testicular biopsies were obtained by open incision under general anaesthesia. The
testicular tissue was macerated in a hypotonic solution (sodium citrate 1%) until the
atainment of cell suspension, and then placed in a centrifuge tube in order to separate
testicular cells from seminiferous tubule remains. The supernatant was recovered and
placed in another tube, centrifuged for 5 min at 600g, and finally resuspended in a
few drops of sodium citrate 1%.

Fixation and spreading of the cells was performed using the method described by
(Evans et al. 1964). Each dlide was screened by phase contrast microscopy, and
phase images of each chromosome extension at 40x magnifications were captured
and stored using a Cytovision imaging system (Applied Imaging; Sunderland, UK).
Slides were then counterstained with DAPI, and images of the previously captured

extensions were obtained at 100x and stored using the same system.
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Meiotic chromosome extensions were hybridised with probe mixtures containing
whole chromosome painting for the translocated chromosomes and centromeric
probes for sex chromosomes. Hybridisations were carried out according to the
procedure described by our team (Oliver-Bonet et a. 2001) with some modifications:
prior to postfixation, DAPI was removed from the slides using 4xSSC/0.05% Tween
20 solution (5 min), followed by an ethanol series (70%, 85%, 100%). Five ul of
probe mix were added to each slide and co-denaturation was performed on a hotplate
heated to 68°C for 2 minutes. Co-incubation was performed overnight at 37°C in a
humidified chamber. Then, slides were washed in 0.4xSSC at 70°C for 2 min,
followed by 2min in 4xSSC/0.05% Tween20. Finally, slides were counterstained
with antifade (Vector Laboratories Inc.; Burlingame, CA, USA) containing DAPI at
a concentration of 0.032 ng/ml (Sigma; Madrid, Spain).

Sperm nucle extension

To obtain sperm nuclei, an aliquot of frozen spermatozoa was thawed and washed in
NaCl 0.9% to eliminate cryoprotectant. The sample was fixed and decondensed
following a protocol described elsewher (Vidal et al. 1993). Segregation analysisin
decondensed sperm heads was achieved using a combination of specific probes for
the centromeric and telomeric regions of the chromosomes implied in the
reorganisation. Aneuploidy studies using two- and three- colour FISH were
performed in order to detect any possible interchromosomal effect. Denaturation and
hybridisation were performed following a procedure described elsewhere (Oliver-
Bonet et a. 2001), Slides were incubated overnight at 37°C, and then were washed

following the manufacturer’s instructions, dehydrated and counterstained with
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antifade (Vector Laboratories Inc.; Burlingame, CA, USA) containing DAPI at a
concentration of 0.032 ng/ml (Sigma; Madrid, Spain).

Image capture and analysis

Visualisation of FISH signals was made using an Olympus Ax 70 photomicroscope
(Olympus Optical Co.; Hamburg, Germany) equipped with four simple filters for
visualising DAPI, FITC, Aqua and Cy3 fluorescence, and a fifth triple filter for
DAPI/FITC/PI. The capture and analysis of FISH images were performed using the

Cytovision FISH imaging system (Applied Imaging; Sunderland, UK).
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Results

Chiasma analysison M1

Regarding S1, all detected configurations involving translocated chromosomes in the
MI stage were in a paired quadrivalent form. The majority of them, 91.8%, were
arranged in aring configuration. The rest, 8.2%, were found in a chain configuration,
with only three chiasmata and a lack of chiasma formation in 11q (3.3%) or 17p
(4.9%). The number of chiasmata found within quadrivalents with a ring
configuration ranged from 4 to 6, with at least one chiasma per chromosome arm of
each trandocated chromosome. Nearly half (44.3%) of the ring quadrivalents
contained 4 chiasmata (Figure 2). Configurations with 5 chiasmata were found in
42.6% of the quadrivalents, with the fifth chiasma located in either 11q (26.2%), 17q
(9.8%), 11p (3.3%) or in the interstitial region of 17p (1.6%). Quadrivalents with 6
chiasmata represented 4.9% of the total number, and the fifth and sixth chiasmata
were situated one in 11q and the other in 17q. These results are summarszed in Table
1.

In S2, ring configurations with 4, 5 or 6 chiasmata were found in 96.08% of the
quadrivalents. Chain configuration was observed in 3.92% of the spreads. One single
interstitial chiasma in chromosome 10 was present in 78.43% of the spreads.
Interstitial chiasmata in chromosome 14 ranged from between O and 2, and
frequencies of quadrivalents with one and two interstitial chiasmata in this
chromosome were 70.59% and 23.53%, respectively (Table 2) (Figure 3).

The mean chiasma frequencies were calculated for each arm of the translocated
chromosomes, as well as for the interstitial segments, in both translocation carriers

(Table 3). Then, these results were compared to data obtained from male subjects

90



with a normal karyotype (Laurie and Hultén 1985). We have observed a significant
increase in chiasma freguenciesin 10q (p=0.003) and 14q (p=0.004) arms.
Chiasmata were also counted for whole bivalents. The mean chiasma frequency
recorded per cell in S1 was 48.94% + 5.05 (SD), with a range of 40 to 64. This
incidence represents a significant decrease compared to control values (p=0.001)
(Table 3). Although the mean chiasma frequency detected in S2 (50.33% + 4.72
(SD)) was dso lower than the observed control measures, the difference was not
significant.

The incidence of sex univalentswas 13.1% in S1 and 28.8% in S2.

Segregation analysison M|

A total of 144 MII spreads from the t(11;17) carrier, and 36 MII spreads from the
t(10;14) carrier has been analysed. The presence of asymmetric dyads, i.e.,
chromosomes with both normal and derivative sister chromatids, has been quantified.
The number of asymmetric dyads expected to be found in M1l can be calculated from
the frequency of interstitial chiasmata in MI, and then compared with the frequency
observed in MII. In case of double interstitial chiasmata, half of them would result in
no net exchange of the translocated segment. We did not find significant differences
between the expected and the observed frequencies of asymmetric dyads in the two
translocation carriers (Table 4). In S2, the frequencies detected in M1l of dimorphic
chromosomes were 72.22% and 75.00% for chromosomes 10 and 14, respectively,
and in S1, frequencies were 0.7% and 1.4% for chromosomes 11 and 17,
respectively. Segregation modes were determined in both subjects. There was no
evidence for a 4:0 segregation. Regarding S1, aternate, adjacent 1, adjacent 2 and

3:1 segregation represented 47.2%, 23.6%, 24.3% and 2.8% of the anaysed MII,
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respectively. A small proportion of MII (2.1%) presented asymmetric dyads, thus
precluding the determination of the segregation mode (alternate or adjacent 1). In S2,
the proportion of spreads with asymmetric dyads was 88.89%, from which 13.89%
could be assigned to adjacent 2 segregation (global frequency 16.67%) and 2.78% to
3:1 segregation. The rest, 72.22%, could have been formed from either alternate or
adjacent 1 segregations. An additional 8.33% of the cells were products of alternate
segregation. These results are summarised in Table 5.

FISH on decondensed sperm nuclei

In the segregation analysis, a total of 5371 spermatozoa from S1 and 3111
spermatozoa from S2 has been analysed by triple-colour FISH with the DNA probes
for CEP 11, tel 11q and tel 17p and CEP 10, tel 10q and tel 14 q, respectively (Table
5). For Subject 1 and 2, the total number of balanced spermatozoa with a normal or
balanced phenotype was found to be 40.8% and 44.6%, respectively. Adjacent 1
phenotypes were present in 28.6% of the analysed sperm nuclel of S1. The frequency
of this segregation mode was 38.6% in S2. In both carriers, the observed proportions
of the two reciprocal types of adjacent 1 products were significantly different. In S1,
products containing the long translocated segment were found more frequently
(p=0.0031), whereas in S2, products containing the short translocated segment had
an increased incidence (p<0.0221).

All adjacent 2 phenotypes were observed in the two patients, including those
resulting from recombination events within interstitial segments. As expected from
the interstitial chiasma frequency data obtained in the MI analysis, the proportion of
adjacent 2 recombinant phenotypes was higher in S2. Frequencies observed for the

global amount of adjacent 2 phenotypes were 25.8% for S1 and 11.8% for S2.
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Finally, the eight different 3:1 phenotypes were detected in the two patients.
Monosomic nuclei frequency was 4.37% in S1 and 4.05% in S2, which represents a
significant increase compared with trisomic nuclel frequency (2.98% in S1, 0.93% in
S2).

In the aneuploidy assay, 10137 spermatozoa from S1 and 10125 spermatozoa from
S2 have been analysed for chromosomes 6 and 21, and 10141 spermatozoa from S1
and 10044 from S2, for chromosomes X,Y and 18. A total of 20107 and 20560
spermatozoa from controls has been recorded for chromosomes 6 and 21 and for
chromosomes X, Y and 18, respectively. Results have been compared with control
frequencies, and no significant variations have been found. These results are

summarised in Table 6.
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Discussion

Chiasma analysis

Closed rings have been the mgjority quadrivalent form found in the meiotic analysis
in MI of the two translocation carriers. No univalents, bivalents or trivalents of the
translocated chromosomes have been detected. This is consistent with the observed
behaviour of other reciprocal translocations (Armstrong et a. 2000; Goldman and
Hultén 1993a; Templado et al. 1990). It has been suggested that a short translocated
segment could lead to the formation of open chain configurations, due to a failure
either in the pairing process or in the chiasma formation in this region. However, this
is not the case for the t(10;14), where the small size of the chromosome 14
translocated segment has not been a limiting factor in the retaining of ring
morphology during MI. Other authors have reported similar behaviour in
translocation carriers with short exchanges (Chandley et a. 1976; Goldman and
Hultén 1993a).

When compared with data obtained from meiotically normal men, the mean chiasma
frequency is decreased in S1, but not in S2. A reduction of chiasmata has also been
reported in other translocation carriers (Goldman and Hultén 19934, b).

The frequency of chiasmata within the quadrivalent and compared to control
bivalents did not change for chromosomes involved in t(11;17), but was significantly
increased in S2, specificaly in the long arms of chromosomes 10 and 14. Moreover,
the distribution of chiasmata in both long arms was modified in such a way that the
increase was mainly localised in the interstitial region. Other authors have reported
modifications in chiasma frequency and distribution in translocation carriers

(Armstrong et a. 2000; Chandley et a. 1976; Goldman and Hultén 19933, b; Laurie
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et a. 1984), and also in an insertion carrier (Goldman et a. 1992). However, the
recombination behaviour within the context of a quadrivalent of a given chromosome
is not predictable, since it has been seen that the same chromosome can display
different chiasma patterns depending on the translocation. This is the case, for
instance, of chromosome 10, which has been analysed in two other different
reorganisations (Laurie et al. 1984). Although the breakpoint for chromosome 10 is
the same in these two other translocations and aso in the translocation t(10;14)
presented in this work, results obtained from their analysis has shown that chiasma
incidence in 10qg varies significantly among these three reorganisations. Since the
frequency of interstitial chiasmata affects the final production of normal gametes, it
Is important to obtain information about the probability of this phenomenon in order
to be able to predict the segregation pattern of reciprocal translocations.

Segregation analysis

As was expected from the different frequencies of interstitial chiasmata found in Ml
in the two subjects, the incidence of asymmetric dyads was specially high in S2 and
sporadic in S1. Thus, and assuming that half of the asymmetric dyads would result in
a norma or balanced segregation, the data obtained for Sl indicate that the
proportion of balanced and unbalanced gametes produced by this heterozygote
tranglocation carrier would be 43.08% and 56.92%, respectively. So, the genetic risk
due to unbalanced gametes would be 56.92%. Data reported for S2 lead to the
prediction that the frequencies of balanced and unbalanced gametes, would be
44.45% and 55.55%, respectively. In this case, the genetic risk would be 55.55%.
These results are not different from the segregation data obtained in decondensed

sperm nuclei (Table 5). It can be assumed, then, that a selection based on
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chromosomal unbalances does not occur during spermatogenesis. This conclusion
has also been made in another translocation analysis (Armstrong et a. 2000). By
studying a subject carrier of the most frequent reciproca translocation in humans,
t(11;22), the authors demonstrated that a high frequency of a 3:1 imbalance mode at
birth does not imply a preference towards the production of this segregation, rather a
strong postzygotic selection against other unbal anced genotypes.

Significant differences among complementary products of the adjacent 1 segregation
mode were detected in sperm head analysis. This has aso been observed in other
reciprocal translocation analyses (Blanco et a. 1998a; Van Hummelen et al. 1997). It
has been proposed that the differences observed could be caused by unresolved
chiasmata in M1, especially in the translocated segments, which would lead to either
an arrest of the meiotic process or to the production of other abnormal phenotypes. In
this case, the phenotypes expected to be found more frequently should have been
those carrying the shorter translocated segments, i.e., 17,der(11) and 10,der(14).
However, in S1 the phenotypes with the longer translocated segment were seen with
significantly increased frequency. Other authors have reported a similar situation
(Cifuentes et al. 1999; Estop et a. 1998a; Honda et al. 1999; Oliver-Bonet et al.
2001). Thus, it is probable that other factors could modify the expected 1:1 ratio of
reciprocal products. These factors could be related to cellular degeneration caused by
the lack or the disomy of some essential spermatogenic genes located in one of the
translocated segments, but also to hybridisation failures of some of the fluorescent

probes.
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Aneuploidy analisis

Results obtained in the aneuploidy analysis performed on the two subjects have not
reported any evidence for an interchromosomal effect (Table 6). The two
translocation carriers analysed in this study had norma semenograms. It has been
suggested that the presence of ICE in translocation carriers could be restricted to
those carriers with abnormal semenograms (Pellestor et al. 2001). Moreover, a
correlation between poor semen parameters and an increase in the aneuploidy of
other chromosomes not related to translocation has been detected in another work
(Vegetti et a. 2000).

Centromeric probes for gonosome have been used on M1 and MII spreads, making
behaviour analysis of the sex chromosomes during the spermatogenesis possible.
Surprisingly, the incidence of sex univalents in M1 was extremely high, 13.1% in
subject 1 and 28.8% in S2. However, this incidence declined progressively in
subsequent spermatogenic stages. Thus, in M1, the number of cells bearing a sexual
aneuploidy represented 2.78% in S1 and 5.56% in S2, and in sperm nuclei the
frequency decreased until reaching the rates shown in Table 6 (0.38% in S1, 0.23%
in S2). A reduction of sex aneuploidy has aso been observed in a meiotic study
performed on a 47,XYY man (Blanco et al. 2001). As mentioned above, selection
against cellular chromosome content has not been detected in these two patients.
Thus, our results suggest that meiotic arrest processes would be more conditioned by

the presence of univalence rather than by chromosomal unbalances.
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Table 1. Distribution of different configurations for the t(11;17) at Ml

Configuration t(11;17)

Ring

4 chiasmata 11pt, 11qt, 17pt, 17qt 27 (44.3%)
Sub-total 27 (44.3%)

5 chiasmata 11pt, 11q, 11qt, 17pt, 17qt 17 (26.2%)

11pt, 11p, 11qt, 17pt, 17qt 2 (3.3%)

11pt, 11qt, 17pt, 179, 17qt 6 (9.8%)
11pt, 11qt, 17pt, 17pint,

170t 1 (1.6%)
Sub-total 26 (42.6%)

6 chiasmata %gi Up, 1qt, 179t 176, 54 g0
Sub-total 3 (4.9%)

Chain

3 chiasmata 11tp, 11qt, 17qt 3 (4.9%)
17qt, 17pt, 11pt 2 (3.3%)
Sub-total 5 (8.2%)
Tota 61 (100%)
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Table 2. Distribution of different configurations for the t(10;14) at Ml

Configuration

Ring
4 chiasmata

5 chiasmata

6 chiasmata

Chain
3 chiasmata
4 chiasmata

t(10;14)
10pt, 10qt, 14qint, 14qt 8 (15.69%)
10qint, 10qt, 14pt, 14qt 1 (1.96%)
Sub-total 9 (17.6%)
10pt, 10qt, 14qint, 14qint, 14qt 1 (1.96%)
10pt, 10qint, 10qt, 14qint, 14qt 23 (45.10%)
10pt, 10qint, 10qt, 14pt, 14qt 2 (3.92%)
10pt, 10qt, 14pt, 14qint, 14qt 1 (1.96%)
Sub-total 27 (52.94%)
10pt, 10qint, 10qt, 14pt, 14qint, 14qt 2 (3.92%)
10pt, 10qint, 10qt, 14qint, 14qint, 14qt 11 (21.57%)
Sub-total 13 (25.49%)
10pt,14qt, 14qint 1 (1.96%)
10pt, 10qint, 10qt, 14qint 1 (1.96%)
Sub-total 2 (3.92%)
Tota 51 (100%)
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Table 3. Chiasmata frequency per chromosome arm and for all autosomes

Chromosome arm Mean chiasma frequency
t(11;17) Controls®
% Range % Range
11p 1.03 1-2 1.02 1-2
11q 1.29 0-2 1.22 1-2
11lcen— ql3.1 0.00 0 0.00 0
17p 0.95 0-2 1.00 1
17q 1.15 1-2 1.08 0-2
17cen— pl1.2 0.02 0-1 0 0
All autosomes 48.94***  40-64 51.33 40-60
t(10;14) Controls
% Range % Range
10p 0.98 0-1 1.00
10¢ 1.74** 1-2 1.48 1-3
10cen— g24 0.78%** 0-1 0.48 0-1
14p 0.12 0-1 0.03 0-1
14q 2.16* 1-3 1.91 1-3
14cen— 32 1.18% %+ 1-2 0.91 1-2
All autosomes 50.33 42-66 51.33 40-60

a Datafrom Laurie and Hultén, 1985
t-student analysis, * p=0.004, ** p= 0.003, *** p=0.001
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Table 4. Frequencies of asymmetric dyads expected and found at

M1, for t(10;14) translocation carrier

Interstitial chiasmatain

Number of cells (%)

Chromosome 10

0 11 (21.57)

1 40 (78.43)
Tota 51 (100.00)
Dimorphic expected at Ml -- (78.43)
Dimorphic found at Ml| 26/36 (72,22)
Chromosome 14

0 3 (5.88%)

1 36 (70.59)

2 12 (23.53)
Tota 51 (100.00)
Dimorphic expected at Ml -- (82,36)
Dimorphic found at Ml 27136 (75.00)
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Table 5 Segregation mode frequencies found at M11 and sperm nuclei

Segregation t(11;17) t(10;14)
No of cells (%) No of cells (%)

Ml Sperm Ml Sperm
Alternate
a+b 40 (27.78) 3(8.33)
der(a) + der(b) 28 (19.44) 0 (0.00)
Sub-total 68(47.22) 2193(40.83%)  3(8.33) 1387 (44.58)
Adjacent 1
a+ der(b) 13(9.03) 779 (14.50%)* 0(0.00) 543 (17.45)**
b + der(a) 21(14.58) 621 (11.56%)* 0(0.00) 657 (21.12)**
Sub-total 34(23.61) 1400 (26.06%) 0(0.00) 1200 (38.57)
Alternate/Adjacent 1
alder(a) + b 0(0.00) 1(2.78)
alder(a) + der(b) 0(0.00) 1(2.78)
alder(a) + b/der(b) 1(0.69) 20 (55.56)
a+ b/der(b) 1 (0.69) 3(8.33)
der(a) + b/der(b) 1 (0.69) 1(2.78)
Sub-total 3(2.07) 26 (72.22)
Y. Alternate/Adjacent 1 105 (72.90) 3593 (66.89) 29(80.56) 2587 (83.16)
Adjacent 2
a+ der(a) 17 (11.81) 640 (11.92%) 1(2.78) 85 (2.73)
b + der(b) 18 (12.50) 722 (13.44%) 0 (0.00) 127 (4.08)
alder(a) + a/der(a) 0(0.0) 14 (0.26%) 3(8.33) 75 (2.41)
b/der(b) + b/der(b) 0(0.0) 8 (0.15%) 2 (5.56) 82 (2.64)
Subtotal 35(24.31) 1384(25.77%)  6(16.67) 369 (11.86)
31 4(2.78) 395 (7.35%) 1(2.78) 155 (4.98)
Subtotal 4(2.78) 395 (7.35%) 1(2.78) 155 (4.98)
Total 144 (100) 5371 (100) 36 (100) 3111 (100)

v test, * p=0.0031, ** p=0.0221
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Table 6. Aneuploidy frequencies detected in the two translocation carriers

Translocation Disomy Diploidy
X Y XY 6 18 21 X)Y,A8 6,21
t(10;14)(q24;932) 05 09 09 .09 .06 .12 .28 24
t(11;17)(9q13.1;p11.2) 07 14 15 09 .04 24 24 A5
Controls .04 07 .07 .07 .05 .17 .24 .23
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Legendsto Figures

Figure 1. Idiograms for t(11;17)(q13.1;p11.2) and t(10;14)(q24;932)
Figure 2. Ring configuration in aMI spread of t(11;17)(g13.1;p11.2)
Figure 3. Quadrivalent with two interstitial chiasmatain a M| spread of

t(10;14)(g24;932)
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Figure 2

Figure 3

112



113



114



Resultats

4.4. ARTICLE4

Titol: Karyotyping of Human Synaptonemal Complexes by cenM-FISH

Autors: Maria Oliver-Bonet, Thomas Liehr, Angela Nietzel, AnitaHeller, Heike
Starke, Uwe Claussen, Montserrat Codina-Pascual, Aida Pujol, Carlos Abad, Josep
Egozcue, Joaguima Navarro, Jordi Benet

Publicaci6: European Journal of Human Genetics, en premsa

Index d’impacte: 3.173

115



116



117



5. Discusio

118



119



Discusi6

5.1 CONTRIBUCIO DE LESTRANSLOCACIONS RECIPROQUESEN L’ INCIDENCIA DE
GAMETES CROMOSOMICAMENT DESEQUILIBRATS

Els pacients portadors de translocacions reciproques produeixen una varietat
de fenotips i genotips de gametes equilibrats i desequilibrats. Les dades de
segregacio cromosomica obtingudes en diferents treballs a partir tant de I’andlisi de
cromosomes d’ espermatozoide com de I'andlisi de nuclis descondensats suggereixen
que la proporcié d’ espermatozoides equilibrats i desequilibrats és variable. Aixi, tot i
que la fregtiencia mitjana d’ambdés productes és aproximadament d’un 46% i d’un
54% respectivament (Guttenbach et al. 1997), els valors d espermatozoides
fenotipicament normals per cada translocacio oscil-len entreel 19i e 77%.

En una revis6 més recent, que inclou estudis readlitzats en nuclis
descondensats d’ espermatozoide, |a segregacié més freqlient és I’ alternant, amb una
incidencia mitjana propera al 39%, seguida per la segregacio adjacent 1, amb un rang
d'incidencia que se situa entre el 16 i € 41% (Shi and Martin 2001). La segregaci6
adjacent 2 i la segregaci6 3:1 estroben, de mitjana, en €l 9i en I’ 11% respectivament
dels espermatozoides analitzats (Shi and Martin 2001). En quatre de les cinc
translocacions reciproques anaitzades en aguest treball, € tipus de segregacio
predominant és també la segregaci¢ aternant. En la cinquena, t(1;13), el percentatge
de la segregacié alternant és també el més freqlent, tot i que és igua a de la
segregacié adjacent 1 (41.6%). Aquest Ultim tipus de segregacié és també el més
freqliient entre els gametes desequilibrats de les atres quatre translocacions
analitzades, tot i que en tres d'eles, t(11;17), t(3;19) i t(4;8), la preséncia de la

segregaci0 adjacent 2 és també molt significativa (Taula5).
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Taula 5: Segregacio cromosomica observada en les cinc translocacions analitzades

Trandocacié Segregacio (%)
Alternant Adjacent 1 Adjacent 2 31
ab der(a),der(b) ader(b) B,der(a) ader(a) b,der(b) Monosomics Trisomics

t(1;13)(g41;922)* 24.7 16.9 20.4 21.2 5.9 85 0.8 1.6
t(3;19)(p21;p13.3)*  18.0 21.1 17.2 18.7 7.8 14.0 24 0.8
t(4;8)(928;p23) * 19.3 16.1 16.5 16.8 9.4 10.3 6.5 34
t(4;8)(28;p23) 30.5 15.1 134 7.8 12,7 13.2 6.3
t(11;17)(gq13.1;p11.2) 404 14.4 114 12.1 134 4.2 3.0
t(10;14)(924;932) 2 443 17.3 21.0 5.1 6.7 4 1

1 estudi realitzat en complements cromosomics d' espermatozoide
2 estudi realitzat en nuclis descondensats d’ espermatozoide
a,derafareferéenciaal primer cromosomade laférmuladel cariotip
b,derb fareferénciaal segon cromosomade laférmuladel cariotip

S ha suggerit que determinats factors poden afectar €l patré de segregacio, de
manera que fenotips normalment poc fregients, com és el cas dels corresponents a
les segregacions adjacent 2 i 3:1, es troben amb major incidéencia de I’ esperada. Aixi
per exemple, alguns autors proposen que factors com la participacié d’ un cromosoma
acrocentric en la reorganitzacio o una configuracié molt asimetrica del quadrivalent
poden afavorir la segregacio 3:1 (Jalbert et al. 1980). No obstant, en els dos casos
que hem estudiat on hi intervé un cromosoma acrocéntric, la t(1;13) i la t(10;14),
I’analisi de segregacid no indica que s hagi produit preferencialment una segregacio
3:1. Ans e contrari, les freqlencies de segregacié 3:1 trobades en aquests dos
pacients son baixes (Taula 5).

Altres autors si que han trobat segregacions 3:1 anormament elevades en
portadors de reorganitzacions en les que hi ha involucrat un cromosoma acrocéntric,
com és e cas de dos portadors d'una t(11;22)(g23;g11), estudiats mitjancant la
tecnica de FISH en nuclis d espermatozoides descondensats (Estop et al. 1999; Van
Assche et a. 1999), o en e portador d'una t(17;22)(ql1;g12) també estudiada

mitjancant FISH en nuclis d’ espermatozoides descondensats (Geneix et al. 2002).
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Pero aguests resultats son controvertits, ja que en un estudi fet en un altre portador de
la t(11;22)(g23;911) emprant |'andlis de complements de cromosomes
d espermatozoides, s ha trobat que les freguiencies d’ adjacent 1, adjacent 2 i 3:1 son
molt semblants (Martin 1984). De manera similar, els resultats obtinguts en un estudi
recent d’un altre portador d aquesta mateixa translocacid, realitzat mitjangcant tant
I’analisi de CS com I’ aplicaci6 de tecniques de FISH sobre espermatocits en estadis
de MI i MII, tampoc no suggereixen |’ existéncia d’ una segregacio 3:1 preferencial
(Armstrong et a. 2000). Segons aguests resultats, la predominancia de la segregacio
3:1 entre la descendéncia dels portadors d’ aquesta translocacié s explicaria millor
per |I’existéncia de seleccié post-zigotica en Iloc de preferéncia vers la segregacio
31

També s ha proposat que la segregacio adjacent 2 pot tenir lloc de manera
preferencial quan els segments intersticials o els fragments trand ocats son de mida
suficientment petits com per a no permetre la formacié de quiasmes en aquestes
regions (Rickards 1983). Si es comparen €ls resultats citogenétics obtinguts a partir
de descendéncia cromosomicament desequilibrada, amb €els valors de segregacié
observats en 34 portadors de translocacions diferents, s ha proposat que la produccié
de gametes d'un tipus determinat de segregacid esta influenciat per |'abast del
desequilibri (Faraut et al. 2000) . Aquest analisi mostra una relacié inversa entre la
longitud del segment intersticial i lafreqliénciad’ adjacent 2, de manera que com meés
curt sigui aguest segment, major sera la probabilitat que es produeixi aguesta
segregacié. En els casos de les translocacions t(3;19), t(4;8) i (11;17) estudiades en

aquest treball, i d’acord amb el model de Faraut, el fet que els cromosomes 19, 8i 17
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aporten un petit segment intersticial en la figura del quadrivalent, podria explicar els
elevats percentatges d’ adjacent 2 trobats (Taula 5).

Quan es comparen els resultats de segregacions obtinguts en individus
portadors de translocacions que afecten al's mateixos cromosomes, s observa que en
alguns casos la fregiiencia de cada tipus de segregacio és molt semblant. Aquest és el
cas per a dos pacients portadors d’ una t(3;9) (Honda et al. 1999), per a dos pacients
portadors d’ una t(6;11) (Rousseaux et al. 1995) i per als dos pacients portadors de la
t(11;22) comentada (Estop et a. 1999; Van Assche et a. 1999). Pero també es déna
la situacié contraria. Hi ha portadors de translocacions que, tot i afectar als mateixos
cromosomes, presenten fregiiéncies de segregaci6 diferents. Es € cas, per exemple,
de dos individus portadors d’ una translocacio t(5;7) (Cifuentes et a. 1999; Estop et
a. 1995b). Es possible que, en aguest cas, la fregiiéncia dels fenomens de
recombinacié es pugui veure alterat a causa de la posicio dels punts de trencament,
de manera que la causa de les diferéncies en el patré de segregacié sigui la presencia
o I'absencia d'intercanvis cromosomics. Pel que fa as nostres resultats, els
percentatges de segregacié del portador de lat(11;17) que hem estudiat sbn similars
als descrits en un altre portador d’ unat(11;17) (Spriggs et al. 1992).

En conjunt, tot € que s ha discutit fins ara tant en relacié amb la literatura
com amb els nostres resultats, confirma el fet que la producci6 de gametes
desequilibrats depen de diversos factors, gran part d’ells, si no tots, relacionats amb
les caracteristiques dels cromosomes implicats en la reorganitzacio. Per tant, i donat
que cada translocacié es comporta de manera Unica i particular, és necessari realitzar
I’ estudi meiotic individualitzat de cada pacient portador d’ una reorganitzacié per tal

de poder proporcionar consell genétic. El risc d’anomalia cromosomica en el
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moment de la concepcio calculat a partir de les frequéncies de gametes
cromosomicament desequilibrades és de 58,4%, 61,9%, 64,6%, 59,6% i55,7% per a
lest(1;13), t(3;19), t1(4;8), t(11;17) i t(10;14), respectivament

Quan es pretén anditzar e risc genétic d'un pacient portador duna
translocacio, és important diferenciar entre I'incidencia en la descendencia i les
fregliencies d’ espermatozoides genéticament desequilibrats observades en I’ estudi de
lasegregacié. Cal tenir present que la contribuci6 de les translocacions reciproques al
risc de descendencia af ectada depén de la severitat de les duplicacions i deficiencies
(disomies i nulisomies parcials) obtingudes després de la segregacié dels
cromosomes implicats en la reorganitzacio. De fet, la majoria de les anomalies
cromosomiques que deriven de les segregacions anomales no son compatibles amb la
supervivencia del zigot format, de manera que l'incidéncia real d anomalies
cromosomiques derivades de la translocacié paterna en nounats no coincideix amb la
fregliencia de gametes desequilibrats, sind que és molt inferior (Boué and Gallano
1984).

No obstant, algunes translocacions tenen un risc maor de desequilibri i
supervivencia, a causa de les caracteristiques dels cromosomes implicats en la
reorganitzacio, i tots els fetus supervivents tenen serioses consequencies que
inclouen discapacitats mentalsi fisiques. Seria el cas, per exemple, de latranslocacio
t(1;13)(g41;022). La segregaci6 en aquesta reorganitzacio produeix espermatozoides
parciament disomics pel cromosoma 13. Donat que la trisomia 13 és viable, els
zigots formats a partir de gametes portadores de disomies parcials pel cromosoma 13

podrien avancar en e desenvolupament embrionari. Per aix0, en aquest cas,
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I"incidencia de descendencia afectada pel sindrome de Patau podria ser propera a la

fregliencia d’ espermatozoides disomics pel cromosoma 13 (Taula5).

5.2. ANALISI DE LA SEGREGACIO CROMOSOMICA. RESULTATSEN LESDIFERENTS
ETAPESDE L’ESPERMATOGENES]

Els primers estudis realitzats mitjancant FISH en nuclis d espermatozoide
descondensats utilitzaven Unicament sondes centromériques, de manera que la
distincié entre la segregacié adjacent 1 i la segregacio alternant no era possible. La
posterior aplicacié de sondes telomériques i de seqliencia Unica va fer possible la
distincié entre aquest dos tipus de segregacio. Actualment, encara tampoc és possible
la diferenciaci6 entre les subpoblacions de la segregacié alternant, normal o
equilibrada, excepte en alguns casos molt concrets, on els punts de trencament de la
reorganitzacio fa possible aquesta distincio (Mercier et a. 1998).

Per tal de determinar si els resultats obtinguts aplicant I’andlisi de segregacié
en complements cromosomics d espermatozoide i en nuclis descondensats
d espermatozoide eren concordants, varem aplicar ambdues técniques a la mateixa
mostra de semen d'un individu portador d una t(4;8). Varem determinar que no hi
havia diferencies estadistiques entre les proporcions trobades d’ espermatozoides
cromosomicament equilibrats i desequilibrats. Unicament varem trobar diferéncies
significatives entre les proporcions del's productes de segregaci6 3:1 detectades en els
dos estudis. Les possibles causes apunten cap a factors relacionats amb les
limitacions propies de cada tecnica. En el cas del sistema hamster-huma, a banda de
que el nimero analitzat és petit des del punt de vista estadistic, no es pot descartar €l

fet que es puguin produir pérdues d aguns cromosomes durant € procés de fixacio.
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Pel que fa a I'analisi amb caps descondensats, € punt critic és I'eficiencia del
protocol de descondensacio, ja que aquesta afecta directament a la qualitat del senyal
d hibridacio i, consegiientment, a la interpretacio del senya detectat (Egozcue et al.
1997). Aixi, una descondensacié excessiva de la cromatina pot produir un senyal
d hibridacié poc definit, que es pot confondre amb una disomia. En canvi, una
descondensacio insuficient pot provocar que la sonda no s'uneixi a DNA diana, de
manera que no es pugui discriminar entre els espermatozoides nulisomics i la manca
d hibridaci6. Tampoc es pot descartar que en alguns casos es donin superposicions
de senyals a causa de la reduida mida del nucli de I'espermatozoide, amb la
consequient interpretacio erronia. L’andlisi de la t(4;8) € varem realitzar anicament
amb dos fluorocroms, spectrum green i spectrum orange, i la barrgja d' aquests per
obtenir un nou color, el groc. Possiblement, en aquelles cél -lules on les dues senyals
vermelles o verdes coincidien de localitzacio, lainterpretacié de la segregaci6 va ser
incorrecta. Per tal d’evitar aguest problema, els andlisis posteriors en altres portadors
de trandocacio, t(11;17) i t(10,14), s han realitzat amb tres fluorocroms d’ excitacio
diferents, spectrum aqua, spectrum green i spectrum orange, de manera que encara
gue es produeixin superposicions, es poden diferenciar els senyals amb els filtres
especifics per a cada fluorocrom.

En e mateix sentit, els resultats de les segregacions 3:1 determinades en
individus portadors de la mateixa reorganitzacio t(11;22)(g23;q11) son discrepants
segons € tipus d’'andlisi realitzat: FISH en nuclis descondensats d’ espermatozoide
(Estop et a., 1999; Van Assche et a., 1999) i FISH en cromosomes meiotics
(Armstrong et al. 2000). Del total dels espermatozoides portadors d’un producte de

segregacio 3:1 trobats en els estudis de caps descondensats, els espermatozoides
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monosomics eren de vuit a nou vegades mes freguients que els trisomics. En canvi,
els productes de 3:1 determinats en cromosomes meiotics es varen trobar amb una
ratio propera a la 1:1 esperada. Si considerem el que hem comentat fins ara, les
monosomies observades en I'analiss de nuclis descondensats d’ espermatozoide
podrien ser errades en |’ hibridacio.

L'andlis de segregacié per a diferents portadors de reorganitzacions va
permetre observar tots els possibles productes de la segregacio, tant equilibrats com
desequilibrats, i evidenciava I’ abséncia d’ una selecci6 cel lular en base a contingut
cromosomic (Martin 1988). Fins i tot en el cas d'un portador d’una reorganitzacié
cromosomica complexe, que afectava a tres cromosomes, es van poder observar
complements d’ espermatozoides per a 55 diferents tipus de segregacio, tots ells
derivats de la resolucié de I’hexavalent format. En el cas de les translocacions
t(11;17) i t(10;14), on hem pogut observar diferents fases del procés meiotic, les
freguiencies dels diferents tipus de segregaci6 detectades en nuclis d’ espermatozoide
no difereixen de les observades a M1l (Taula 5 de I’ article 3). A més, la fregliencia
de cromosomes dimorfics observats a M, concorda amb la fregliencia esperada a
partir de la incidéncia de recombinacions intersticials observada a M| (Taula 4 de
I’article 3). Aixi, aquests resultats confirmen la proposta feta a partir dels analisi de
cromosomes d’ espermatozoide de manca de seleccié cel-lular segons el contingut

cromosomic.

5.3. RELACIO ENTRE PRODUCTES D' UN MATEIX TIPUS DE SEGREGACIO

Per a cada tipus de segregacié determinat, ja sigui aternant, adjacent 1,

adjacent 2 0 3:1, s espera que les proporcions dels dos tipus de fenotips reciprocs que
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en resulten siguin semblants. No obstant, a vegades es troben aquests productes
reciprocs en fregiiéncies significativament diferents. Es el cas, per exemple, de les
translocacions t(4;8), t1(11;17) i t(10;14) analitzades en aguest treball. S ha proposat
que aguesta distorsio en laratio sigui causada per la preséncia de recombinacions no
finalitzades a MI (Van Hummelen et al. 1997). El resultat d’ aquesta anomalia en el
procés de recombinacid podria ser un bloqueig del procés meidtic, o bé I’ aparicié a
MII de bivalents parcials i la subsequient segregacié del cromosoma complet en lloc
de la segregacio de les cromatides germanes a anafase 1. Segons aquesta hipotesi, en
el cas de la segregaci6 adjacent 1, la frequiencia de quiasmes no finalitzats hauria de
ser proporcional a la llargada dels segments translocats. Aixi, com més llargs fossin
aquests segments, la probabilitat de quiasmes no finalitzats seria també major, de
manera gque s esperaria trobar un increment del fenotip d adjacent 1 portador dels
segments translocats més curts. En canvi, els resultats que hem obtingut en I’ analisi
delat(4;8) i delat(11;17) indiquen que €l fenotip més fregient en aquest cas és €l
portador del segment translocat més llarg. Altres autors han trobat resultats similars
(Cifuentes et al. 1999; Estop et al. 1998a; Honda et al. 1999). Aquestes dades
semblen indicar que, a banda de possibles quiasmes no finalitzats, hi pugui haver
altres factors que estiguin afectant a la segregaci6 del quadrivalent.

Entre agquests possibles factors s hi podria incloure e paper que juguen les
cohesines durant €ls processos meiotics. En els darrers anys, s ha anat descrivint un
complexe de cohesines que colocalitza amb els cromosomes meidticsi els complexes
sinaptonemals (Eijpe et a. 2000), el qual ésimprescindible per ala correctaformacio
dels elements axials i per ala correcta segregacié dels cromosomes (Buonomo et al.

2000; Pelttari et al. 2001). Aquest complexe de cohesines reclutaria les proteines de
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recombinacio, i promouria la sinapsi entre els cromosomes homolegs, fins i tot en
absencia de la proteina SCP3, component principal dels elements axials (Klein et .
1999). Si aquest complexe de cohesines no es formés correctament, hi hauria una
perdua de cohesio entre les cromatides germanes, abans de la MI, o entre €els
centromers, abans de la anafase |. Conseqlentment, apareixerien errors en la
segregacié dels bivalents, els quals podrien ocasionar bloqueig i fenomens de no
diguncions meidtiques a Ml 0 a MIl, o bé a separacions primerenques de les

cromatides germanes (Van Heemst and Heyting 2000).

5.4 ANALISI DE QUIASMES

En I'andlis de quiasmes redlitzat en els portadors de translocacié t(11;17) i
t(10;14), s ha observat una reducci6 en el hombre de quiasmes global. Altres autors
han trobat resultats similars (Goldman and Hultén 19933). En canvi, la frequéncia
dels quiasmes en la regi6 intersticiad del quadrivalent de la t(10;14) estava
incrementada, al mateix temps que s observava una modificacio en la posicio dels
punts de recombinacid, respecte de les posicions observades en estudis control
(Laurie and Hultén 1985). Modificacions en €l nimero i posicié dels quiasmes en €l
quadrivalent poden afectar a la configuracio en anell o en cadena que aguest adopta
durant |’ etapa de diacinesi. S ha proposat que les configuracions en anell esresolguin
preferentment cap a segregacions 2:2, mentre que les configuracions en cadena
afavoririen la segregacio 3:1. En aquest sentit, en un andlisi de la segregaci6 per a
una segregacio t(1;2), feta en complements cromosomics d’ espermatozoide i en M,
S ha trobat una concordancia entre les frequéencies de segregacions 2:2 i 3:1i les

fregliencies de tetravalent en anell i en cadena, respectivament (Templado et al.
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1990). No obstant, un altre estudi redlitzat en un portador d’'una t(15;20), no
mostrava tal concordancia (Goldman and Hultén 1993b). Els resultats que hem
obtingut en I’estudi de cromosomes meidtics podrien indicar que, encara que les
disposicions en cadena o en anell poden ser un determinant, altres factors com arala
preséncia de quiasmes intersticials dins una configuracié en cadena podrien afavorir

lasegregacié 2:2 enlloc dela 3:1.

5.5. PRESENCIA D' EFECTESINTERCROMOSOMICS

Mitjancant la tecnica de FISH en nuclis d espermatozoide, un total de
323.931 espermatozoides de 29 portadors de translocacions reciproques han estat
analitzats per determinar la presencia d’ efectes intercromosomics. Les comparacions
de les frequéncies d espermatozoides disomics per aquells cromosomes no
relacionats amb la reorganitzacié mostren com, en un 58% dels casos, hi ha un
increment de la frequiencia per a manco un cromosoma. El 38% dels casos andlitzats
presenten una freqliéncia que se situa dins del rang control. El valor d'aguest
increment en la fregiencia d’aneuploidia varia molt, depenent dels cromosomes
estudiats. Per exemple, en nou dels 22 individus portadors d una reorganitzacié
cromosomica S ha observat un increment en la freqliéncia d aneuploidia pel
cromosoma 21, e qual oscil-la entre 1.4 i 6.6 vegades €l valor trobat en individus
control. En canvi, pels cromosomes 6, 12, 151 17 no s ha detectat cap increment en
la frequéncia d’ aneuploidia que indiqui un efecte intercromosomic (Shi and Martin
2001). D’aquests resultats es pot concloure que la segregacié meidtica d alguns
cromosomes, com ara el cromosoma 21, es més sensible a la presencia d’'una

reorganitzacio.
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Pel que fa as portadors estudiats en aquest treball, s’ han detectat |leugers
increments en la disomia dels cromosomes sexuals en els portadors de la t(3;19) i la
t(4;8), i en ladisomiadel cromosoma 18 en el portador de lat(4;8) (Taula 6). Aquest
fet podria ser consegiéencia de |'assimetria dels quadrivalents d aquestes dues
reorganitzacions, deguda a la participacio d’ un fragment translocat de petita mida. Si
aquest fragment és massa petit, podria dificultar la formacié de I’intercanvi terminal
entre els homolegs, de manera que aparegués una regié desaparellada després de la
resolucié del quadrivalent cap a una configuracio tipus cadena a M| (Blanco et al.
2000). Aquestes regions desaparellades podrien ser detectades pels punts de control
(checkpoint) que actuen durant la metafase |, i aix0 afectaria a la segregacio d' altres
bivalents, produint-se diferents graus d’ alteracions meiotiques, des de bloqueig de la

meiosi finsalageneracio d aneuploidies (Egozcue et al. 2000).

Taula 6 Frequiencies d’ aneuploidies observades en les transl ocacions analitzades

Translocacié Disomia Diploidia
X Y XY 6 18 21 X)Y,18 621
t(1;13)(g41;922) 11 15 14 09 .07 21 .36 .38
t(3;19)(p21;p13.3) A3 14 26 12 05 .23 .20 .16
t(4;8)(q28;p23) 62 46 14 10 40 55 .36 41
t(10;14)(q24;932) 05 .09 .09 .09 .06 .12 .28 24
t(12;17)(q13.1;p11.2) 07 14 15 .09 .04 .24 24 15
Controls 04 07 .07 .07 .05 .17 24 23

Els pacients portadors de reorganitzacions cromosomiques presenten diferents
parametres seminals, des de normal fins a oligoastenoteratozoospermia. Aquesta gran
variabilitat podria dependre dels cromosomes implicats en la reorganitzacio i dels
punts de trencament. Els resultats d' alguns autors (Pellestor et al. 2001; Vegetti et a.

2000) indiquen que la incidéencia de ICE es podria restringir a aquells pacients
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portadors de translocacio que tinguessin un seminograma alterat. Segons aguests
autors, |" associacio de parametres seminals pobres amb un increment en laincidéncia
d aneuploidies, conjuntament amb |’ existencia d’ una reorganitzaci6 estructural, seria
un reflex de I’ existéncia d’ anomalies meiotiques importants. Altres autors proposen
que I'increment d’ errors meiotics podria ser un reflex d’ un ambient testicular endocri

anomal (Mroz et al. 1998).

5.6. ELSCOMPLEXES SINAPTONEMALS COM A ESTRUCTURA INFORMATIVA DEL
PROCES SINAPTIC

Un gran nimero de treballs on s'anditza e procés sinaptic en individus
infertils mitjancant técniques de tincié amb nitrat de plata i observacio amb
microscopia optica i electronica, han demostrat que els CS son uns marcadors
excel-lents a I'hora d'identificar la majoria de les anomalies sinaptiques (Solari
1998), proporcionant informacié quant a |’ etiologia de la infertilitat humana. Aixo es
deu a que els CS son una representacid lineal exacta del bivalent, i e seu
comportament valligat al procés d’ aparellament dels cromosomes homolegs. A més,
els CS han permes visualitzar les figures meidtiques que formen els cromosomes
implicats en les reorganitzacions cromosomiques, aixi com anditzar €
comportament sinaptic de laresta dels bivalents.

L’ Us de técniques d immunocitogenética aplicades sobre extensions de CS
permet la deteccio especifica tant de proteines implicades en la formaci6 de la seva
estructura (SCP3, SCP2, SCP1) com de proteines relacionades amb el's processos de
recombinacié (Rad51, MIhl). Aixi per exemple, I'Gs combinat d anticossos

fluorescents contra les proteines MIhl i SCP3 permet observar el patré singular de
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punts de recombinacié al llarg de tot e CS (Barlow and Hultén 1998). Aquesta
metodol ogia és més especifica, rapidai senzilla que les técniques emprades fins arai,
a més, té e gran avantatge de preservar la cromating, possibilitant la identificacié
cromosomica mitjangant I’analiss de FISH. Darrerament, aplicant la combinacio
d  aquestes dues técniques en espermatocits humans, alguns autors han determinat el
nimero i la posicio dels punts de recombinacié per alguns cromosomes especifics
(Lynn et al. 2002; Tease et a. 2002). Fins al moment, s han aplicat sondes de pintat
cromosomic, centromeriques, telomeriquesi de seqliencia Gnica, i ha estat possible la
detecci6 simultania de fins a quatre cromosomes (Tease et a. 2002).

Els resultats del nostre treball mostren per primera vegada que, gracies a
I’ aplicaci6 conjunta de laimmunocitogenéticai la tecnica de cenM-FISH, és possible
identificar en humans, en una sola ronda d hibridacid, tots els bivalents d’ una
extensio de CS.

En I’andlisi que hem realitzat emprant el cenM-FISH, hem pogut observar
que els DNA centromerics apareixen marcats amb senyals difuses de mida variable
(Figura 2a, article 3), que se situen en un o en ambdos costats del CS, amb e seu
origen situat en el CS corresponent. Aquesta aparenca difusa dels senyals es deu a
I’ especial morfologia i condensacié que adopten els bivalents després de la fixacio
amb formaldehid, independentment del tipus i nimero de sondes utilitzades. Cada
sonda centromeérica hibrida amb els dos centromers homolegs de cada bivaent, i la
seva dimensio depen de les caracteristiques de laregié del DNA diana. El senyal sera
més gran, per exemple, en el cromosoma 1, ja que laregié que reconeix la sonda per
aquest cromosoma és la 1912 (regié heterocromatica). A causa de |'elevada

homologia del DNA de la regio afa satél-lit dels cromosomes 13 i 21 (99.7%)
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(Maratou et al. 1999), aquests dos cromosomes comparteixen la mateixa combinacio
de colors, de manera que no es poden diferenciar I’un de I'atre. Pero aixo, en
extensions de CS, no representa cap problema perqué, tal i com apunten alguns
autors (Tease et a. 2002), la diferenciacié entre els cromosomes 13 i 21 es pot fer
respecte alalongitud del CS.

Tal i com ja apuntaren atres autors (Barlow and Hultén 1996), I’ aplicacio de
tecniqgues de FISH sobre espermatocits préviament analitzats amb técniques
immunocitogenétiques provoca una pérdua parcia de la intensitat fluorescent dels
senyals dels anticossos. Malgrat tot, aguesta pérdua d'intensitat no impedeix la
detecci6 dels CS, de manera que els bivalents poden ser caracteritzats.

Un dels avantatges de la tecnica de cenM-FISH és la identificaci6 de tots els
bivalents en una Unica ronda d hibridacié6 de DNA. Recentment, un estudi realitzat
en espermatocits de ratoli ha permeés la identificacié de tots els bivalents en estadi de
paquité (Froenicke et a. 2002). En el seu cas, els autors han aplicar dues rondes
successives d hibridaci6 emprant sondes de pintat cromosomic. L’Us d altres
tecniques de multi-FISH basades amb pintats cromosomics, com I'M-FISH o I' SKY,
no seria adequat sobre extensions de CS humans, principament perqué la seva
aplicacio resultaria en un halo de senyals superposades que impedirien la correcta
identificacio de cada bivalent. EI cenM-FISH és una alternativa que evita aguest
problema, i la seva aplicacié sobre extensions de CS donara un impuls molt
important as andlisis de recombinaciéo meidtica. A més, I'identificacio de tots els

bivalents permet I’ elaboraci6 de cariotips de CS (Figura 8).
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Figura 8. Cariotip de CS del portador de lat(10;14)(g24;g32)

10 (Cesdrivalent if10;14)0q24;932))

Mitjancant la tecnica de cenM-FISH, hem observat que alguns CS mostren
unalongitud fisica diferent de I’ esperada. Aquest fenomen ja havia estat observat per
alguns autors en humans i en altres organismes (Hultén 1974; Quevedo et a. 1997;
Tease et al. 2002). Recentment, shan comparat CS amb caracteristiques
morfol 0giques similars pero densitat génica diferent (cromosomes 21 i 22), i CS amb
caracteristiques morfol ogiques diferents pero densitat génica similar (cromosomes 16

i 19). Sha observat una covariacié en la longitud del CS, que demostra que la
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longitud del CS reflecteix la longitud geénica enlloc de la longitud fisica d’un
cromosoma determinat (Lynn et a. 2002). Fins ara, els CS sordenaven en
idiogrames tenint en compte la llargada fisica de cada CS i I'index centromeéric
(Solari 1980). ElI cenM-FISH permet elaborar el cariotip prescindint de la longitud
dels complexes. Per tant, |’aplicacidé conjunta de la immunocitogenética amb la
tecnica de cenM-FISH permetra construir idiogrames més ajustats, imprescindibles
per fer I’analisi dels punts calents de recombinacio.

En extensions de CS de portadors de translocacions reciproques, la cenM-
FISH identifica els cromosomes implicats en la reorganitzacio en la figura del
quadrivalent. L’ Gs combinat de les técniques d’ immunocitogenéticai el cenM-FISH
en extensions meiotiques possibilitara I’anadlis de recombinacié en controls i en
pacients infertils, i ajudara a entendre millor alguns dels mecanismes implicats en el
procés meiotic, incloent aquells que porten a la generaci6 d anomalies

Cromosomiques.
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1. Els portadors de transocacions reciproques equilibrades analitzats en aguest

treball mostren un percentatge de gametes equilibrades que oscil-len entre el 30.5% i
el 44.3% del total. La segregacio meés frequentment observada és |’ alternant. Les
segregacions adjacent 1, adjacent 2 i 3:1 es detecten amb frequiencies variables que
depenen de factors propis per a cada translocacio, com ara les longituds dels

segments translocats i intersticials.

2. El risc d alteracions citogenétiques en el moment de la concepcio determinat per a

cada un dels pacients varia en funcid, principament, del comportament del
tetravalent durant la seva segregacio, i en menor mesura de I'existencia de

segregacions anomales en laresta de bivalents.

3. Els resultats de la segregacié cromosomica que hem obtingut en I'andlisi d’una

mateixa mostra del portador de la transocacié reciproca t(4;8), emprant dues

metodol ogies diferents no son significativament diferents.

4. Dos dels cinc pacients estudiats, t(4;8) i t(3;19) presenten un increment

d’ aneuploidies per algun dels cromosomes analitzats respecte de valors controls. Aixi
doncs, I'existéncia d’ efectes intercromosomics no és generalitzable per a tots els

portadors de transl ocacions.

5. La concordancia observada en les freqliencies de cada tipus de segregacio

detectades en les diferents etapes de |’ espermatogénesi dels portadors t(10;14) i
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t(11;17), indicaque, a llarg d’ aquest procés, no es produeix seleccio cel-lular deguda

adesequilibri cromosomic.

6. La discordancia trobada entre I’ elevada freqliéncia d’ univalents sexuals a Ml i la
baixa incidéncia d aneuploidies sexuals tant a MIl com a nuclis d espermatozoide
dels portadors t(10;14) i t(11;17), es pot explicar per un blogueig del procés meidtic a

causa de la presencia d’ aquests univalents.

7. La frequéncia global de quiasmes en els portador t(11;17) és inferior a la
freqiencia detectada en individus controls. A més, s observa una modificacio en la
distribucié i una ateracio en la incidencia de quiasmes en la regio intersticial del

quadrivalent del portador t(10;14).

8. Lacombinacié de cenM-FISH amb técniques d’immunocitogenética, aplicada
sobre extensions de complexes sinaptonemal s, és una metodol ogia molt adequada per
alaidentificaci6 dels bivalents en etapa de paguité. Aquesta nova aproximacio s
una eina gue té una gran potencialitat que permetra aprofundir en el coneixement del

procés sindptic i de la recombinacié meiotica de cada bivalent.
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