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Introduccio

1.1. Anomalies cromosomiques a l’espécie humana

Les anomalies cromosomiques, numeriques i estructurals, son la causa més important
d’alteracions en el procés reproductiu huma (esterilitat, infertilitat i mortalitat), aixi com de
malformacions congenites, retard mental i alteracions del comportament, presentant una
freqiiéncia de l'ordre del 50% en avortaments espontanis, 6% en morts perinatals i del 1%
en nounats. La incidéncia d’'anomalies numeriques i estructurals en diferents estadis de
'embriogenesi i en nounats es mostra en la Taula 1. La freqiéncia d'anomalies
cromosOmiques va disminuint a mesura que avanga el desenvolupament embrionari i
s'acosta el naixement, posant de manifest I'elevada seleccié negativa contra els embrions

amb anomalies cromosomiques al llarg del desenvolupament.

Taula 1. Frequéncia de les anomalies cromosomiques a I'espécie humana ®

Tipus % Avortaments % Morts % % Gestacions
d’anomalia espontanis perinatals Nounats  Cliniques b
Trisomies 26,8 3,8 0,30 4,3

Monosomia X 8,6 0,25 <0,01 1,3
Poliploidies 9,8 0,6 - 15
Estructurals 2,0 0,4 0,60 0,8

Altres 0,7 0,6 0,02 0,15

Total 47,9 5,65 8,05 0,93

? Revisat per Jacobs i Hassold (1995)
b Frequeéncies estimades assumint un 15% d’avortaments espontanis i un 1% de

morts perinatals
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La freqiiencia d’anomalies cromosOmiques es va estimar en un 8% en embarassos
clinicament reconeguts, tenint en compte un 15% d’avortaments espontanis i un 1% de
morts perinatals (Jacobs, 1992; Jacobs i Hassold, 1995). Aquests percentatges serien
encara superiors si es tinguessin en compte els primers estadis del desenvolupament
embrionari, on la freqiiéncia estimada d'avortaments espontanis és al voltant del 60%
(Edwards, 1986; Stephenson i col 2002). A més, la freqiiencia d’anomalies cromosomiques
en estadis pre i periimplantacionals (85%) (Bulletti i col, 1996) es gairebé el doble de
I'observada en avortaments espontanis (47,9%) (Jacobs, 1992).

Les anomalies numeriques (monosomies i trisomies totals, i ploliploidies) son les alteracions
més frequents en avortaments espontanis (veure Taula 1). Les Uniques anomalies
numeriques compatibles amb la vida sén la monosomia del cromosoma X i les trisomies
pels autosomes 13, 18 i 21, i pels cromosomes sexuals. No obstant, la trisomia 16, la més
frequent en la nostra especie, només ha estat observada en avortaments espontanis
(Hassold i Jacobs, 1984; revisat per Jacobs i Hassold, 1995) mentre que algunes altres
trisomies, com la del cromosoma 1, tant sols s’han observat en embrions en estadi de vuit
cél-lules (Wat i col, 1987; Jamieson i col, 1994; Laverge i col, 1997), posant de manifest
I'elevada selecci6 diferencial d’anomalies letals durant I'embaras. La poliploidia (triploidies i
tetraploidies) és considerada una alteracié letal encara que s’ha descrit el naixement de
alguns poliploides mosaics, i més rarament de triploides no mosaics (Sherard i col, 1986;
revisat per Zaragoza i col, 2000). Aquestes diferéncies en la incidéncia d’aneuploidia per a
cada cromosoma, podrien reflectir tant una seleccié negativa embrionaria, com canvis en la
freqiiéncia del seu mecanisme d’origen (veure apartat 1.1.1).

Les anomalies estructurals (basicament, monosomies i trisomies parcials, i reorganitzacions
equilibrades), mostren un major grau de supervivencia que les numeriques, essent la seva
frequéncia en nounats practicament el doble que la observada per a les anomalies
numeriques. L’anomalia estructural més freqlent en nounats sén les translocacions
reciproques (1 de cada 625) , seguides de translocacions robertsonianes (1 de cada 1.000),
cromosomes marcadors, delecions intersticials i terminals, i duplicacions (revisat per Shaffer

i Lupski, 2000).
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La majoria de les anomalies cromosomiques s’originen de novo en meiosi durant la formacio
de les gametes (oogénesi i espermatogenesi) en progenitors amb cariotip somatic normal o
sén heretades d'un progenitor portador d'una reorganitzacid estructural (inversions,
translocacions i insercions). La resta d’anomalies s’originen en mitosi, durant 'embriogéenesi,
donant lloc a individus mosaics amb dues o més linies cel-lulars amb diferent cariotip. No
obstant l'origen meiodtic de la majoria de les anomalies cromosomiques, els estudis
citogeneétics a I'especie humana han estat realitzats basicament, en cél.lules somatiques
(séries de nounats i d'avortaments espontanis), degut a la major dificultat de fer aquest
estudis en cél-lules germinals.

En els ultims anys, la técnica molecular d’hibridacio in situ fluorescent (FISH) multicolor,
utilizant dues o més sondes de DNA simultaneament, permet l'analisi rapida i fiable
d'anomalies numeriques i estructurals en I'espermatozoide huma (Williams i col, 1993).
Aquesta técnica ha obert la possibilitat d'aprofundir en I'estudi del risc de transmissio
d’'anomalies cromosomiques a la descendéncia i dels factors que les induexen (veure

apartats 1.2 1.3).

1.1.1. Origen meiotic de les anomalies cromosomiques

Origen meiotic de I'aneuploidia

Durant la gametogénesi, els mecanismes que originen aneuploidies sén la no disjuncid i la
pérdua anafasica, essent el primer el més freqliient a I'espécie humana (revisat per Marquez
i col, 1996). La no disjuncié consisteix en la no segregacié d'ambddés cromosomes homolegs
durant la primera divisi6 meiodtica, o d’'ambdues cromatides germanes durant la segona
divisié. En qualsevol dels dos casos, té lloc la formaci6 de gametes nulisomiques (22
cromosomes) i disomiques (24 cromosomes), en la mateixa proporcié (1:1). Més
recentment, Lamb i col-laboradors (1996), van proposar que el procés de no disjuncid

s'iniciaria sempre a meiosi |, amb no segregacié del parell de cromosomes homalegs, seguit



Resufitats

de la migracié durant la meiosi Il, de les dues cromatides germanes de cada cromosoma al

mateix pol, donant lloc a disomies uniparentals (Figura 1).

KX kX KX
50 00 WO
>(“J< ) <”< nﬂ' - M )
a b C

Figura 1. Mecanismes de formacié d’espermatozoides aneuploides. (a, b) No disjuncié a
primera i segona divisié meiotica, respectivament. (c) Mecanisme alternatiu de

no disjuncio proposat per Lamb i col-laboradors (1996)

L'altre mecanisme que origina aneuploidia és la pérdua anafasica, que consisteix en la no
migracié d’'un cromosoma o d'una cromatide al pol corresponent, durant I'anafase | o |l
respectivament, donant lloc a la formaci6 de gametes nulisomiques i normals. La
determinacio de la freqiiéncia d’aquest mecanisme en gametes és dificil per la limitacié de
les tecniques disponibles a I'hora de diferenciar nul-lisomies produides per errors durant la

meiosi o per falles d’hibridacié.
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En els dltims anys, mitjancant tecniques moleculars, s’ha correlacionat I'aneuploidia amb
alteracions en la recombinacié genética (revisat per Hassold i col, 2000). En alguns
organismes model, com llevat i Drosophila, s’han trobat mutacions que disminueixen o
anul-len la recombinacid, provocant blogueig meiotic, errors de segregacié, o elevades taxes
de no disjuncié (Shi i col, 2002; Scott, 2003). L'estudi dels mapes de recombinacié de
diversos cromosomes humans (15, 16, 18, 21, X, Y) (Sherman i col, 1991; Robinson i col,
1993; MacDonald i col, 1994; Hassold i col, 1995; Lamb i col, 1996; Lamb i col, 1997,
Savage i col, 1998; Bugge i col, 1998), juntament amb l'estudi de I'heréncia de
polimorfismes de DNA en fetus trisomics (revisat per Hassold i Hunt, 2001), indiquen que
una disminucié en el nombre de quiasmes aixi com una distribucié anormal dels mateixos
(posicions suboptimes, molt distals, o pericentromériques) durant la meiosi |, augmenten el
risc de no disjuncié (revisat per Hassold i col, 2000; Sun i col, 2004). Tantmateix, poden
existir altres factors causants de no disjuncié, actuant per separat o de forma conjunta amb
una recombinacié aberrant, com podrien ser una separacié prematura de cromatides
germanes per péerdua de cohesid entre elles, I'adhesi6 dels cromosomes homolegs a
microtibuls de diferent polaritat (revisat per Petronczki i col, 2003), factors ambientals
externs (revisat per Guttenbach, 1997), o un microambient testicular alterat (Mroz i col,

1999; Egozcue i col, 2000).

Origen meiotic de la poliploidia

Recentment, mitjancant estudis de polimorfismes de microsatel-lits en 61 embrions
triploides, Zaragoza i col-laboradors (2000) van determinar que la triploidia majoritariament
s'origina per dispérmia (fecundacié d’'un odcit per dos espermatozoides) (60,6%). La resta,
s'origina per fecundacié d’'una gamete diploide formada durant la meiosi (36%), com a
consequeéncia d'una fusié d'oocits (3,2%), o d'errors mitdtics postmeidtics (1.6%). La
formacié d’espermatozoides diploides pot resultar d’errors a la meiosi 0 a la mitosi amb la
formacié d’espermatogonies poliploides. Els principals mecanismes que donen lloc a

poliploidia han estat descrits en cél-lules somatiques (Figura 2). La poliploidia s’origina més
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frequientment per endoreduplicacio, procés en el qual els cromosomes repliquen dues o més
vegades abans d'entrar en divisid. Els altres mecanismes impliquen errors en etapes
crucials de la divisio cel-lular, resultant en cél-lules poliploides degut que en cap cas té lloc la
citocinesi. Pot produir-se la divisio del nucli sense trencament de I'embolcall nuclear
(endomitosi) o alteracions a I'anafase o a la citocinesi (Miller i Therman, 2001; revisat per
Storchova i Pellman, 2004). Recentment, la descripcid en cel-lules de mamifers no
transformades d’'un checkpoint (punt de control), anomenat checkpoint de tetraploidia, que
bloqueja i elimina les cél-lules poliploides (Margolis i col, 2003), posa de manifest perqué la
poliploidia és una anomalia tant freqlient en I'éspecie humana (en avortaments espontanis),

com la trisomia 16 o la monosomia X (veure Taula 1).

=)

Errors en Errors en
replicacio DMNA divisid cellular

: .
ﬂ@a %:

Endoreduplicacio Endomitosi Alteracio en anafase
o citocinesi

Figura 2. Principals mecanismes que donen lloc a poliploidia en cél.lules somatiques
(adaptat de Storchova i Pellman, 2004)
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Origen meiotic de les anomalies estructurals

L'origen de les anomalies estructurals son trencaments al DNA, seguits d'errors de
reparacio del DNA que donen lloc a reorganitzacions estructurals i a la possible formaci6 de
fragments acéntrics. Un altre mecanisme que genera anomalies estructurals és
'aparellament desigual de cromosomes homolegs durant la profase | meiodtica que
Unicament produeix petites duplicacions i delecions de DNA. També existeix la possibilitat
que I'aparellament no homoleg o la manca de reparacié després d'un aparellament homoleg
normal produeixin anomalies estructurals, perd no hi ha cap evidéncia per a aquests
mecanismes (Shaffer i Lupski, 2000).

Els trencaments cromosomics poden ser provocats per factors exogens, tals com
radiacions, clastdgens, diferents drogues, etc. Determinades caracteristiques inherents al
genoma també predisposen a les anomalies estructurals (elements transposables, llocs
fragils, “punts calents” de trencament preferent —hot spots-, i duplicacions géniques, entre
d'altres) (revisat per Miller i Therman, 2001). Hi ha evidencies que algunes seqliéncies de
DNA i algunes configuracions estructurals afavoririen errors d’aparellament, com regions
riques en A-T i seqliencies de repeticions de baix nombre de copies especifiques de regid
(LCR), o repeticions en tandem de nombre variable (VNTR) (revisat per Shaffer i Lupski,
2000). Aix0 podria ser la causa que alguns cromosomes estiguessin més representats en
determinades reorganitzacions estructurals en espermatozoides, com per exemple, el
cromosoma 3 en aberracions de tipus cromatide, i el cromosoma 9 en trencaments no

reorganitzats (Brandriff i col, 1988).

1.1.2. Origen parental de les anomalies cromosomiques

Mitjancant estudis moleculars en nounats i avortaments espontanis s’ha pogut determinar
I'origen parental de les anomalies cromosomiques, el qual sembla ser depenent del tipus
especific d'anomalia. Les aneuploidies de cromosomes autosomics s6n predominantment
d'origen matern, mentre que les aneuploidies de cromosomes sexuals i les anomalies

estructurals de novo s6n majoritariament d’'origen patern (Olson i Magenis, 1988). Encara
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gue aquests estudis sobre l'origen parental proporcionen informacié sobre la contribucié
paterna a les anomalies cromosomiques, son limitats, donat que moltes anomalies
cromosomiques es perden de forma primerenca, abans de poder ser detectades

clinicament.

Origen parental de les anomalies numeériques

En els Ultims anys, l'origen parental de les anomalies cromosdmiques numeériques s’ha
estudiat utilitzant polimorfismes de DNA amb tecniques de Southern blot i de reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR). La Taula 2 mostra 'origen parental de les poliploidies i les

aneuploidies més freqiients en I'espécie humana.

Taula 2. Origen parental de les anomalies cromosomiques numeériques en l'espécie

humana®
Origen meiotic
Matern (%) Patern (%)
Trisomia
13 88 12
15 88 12
16 100
18 97
21 95
47 XXY 52 48
47 XXX 93 7
47, XYY 0 100°
45,X 20 80
Triploidia 44 66°

® Dades adaptades de Lorda-Sanchez i col, 1992; Antonarakis i col, 1993; Fisher i col, 1995;
Hassold i col, 1995; Jacobs i Hassold, 1995; Robinson i col, 1996; Nicolaidis i Petersen, 1998;
Zaragoza i col, 2000.

® No va ésser possible diferenciar entre origen meidtic i mitotic en el 40% dels casos

° No va ésser possible determinar I'origen en el 28.5% dels casos
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En les aneuploidies dels cromosomes sexuals predomina Il'origen patern: el 100% dels
barons 47, XYY, el 80% de dones 45, X (Jacobs i Hassold, 1995), el 50% dels homes 47,
XXY (Lorda-Sanchez i col, 1992; MacDonald i col, 1994) i el 7-10% de dones 47, XXX
(Hassold i col, 1993; MacDonald i col, 1994). En canvi, les trisomies autosdmiques mostren
un origen matern preferent, amb percentatges que van del 85% al 100% dels casos,
depenent del cromosoma implicat, amb la majoria d’elles (70-100%) originades a meiosi |
(Zaragoza i col, 1994; Sherman i col, 1994; Hassold i col, 1995; Fisher i col, 1995).

L’anic factor de risc indiscutiblement lligat a I'etiologia de les trisomies és I'edat materna
(Penrose, 1933; revisat per Hassold i Hunt, 2001). El mecanisme pel qual I'edat materna
afecta a la frequiéncia de trisomies és poc conegut. El model més acceptat (Lamb i col,
1997, revisat per Hassold i Hunt, 2001) proposa dos events necessaris per a una no
disjuncié depenent de I'edat: I'establiment a I'ovari fetal d'un bivalent susceptible de patir no
disjuncio (event indepenent de I'edat) i una segregacié anormal d’aquest bivalent a metafase
| (procés depenent de I'edat). Aquestes alteracions de segregacid a metafase | podrien ser
causades per errors en la regulacié dels Ultims estadis de maduracié de 'oocit (Hunt i col,
2003; Sun i col, 2004).

Per a determinar l'origen parental de les triploidies, s’han emprat marcadors genétics
pericentromerics i distals de diversos cromosomes, per veure Si es mantenia 0 no
I'heterozigositat parental en els embrions triploides procedents d’avortaments espontanis
(Zaragoza i col, 2000). L'origen parental de la triploidia és majoritariament masculi (66%
dels casos), tot i que en molts triploides derivats paterns (29.9%) el mecanisme d’origen no
va poder ser determinat (Zaragoza i col, 2000; Macas i col, 2001). En les triploidies
paternes, I'origen més freqient és la dispérmia (86%), seguida de la fecundacié per part
d’'espermatozoides diploides originats majoritariament a meiosi | (9.3%). L'origen més
frequent de les triploidies maternes sén oocits diploides formats a meiosi Il (66%) i a meiosi |
(22%). Sembla ser que els casos d'origen patern son els que predominen en avortaments
espontanis i la majoria d’ells es desenvoluparien com a moles hidatiformes parcials, mentre

que els derivats materns bé es perden de forma molt primerenca a I'embriogénesi, bé

11
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sobreviuen fins estadis més avancats donant lloc a fetus relativament ben desenvolupats

(zaragoza i col, 2000).

Origen parental de les anomalies estructurals

Estudis citogenétics en amniocentesi han posat de manifest que les anomalies estructurals
soén heretades de progenitors portadors en el 80% dels casos, mentre que el 20% restant es
produeixen de novo (revisat per Jacobs, 1992). Mitjancant I'estudi d’heteromorfismes
cromosomics, s’ha establert que un 84% dels casos de novo son d’origen patern (Olson i
Magenis, 1988). Aquesta elevada contribucié paterna a l'origen de les anomalies
estructurals de novo pot ser deguda fonamentalment a I'elevat nombre de divisions cel-lulars
de les espermatogonies al llarg de la vida reproductiva (23 divisions per any en individus
adults) (Plas i col, 2000), i a I'abséncia de mecanismes de reparacid en estadis tardans de
I'espermatogénesi. L'alt nivell de compactacio de la cromatina des de 'estadi d’espermatide
fins al d’espermatozoide madur, dificulta o anul-la I'accessibilitat del DNA als enzims de
reparacié, augmentant el risc d’acamul d’errors de reparaci6 i transcripcié del DNA fins
després de la fecundacio, a l'etapa de zigot (revisat per Rosenbusch, 1995). Aquestes
caracteristiques propies de I'espermatogénesi fan que I'espermatozoide sigui un tipus
cel-lular especialment sensible a les lesions cromosomiques.

S’ha establert una associacié entre la fragilitat cromosomica existent en els progenitors i
I'increment del risc per a produir reorganitzacions estructurals de novo a la descendéncia
(Martin, 1986; Warburton, 1991; Behjati i col, 1997). En espermatozoides, s’ha observat
també una correlacié positiva entre llocs fragils i punts de trencaments cromosomics, i entre
aquests punts i els detectats en anomalies estructurals de novo en diagnodstic prenatal
(Benet i col, 1989; Estop i col, 1995; Colls i col, 1998).

L'efecte de I'edat paterna sobre les anomalies cromosomiques ha estat menys estudiat que
el de l'edat materna, encara que s’ha descrit un increment d'anomalies estructurals en
espermatozoides d’'individus d'edat avancada (Martin i Rademaker, 1987; revisat per

Guttenbach i col, 1997) (veure apartat 1.3).
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1.2. Analisi citogenética de I'’espermatozoide en individus control

La cromatina dels espermatozoides presenta un elevat grau de condensacid, producte de la
substitucié de les histones per protamines en I'espermatide, i la formacié d’ enllagos disulfur
(SS) entre elles durant el transit epididimari dels espermatozoides. Degut a aix0, I'estudi
citogenétic de I'espermatozoide Unicament ha estat possible, fins ara, mitjancant dos tipus
de metodologies: I'analisi del cariotip haploide (Rudak i col, 1978) i més recentment, la
hibridacié in situ fluorescent (FISH) multicolor en nuclis interfasics descondensats (Williams i

col, 1993).

Estudi del cariotip haploide de I'espermatozoide huma

La técnica de fusid interespecifica d'oocits d’hamster sense zona pellicida i
espermatozoides humans capacitats in vitro, va fer possible I'estudi del complement
haploide de l'espermatozoide (Rudak i col, 1978; Martin i col, 1982), donat que els
cromosomes de I'espermatozoide només son visibles després del procés de fecundacio.
L’avantatja principal d’aguesta tecnica és que permet la deteccié d’anomalies numeriques i
estructurals de qualsevol cromosoma del cariotip de I'espermatozoide al mateix temps. No
obstant, requereix una metodologia complexa amb un baix rendiment i cost elevat, per la
qual cosa el nombre d’espermatozoides estudiats per individu és de I'ordre de centenars, en
el millor dels casos. Degut a aquestes limitacions, I'estudi del cariotip haploide de
I'espermatozoide només s’ha dut a terme en uns pocs laboratoris. En la Taula 3 es mostren
els resultats obtingut en espermatozoides emprant el sistema hamster-huma en les tres
series més grans descrites en individus control (Brandiff i col, 1990; Martin i col, 1990; Estop
i col, 1995; Templado i col, 1996). La freqiiencia d’anomalies estructurals varia entre un
6.9% i un 9.3% i la de numeriques entre un 2.3% i un 11.5%. Les variacions en els
percentatges d'alteracions estructurals poden ser degudes a I'heterogeneitat existent entre
els individus de cada seérie, i als diferents criteris dels autors a I'hora d'incloure o no, les

lesions cromosOmiques com anomalies estructurals.
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Taula 3. Fregliencia d’anomalies cromosomiques en el cariotip de I'espermatozoide huma

No % %
Estudi Ne Esperma- Anomalies Anomalies
Individus Edat tozoides estructurals numeriques
Brandiff i col, 1990 24 ? 5.997 6.9 2.3
Martin i col, 1990 98 ? 6.821 - 3.9
Estop i col, 1995° 18 18-40 2.389 93 115
Templado i col, 1996° 24 18-44  3.446 ' '

% Estudis en col-laboracié d’anomalies estructurals (Estop i col, 1995) i numeriques (Templado i col,

1996) amb 18 individus en comU en ambdues séries.

La Figura 3 mostra les freqiiéncies de disomia i nul-lisomia per a cada cromosoma en
aquestes mateixes series (Brandiff i col, 1990; Martin i col, 1990; Templado i col, 1996). Les
frequéncies de disomia més altes corresponen als cromosomes 1, 9, 16 i 21. Les
frequéncies de nul-lisomia sén forga superiors a les de disomia en totes les séries, molt
probablement degut a la pérdua artefactual de cromosomes durant I'obtencié de les
extensions cromosomiques.

Fins ara, s’ha analitzat un total aproximat de 20.000 espermatozoides en individus control,
establint-se una freqiiéncia mitjana de 3.8% per I'aneuploidia (entre 1.2% i 11.4%), i de 6-
7% per a les anomalies estructurals (entre 0.8% i 13%) (revisat per Templado i col, 1996 i

Guttenbach i col, 1997).
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Figura 3. Frequiéncia de disomia (en blau) i nul-lisomia (en verd) per a cada
cromosoma en individus control analitzada en el cariotip haploide de
I'espermatozoide (Brandiff i col, 1990; Martin i col, 1990; Templado i col, 1996)

Hibridacid in situ fluorescent en espermatozoides d’individus control

La tecnica de FISH multicolor (Williams i col, 1993), utilizant dues o0 més sondes de DNA
simultaniament, permet I'analisi rapida i fiable d’anomalies numeériques en un gran nombre
d’'espermatozoides. Mitjancant aquesta técnica s’han estudiat més de cinc milions
d’espermatozoides procedents d’individus control (revisat per Shi i Martin, 2000) (veure
Taula 4). La freqiéncia mitjana de disomia per cromosoma es situa al voltant del 0.15%,
excepte pels cromosomes 21, 22 , X i Y, demostrant que no tots els cromosomes presenten

la mateixa tendéncia a la no disjuncid. En quant a la frequéncia de diploidia, hi ha pocs
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estudis que discuteixin les dades obtingudes, no obstant, Guttenbach i col-laboradors (1997)

en un estudi de revisié, xifra la freqiiencia mitjana entre un 0.03% i un 0.34%.

Taula 4. Freqiiéncia mitjana (%) de disomia en series d'individus control analitzats per la
técnica de FISH en nuclis d’espermatozoide’.

Cromosomes

1 2 4 6 7 8 9 12 13 15 16 18 20 21 22 XY

0.09 0.09 0.09 0.05 0.06 0.05 0.14 0.16 0.11 0.13 0.11 0.05 0.11 0.19 0.50 0.27

! Dades recopilades de Shi i Martin, ZOOOa'b; Soares i col, 2001; Rives i col, 2002
(Només s’inclouen aquells estudis amb un minim de 10.000 espermatozoides per individu i nombre de
sondes suficients per discriminar entre disomia i diploidia).

La Figura 4 mostra graficament les frequéncies de disomia en espermatozoides d’individus
control, analitzades en el cariotip de I'espermatozoide (Brandriff i col, 1988; Martin i col,
1990; Templado i col, 1996) i en nuclis interfasics mitjangant FISH. La freqiiéncia individual
de disomia per a tots els cromosomes, excepte pel cromosoma 1, és superior en els estudis
de FISH (revisat per Shi i Martin, 2000; Soares i col, 2001; Rives i col, 2002). Aquestes
diferéncies podrien ser degudes al major nombre de cel-lules analitzades per individu en
estudis de FISH o a una sobrestima en aquest estudis degut als criteris de recompte dels
diferents laboratoris.

La tecnica de FISH multicolor també ha permeés determinar la incidéncia d'anomalies
estructurals en nuclis d’espermatozoides, mitjancant l'utilitzacié de sondes centromériques i
subtelomériques de forma simultania per a un mateix cromosoma. Aquesta metodologia
permet detectar delecions i duplicacions de fragments centromeérics o subtelomerics,
cromosomes dicentrics i translocacions, depenent de les sondes utilitzades. La majoria

d’estudis d’anomalies estructurals en nuclis interfasics d’espermatozoides s’han dut a terme
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en individus portadors de translocacions per a coneixer la segregacio dels cromosomes

implicats en la translocacioé i el risc a la seva descéndencia (revisat per Oliver, 2003).
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Figura 4. Comparacié de freqiéncies de disomia per a cada cromosoma
observades en espermatozoides d'individus control analitzades en el cariotip
haploide de I'espermatozoide (en blau) (Brandiff i col, 1990; Martin i col, 1990;
Templado i col, 1996) i en nuclis interfasics mitjancant FISH (en groc) (Dades
recopilades de Shi i Martin, 2000; Soares i col, 2001; Rives i col, 2002)

Fins al moment, en espermatozoides d'individus control, Gnicament s’han estudiat les

anomalies estructurals pel bra¢c curt del cromosoma 1 (Van Hummelen i col, 1996;

Baumgatner i col, 1999; Sloter i col, 2000) (Taula 5 i Figura 4). La freqiieéncia total estimada
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d’anomalies estructurals per aguest cromosoma es situa al voltant del 1.4% (Sloter i col,

2000), molt similar a la observada en estudis de complements cromosomics

d’espermatozoide (Brandriff i col, 1988).

Taula 5. Incidéncia d’anomalies estructurals pel cromosoma 1 en espermatozoides

d’individus control analitzades en nuclis interfasics mitjangant FISH multicolor

Anomalies estructurals

% Duplicacions % Delecions
Estudi 1pter lcen 1pter lcen
Van Hummelen i col, 1996 0.032 ? 0.015 ?
Baumgartner i col, 1999 0.038 0.065 0.018 0.010
Sloter i col, 2000 0.045 <0.010 0.041 <0.010
Mitjana 0.038 0.037 0.025 <0.010

Les freqlieéncies de duplicacions i delecions observades al cromosoma 1 son similars en els
tres estudis, excepte per les duplicacions centromériques degut, segons els autors, a que la
sonda centromerica utilitzada per analitzar aquest cromosoma tendeix a quedar
fragmentada. Les duplicacions, tant de centromer com de telomer, presenten
aproximadament el doble de freqiiencia que les delecions telomeériques, essent la de

delecions centromeériques gairebé inexistent (veure Figura 4).
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Figura 5. Frequéncies d'anomalies estructurals pel
cromosoma 1 en espermatozoides d'individus control
analitzades en en nuclis interfasics mitjancant FISH
(Dades de Van Hummelen i col, 1996; Baumgartner i
col, 1999; Sloter i col, 2000)

1.3. Estudis en espermatozoides d’individus d’edat avancada

Els estudis realitzats fins ara, per a determinar un possible efecte de l'edat sobre la
freqiiéncia d’anomalies cromosomiques en espermatozoides d'individus normals, donen
resultats controvertits. En estudis del cariotip haploide de I'espermatozoide, o bé no es va
observar correlacié entre I'edat i un increment en la freqiiéncia d’aneuploidia (Templado i
col, 1996), o bé aquesta correlacié va ser negativa (Martin i Rademaker, 1987). Pel que fa a

les anomalies estructurals, alguns autors descriuen un increment significatiu d’'aquestes
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anomalies amb l'edat en complements d’espermatozoides d’individus normals (Martin i
Rademaker, 1987; Prestes-Sartorelli i col, 2001), mentre que en altres estudis (Rosenbusch
i col, 1992; Estop i col, 1995; Brandriff, 1985) no assoleixen significacié estadistica. La
dispersio d’edat dels donants estudiats i el baix nombre de cariotips analitzats per individu
podrien emmascarar els resultats, donat que només el treball de Prestes-Sartorelli i
col-laboradors (2001) va ésser dissenyat especificament per a estudiar I'efecte de I'edat.
Mitjancant la técnica de FISH multicolor en nuclis d’espermatozoides, s’han analitzat les
anomalies numeriques per a 11 dels 24 cromosomes per determinar si la seva freqiieéncia
d'aneuploidia s'incrementava amb 'edat. No s’ha trobat cap correlacié pels cromosomes 8
(Robbins i col, 1995), 9 (Luetjens i col, 2002), 12 (Martin i col, 1995), 13 (Mclnnes i col,
1998), 14 (Rousseaux i col, 1998), 17 (Guttenbach i col, 2000) i 18 (Luetjens i col, 2002;
Griffin i col, 1995). S’han obtingut resultats controvertits pels cromosomes 1 (Martin i col,
1995; Mclnnes i col, 1998), 21 (McInnes i col, 1998; Rousseaux i col, 1998), aixi com pels
cromosomes sexuals (Martin i col, 1995; Robbins i col, 1995; Luetjens i col, 2002; Griffin i
col, 1995; Kinakin i col, 1997) i la diploidia (Griffin i col, 1995; Martin i col, 1995; Kinakin i col,
1997; Guttenbach i col, 2000; Luetjens i col, 2002).

Respecte a l'efecte de I'edat en les anomalies estructurals, només ha estat analitzat el
cromosoma 1 en una seérie d'individus d’edats entre 23 i 58 anys mitjancant FISH, trobant un
efecte positiu de I'edat en la freqiiéncia de delecions centromeriques d’aquest cromosoma
(Mclnnes i col, 1998).

Tenint en compte totes les séries d'edat publicades fins al moment, s’han estudiat un total
de 121 donants, amb edats entre els 18 i els 83 anys, amb només 14 individus majors de 60
anys. La informacié obtinguda és encara insuficient, i en ocasions contradictoria, per poder
determinar si la freqiiéncia d’anomalies numeériques i estructurals en I'espermatozoide
s'incrementen amb I'edat de I'individu. Seran necessaris més estudis per coneixer si el risc
de transmissié d’anomalies cromosomiques esta incrementat en individus d’edat avancada.
Aquesta informacié és, en l'actualitat, de gran interés, donades les noves tecnologies de
reproduccié assistida, com la injeccié intracitoplasmatica d'espermatozoides (ICSl), que

augmenten la possibilitat de tenir descendéncia en edats avancades.
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1.4. Objectius

L'objectiu general del present treball ha estat estudiar el possible efecte de I'edat en la

freqiéncia d'anomalies cromosOmiques presents en els espermatozoides d'individus

normals, d’edats compreses entre 24 i 74 anys, amb els segiients objectius concrets:

1. Analitzar la freqiiéncia d’aneuploidia pels cromosomes 6, 21, XiY

2. Establir la frequiéncia d’anomalies numériques i estructurals del cromosoma 9

3. Valorar la incidéncia d’aquestes anomalies en funcié del cromosoma sexual present

a I'espermatozoide

21






2. Material | Metodes






2.1. Material biologic

S’han estudiat espermatozoides procedents de mostres de semen obtingudes d’'una série de
18 individus d’edats compreses entre 24 i 74 anys. Per a facilitar la deteccié d'un possible
efecte linial de I'edat sobre la freqiiéncia d’anomalies cromosOmiques, es va seleccionar

I'edat dels donants amb la finalitat d’'incloure tres individus per cada década (Taula 6).

Taula 6. Série dels 18 individus estudiats en el present treball

Donant Edat Fumador Fertilitat
CM1 24 Si -
CM3 24 No -
Cm4 25 Si -
CM7 30 No Si
CM5 37 No -
CM2 38 No Si
CM6 42 Si Si
Cc7 45 No Si
C8 49 No Si
CM8 52 No Si
CM9 54 No Si

CM10 56 Si Si

CM11 60 No Si

CM12 62 No Si

CM13 64 No Si

CM14 71 No Si

CM15 72 No Si

CM16 74 No Si

Mitjana 48.8

25



Resufitats

Cap dels individus estudiats tenia historia coneguda d'exposicié a mutagens, clastogens o
drogues. En tots els casos, les mostres s'obtingueren per masturbacio, previa abstinencia
de 3 a 5 dies, dipositades en contenidors de plastic esteérils, i mantingudes a temperatura
ambient fins al moment del tractament de fixacio.

Tots els donants, previament informats, van donar el seu consentiment abans de I'estudi, el
qual va ser aprovat pel Comité d’Etica en Experimentaciéo Animal i Humana de la Universitat

Autonoma de Barcelona.

2.2. Congelaci6 de les mostres de semen

La mostra de semen es barreja, en proporcio 1:1, amb medi de criopreservacié (Yavetz i col
1991), s’homogenitza, i es reparteix en criotubs estérils que es col-loquen en un contenidor
de congelacié (Nalgene Cryo 1°C), on romanen a —80°C un temps minim de 4 hores,
després del qual, sén transferits a un contenidor de nitrogen liquid (-196°C), on resten fins a

la seva utilitzacio.

2.3. Obtenci6 d’extensions d’espermatozoides

Les extensions van obtenir-se directament de les mostres de semen fresques, un cop
liquades, o de mostres préviament congelades.

Amb la finalitat d’eliminar el plasma seminal i/o el medi de congelacid, les mostres es
col-loquen en tubs de centrifuga i son rentades amb solucid hipotonica (KCI 0.075 M), tants
cops com sigui necessari fins a obtenir un boté completament net de restes. En cada rentat,
la mostra es centrifuga durant 5 minuts a 600g, per tal d'eliminar el sobrenedant.
Posteriorment, la mostra és fixada mitjancant 3 rentats succesius amb solucié de Carnoy (3

metanol:1 acid acetic), centrifugant a 600g durant 5 minuts. Finalment, es deixa en el tub
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una quantitat minima de fixador, s’homogenitza el bot6 cel-lular, i d’aquesta suspensio es
diposita una gota sobre un portaobjectes desgreixat i es deixa assecar a l'aire. Aquestes

extensions es conserven a —20°C fins a la seva utilitzacio.

2.4. Hibridacio in situ fluorescent multicolor

Es realitzaren dos estudis succesius mitjancant aquesta técnica en la mateixa serie
d’individus (veure seccié Material biologic). En el primer estudi, s’analitza la freqiiencia
d'anomalies numeriques pels cromosomes 6, 21, X i Y i en el segon, les anomalies

numeriques i estructurals pel cromosoma 9.

Descondensacio de la cromatina dels espermatozoides

Per aconseguir reduir I'elevada compactacié del DNA de I'espermatozoide, s'utilitza el
ditiotreitol (DTT), agent quimic que trenca els ponts disulfur de les protamines, permetent
certa descondensacié de la cromatina. El temps d’incubacié de les mostres amb el DTT,
depén directament de I'edat de la mostra, de I'individu (diferents subtipus de protamines) i
de l'accessibilitat que es vol aconseguir (per exemple, cal més descondensacié com més
petites siguin les sondes), tenint en compte no sobrepassar un temps critic a partir del qual
la cromatina es descondensaria massa.

El protocol consisteix en submergir els portes en solucié salina (2XSSC) durant 3 minuts,
per tal d’eliminar les restes de fixador, i es deshidraten en banys succesius d'etanols (70%,
90% i 100%), de 2 minuts cadascun, finalment es deixen en solucié de DTT (DTT 5mM, Tris
0.1M i Triton X-100 0.1%), préviament escalfada a 37°C. Per eliminar les restes de DTT, els
portes sén submergits en solucio salina (2XSSC) un parell de minuts, i rentats novament en
série d’'etanols (70%, 90% i 100%). Els portes es deixen assecar a l'aire, i es visualitzen a
contrast de fases, per controlar el grau de descondensacié produit. Els temps de DTT

utilitzats oscil-len entre 12 i 35 minuts.
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Sondes utilitzades

Els tipus de sondes utilitzades (Vysis, Inc) per a la detecci6 d’anomalies numeriques i
estructurals es poden consultar a la Taula 7. En el cas del cromosoma 6, utilizat com a
control intern d’hibridacié, s’ha utilitzat una barreja de fluorocroms en proporcié 1:1, per tal

d’obtenir el color groc final.

Taula 7. Tipus de sondes i fluorocroms utilitzats en aquest treball

Color
Cromosoma Tipus sonda Abreviatura Fluorocrom visualitzat
6 Centromerica 6cen Spectrum Groc
green + red

9 Centromeérica 9cen Spectrum green Verd
9 Subtelomeérica 9q 9qtel Spectrum orange Vermell
21 Locus especifica LSI21 Spectrum orange Vermell
X Centromeérica Xcen Spectrum green Verd
Y Ygh Yq Aqua Blau

Protocol de la tecnica de FISH multicolor

El protocol de la técnica de FISH multicolor utilitzada per a la deteccié d’anomalies
numeriques i estructurals en nuclis interfasics d'espermatozoide és basicament el
recomanat per la casa comercial (Vysis, Inc.), amb algunes petites modificacions (Figura 6).
Una vegada descondensats els espermatozoides, els portes es col-loquen en una solucié de
formamida al 70% en 2XSSC, a 75°C durant 5 minuts, es renten en banys succesius
d’etanol (70%, 85% i 100%), i es deixen assecar a l'aire. Mentre s’esta desnaturalitzant el

DNA, es prepara la solucié d’hibridacid, formada per volums entre 0.4ul i 0.6ul de cada
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sonda, juntament amb un volum de tamp6 d’hibridacié fins arribar als 10ul. Es realitza la
desnaturalitzacié de la barreja de sondes a 75°C, durant 5 minuts, i es diposita sobre les
extensions préviament desnaturalitzades, es cobreix amb un cubreobjectes i es deixa

hibridar a 37°C, durant 72 hores en una cambra humida.

i'—"l
; EXTEMESIONS
.-'—.-—."'—-
';.,-E'E'_r'_.. | ———m ESPERMATOZIOIDES
Descondensacid (DTT)
DA SONDES
- i) -
L+l %
Formamida Calor
- |
ﬁ L | d——""'f
ﬁ =~ | 't Diesnaturaltzacid
OMA EESPERMATOZHDE
FISH MULTICOLOR
<,
'.'.n'l" Hibirdacid T2h

&~
'..-'" Rentats post-hindacid
-

Tincit de contrast (CWP)

Obserdacit al rmicroscopi
de fluorescencia

Figura 6. Protocol de la técnica de FISH multicolor utilitzat en el present treball
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Tractament post-hibridacio

Un cop passades les 72 hores, es retiren els cubreobjectes i les preparacions es renten
primer en una solucié salina bé de 0.4XSSC, bé de 0.7XSSC (depenent del grau de
restriccié del tractament), a 75°C, durant 2 minuts, i després en una solucié detergent
(Tween-20 0.1% / 2XSSC) a temperatura ambient, durant 1 minut. Un cop assecades les
preparacions, es tenyeixen amb DAPI (Diaminophenilindol) diluit (37 ng/ml) amb

Vectashield, i es conserven a 4°C fins a la seva observacié al microscopi de fluorescencia.

Obtenci6 de les dades

Les preparacions han estat analitzades en un microscopi de fluorescéncia Olympus AX70,
equipat amb un filtre triple FITC / Texas Red / DAPI i dos filtres especifics per FITC i Texas
Red. Les imatges s’han captat amb un sistema de processament d'imatges automatic

(Cytovision Ultra, Applied Imaging Inc. Ltd.).

Criteris de recompte
Pel recompte dels senyals d’hibridacio s’han seguit estrictament els seglents criteris:

- Només s’han analitzat preparacions amb un minim dun 99% d'eficiencia
d’hibridacio.

- Només es van contabilitzar espermatozoides amb el limits ben definits i sense
superposicions, identificats com a tals per la preséncia d’'una cua.

- Es van considerar dues senyals per un mateix cromosoma, quan eren de la mateixa
mida, tenien una brillantor similar, i estaven separades al menys per una distancia
equivalent al diametre d'una de les senyals. Aquest criteri va ser emprat tant per a
les anomalies numériques, com per a les estructurals.

- Les nul-lisomies i les delecions es van considerar quan no es detectava senyal per a
les sondes corresponents.

- Tots els senyals dubtosos van ser analitzats al menys per un altre observador.
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A la Figura 7 pot observar-se la diferéncia en el nombre de senyals visualitzades en

espermatozoides normals i amb anomalies numeriques o estructurals.

Anomalies numérigques

o CrOmismETa G
& Cromosmma 21
@ CIMOSma X
& Chmisoma 'y

Haplaide Digdmic Diploide

Anomalies estructurals

000

Haploide Duplicacidé Scen  Delecid Sqtel Diploide

o CIOMmOSHTa 6
& Ciormosmma 'y
& Riegid Scen
& Reqid byiel

Figura 7. Determinacié d’anomalies numeériques i estructurals en espermatozoides, en

funcié del nombre de les senyals fluorescents observades

En l'estudi del cromosoma 9 es van codificar el 50% de les preparacions per tal que el
recompte de senyals d'hibridaci6 es dugués a terme sense conéixer lidentitat de les

mostres.
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Analisi estadistica dels resultats

En el primer article, es va dur a terme un model additiu generalitzat, per a cada anomalia
cromosoOmica, assumint que les dades seguien una distribucié de Poisson, per tal d'estudiar
la seva relaci6 amb Il'edat. L’heterogeneitat existent en les dades va resultar en
sobredispersio. Si aquesta era significativa, s'assumia una distribucié binomial negativa per
dur a terme el test. Es va analitzar la desviacié per veure la tendéncia lineal i quadratica
amb I'edat com a variable quantitativa. El percentatge d'increment cada 10 anys per a cada
anomalia cromosomica i el seu intérval de confianca (95%) van ser calculats des del
coeficient del model lineal. L'estudi estadistic i els grafics van obtenir-se a través del
programa estadistic S-Plus.

Per a comparar el ratio sexual en espermatozoides disomics pels cromosomes 6 i 21,
s’empra el test de Xi quadrat amb correccié de Yates.

En el segon article, les dades van tractar-se amb una regressié de Poisson amb I'edat com
a Unica covariable, analitzant les tendencies tant lineal, com quadratica. En les situacions on
el test de bondat de la desviacié va detectar que I'assumpcié de Poisson era inadeqiiada,
s’empra una distribucio binomial negativa per dur a terme el test. El percentatge d’'increment
cada 10 anys per a cada anomalia cromosomica i el seu interval de confianga (95%) van ser
calculats des del coeficient del model lineal. L'estudi estadistic va realitzar-se mitjancant el
programa GENMOD del paquet estadistic SAS. Els grafics van obtenir-se mitjancant el
programa Excel (Microsoft, Inc.).

Per a determinar si el ratio sexual en espermatozoides portadors d’una anomalia estructural
es desviava significativament de I'esperat 1:1, i per a comparar les freqiieéncies d’anomalies
estructurals de centromer i teldmer del cromosoma 9, es va utilitzar el test de Xi quadrat

amb correcci6 de Yates.
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Resultts

La teécnica de FISH s’ha dut a terme amb quatre colors per tal d'estudiar en els
espermatozoides, de forma simultania, anomalies numériques i estructurals i la seva
possible desviacié depenent del cromosoma sexual present a I'espermatozoide.

Es van estudiar un total de 384.141 espermatozoides, provinents de 18 individus d'edats
compreses entre els 24 i els 74 anys d’edat, analitzant un minim de 10.000 espermatozoides
per a cadascuna de les dues tandes d’ hibridacié realitzades per individu.

En un primer estudi van analitzar-se les freqiiencies d’aneuploidia pels cromosomes 6, 21, X
i Y (veure publicacio 1 a l'apartat 7). En un segon estudi es van analitzar les freqiiencies
d'anomalies estructurals pel brac¢ llarg del cromosoma 9, més les numériques pels

cromosomes 6, 9i Y (veure publicacié 2 a I'apartat 7).

3.1. Analisi d’anomalies numerigues en espermatozoides

La Taula 8 resumeix les frequéncies individuals per a cadascuna de les anomalies
numeriques estudiades, aixi com el ratio dels cromosomes sexuals. A la Taula 9, podem
observar els resultats de les proves estadistiques utilitzades i I'increment previst per a cada
tipus d’anomalia numérica en un periode de 10 anys. Els valors de significacio, estan ja
ajustats després de substraure el valor d’heterogeneitat entre els individus. Els resultats,
indiquen una tendéncia a l'increment de diploidia (p<0.0001), disomia del cromosoma 9
(p<0.0001), i una significacié6 marginal del total d’aneuploidia dels cromosomes sexuals (p=
0.055) (Figura 8). El percentatge d’'increment calculat per a cada 10 anys va des d’'un 5,9%
en el cas de I'aneuploidia pel cromosoma 6, fins a un 29% en 'aneuploidia pel cromosoma 9
El tractament estadistic va mostrar una elevada heterogeneitat interindividual significativa
per a la disomia 9, 21, XY, disomia total dels cromosomes sexuals, i per a la diploidia (veure
Taula 9). L'individu CM11 va ser el que presentava freqiiéncies més altes tant de disomia
sexual, com de diploidia (0.30% i 0.44% respectivament). El ratio sexual per a tots els

individus, va ser aproximadament 1:1.
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24,Y,+21

Figura 8. Anomalies numériques en espermatozoides analitzades per FISH multicolor
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Taula 8. Freqiiencies d’anomalies cromosomiques numeriques analitzades mitjangant la

técnica de FISH multicolor.

Ne % % Relacié®
Individu Edat cél-lules Disomia Diploidia®  X:Y
6% 9 21 X & XY

CM1 24 20895 0.03 0.03 0.04 0.01 0.06 0.07 0.30 1.03
CM3 24 21042 0.05 0.04 0.08 0.02 0.04 0.06 0.19 0.98
CM4 25 21743 0.04 0.01 0.03 0.05 0.04 0.08 0.18 1.01
CM7 30 21799 0.01 0.01 0.03 0.04 0.05 0.09 0.17 0.99
CM5 37 20875 0.03 0.03 0.05 0.04 0.04 0.06 0.18 1.03
CM2 38 21884 0.04 0.05 0.06 0.01 0.04 0.06 0.13 0.99
CM6 42 20621 0.02 0.01 0.04 0.04 0.04 0.16 0.25 1.02
c7 45 20947 0.02 0.04 0.15 0.04 0.05 0.11 0.28 0.98
C8 49 21698 0.03 0.03 0.18 0.03 0.05 0.06 0.20 0.99
CM8 52 21994 0.02 0.05 0.06 0.05 0.04 0.07 0.35 0.97
CM9 54 21584 0.08 0.16 0.07 0.04 0.04 0.09 0.28 0.97
CM10 56 21623 0.02 0.08 0.05 0.02 0.05 0.12 0.37 0.98
CM11 60 21640 0.03 0.13 0.10 0.04 0.05 0.30 0.44 1.01
CM12 62 21143 0.02 0.04 0.05 0.08 0.04 0.08 0.32 1.02
CM13 64 21736 0.06 0.08 0.13 0.04 0.04 0.03 0.47 0.99
cM14 71 20596 0.07 0.06 0.09 0.04 0.05 0.16 0.46 1.00
CM15 72 21105 0.04 0.06 0.05 0.04 0.04 0.12 0.33 1.03
CM16 74 21216 0.05 0.12 0.06 0.07 0.03 0.08 0.31 0.99
Mitjana 48.8 384.141 0.04 0.06 0.07 0.04 0.04 0.10 0.29 0.99

? Les freqiiéncies corresponen a la mitjana dels dos estudis realitzats (articles 1 i 2)
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Taula 9. Resultats de l'analisi estadistica emprada per a determinar I'associacié entre

I'edat de l'individu i la freqiiencia d’anomalies cromosOmiques numeriques

Anomalia Tendéncia lineal al model de regressié Heterogeneitat
numerica
%
Increment
per 10 95% IC* Valor P Valor P
anys

Inferior Superior

Disomia
XX 13.0 -2.0 30.3 0.09 0.64
YY 6.35 -1.9 29.3 0.095 0.99
XY 11.7 -2.8 28.4 0.12 0.0001°
Total sexuals 8.6 -0.2 18.1 0.055° 0.013"
6 5.9 -10.3 25.0 0.50 0.51
9 29.0 15.0 44.6 <0.0001¢ 0.004°
21 11.4 -3.2 28.1 0.13 0.007°
Diploidia 18.8 12.5 25.2 <0.0001¢ 0.046°

& Intérval de confianca

® Es va assumir la distribucié binomial negativa

¢ Significacié marginal

4 Tendéncia lineal significativa a despit de I'heterogeneitat
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La figura 9 il-lustra graficament la tendencia a l'increment lineal de les anomalies
cromosOmiques numeriques analitzades amb I'edat de I'individu. Existeix una tendéencia a
l'increment per a totes les anomalies estudiades, essent aquesta tendéncia més acusada en

el cas de la disomia 9 i la diploidia.

Angmaolies numariguas
L8]

o4

Diglaidia
a3

% Bnomalied cromosdmiges
o
LT

a1 Desamin 21 e

Figura 9. Increment lineal d’anomalies cromosomiques numeriques amb I'edat
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3.2. Analisi d’anomalies estructurals en espermatozoides

Les fregliiéncies de les anomalies estructurals pel brag llarg del cromosoma 9 es mostren a
la Taula 10, i les proves estadistiques a la Taula 11. Els valors de significacié, estan ajustats
després de tenir en compte els valors d’heterogeneitat entre els individus. Els resultats van
indicar una tendéncia a I'increment amb I'edat, de la freqiiencia de duplicacions parcials del
cromosoma 9 (9cen, p<0.0001, 9qtel, p=0.002), aixi com de les delecions parcials (9cen,
p=0.001, 9qtel, p<0.0001) (Taula 11). Les duplicacions de la regié 9qtel, van ser
significativament superiors a les de la regié centromérica (p=0.017) (Figura 10). Els
espermatozoides portadors al mateix temps d’'una anomalia estructural i del cromosoma X
van ser significativament més abundants que els portadors del cromosoma Y amb el mateix
tipus d’anomalia (p=0.042).

De la mateixa manera que en les anomalies numeériques, es van observar també diferencies
significatives entre individus per a totes les anomalies estructurals, excepte per a les
duplicacions de telomer del cromosoma 9 (veure Taula 11). Encara que aquesta
heterogeitat disminueix el grau de significacid, la tendéncia lineal d'aquestes alteracions
mostra un alt nivell de significacié.

L’individu CM9 va ser el que presentava el percentatge més elevat de duplicacions (0.35%),
mentre que el CM13 mostrava la freqiiéncia més alta de delecions (0,33%).

L’increment per a cada tipus d’anomalia en un periode de 10 anys oscil-la entre el 16,5% per
a les delecions centromériques fins al 21% per a les delecions subtelomériques.

La tendéncia a l'increment linial amb I'edat de les delecions i duplicacions estructurals del
cromosoma 9 es mostra graficament a la Figura 11. Les corbes indiquen una tendéencia
similar per duplicacions i delecions totals (indepenentment de la regié implicada) (Figura

10a) i per delecions centromeériques i subtelomeériques (Figura 10c), mentre que aquesta
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tendéncia era significativament diferent per duplicacions centromeriques i subtelomeriques

(Figura 10b).

23, X, dup(9qtel)

24 X dup{9cen)

Figura 10. Anomalies estructurals del cromosoma 9 en espermatozoides

analitzades per FISH multicolor
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Taula 10. Frequéencies d'anomalies cromosomiques estructurals del cromosoma 9
analitzades mitjancant la técnica de FISH multicolor.
Anomalies estructurals
Ne % %

Individu Edat cél-lules Duplicacions Delecions
9cen?® 9qtel b total 9cen 9qtel total
CM1 24 10510 0.07 0.07 0.13 0.08 0.08 0.15
CM3 24 10511 0.04 0.08 0.11 0.09 0.07 0.16
CM4 25 10475 0.03 0.13 0.16 0.09 0.05 0.13
CM7 30 10778 0.08 0.05 0.13 0.05 0.03 0.07
CM5 37 10143 0.04 0.09 0.13 0.06 0.07 0.13
CM2 38 10886 0.04 0.05 0.08 0.09 0.07 0.17
CM6 42 10328 0.05 0.11 0.15 0.08 0.02 0.10
Cc7 45 10378 0.00 0.07 0.07 0.03 0.03 0.06
C8 49 10556 0.10 0.11 0.22 0.08 0.07 0.15
CM8 52 10531 0.08 0.08 0.16 0.08 0.04 0.11
CM9 54 10289 0.16 0.18 0.35 0.15 0.14 0.30
CM10 56 10900 0.15 0.16 0.31 0.13 0.15 0.28
CM11 60 10963 0.16 0.15 0.31 0.06 0.15 0.22
CM12 62 10825 0.08 0.13 0.21 0.09 0.10 0.19
CM13 64 10824 0.09 0.17 0.26 0.21 0.12 0.33
CM14 71 10198 0.13 0.11 0.24 0.10 0.11 0.21
CM15 72 10289 0.12 0.15 0.27 0.13 0.18 0.31
CM16 74 10733 0.11 0.11 0.22 0.17 0.19 0.36
Mitjana 48.8 190,117 0.08 0.11 0.20 0.10 0.09 0.19

4 9cen: regi6 centromerica del cromosoma 9

b 9qtel: regio subtelomeérica del brag llarg del cromosoma 9
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Taula 11. Resultats de I'analisi estadistica emprada per a determinar l'associacié entre

I'edat de I'individu i la freqiiéncia d’anomalies cromosdmiques estructurals del cromosoma 9

Anomalia Tendéncia lineal al model de regressié Heterogeneitat
estructural
%
Increment
per 10 anys 95% IC? Valor P Valor P
Inferior Superior
Duplicacions
9cen 21.2 10.3 33.1 <0.0001° 0.003"
9qtel 14.6 5.2 24.9 0.002 0.187
Mitjana 18.4 111 26.1 <0.0001° 0.003°
Delecions
9cen 16.5 6.5 27.8 0.001 0.075
9qtel 28.0 16.5 40.5 <0.0001° 0.037°
Mitjana 21.9 14.2 30.0 <0.0001° 0.001°

# Interval de confianga.
P Es va assumir distribucio binomial negativa

¢ Tendéncia lineal significativa a despit de I'heterogeneitat
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Figura 11. Increment lineal d'anomalies estructurals del
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Aquest treball ha estat realitzat per a determinar un possible efecte de I'edat sobre les
anomalies cromosomiques en espermatozoides procedents de 18 individus seleccionats en
base a la seva edat, amb 6 dels 18 donants per sobre dels 60 anys. També s’ha estudiat si
les frequieéncies d’anomalies numeériques o estructurals mostren diferéncies significatives
depenent del cromosoma sexual present a I'espermatozoide. Es va escollir I'analisi del
cromosoma 21 per la seva elevada frequencia de disomia en espermatozoides d'individus
control respecte d'altres autosomes (Martin i Rademaker, 1990; Spriggs i col, 1996;
Rousseaux i col, 1998) i del cromosoma 9 per la seva susceptibilitat als trencaments
cromosomics en espermatozoides (Brandriff i col, 1988; Estop i col, 1991). La inversi6
pericéntrica inv(9)(p11g13), és un dels heteromorfismes cromosomics humans més comuns
en la poblacio, assolint una freqiiencia aproximada del 1% (Gardner i Shuterland, 1996)

Fins al moment, s’han publicat 10 estudis en espermatozoides en series d’individus d’edat,
inclosos els dos estudis del present treball (articles 1 i 2, apartat 7) amb un total de 121
casos analitzats: 8 estudien anomalies cromosomiques numeériques i Unicament dos

anomalies estructurals (veure Taula 12).

4.1. Variabilitat interindividual en la frequencia d’anomalies

cromosomiques

Totes les anomalies cromosomiques numeriques i estructurals analitzades van mostrar
heterogeneitat interindividual no imputable a I'edat, excepte les disomies 6, X, i Y. Els
individus que presentaven freqiiéncies més elevades d’anomalies eren no fumadors, tenien
descendéncia normal, i no estaven exposats a mutagens coneguts. Aquesta variabilitat
interindividual ja ha estat observada en estudis anteriors d’espermatozoides en individus
control (revisat per Egozcue i col, 1997; Shi i Martin 2000; Vidal i col, 2001) i en séries
d'edat (Martin i col, 1995; Robbins i col, 1995; Kinakin i col, 1997; Mclnnes i col, 1998).
L’heterogeneitat existent entre el nostres donants ha estat eliminada mitjancant el model

estadistic utilitzat (veure Material i Métodes), per tal de que no afectés a I'efecte de I'edat en
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Taula 12. Frequiencia mitjana d’anomalies numeriques i estructurals en espermatozoides en
series d'individus d’edat

Anomalies numeriques

Ne % %
Ind. Edat Disomia Diploidia
Estudi 1 6 8 9 12 13 14 17 18 21 XX YY XY
Griffin i col, 1995 24 18-60 .04 .02 .03 .10 .19
Martin i col, 1995 10 21-52 .11 .16 .07 .16 .18 .16
Robbins i col, 1995° 14 23-49 .07 .03 .03 .10 .15
Kinakin i col, 1997%¢ 18 23-58 .05 .06 .03 .32
Mclnnes i col, 1998*° 18 23-58 .09 13 37 ?
Rousseaux i col, 1998* 11 21-64 48 72 .66
Guttenbach i col, 2000° 3 81-83 .10 .07 .12 11 .11 a8 .10
Luetjens i col, 2002° 23 22-71 .75 .70 .52 .29 .03
Present treball 18 24-74 .03 .07 .29
Present treball 18 24-74 .04 .06 .28
Anomalies estructurals
% Del % Dup % Del % Dup
crom 1 crom 1 crom. 9 crom 9
Mclnnes i col, 1998° 18 23-58 0.26 0.29
Present treball 18 24-74 0.19 0.20

@ Espermatozoides tractats amb solucié 10mM o superior de DTT
b Espermatozoides testiculars. 1500 espermatozoides minim per individu
¢ 8000 espermatozoides minim per individu

4 Estudis realitzats sobre els mateixos individus
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les frequéncies d’'anomalies cromosomiques.

La causa de I'elevada variabilitat entre individus per la freqiiéncia de disomies pel mateix
cromosoma pot ser deguda, a part de a diferéncies entre els propis individus, a les diferents
metodologies de treball en els diferents laboratoris, les variacions en els criteris de
recompte, i els tipus de sondes de DNA utilitzades.

En els dos estudis consecutius realitzats en la mateixa série d'individus (veure articles 1 i 2,
apartat 7), les freqliencies d’anomalies numeriques pel cromosoma 6 i Y, i la diploidia, van
ser molt similars per a tots els individus estudiats, denotant la validesa de la metodologia i
dels criteris de recompte utilitzats en aquest treball.

En un estudi recent realitzat en espermatozoides de 15 individus control, Rubes i
col-laboradors (2002) observen variacions interindividuals en les freqiiéncies de disomia pel
cromosoma 8 i pels cromosomes sexuals en estudis de FISH repetits set vegades per a
cada individu. Els autors demostren que poden existir factors constitutius que eleven les
frequéncies d'aneuploidia, inherents a alguns individus normals amb una fertilitat
comprovada. També suggereixen que l'analisi repetida de mostres procedents dels
mateixos donants, proporciona major poder estadistic per a la detecci6 de diferéncies
significatives entre els individus. Aquests resultats indiquen la conveniéncia que els estudis
d’'anomalies cromosomiques en espermatozoides es realitzin en séries d'individus el més

amplies possible per atenuar la variabilitat entre donants.

4.2. Efecte de I’edat sobre les anomalies numeriques

Disomia 9

Es va detectar un increment significatiu en la freqiiéncia de disomia 9 en relacié amb I'edat
(p<0.0001). Luetjens i col-laboradors (2002) en un estudi similar al nostre, van observar un
increment del percentatge de disomia 9 en donants d’edat superior a 60 anys respecte del

grup control (edat <30 anys), encara que aquesta diferéncia no va assolir significacio
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estadistica (p=0.061) (veure Taula 12). En individus control els resultats obtinguts per
aquest cromosoma soén contradictoris. En dos estudis realitzats en nuclis interfasics
d’'espermatozoide amb la técnica de PRINS (Pellestor i col, 1996) i painting cromosomic
(Rives i col, 1998), les frequéncies de disomia pel cromosoma 9, van ser similars a les
trobades pels altres autosomes. En canvi, Martin i Rademaker (1990) analtzant
complements d’espermatozoide van observar que tant el cromosoma 9 com el 21 mostraven
un nivell de disomia incrementat respecte de la resta.

La rao per la qual el cromosoma 9 presenta una elevada freqiiéncia de disomia amb I'edat,
no es coneix gaire. S’ha descrit un increment en la freqiiéncia de disomia dels cromosomes
1, 9 i 16 respecte d'altres autosomes en espermatozoide (revisat per Guttenbach i col,
1997). Aquests tres cromosomes presenten grans blocs d’heterocromatina C en el brag
llarg. S’ha descrit que les regions corresponents a bandes G fosques, poc riques en gens,
presenten taxes molt baixes de recombinacié durant la profase meiética, sugerint que la
recombinacié s’inicia generalment en regions riques en gens (bandes G clares) (Sun i col,
2004). En tots els organismes estudiats, fins al moment, les alteracions en el procés de
recombinacié estan associades amb anomalies en la segregacié cromosomica. El principal
motiu d’increment de no disjuncié meidtica s6n mutacions que produeixen I'abséncia o
reduccié del nombre de quiasmes entre homolegs (Roeder, 1997; revisat per Hassold i
Hunt, 2001 i Petronczki i col, 2003). En Saccharomyces i Drosophila, la posici6 dels
quiasmes, molt distals o molt proxims al centromer, també incrementen la freqtiéncia de no
disjuncié meiética (Ross i col, 1996; Koehler i Hassold, 1996).

A més, el reconeixement dels cromosomes homolegs podria ser degut a un alt nivell
d’'organitzaci6 cromosomica més que a un reconeixement per homologia de seqiéencia
(Gagne i col, 1973; Renaud i Gasser, 1997). Per tant, es podria dir que diferéncies en la
longitud dels blocs d’heterocromatina C d’ambdds cromosomes 9, augmentaria el risc
d'aparellament desigual a meiosi | i, conseqiientment, de no disjuncié meiotica (Serra i col,

1990; Amiel i col, 2001).
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Disomia 21

Els nostres resultats indiqguen que no existeix un increment de la freqiiéncia de disomia 21
en relacio amb I'edat de l'individu (p=0.13) d’acord amb els obtinguts en altres séries d’edat
(Mclnnes i col, 1998; Rousseaux i col, 1998) i en seéries realitzades en complements
haploides de I'espermatozoide (Martin i col, 1990; Templado i col, 1996), tot i que aquestes
dues dltimes no es van dissenyar en base a l'edat. Tantmateix, en casos de trisomies
d’'origen patern no es va trobar augmentada I'edat paterna (Yoon i col, 1996; Savage i col,
1998).

En canvi, en individus control i individus infertils la freqiiencia de disomia 21 observada en
espermatozoides amb la técnica de FISH és més elevada que per la resta d’autosomes
(revisat per Egozcue i col, 2000), la qual cosa indica que en individus normals i infértils,
aguest cromosoma és particularment susceptible a la no disjuncié (Blanco i col, 1996; Griffin
i col, 1996; revisat per Shi i Martin, 2000). Aquest resultats s6n concordants amb la baixa
taxa de recombinacié meidtica descrita per a aquest cromosoma, amb una mitjana d’'un
guiasma (generalment, en posicio distal al centromer) (Sun i col, 2004). A I'espécie humana,
en trisomies 21 d’origen patern, la no disjuncio és conseqiiéncia de I'abséncia de quiasmes,
mentre que en les d'origen matern, n’és de canvis de posicié dels mateixos (revisat per
Hassold i Hunt, 2001). El per qué no s’observa un increment en la freqliéncia de disomia 21
en espermatozoides en relacié a I'edat en cap de les series estudiades (Martin i col, 1990;
Templado i col, 1996; Mclnnes i col, 1998; Rousseaux i col, 1998; Bosch i col, 2001) no es
coneix, encara que no es pot descartar la propia heterogeneitat en la poblacié general i les

diferents metodologies, ja comentades en I'apartat anterior.

Disomia dels cromosomes sexuals
L’increment detectat en la frequéencia del total de disomia sexual en relacié a I'edat, va ser
marginal (p=0.055), i cap de les disomies sexuals per separat (XX, YY, XY) va assolir

significacié estadistica. Recentment, dos estudis similars (Guttenbach i col, 2000; Luetjens i
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col, 2002), confirmen els nostres resultats, no observant frequencies més elevades per les
disomies sexuals amb I'edat de l'individu.

En canvi, en quatre estudis previs en nuclis d’espermatozoide, s’ha descrit un efecte de
'edat per [l'aneuploidia dels cromosomes sexuals. No obstant, els resultats sén
contradictoris: entre els diferents treballs: alguns autors obseven un increment amb I'edat
per la disomia XX (Robbins i col, 1995; Griffin i col, 1995), disomia YY (Robbins i col, 1995;
Martin i col, 1995; Griffin i col, 1995; Kinakin i col, 1997) i disomia XY (Griffin i col, 1995)
(veure Taula 12), resultats que podrien concordar amb la fomacié d’'un sol quiasma a la
regié pseudoautosomica entre els cromosomes X i Y durant la meiosi. L'abséncia d’aquest
quiasma, podria resultar en univaléncia dels cromosomes sexuals i no disjuncié a I'anafase |
(revisat per Shi i col, 2001). En un estudi recent de mapes de recombinacié (Sun i col,

2004), el bivalent sexual no mostrava recombinacié en un 27% d’espermatocits humans.

Diploidia

Els nostres resultats detecten una associacio significativa entre la freqiiéncia de diploidia i
I'edat (p<0.002). En els vuit estudis d’edat publicats fins a la data, no es troba cap correlacid
entre la frequéncia de diploidia i I'edat (Griffin i col, 1995; Martin i col, 1995; Kinakin i col,
1997; Guttenbach i col, 2000), no ha estat discutida (Robbins i col, 1995; Rousseaux i col,
1998; Luetjens i col, 2002), i fins i tot, no es donen dades (Mclnnes i col, 1998). En aquest
treball, el fet d’emprar la técnica de FISH amb 4 colors, ens permet discriminar acuradament
la diploidia (veure Figura 7, Material i Métodes), ja que els espermatozoides diploides
presenten 6 —8 senyals fluorescents (depenent del tipus d’estudi) en comptes dels 4 o 6
senyals, en la resta de estudis. Tantmateix, no es pot descartar que aquestes diferéncies en
la incidéencia de diploidia siguin degudes a la heterogeneitat entre individus.

Les nostres dades estan d'acord amb l'elevat percentatge de triploides d’origen patern
(entre els quals aproximadament un 10% s’originen d’espermatozoides diploides, Zaragoza i
col, 2000). També s’han trobat altes freqiéncies de diploidia en espermatozoides de

portadors de reorganitzacions equilibrades (Van Hummelen i col, 1997), pares amb
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descendéncia amb la sindrome de Down d'origen patern (Blanco i col 1998) i pacients
infertils (Aran i col, 1999; Pang i col, 1999).

La causa de I'elevada freqiiéncia de diploidia en espermatozoides d’homes d’edat avangada
no es coneix, perd ha d'estar asociada a un increment, amb I'edat, de la freqliencia dels
mecanismes que generen poliploidia en les espermatogonies o en els espermatocits (veure
apartat 1.1.1). En cel-lules somatiques, la poliploidia s’ha correlacionat amb una resposta
adaptativa o patologica de la cél-lula a I'estrés mecanic o metabdlic (revisat per Storchova i
Pellman, 2004). En el cas dels espermatozoides, una posible explicacio de I'increment de
diploidia amb I'edat, seria un augment en el nombre d’anomalies sinaptiques, relacionat amb
un microambient testicular progressivament deteriorat. Aixd donaria lloc a un increment
d’'errors en la segregacié cromosomica, durant la meiosi |, que comportaria una aturada de
la citocinesi, i la subseqient formacié d’espermatozoides diploides (Egozcue i col, 2000;

Egozcue i col, 2002).

4.3. Increment lineal d’alteracions estructurals del cromosoma 9

amb 'edat

En l'analisi de les anomalies estructurals del cromosoma 9 vam trobar freqiiéncies
incrementades amb l'edat en tots els tipus estudiats: duplicacions, i delecions, tant de
centromer com de la regi6é subtelomerica del brag llarg.

En I'dnic estudi similar fins al moment, dut a terme per a estudiar I'increment d’anomalies
estructurals del cromosoma 1 amb I'edat paterna, Mclnnes i col-laboradors (1998), només
van trobar un efecte significatiu de I'edat en la freqiiencia de delecions centromeriques
d'aquest cromosoma. Altres estudis realitzats en el cariotip de I'espermatozoide (Martin i
Rademaker, 1987; Prestes-Sartoreli i col, 2001), van observar una correlacié positiva entre
I'edat del donant i les anomalies estructurals, en comparar les dades obtingudes en el grup

control i el d’edat avancada.
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L'associacié entre I'edat i I'increment d’anomalies estructurals, podria ser deguda a I'elevat
nombre de divisions per any de les espermatogonies en aquest individus (Plas i col, 2000), o
a una disminucié o abséncia de reparacié del DNA en espermatogenesi tardana deguda,
molt probablement, a I'alt nivell de compactacié que experimenta la cromatina en aquest
estadi. S’ha descrit, en cél-lules somatiques de mamifer, una relacié entre I'augment
d’heterocromatinitzacié i una disminucié en I'efectivitat dels mecanismes de reparacié amb
I'edat (Lezhava, 2003). Martin i Rademaker (1987) proposaven com a causa de l'increment
d'anomalies estructurals en espermatozoides amb I'edat, un acdmul de lesions al DNA
degudes a una exposicié més perllongada als agents ambientals.

El cromosoma 9 té una alta susceptibilitat als trencaments, mostrant una predisposicié a
presentar lesions en espermatozoides humans d’individus control (Brandriff i col, 1988;
Estop i col, 1995). Ambdés estudis coincideixen en que aquest cromosoma poseeix un
nombre molt més elevat de punts de trencament dels que hi correspondrien per probabilitat,
i que el 50% d’aquests punts, es troben localitzats entre el centromer i el segment 9gh+. En
cél-lules somatiques, Starke i col-laboradors (2002) van proposar que I’homologia entre la
regidé 9pl2 i 9913-gq21.1 i les regions dels bracos curts dels cromosomes acrocéntrics
humans, podien fer aquests cromosomes més tendents a les reorganitzacions i a tenir un
risc més alt d’efectes intercromosomics entre ells.

Curiosament, es va detectar un excés d’espermatozoides amb duplicacions parcials de la
regio 9qtel, respecte als portadors de duplicacions parcials de la regié 9cen (p=0.017). En
un estudi similar en individus control, analitzant el cromosoma 1 (Sloter i col, 2000) també
els espermatozoides portadors de duplicacions i delecions parcials de la regié 1p eren cinc
vegades més frequients que els portadors de la mateixa anomalia en la regio 1cen.

L'excés de duplicacions parcials de la regié 9qtel, també podria reflectir un excés de
fragments acéntrics en espermatozoide, com ha estat préviament descrit en estudis de
cromosomes d’espermatozoide, tant en individus control (Brandriff i col, 1988; Estop i col,
1991; Benet i col, 1992), com en individus d’edat avancada (Martin i Rademaker, 1987;

Prestes-Sartorelli i col, 2001).
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Les duplicacions i delecions parcials observades en espermatozoides poden reflectir la
preséncia de reorganitzacions estructurals desequilibrades de qualselvol tipus
(translocacions, inversions, duplicacions, delecions, etc). Malauradament, en aquest tipus
d’estudi no es pot determinar el tipus especific d'anomalia estructural, ja que la técnica de
FISH en nuclis interfasics d'espermatozoide només pot discriminar entre algunes
aberracions estructurals, depenent de les sondes utilitzades, com delecions, duplicacions,

insercions i translocacions.

4.4. Ratio sexual en espermatozoides normals i portadors

d’anomalies

El fet d’'emprar sondes pels cromosomes sexuals (cromosomes X i Y en el primer article, i
cromosoma Y en el segon, veure apartat 7), va permetre comprovar si existeix una
correlacié entre els diferents tipus d’anomalies cromosomiques estudiades i el cromosoma
sexual present als espermatozoides portadors d’anomalies. De fet, en estudis
epidemiologics ha estat descrit un excés de nounats de sexe masculi amb la sindrome de
Down (Petersen i col, 1993; Savage i col, 1998) i de femelles portadores de la inversio
pericéntrica del cromosoma 9 (Yamada, 1992).

Els nostres resultats no mostren cap evidencia de segregacio preferencial del cromosoma
21, ni amb el cromosoma X, ni amb el cromosoma Y (p=0.61), d’acord amb les dades
d’altres estudis en complements d’espermatozoides (Templado i col, 1996). Aixd no implica
que no hi pugui haver una seleccio positiva de’embrions masculins trisomics pel cromosoma
21, donant lloc a l'excés de mascles nascuts amb aquesta trisomia. En nuclis
d’'espermatozoides analitzats per FISH (Griffin i col, 1996), es va descriure un excés
d’espermatozoides disomics pel cromosoma 21 portadors del cromosoma Y, i es va suggerir
la tendéncia del cromosoma extra 21 a segregar preferencialment amb el cromosoma Y.
Més recentment, Baumgartner i col-laboradors (1999), van fer el mateix suggeriment, tot i

que els seus resultats no van assolir significacié estadistica (p=0.07).
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Pel que fa al cromosoma 9, es va observar un excedent d’espermatozoides amb anomalies
estructurals per a aquest cromosoma, portadors en principi del cromosoma X (p=0.042). No
obstant aix0, en aquest estudi (article 2, apartat 7), no es va emprar sonda especifica per al
cromosoma X, si no només pel cromosoma Y, per la qual cosa es va assumir que aquells
espermatozoides sense marcatge de cromosoma Y, eren portadors del cromosoma X, tot
reconeixent una subestima dels espermatozoides nul-lisomics pel cromosoma X. A despit
d’aquesta subestima, els resultats serien coherents amb I'excés de femelles portadores de

cromosomes 9 reorganitzats (Yamada, 1992).

4.5. Estimacio del risc d’anomalies cromosomiques al llarg de la

vida reproductiva

En [l'estudi realitzat dels percentatges d'increment de cada anomalia cromosomica
estudiada, podem observar que tots ells augmenten al llarg del temps, uns de forma molt
lleugera, com la disomia 6 (5.9%), i altres de forma més accentuada, com la diploidia
(18.8%), la disomia 9 (29%), o les delecions parcials de la regio 9q terminal (28%). Si tenim
en compte que aquests increments son per a cada 10 anys i per a cada tipus d’anomalia, tot
i tenir en compte les baixes freqliéncies d'aquestes anomalies, seria de preveure que al
menys en alguns casos, comportessin un increment de més del 100% al llarg de la vida fertil
de l'individu.

La Taula 13 mostra els increments cada 10 anys per a cada anomalia, i el suposit acumulat
durant quaranta anys de vida, assumint que els percentatges es mantenen al llarg de la vida
reproductiva. Per a la disomia 9, I'increment seria del 116% en un periode de quaranta anys.
Aplicant aquestes dades, per exemple, al individu CM1 (el més jove de la nostra serie) la
freqiiencia de disomia 9 als 24 anys (0.04%) s’incrementaria fins a més del doble (0.09%)
als 64 anys. Si tenim en compte I'increment per a tots els cromosomes estudiats, incloent la
diploidia, en aquest mateix individu, la freqiéncia d’anomalies passaria d'un 0.69% a un

1.18%, pel mateix periode de temps.

56



Discussi6

Taula 13. Increments esperats de totes les anomalies cromosomiques analitzades

Anomalia % Increment % Increment
cromosomica cada 10 anys en 40 anys
Disomia XX 13.0 52.0
Disomia YY 6.35 254
Disomia XY 11.7 46.8
Disomia 6 5.9 23.6
Disomia 9 29.0 116.0
Disomia 21 11.4 45.6
Diploidia 18.8 75.2
Duplicacions 9cen 21.2 84.8
Duplicacions 9qtel 14.6 58.4
Delecions 9cen 16.5 66.0
Delecions 9qtel 28.0 112.0
Total increment 176.45 705.80

Donat que només s’han estudiat les anomalies cromosOmiques numeériques per a 5
cromosomes (6, 9, 21, X, Y), la diploidia, i les anomalies estructurals per a un sol brag
cromosomic (9q), els percentatges d'increment d’anomalies de tots els cromosomes, tant
numeriqgues com estructurals, al llarg de la vida reproductiva d’'un individu podrien assolir
frequéncies molt més elevades. L'aparicié de les noves técniques de reproduccié assistida,
gue ofereixen la possibilitat de paternitat en edats més avancades, fan que sigui de gran
interes l'estudi de l'efecte de I'edat sobre les anomalies de tots els cromosomes en

I'espermatozoide huma, per tal de coneixer el risc real a la descéndencia.
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Conclusions

1. Existeix una variabilitat interindividual, no atribuible a I'edat, en les frequéncies de les
anomalies cromosomiques analitzades, excepte per a les disomies 6, X i Y. El tractament
estadistic utilitzat va minimitzar I'efecte d'aquesta heterogeneitat, per tal que no

emmascares I'efecte de I'edat de I'individu en les les anomalies cromosomiques analitzades.

2. De totes les disomies estudiades, Unicament s’ha observat un increment lineal de disomia
pel cromosoma 9 amb Il'edat, indicant que no tots els cromosomes mostren la mateixa

susceptibilitat a la no disjuncié meiotica amb I'edat de I'individu.

3. L'augment lineal en la freqiiéncia de diploidia suggereix un increment, amb I'edat, de la
freqliéncia dels mecanismes que originen poliploidia durant I'espermatogénesi, i esta
d'acord amb I'elevada freqiiéncia de triploides d'origen patern. Actualment, encara no es

coneixen els factors que indueixen la formacié d’espermatozoides diploides.

4. Tots els tipus d'anomalies estructurals del cromosoma 9 estudiats van mostrar un
increment significatiu en la seva freqiiéncia amb l'edat, resultat no sorprenent tenint en
compte les caracteristiques inherents al procés de I'espermatogénesi, i el majoritari origen

patern de les anomalies estructurals de novo.

5. Unicament la disomia 9 i les anomalies estructurals per aquest cromosoma presenten una
segregacié preferent amb el cromosoma X. La correlacié entre les anomalies estructurals i
el cromosoma X podria explicar I'elevat percentatge, observat a la poblacid, de dones

portadores de reorganitzacions que impliquen al cromosoma 9.

6. La tendéncia a l'increment per a cada periode de 10 anys varia per les diferents
anomalies, essent les més elevades la de disoma 9 i la diploidia. Futurs estudis en séries
d'edat de la resta de cromosomes de l'espermatozoide, permetran conéixer el risc real

d’'increment d'anomalies cromosomiques en la descendéencia d'individus d’edat avancada.
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