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1.1. L’aneuploidia a I'espécie humana

L’aneuploidia és una anomalia cromosomica numérica que es caracteritza per la
preséncia d'un nombre de cromosomes no multiple del complement haploid. Les
trisomies i la monosomia del cromosoma X sén les aneuploidies més freqlents a
'espécie humana amb una incidéncia del 5% en embarassos clinicament reconeguts i
del 35% en avortaments espontanis (Jacobs, 1992; Hassold i col, 1996; Hassold i Hunt,
2001). La distribucié de I'aneuploidia varia considerablement en els diferents estadis del
desenvolupament (Taula 1).

Taula 1. Freqiiéncia i distribucié d’aneuploidies en els diferents estadis del desenvolupament1

Anomalia Avortaments Morts Nounats Gestacions Supervivéncia

cromosomica espontanis (%) perinatals (%) (%) cliniques (%) (%)
Trisomia
2 1.1 - - 0.16 0.0
3 0.3 - - 0.04 0.0
4 0.8 - - 0.12 0.0
5 0.1 - - 0.02 0.0
6 0.3 - - 0.04 0.0
7 0.9 - - 0.14 0.0
8 0.8 - - 0.12 0.0
9 0.7 0.2 - 0.10 0.0
10 0.5 - - 0.07 0.0
11 0.1 - - 0.07 0.0
12 0.2 - - 0.02 0.0
13 1.1 0.3 0.005 0.18 2.8
14 1.0 - - 0.14 0.0
15 1.7 - - 0.26 0.0
16 75 - - 1.13 0.0
17 0.1 - - 0.02 0.0
18 1.1 1.1 0.010 0.18 5.4
20 0.6 - - 0.09 0.0
21 2.3 1.3 0.130 0.45 23.8
22 2.7 0.2 - 0.40 0.0
47, XXY 0.2 0.2 0.050 0.08 53.0
47, XXX 0.1 0.2 0.050 0.05 94.4
47, XYY - - 0.050 0.04 100.0
Monosomia

45, X 8.6 0.3 0.005 1.3 0.3

"Hassold and Jacobs,1984; revisat per Hassold i col, 1996
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Origen de les trisomies

Les trisomies tenen el seu origen en processos de no disjuncié a la meiosi, donant lloc a
gametes aneuploides, o a la mitosi, produint individus mosaics. L’origen parental de les
trisomies depén del cromosoma afectat (revisat per Hassold i Hunt, 2001). Les trisomies
autosomiques son predominantment d’origen matern (43%-100% dels casos), mentre
que les trisomies dels cromosomes sexuals sén majoritariament d’origen patern
(MacDonald i col, 1994; Jacobs i col, 1997; Robinson i col, 1999; Thomas i Hassold,
2003; revisat per Hassold i Hunt, 2001) (Taula 2).

Taula 2. Origen parental de les trisomies en
I'espécie humana'

Origen (%)

Trisomia Patern Matern Post-zigotic
2 28 67 6
7 - 43 57
15 15 85
16 - 100
18 - 89 11
21 8 88 3
22 3 97
XXY 51 41 8
XXX 8 74 18
XYY 100

"Hassold i col, 1996; Hassold i Hunt, 2001; revisat
per Hall i col, 2006

El 51% dels casos de la sindrome de Klinefelter (47,XXY) (Thomas i Hassold, 2003) i el
100% dels homes 47,XYY (Robinson i Jacobs, 1999) tenen un origen patern. En canvi,
en la trisomia 47,XXX, el 74% dels casos presenten un origen matern (MacDonald i col,
1994).
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1.2. La sindrome de Klinefelter

La sindrome de Klinefelter (47,XXY), descrita per primera vegada al 1942 (Klinefelter i
col, 1942), és I'anomalia somatica més freqlent en individus infértils a I'espécie humana,
amb una incidéncia del 0.1-0.2% en la poblacié general i de fins al 3.1% en la poblacié
infértil. Els pacients amb cariotip 47,XXY solen ser azoospermics, amb I'excepcio
d’alguns individus mosaics 46,XY/47,XXY que presenten oligozoospérmia (Lenz i col,
2005). Aquests individus s’inclouen en programes de reproduccié assistida gracies a
aven¢ que ha suposat la introduccié de la técnica d'injeccié intracitoplasmatica de
I'espermatozoide (ICSI) que permet la fecundacié amb espermatozoides testiculars.

Fenotip

El fenotip pot variar, perd es caracteritza generalment per hipogonadisme,
concentracions elevades de FSH, cames anormalment llargues, distribucions femenines
del teixit adipés corporal incloent ginecomastia, pél pubic i facial disminuit o absent,
penis petits i dificultats d’aprenentatge (Smyth i Bremner, 1998; Visootsak i Graham,
2006).

Citogenética

Aproximadament un 80-90% dels casos amb sindrome de Klinefelter presenta el cariotip
47 ,XXY. El 10% restant dels casos s6n mosaics 46,XY/47,XXY. Tot i aix0, la incidéncia
real dels casos de mosaicisme esta infraestimada degut a qué el mosaicisme pot estar
confinat a testicles i no detectar-se en el cariotip somatic (Lanfranco i col, 2004).

D’altres variants de la sindrome de Klinefelter inclouen individus amb cariotip 48,XXXY:;
48, XXYY; 49, XXXXY i 49, XXXYY (Linden i col, 1995; Visootsak i col, 2001; Visootsak i
Graham, 2006).

Origen parental

Els casos de sindrome de Klinefelter d’origen patern (50,9%) (Jacobs i col, 1988;
Hassold i col, 1991; Lorda-Sanchez i col, 1992; revisat per Hall i col, 2006) son resultat
d'una no disjuncié del parell XY en la primera divisi6 meiodtica (MI) durant
'espermatogénesi (Figura 1), a diferéncia dels casos d’origen matern que poden ser
resultat d’errors en meiosi | (MIl) o meiosi Il (MIl). Estudis recents han associat I'abséncia
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de recombinacié en la regié pseudoautosomica 1 (PAR1) del parell XY amb errors en la
segregacié meiotica durant 'espermatogénesi (Hassold i col, 1991; revisat per Hall i col,
2006) (veure apartat 1.4).

— @ ESPERMATOGENESI

.é No disjuncié parell XY
=
\ Q @ :
_— FECUNDACIO
ie)
(0]
=

N~ Figura 1. Origen meidtic de la
sindrome de Klinefelter d'origen
patern

Efecte de I'edat paterna

Els primers treballs realitzats per a determinar una possible associacié entre edat
paterna avangada i descendéencia amb la sindrome de Klinefelter d’origen patern van ser
epidemiologics. Aquests estudis no van establir una relacié entre edat paterna avancada
i origen patern d’aquesta sindrome (Carothers i col, 1984; revisat per Sloter i col, 2004).
En canvi, Lorda-Sanchez i col (1992), utilitzant la técnica de Southern Blot en pares
d’'individus amb la sindrome de Klinefelter d’origen patern, van descriure una baixa
frequéncia de recombinacié en el parell XY en pares d’edat avangada. No obstant, I'inic
grup (Lowe i col, 2001 i Eskenazi i col, 2002) que ha analitzat la freqiéncia de disomia
del parell XY en caps d’espermatozoides de pares amb descendéncia Klinefelter va
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observar un efecte de I'edat en la disomia dels cromosomes sexuals, tant en casos de la
sindrome d’origen patern com en els d’origen matern.

1.3. Aneuploidia en I’espermatozoide utilitzant tecniques d’hibridacioé in situ
fluorescent (FISH)

Per a entendre els mecanismes que originen les aneuploidies i els factors que les
indueixen és necessari I'estudi directe dels gametes ja que la gran majoria de les
aneuploidies tenen el seu origen durant la meiosi. L’aplicacié de la técnica de FISH
(Williams i col, 1993) en caps descondensats d’espermatozoide, utilitzant dues o més
sondes de DNA simultaniament, ha permés [lanalisi d’anomalies numériques i
estructurals en un elevat nombre d’espermatozoides.

Estudis de FISH en espermatozoides d’individus de la poblacio general

Mitjangant la técnica de FISH multicolor (analitzant un minim de 10.000
espermatozoides) en individus control s’han analitzat les frequéncies d’anomalies
numeriques per a gairebé tots els cromosomes (revisat per Templado i col, 2005) (Figura
2). La frequéncia mitjana de disomia per als cromosomes analitzats varia del 0.03% al
0.12%, excepte per als cromosomes 3, 21, 22, X i Y que presenten una major freqiiéncia
de disomia (revisat per Templado i col, 2005). Per al cromosoma 3 i 22 els estudis son
escassos: només s’ha realitzat un estudi del cromosoma 3 (Downie i col, 1997) i dos
estudis del cromosoma 22 (Martin and Rademaker, 1999; Soares i col, 2001a) amb
resultats molt diferents (1.21% versus 0.06%), possiblement degut a la diferent sonda de
DNA utilitzada en ambdés estudis. Pel que fa a I'elevada freqiéncia de disomia per al
cromosoma 21 i per als cromosomes sexuals respecte de la resta de cromosomes,
confirma les observacions descrites en estudis de cariotips d’espermatozoide (revisat per
Templado i col, 1996).

Les diferéncies en les freqliéncies de disomia reportades pels diferents autors per a un
mateix cromosoma podrien ser+ degudes a modificacions en el protocol de FISH, a la
utilitzacié de diferents sondes, a diferéncies en els criteris de recompte aplicats en cada
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laboratori o bé poden reflectir diferéncies reals entre els individus (Egozcue i col 1997;
revisat per Templado i col, 2005)

8 9 12 13 15 16 18 20 21 22 XY Diploidia

CROMOSOMA

Figura 2. Freqiéncia mitjana de disomia per a cada cromosoma en individus de la
poblacié general determinades per FISH en caps d’espermatozoides descondensats.
Només s’inclouen estudis de FISH multicolor que analitzen un minim de 10.000 caps
d’espermatozoides per individu, utilitzen criteris de comptatge estrictes i un nombre de
sondes suficient per a diferenciar entre disomia i diploidia (Adaptat de Templado i col,
2005)

També s’ha analitzat I'efecte de I'edat d’individus de la poblacié general utilitzant la
técnica de FISH multicolor (revisat per Buwe i col, 2005). No s’ha trobat cap correlacio
per als cromosomes 1 (Guttenbach i col, 2000), 3 (Guttenbach i col, 1994), 6 (Bosch i
col, 2001), 7 (Guttenbach i col, 1994), 8 (Robbins i col, 1995), 10 (Guttenbach i col,
1994), 11 (Guttenbach i col, 1994), 12 (Martin i col, 1995), 13 (Shi i Martin, 2000), 14
(Rousseaux i col, 1998), 17 (Guttenbach i col, 2000), 18 (Lutjens i col, 2002) i 21 (Bosch i
col, 2001). En canvi, s’ha descrit un increment de disomia 9 i de diploidia amb I'edat
paterna (Rousseaux i col, 1998; Bosch i col, 2001; Bosch i col, 2003; revisat per Buwe i
col, 2005). Pel que fa als cromosomes sexuals, alguns autors han descrit un increment
de la freqiiencia de disomia XY amb I'edat paterna (Griffin i col, 1995; Guttenbach i col,
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2000; Bosch i col, 2001) mentre que d’altres estudis no troben aquesta associacié
(Martin i col, 1995; Shi i Martin, 2000; Luetjens i col, 2002; revisat per Buwe i col, 2005).

Estudis de FISH en espermatozoides d’individus amb descendéncia aneuploide
d’origen patern

Estudis realitzats en espermatozoides de pares amb un fill aneuploide d’origen patern,
afectat de la sindrome de Turner (Martinez-Passarell i col, 1999, Tang i col, 2004) o de
Down (Blanco i col, 1998), han descrit un increment de disomia del cromosoma implicat
en I'aneuploidia (cromosomes sexuals i cromosoma 21, respectivament). Posteriorment,
Soares i col (2001a i 2001b) van ampliar els estudis de FISH a altres cromosomes
(cromosomes 13, 21, 22 i XY) en aquests mateixos individus amb descendéncia
aneuploide (Blanco i col, 1998; Martinez-Passarell i col, 1999), descrivint increments en
la disomia de cromosomes no implicats en l'aneuploidia estudiada. Aquests autors
proposen l'existencia d'una tendéncia generalitzada a la no disjuncid meidtica en
individus amb descendéncia aneuploide.

1.4. Recombinacio en el parell XY

Els cromosomes sexuals i el cromosoma 21 sén els parells cromosdmics que presenten
una major freqiéncia de no disjuncié en meiosi (MacDonald i col, 1994; Hassold i Hunt,
2001; Thomas i Hassold, 2003; revisat per Hall i col, 2006). Estudis de -cariotip
d’espermatozoides, mitjancant la técnica de hamster-huma, ja indicaven que aquests
eren els cromosomes més freqlentment implicats en aneuploidies (Martin i col, 1991;
Templado i col, 1996). La major susceptibilitat a la no disjuncié durant I'espermatogénesi
dels cromosomes sexuals i del cromosoma 21 s’explica pel fet que aquests cromosomes
presenten un Unic quiasma durant la primera divisié meidtica (Shi i Martin, 2000; Hassold
i Hunt, 2001; Sun i col, 2006). Els cromosomes X i Y només presenten dues regions
d’homologia denominades regié pseudoautosomica 1 (PAR1) i 2 (PAR2), localitzades a
la part distal del brag curt (PAR1) i del brag llarg (PAR2). Malgrat que la recombinacié pot
donar-se en ambdues regions, en el 98% dels casos es dbna a la regi6 PAR1 (Li i
Hamer, 1995; Blaschke i Rappold, 2006).
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Diferents estudis han relacionat una baixa taxa de recombinaci6 en el bivalent XY amb
un increment de la freqiéncia de disomia en espermatozoides. Martin i col (1999),
emprant la técnica de reaccié en cadena de la polimerasa (PCR), van observar una
disminucié de la frequéncia de recombinacié en espermatozoides disomics XY en
comparacié amb espermatozoides normals. Altres autors han descrit, en un individu amb
espermatogénesi normal, que només un 73% dels espermatocits | presentaven un punt
de recombinacié en la regié6 PAR1 (Sun i col, 2004). Més recentment, estudiant
espermatocits d'individus infértils, s’ha suggerit la possibilitat que la recombinacié en el
parell XY podria ser un indicador de la freqiiéncia de recombinacié de la resta dels

bivalents (Codina-Pascual i col, 2005).

1.5. Cromosomes en anell

Els cromosomes en anell tenen una incidéncia de 1 en 25.000 concepcions detectades
(Jacobs, 1981) i s’han descrit anells per a tots els cromosomes humans (Kosztolanyi,
1988; Schinzel, 2001), encara que els anells més frequents sén els dels cromosomes 13
i 18 (Wyandt, 1988).

Generalment, un cromosoma en anell és el resultat de dos trencaments, un a cada brag
del mateix cromosoma, amb la posterior fusié dels extrems lliures resultants i pérdua
d’ambdos extrems cromosomics (Miller and Therman, 2001). Malgrat aixo, s’han descrit
altres mecanismes de formacié d’'un anell: la unié6 d’'un extrem lliure producte d’un
trencament amb la regié telomérica oposada (Henegariu i col, 1997a); la fusi6 de
seqléncies subtelomériques (Vermeesch i col, 2002) o la fusié telomer-telomer donant
lloc a un anell sense pérdua de material genétic (Henegariu i col, 1997a; Sigurdardottir i
col, 1999) (Figura 3).

La majoria de casos descrits de cromosomes Y en anell s’han analitzat mitjangant
técniques citogenétiques classiques. Només alguns autors han analitzat aquest tipus de
cromosomes en anell mitjangant técniques moleculars (Kozma i col, 1988; Wegner i col,
1992; Pezzolo i col, 1993a; Henegariu i col, 1997a,b; Bofinger i col, 1999; Tzancheva i
col, 1999; Blanco i col, 2003).
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A > B > ¢

Figura 3. Possibles mecanismes de formacié d’un cromosoma en anell descrits a I'espécie humana. Anell
cromosomic resultant de: (A) dos trencaments i unié dels extrems lliures, (B) la fusié de seqiiencies
subtelomeriques o fusio telomer-telomer sense pérdua de material genétic i (C) un sol trencament i
posterior uni6 de I'extrem lliure amb el telomer oposat

Comportament mitotic

Els cromosomes en anell es caracteritzen per presentar una elevada inestabilitat durant
el procés mitotic. Normalment, en abséncia d’intercanvis de cromatides germanes (SCE)
en I'anell, aquest cromosoma té una segregacié normal durant la divisié celular, donant
lloc a dues célules filles amb anell. La preséncia de 1 0 2 SCEs en el anell dona lloc a la
formaci6 d’anells intercalats o anells dicéntrics de mida doble a I'anell original (Miller and
Therman, 2001). Generalment, els anells intercalats i dicéntrics, en divisions posteriors,
poden passar a una de les céllules filles (donant lloc a una segona linia cellular en qué
manca l'anell) o bé poden entrar en un cicle pont-trencament-fusié-trencament (bridge-
breakage-fusion-breakage) produint fragments cromosomics que acabarien perdent-se
(Miller and Therman, 2001). Es per aixd, que la majoria dels individus amb un
cromosoma en anell presenten una segona linia celular monosdmica que pot ser o0 no
viable, depenent del cromosoma en anell.

Caracteristiques fenotipiques

Els individus amb un cromosoma en anell presenten una elevada variabilitat fenotipica
depenent del cromosoma implicat en la reorganitzacid, del fragment delecionat en la
formacid de l'anell i del percentatge de la linia monosomica en els diferents teixits. A
més, s’han descrit casos de coexisténcia de diferents tipus d’anells amb preséncia de
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dicéntrics, tetracéntrics i, fins i tot, un cas d’anells octacéntrics (Pezzolo i col, 1993a;
Henegariu i col, 1997b). Quan el mecanisme de formacié de I'anell implica pérdua de
material cromosomic, el fenotip de l'individu és similar al que presenten les delecions
terminals del mateix cromosoma (McGinnis i col, 1992). En canvi, en els cromosomes en
anell sense pérdua de material cromosdmic, el fenotip de lindividu depén de la
inestabilitat de l'anell durant la mitosi (Coté i col, 1981). Pel que fa als anells del
cromosoma Y, el fenotip d’aquests pacients varia considerablement i va des d’individus
amb fenotip normal fins a pacients amb genitals externs ambiglis o disgenésia gonadal
(revisat per Daniel, 1985; Hsu i col, 1994).

Comportament meiotic

La majoria dels cromosomes en anell s’originen de novo i menys d'un 1% sén heretats
(revisat per Kostolanyi, 1991). Els cromosomes en anell que s’hereten més freqlientment
s6n els cromosomes 20, 21 i 22 (Palmer i col, 1977; Stoll i Roth, 1983; Hertz, 1987; Back
i col, 1989; Kennerknecht i col, 1990). Només hi ha un cas descrit de transmissié d'un
cromosoma Y en anell mitjancant reproduccié assistida amb la técnica d’'ICSI (Bofinger i
col, 1999).

Tot i l'interés que té I'analisi del comportament meidtic de cromosomes Y en anell per a
conéixer el risc de descendéncia amb anomalies cromosomiques en individus portadors,
només hi ha dos estudis meiotics en dos individus infertils publicats (Chandley i Edmond,
1971; Blanco i col, 2003). El primer treball es va realitzar en metafases d’espermatocits
mitjancant técniques citogenétiques convencionals (Chandley i Edmond, 1971) i el segon
es va portar a terme en caps d’espermatozoides i en céllules meidtiques procedents
d’'una mostra de semen, utilitzant FISH multicolor (Blanco i col, 2003).
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1.6. Hipotesi

En espermatozoides de pares de fills o d’avortaments amb la sindrome de Klinefelter
d'origen patern, la freqliéncia de disomia dels cromosomes sexuals i daltres
cromosomes no implicats en la trisomia podria estar incrementada respecte a la de pares
d’individus amb la sindrome de Klinefelter d’origen matern. L’edat paterna podria ser un
factor de risc d’'anomalies cromosdmiques en I'espermatozoide.

1.7. Objectius

El principal objectiu d’aquest treball ha estat avaluar el risc de descendencia aneuploide
per als cromosomes sexuals i per als autosomes 6, 13, 18, 21 i 22 en pares d’individus
amb la sindrome de Klinefelter d’origen patern, amb els segilients objectius concrets:

1. Comparar les freqiieéncies de disomia dels cromosomes 6, 13, 18, 21, 22, X i Y en els
espermatozoides d’individus amb descendéncia Klinefelter d’origen matern i patern

2. Determinar si existeix 0 no un efecte de I'edat paterna en la freqiieéncia d’anomalies

numeriques en els espermatozoides

11



2. MATERIAL | METODES



Material i metodes
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2.1. Material biologic

Estudi de families amb un fill/avortament afectat de la sindrome de Klinefelter
S’han estudiat 18 families amb un fill/avortament afectat de la sindrome de Klinefelter. En
una de les families el pare presentava un cariotip 46,X,r(Y)/45X i el seu fill
47 ,XX,r(Y)/46,XX (Figura 4).

46,XX 46,XY
Sang > Semen —* FISH
periférica
L——» Sang
(18) (17) 46,XY periférica
(1) 46,X,r(Y)/45,X
\ 4
v
S. Klinefelter DNA
e (17) 47,XXY
(1) 47,XX,r(Y)/46,XX

(10+1) Sang
(1) Teixit fetal
(6) Cultiu amnidcits

DNA

| !

ORIGEN ANEUPLOIDIA
PARENTAL ESPERMATOZOIDES
SINDROME

Figura 4. Material biologic i estudis realitzats a les 18 families estudiades amb un fill/avortament
afectat de la sindrome de Klinefelter

El DNA necessari per a I'estudi de I'origen de la sindrome de Klinefelter va ser obtingut
del segtients tipus de mostres: sang periférica (10 casos), cultiu d’amnidcits (6 casos),
sang del fetus obtinguda per punci6é cardiaca durant la interrupcié legal de I'embaras
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posterior a 'amniocentesi (1 cas), teixit fetal (1 cas) i sang periférica en el cas dels
progenitors (2x18 casos). Per a I'estudi de I'aneuploidia en espermatozoides dels pares

es va obtenir una mostra de semen en els 18 casos.

Estudi familiar d’un anell r(Y)
En el cas del pare i fill amb un cromosoma Y en anell es va ampliar I'estudi per a
analitzar el percentatge de mosaicisme i el comportament mitdtic i meiodtic de I'anell, aixi

com el seu mecanisme de formacié (Figura 5).

46, XX 46, X r(Y)/ 45,X
Sang<—— ' — Semen

PARENTAL ’ ’ ANEUPLOIDIA EN

SINDROME ‘ ESPERMATOZOIDES
Céllules Sang periférica

mucosa bucal
Metafases Interfases CGH PCR
| | |
FISH cen Bandes G FISH tel FISH cen
\L | 1 \L
ggmgﬁlg COMPORTAMENT MECANISME FORMACIO

% MOSAICISME MITOTIC r(Y) r(Y)

Figura 5. Material biologic i estudis realitzats al pare i fill amb un cromosoma Y en anell.
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Totes les mostres van ser recollides després d’obtenir el consentiment informat de les
persones implicades. En el cas de menors d’edat, es va obtenir el consentiment d’'un dels
dos progenitors.

2.2. Técnica de bandes G

El cariotip somatic dels 3 membres de la familia del r(Y) es va analitzar amb la técnica de
bandes G convencional amb tincié de Wright seguint el protocol descrit per Seabright i
col (1972).

2.3.Técnica d’hibridacio in situ fluorescent (FISH)

La técnica de FISH es va utilitzar per a determinar la freqiéncia d’aneuploidia en
espermatozoides dels pares amb descendéncia Klinefelter. En el cas de la familia del
r(Y) també es va utilitzar per a I'estudi del percentatge de mosaicisme, del comportament
mitotic i del mecanisme de formacié del r(Y) (Taula 3).

Sondes utilitzades

Els tipus de sondes utilitzades (Vysis Inc.) en les técniques de FISH es representen a la
Taula 3.

Taula 3. Sondes utilitzades en cada tipus cellular analitzat en el present treball

Tipus cellular i fase analitzada Sondes Tipus d’estudi
Limfocits / Metafase CEP6, CEPX, CEPY Mosaicisme familia r(Y)

Tel Xp/Yp, Tel Xg/Yq Mecanisme de formacié r(Y)
Limfocits / Interfase CEP6, CEPX, CEPY Mosaicisme familia r(Y)
Bucosa mucal / Interfase CEP6, CEPX, CEPY Mosaicisme familia r(Y)

Caps espermatozoides / Interffase  CEPS6, LSI13, CEP18, LSI21, LSI22, Aneuploidia en
CEPX, Y-Satlll espermatozoides
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Protocol de FISH

El protocol de FISH emprat en aquest estudi per a tots els tipus de teixit i mostres
utilitzades, és el recomanat per la casa comercial (Vysis Inc.) amb petites modificacions
(Figura 6) .

<— Pepsina <«—— Metafases

Extensions

< Nuclis interfasics

«—— DTT <«—— Espermatozoides

. Barreja sondes
Formamida

73°C 73°C
» Desnaturalitzacio
Hibridacié 37°C 24-72h

Rentats post-hibridacié

Tincié DAPI 1II

Figura 6. Protocol de la tecnica de FISH multicolor

Els portaobjectes es van rentar en una solucié de 2XSSC, es van deshidratar en una
série d’etanols i es van desnaturalitzar en una solucié de Formamida al 70%, a 73°C
durant 3-5 minuts. La barreja de sondes es va desnaturalitzar 5 minuts a 73°C. La

hibridacié es va deixar en una camara humida a 37°C, entre 12-72 hores.
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Per a la FISH amb sondes subtelomériques per als cromosomes X i Y, aplicada a
metafases de limfocits, es va fer un tractament enzimatic amb pepsina i una postfixacié
amb formaldehid a I'1% previs a la hibridacié.

En el cas dels caps d’espermatozoides, abans de realitzar la hibridacié, es van
descondensar els caps en una solucié 5mM i pH 7.4 de ditiotreitol (DTT) a 37°C, entre 8 i
15 minuts, depenent de l'individu i de I'envelliment de la preparacié. Es van realitzar dues
rondes d’hibridacions en preparacions de caps d’espermatozoides diferents per a cada
pare estudiat: una amb sondes per als cromosomes 6, 21, X i Y, i una altra amb sondes
per als cromosomes 13, 18i 22.

Rentats post-hibridacio

Un cop passades les 24-72 hores d’hibridacié, es van retirar els cubreobjectes i les
preparacions es van rentar, primer, en una solucié de 0.4XSSC a 75°C, durant 2 minuts i,
després, en una solucié 2XSSC/Tween 20 0.1%, a temperatura ambient, durant 1 minut.
Els portaobjectes es van deixar assecar a temperatura ambient i, posteriorment, es van
contratenyir amb 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI-1Il de Vysis). Es van conservar a -20°C

fins a 'observacio al microscopi de fluorescéncia.

Observacio i captura d’imatges

Les mostres es van analitzar en un microscopi de fluorescéncia Olympus AX70 equipat
amb un filtre triple per a FITC/Texas Red/DAPI i un joc de filtres especifics per a DAPI,
FITC, Aqua i Texas Red. Les imatges es van captar amb el sistema de processament
d’'imatges automatic Cytovision Ultra (Applied Imaging, Sunderland, UK).

Criteris de recompte

Pel recompte dels senyals d’hibridacié s’han seguit els seglients criteris:

» Només s’han analitzat preparacions amb un 99% d’eficiéncia d’hibridacio i es van
comptabilitzar els nuclis intactes, no solapats i amb una cua visible.

» Es van considerar dues copies per un mateix cromosoma, quan eren de la
mateixa mida i intensitat, i es trobaven separades, com a minim, per una distancia
equivalent al diametre d’una d’elles.



» Les nullisomies es van comptabilitzar quan no es detectava senyal per a la sonda
corresponent, perd el nucli contenia un senyal per a cada un dels altres

cromosomes analitzats.

» Es van anotar com a diploidia els casos en que hi havia dues senyals per a cada

un dels cromosomes estudiats.

» Enla FISH amb sondes subtelomériques per als cromosomes X i Y, es va utilitzar
com a control positiu d’hibridacio els senyals per als subtelomers dels bragos p i q

del cromosoma X.

L’analisi de caps descondensats d’espermatozoides, mitjancant FISH, es va fer previ a la
determinacié de l'origen parental de la sindrome en cada un dels casos estudiats per a

assegurar 'objectivitat del recompte.

2.4. Tecnica de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)

L’origen parental de la sindrome de Klinefelter s’ha determinat mitjangant la técnica de la
reaccié en cadena de la polimerasa a partir del DNA dels fills/avortaments i dels seus
pares. A més, aquesta técnica s’ha utilitzat per a amplificar un gen i dos marcadors del
cromosoma Y en el pare i el seu fill amb un cromosoma Y en anell, per a verificar la seva

preséencia.

Obtencio del DNA
El DNA necessari per a les diferents amplificacions es va obtenir de sang, de teixit fetal o
de cultiu de liquid amniotic (Figura 7). Per a I'obtencié de DNA de sang es va seguir el
métode d’extraccié salina descrit per Miller i col (1988). Per a I'extraccié de DNA de teixit
fetal i de cultiu de liquid amnidtic es va utilitzar el mateix protocol amb alguna petita
variacio (Figura 7).
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Teixit fetal Sang EDTA-K3 Cultiu amniocits

!

Homogenitzacio NaCl 0.9% 2xHBSS (x2)
Centrifugar 8009 o
4°C 10min Tripsina
. Neutralitzar amb medi
Lisi eritrocits (x2) de cultiu
Centrifugar 1300g Centrifugar 350g
4°C 15min 4°C 15min
Lisi leucocits + proteinasa K PBS 1X

Bany Maria 37°C 12-16h

NaCl 5.5M
Centrifugar 1300g
4°C 15min (x2) RNAsa 1 mg/ml
Cloroform
Centrifugar 1300g Bany Maria 37°C
4°C 20min 15min

Precipitacié6 DNA amb EtOH 100%

Recuperacio medusa de DNA

Rentar DNA amb EtOH 70%

Diluir DNA amb TE

Figura 7. Protocol d’extraccié de DNA a partir de teixit fetal, sang periferica i amniocits

Condicions de la tecnica de PCR
Les amplificacions es van realitzar en un volum final de 50ul amb les seglents

condicions: 1% de buffer (Ecogen), 250 uM de dNTPs (Amersham Pharmacia Biotech
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Inc.), 0.8 ul de cada primer (Research Genetics o Roche), 1.5 mM de MgCl, (Ecogen),
0.5 IU d’Ecotaq Polimerasa (Ecogen) i 0.5-0.8 ug de DNA. La reacci6 es va dur a terme

en un termociclador Perkin Elmer.

Polimorfismes del cromosoma X amplificats

Per a la determinaci6 de I'origen parental del cromosoma X addicional es van amplificar
10 polimorfismes del cromosoma X. Els polimorfismes amplificats i les condicions de la
PCR per a cada un d’ells queden reflexades a les Taules 4 i 5 (http://gdb.org).

Taula 4. Caracteristiques dels polimorfismes del cromosoma X amplificats per
PCR per a la detecci6 de I'origen parental de la Sindrome de Klinefelter

Locus Localitzacio N¢ allels Heterozigositat (%) Longitud (bp)
DXS1283E Xp22.3 12 89 145-167
DYS Il Xp21.2 8 82 214-228
DMD49 Xp21.2 19 93 227-257
MAO Xp11.3 7 82 172-184
DXS991 Xpi11.2 9 81 266-290
AR Xgi11.2 11 89 195-225
DXS1196 Xg21.2 9 79 209-227
DXS101 Xg22 11 76 185-227
DXS1192 Xq26 7 84 123-135
DXS8377 Xq28 15 95 203-245

Taula 5. Condicions de la PCR per als polimorfismes del cromosoma X amplificats per PCR
per a la detecci6 de l'origen parental de la Sindrome de Klinefelter

Locus Desnaturalitzacio Hibridacié Extensi6  N2cicles Extensio final
DXS1283E 94°C 60s 58°C 60s 72°C 60s 30 72°C 7min
DYS I 94°C 30s 55°C 30s 632C 4 m 24 632C 10min
DMD49 94°C 30s 62°C 30s 652C 4 m 24 652C 10min
MAO 95°C 45s 58°C 45s 72°C2m 30 72°C 10min
DXS991 94°C 60s 55°C 30s 72°C 30s 26 72°C 6min
AR 94°C 60s 58°C2m 72°C2m 30 72°C 10min
DXS1196 95°C 45s 63°C 45s 72°C2m 30 72°C 10min
DXS101 95°C 45s 60°C 30s 72°C 30s 26 72°C 10min
DXS1192 94°C 45s 54°C 45s 72°C 30s 26 72°C 7min
DXS8377 94°C 45s 55°C 45s 72°C 45s 26 72°C 10min
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Gens del cromosoma Y amplificats

Es van amplificar per PCR un gen no polimorfic (SRY/sY14/Yp11.3) i dos marcadors
(DYZ3/Sy78/Ycen i DYZ1/sY160/Yq12) del cromosoma Y per a estudiar la seva
preséncia en el cromosoma en anell. Les condicions de la PCR per a cada un dells
queden reflexades a la Taula 6.

Taula 6. Caracteristiques i condicions de la PCR del gen SRY i dels marcadors del cromosoma Y
amplificats

Condicions de PCR
Locus Localitzacié Longitud Desnaturalitzacié6 Hibridaci6  Extensié  Cicles Extensio final

SRY Ypi1.3 360 pb 94°C 30s 55°C30s 63°C4m 24 632C 10 m
DYZ3 Ycen 170 pb 95°C 30s 55°C 30s  72°C 60s 30 72°C 10 m
DYZA Yq12 236 pb 95°C 45s 60°C 60s 72°C2m 30 729G 10 m

El gen SRY i els marcadors DYZ3 i DYZ1 es van amplificar simultaniament amb un altre
gen d’un cromosoma diferent, com a control intern d’amplificacié. En el cas de I'SRY el
control intern va ser el polimorfisme DYS-II del cromosoma X. En el cas del DYZ3 i DYZ1
el control intern va ser el gen IR5, localitzat al cromosoma 19. Com a control positiu es
va amplificar el DNA d’un individu 46,XY i com a control negatiu el d’un individu 46,XX.

Analisi de les amplificacions

Es va comprovar I'amplificaci6 dels polimorfismes del cromosoma X per a la
determinacié de I'origen parental en gels d’agarosa al 2%. L’analisi de I'origen parental
es va realitzar en gels verticals d’acrilamida:bisacrilamida (19:1) al 6%. Els gels es van
deixar correr de 8 a 14 hores a un voltatge de 7-14 mA. L’analisi de les amplificacions del
gen i els marcadors del cromosoma Y en el pare i el fill de la familia del r(Y) es va fer en
gels d’agarosa al 2% durant 1 hora a 90V. Es van tenyir amb Bromur d’Etidi i es va
fotografiar amb una camara Polaroid.
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2.5. Tecnica d’hibridacié genomica comparada (CGH)

La técnica de CGH es va realitzar per a identificar la mida de la delecié terminal producte
de la formacié del cromosoma Y en anell en el pare i el fill amb un r(Y). EI marcatge del
DNA, el protocol d’hibridaci6 i la lectura dels resultats es va fer seguint el protocol descrit
per Hernando i col (2002) i seguint les instruccions de la casa comercial (Vysis Inc). El
DNA control es va obtenir d’un individu amb cariotip 46,XY. El DNA problema (pare i fill
amb l'anell) es va marcar amb spectrum Red-dUTP i el DNA control amb spectrum
Green-dUTP. Es va barrejar els dos DNA marcats (control i problema) en proporcié 1:1 i
aquesta barreja es va hibridar amb metafases 46,XY, fixades préviament en un
portaobjectes. El resultat de la hibridacié es va analitzar utilitzant un Cytovision Ultra
Workstation (Applied Imaging, Sunderland, UK). El programa informatic calcula la relacio
entre els dos colors de fluorescéncia (DNA problema vermell versus DNA control verd)
en tota la longitud de cada cromosoma, de forma que una ratio superior a 1.25
representa guanys cromosomics i una inferior a 0.75 representa pérdua cromosomica.

2.6. Analisi estadistic de les dades

S’ha aplicat el test exacte de Fisher bilateral amb la correccié de Bonferroni per a establir
si hi havia diferéncies en les freqiiéncies de disomia o diploidia entre individus, aixi com
entre els grups de pares d’origen matern i patern. També es va utilitzar aquest test per a
comparar els valors de diploidia que es van obtenir en cada una de les dues hibridacions
per a cada individu.

Es va realitzar una recta de regressio entre edat paterna i freqtiéncies de disomia XY per
a cada grup analitzat. Per a comparar les pendents de les rectes de regressié d’edat
parental, entre el grup d’origen matern i el grup d’origen patern, es va aplicar I'analisi de
covariancia.

Es va utilitzar el test de x° per a I'analisi de les diferéncies significatives entre les dues
fases cellulars, el teixits estudiats i les técniques emprades en I'analisi del comportament
mitotic del r(Y) en pare i fill. Quan el test de %* no era aplicable, es va utilitzar el test de
Fisher.
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3. RESULTATS



Resultats

3.1. Origen parental de la sindrome de Klinefelter

Es va analitzar 'origen parental de la sindrome de Klinefelter en 18 families amb un
filllavortament amb la sindrome. En cada cas, hi havia un minim d’'un polimorfisme
informatiu en Xp i un altre en Xq. El cromosoma X addicional era d’origen patern en 10
casos i d’'origen matern en els 8 restants. El polimorfisme més informatiu va ser el DYS-
II (informatiu en 15 dels 18 pacients) i el menys informatiu va ser el DXS991 (informatiu
en 3 dels 18 casos).

3.2. FISH en espermatozoides de pares amb un filllavortament amb la sindrome de

Klinefelter

Es van analitzar un minim 10.000 caps d’espermatozoides per individu i hibridacié, amb
un total de 384.555 espermatozoides procedents de 18 pares amb un fill/avortament
afectat de la sindrome de Klinefelter, mitjangant la técnica de FISH multicolor: 166.698
caps d'espermatozoides en 8 casos d’origen matern (grup matern o grup control) i
217.857 en els 10 casos d’origen patern (grup patern) (veure Figura 8).

Figura 8. FISH multicolor en caps
d’espermatozoides descondensats
amb senyals per als cromosomes
6 (groc), 21 (vermell), X (verd) i Y
(blau)

No es van observar diferéncies interindividuals en les freqiéncies de disomia i diploidia
en els pares de nens amb la sindrome de Klinefelter d’'origen matern. En canvi, en el
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grup de pares d’origen patern es van trobar diferéncies interindividuals per a la disomia
XY (Taula 7).

Taula 7. Anomalies numeériques en espermatozoides de pares de nens/avortaments amb la sindrome de

Klinefelter

Pares Edat Disomia (%) Diploidia

%
6 13 18 21 22 XX YY XY (%)

co2 33 0.03 0.05 0.02 0.04 0.03 0.08 0.05 0.19 0.16
g Co03 38 0.01 0.06 0.04 0.24 0.05 0.08 0.06 0.23 0.18
g Co4 40 0.03 004 003 016 005 0.10 004 0.33 0.26
s C05 41 0.07 0.06 0.04 0.46 0.02 0.09 0.12 0.26 0.22
'% COo1 42 0.10 0.05 0.03 0.33 0.02 0.12 0.04 0.34 0.20
E co7 47 0.06 005 003 027 003 008 008 0.7 0.21
% Co6 48 0.05 005 003 040 004 014 007 0.19 0.20

cos 58 0.03 008 004 017 007 0.06 008 0.29 0.15

Mitiana 43.4 0.05 0.05 0.03 0.27 0.04 0.09 0.07 0.27 0.17

C09 34 007 007 004 016 003 007 008 024  0.11
c10 37 005 008 006 010 004 008 007 034 0.2
S ci1 44 004 005 004 016 005 007 006 019  0.10
T c12 44 003 006 004 008 007 004 005 044>  0.11
§ ci3 45 003 006 008 016 007 004 002 016  0.08
S Ccl4 53 0.04 005 005 010 002 004 007 045  0.09
S ci5 55 007 045 0.5 0.06 004 011 007 087° 040°
® e 58 0.08 008 005 016 004 004 004 045  0.10
C17 59 004 0412 008 022 010 007 004 147°  0.19
Miana 477 005 008 007 043 005 006 006 051 0.6
% cig® 33 025° 050° 025° 085 045° 022° 006 932° 0.83°

? Freqliéncia incrementada significativament (p<0.05) respecte del grup d’origen matern
b Freqliiéncia que tendeix a la significancia (p=0.06) respecte del grup d’origen matern

° Freqiiéncia incrementada significativament (p<0.001) respecte del grup d’origen matern
9 Individu amb cariotip 46,X,r(Y)/45,X

En 4 individus estudiats (C14, C15, C16 i C17) la freqliéncia de disomia XY era major
respecte del grup control (p<0.05), mentre que en un individu (C12) aquesta freqiiencia
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tendia a la significancia (p=0.06). En un dels casos (C15) es va observar un increment
significatiu de disomia XY, aixi com de disomia 18 i de diploidia, respecte del grup
matern (p<0.05). La relacié entre espermatozoides 23,X i 23,Y va ser 1:1 en tots els
€asos.

L’individu amb un cromosoma en anell (C18) presentava un increment estadisticament
significatiu (p<0.001) de disomia per als cromosomes 6, 13, 18, 21, 22, XX, XY i de
diploidia, respecte de la mitjana del grup control. Aquest individu no va ser inclos en
I'estudi de seéries de pares Klinefelter degut a qué la preséncia d'un cromosoma Y en
anell en el seu cariotip podia ser el causant de les alteracions numeériques observades en
els seus espermatozoides. En aquest individu, el percentatge d’espermatozoides 23,X
(58.34%) era estadisticament superior (p<0.05) al dels espermatozoides 23,Y (41.66%).
Per a determinar si hi havia correlacié entre I'edat paterna i la freqiiencia de disomia XY
tant en el grup d’origen matern com el grup d’origen patern, es van analitzar les rectes de
regressio per als dos grups (veure Figura 9).
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Figura 9. Recta de regressi6 entre edat paterna i
percentatge de disomia XY per als pares de fills/avortaments
amb la sindrome de Klinefelter d’origen matern (MO group) i
d’origen patern (PO group)
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Tal i com es veu a la figura 9, en el grup dorigen matern la pendent de la recta de
regressid entre edat paterna i percentatge de disomia XY en els pares amb
descendéncia Klinefelter tendeix a zero (p=0.49), mentre que en el grup d’origen patern
la pendent és 0.031, diferent significativament de zero (p<0.05). Aixd significa que la
frequéncia de disomia XY incrementa en el grup d’origen patern mentre que no s’observa
un efecte de I'edat per a la disomia XY en el grup d’origen matern.

3.3. Analisi citogeneétic i molecular en céllules somatiques en la familia r(Y)

Es van analitzar un total de 2.628 céllules amb les técniques de bandes G o de FISH
multicolor (veure Taula 3) en pare i fill. D’aquestes, es van estudiar 1.490 limfocits en
interfase 0 en metafase (analitzant un minim de 100 metafases i de 500 interfases per
individu) i 1.138 céllules de la mucosa bucal en interfase per a determinar el percentatge
de cada linia cellular en cada fase del cicle cellular i en cada teixit analitzat (Figura 10 i
Taula 8).

Pare Fill
3 -~
R e
X rY) X X rY) a

Figura 10. (a) Cariotip parcial mostrant els cromosomes sexuals en pare i fill amb un
cromosoma Y en anell (b) FISH multicolor en una cél-lula 46,X,r(Y) de la mucosa
bucal del pare amb senyals per als cromosomes 6 (groc), X (verd) i Y (vermell)

Amb la técnica de bandes G es van detectar dues linies cel-lulars en cada individu,
determinant que el -cariotip del pare era 46,X,r(Y)[74]/45,X[30] i el del fil
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47 XX,r(Y)[82])/46,XX[25]; ambdds casos amb un percentatge similar per a la linia
cel-lular resultant de la pérdua de I'anell.

Al comparar en limfocits la freqiéncia de cada linia celular segons la fase del cicle
estudiada (veure Taula 8), es van trobar diferéncies estadisticament significatives (pare
p<0.005 i fill p<0.05). En el fill també es van observar diferéncies significatives en el
percentatge de cada linia cellular, depenent del teixit analitzat (p<0.05) i un increment en

Taula 8. Comportament mitotic del r(Y) en el pare i el seu fill amb la sindrome de Klinefelter

Pare Fill
Fase cellular ~ Técnica Ne Linia  Linia Ne Linia Linia
celllules  46,X,r(Y) 45X célllules 47, XXr(Y) 46,XX
Metafases
Limfocits Bandes G 110 67.3 27.3 110 74.6 22.7
Limfocits FISH 114 71.9 25.42 112 69.6 29.5%
Interfases
Limfocits FISH 520 86.9 12.3 524 78.4 20.0°°
Mucosa bucal FISH 540 84.4 13.0 598 84.6 13.0

® Freqiéncia incrementada (p<0.05) en metafases respecte d’interfases en el mateix individu
b Freqiiencia incrementada (p<0.05) en limfocits respecte de cel-lules de la mucosa bucal en el fill
¢ Freqliéncia incrementada (p<0.05) en limfocits del fill respecte del pare

la pérdua de I'anell en limfocits interfasics respecte del pare (p<0.05). Per altra banda, es
van detectar 8 metafases amb un anell dicéntric (5 en el pare i 3 en el fill) en limfocits
analitzats per FISH.

La técnica de FISH amb sondes subtelomériques especifiques per als cromosomes
sexuals va posar de manifest la preséncia del subteldomer Yq i 'abséncia del subtelomer
Yp en el cromosoma en anell, tant en el pare com en el fill (Figura 11).
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Figura 11. Metafase parcial d’un limfocit procedent del pare amb
un r(Y) amb marcatge de les regions subtelomériques de Xp/Yp
(verd) i Xg/Yq (vermell)

3.4. Analisi de delecions en el cromosoma Y en anell

L’amplificacié del gen SRY i dels marcadors DYZ3 i DYZ1 del cromosoma Y en el pare i
en el fill, mitiancant PCR, indiguen que aquestes regions estan presents en el
cromosoma Y en anell (Figura 12).

Figura 12. Amplificaci6 del gen SRY i dels
marcadors DYZ3 i DYZ1 del cromosoma Y en pare i
fill en gel d’'agarosa (C: control, F: fill i P: pare)

L’analisi del cromosoma en anell utilitzant

la técnica de CGH indica la preséncia de la
regio entre Yp11.3iYq11.2 (Figura 13).

Figura 13. Perfil de la CGH del
cromosoma Y en anell
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En aquest treball s’han analitzat les freqliiéncies de disomia per als cromosomes sexuals
i per als autosomes 6, 13, 18, 21 i 22 en caps d’espermatozoides descondensats de
pares amb descendéncia Klinefelter d’origen patern. El nostre objectiu era determinar si
la freqiéncia de disomia per a aquests cromosomes es troba incrementada en el grup
patern respecte del grup matern. Donat que un dels pares del grup d’origen patern i el
seu fill amb la sindrome de Klinefelter presentaven un cromosoma Y en anell al seu
cariotip somatic, es va ampliar I'estudi en aquesta familia per a conéixer el comportament
mitotic i meidtic del anell, aixi com el seu mecanisme de formacié. Per al nostre
coneixement, aquest és el primer cas descrit de transmissié natural d’'un cromosoma Y

en anell a la descendéncia.

4.1. Origen patern de la sindrome de Klinefelter

L’analisi per PCR de l'origen parental en les 18 families estudiades indiquen que en un
56% dels casos el cromosoma X addicional és d’origen patern; és a dir, producte de la
fecundacié d’un oocit normal per un espermatozoide disomic XY originat per una no
disjuncié en meiosi | durant 'espermatogénesi. Aquests resultats concorden amb els
obtinguts en altres séries similars en les que el percentatge de casos 47,XXY d’origen
patern oscilla entre el 46 i el 50% (Jacobs i col, 1988; Hassold i col, 1991; Lorda-
Sanchez i col, 1992; Thomas and Hassold, 2003).

4.2. Increment de disomia XY en espermatozoides de pares amb descendéncia

Klinefelter d’origen patern.

El grup de pares d’origen patern presenta freqiéncies de disomia XY incrementades
respecte del grup d’origen matern (p<0.05). Altres autors han descrit un increment similar
en la freqiéncia d’espermatozoides disomics per al cromosoma implicat en I'aneuploidia
en pares amb descendéncia afectada de la sindrome de Down o de Turner d’origen
patern (Blanco i col, 1998; Martinez-Pasarell i col, 1999; Tang i col, 2004). No obstant, un
estudi similar en pares de nens amb la sindrome de Klinefelter no descriu un increment



de disomia XY en els pares del grup d’origen patern respecte dels d’origen matern
(Eskenazi i col, 2002).

Els cromosomes sexuals X i Y sén els més susceptibles a la no disjuncié en la meiosi
masculina degut a I'existéncia d’'un Unic quiasma a la regié pseudoautosomica PAR1
(Hassold i col, 1991; Thomas i col, 2000; revisat per Thomas and Hassold, 2003; Martin i
col, 2005). A més, en pares d’individus amb la sindrome de Klinefelter d’origen patern,
s’ha observat una clara associacié entre abscencia de recombinacié i no disjuncié del
parell XY en meiosi (Hassold i col, 1991; Lorda-Sanchez i col, 1992; Thomas i col, 2000).
Malgrat que la freqiéncia de disomia XY en els espermatozoides del grup de pares
d'origen patern és significativament major que la freqiéncia observada en el grup
d’origen matern, I'increment és baix (0.51% vs. 0.27%) i semblaria no tenir implicacions
clinigues. No obstant, baixos increments en la freqiéncia d’aneuploidia en
espermatozoides s’han relacionat amb descendéncia aneuploide o avortaments de
repeticié (Moosani i col, 1999; Rubio i col, 1999; Tang i col, 2004). Moosani i col (1999)
van descriure un individu infértil amb una freqiéncia de disomia XY clinicament baixa
(1.39%) perd molt superior a la del grup control (0.16) que va donar lloc a una gestacié
47,XXY despres d’'un cicle de reproduccid assistida. Més recentment, s’ha descrit un cas
similar amb un avortament espontani amb cariotip 45,X d’'origen patern després d’'un
cicle de reproduccié assistida (ICSI) en una parella en la que el percentatge de disomia
XY (18.6%) i de nullisomia dels cromosomes sexuals (19.6%) en els espermatozoides
del pare era molt superior al de la poblacié control (Tang i col, 2004). També s’ha descrit
un efecte similar en parelles amb avortaments de repeticid, on es va observar un
increment de disomia dels cromosomes sexuals (mitjana 0.84%) respecte del grup
control (0.37%) (Rubio i col, 1999). L’existéncia d’aquests casos suggereix la necessitat
d’analitzar les freqiéncies de disomia en els espermatozoides d’individus que se
sotmeten a un cicle de reproduccio assistida (Aran i col, 1999).

Els nostres resultats indiquen que la susceptibilitat a la no disjuncié meiodtica en els pares
amb descendencia Klinefelter d’origen patern esta restringida al parell cromosomic XY, i
per tant, aquests individus no semblen tenir incrementat el risc de tenir fills o avortaments
afectats d’aneuploidies per als autosomes analitzats (6, 13, 18, 21 i 22). Aquest estudi no
sembla corroborar I'existéncia d’una tendéncia generalitzada a la no disjuncié en pares
amb descendéncia aneuploide, tal i com va descriure Soares i col (2001a,b) en casos
amb la sindrome de Down o Turner d’origen patern (veure Taula 9). En les séries de



pares analitzades fins al moment, el nombre d’individus estudiats és baix (veure Taula 9)
degut, principalment, al baix percentatge d’origen patern d’algunes d’aquestes sindromes
i a la no donaci6é de mostra de semen d’alguns pares seleccionats. Una altra explicacié

per a

Taula 9. Alteracions cromosdmiques numeriques en espermatozoides de pares amb descendencia
aneuploide d’origen patern.

Disomia
Diploidia
o 6 13 18 21 22 XX YY XY
n® casos
Pares de Down® 2 . . * . *  * . } » *
Pares de Turner’ 4 - - <% - <% <% - - »* -
Pares de Klinefelter® 9 NA - . . . . . . * 3

#* Increment estadisticament significatiu respecte d’individus control (p<0.05)
<-Increment que tendeix a la significancia (p<0.09) respecte d’individus control
& Blanco i col, 1998; Soares i col, 2001a

® Martinez-Pasarell i col, 1999b; Soares i col, 2001b

¢ Present treball (Arnedo i col, 2006)

NA No analitzat

- Increment estadisticament no significatiu respecte d’individus control (p>0.05)

les diferencies observades seria I’heterogeneitat existent en la poblacié general, descrita
en la majoria d'estudis de FISH en caps d’espermatozoides (revisat per Templado i col,
2005). De fet, s’ha descrit, un alt percentatge (27%) de no recombinacié en el bivalent
sexual en un individu de la poblacié general amb espermatogénesi normal (Sun i col,
2004). Per tant, els pares amb descendéncia Klinefelter d’origen patern podrien ser
individus de la poblacié general, similars a I'individu estudiat per Sun i col (2004), amb un
baix risc de tenir un fill aneuploide. De totes maneres, no es pot descartar que aquests
individus tinguin un major increment de disomia sexual que els individus de la poblacio
general i que aquest increment estigui infravalorat degut als estrictes criteris de recompte
utilitzats en la técnica de FISH multicolor. Aquesta darrera possibilitat estaria avalada per



'existéncia d’individus amb un baix increment de disomia i amb descendéncia o
avortaments aneuploides, esmentats anteriorment (Moosani i col, 1999; Rubio i col,
1999; Tang i col, 2004).

Efecte de I'edat paterna en Ila disomia XY

Al comparar la freqiiéncia de disomia XY amb 'edat dels pares d’origen patern i matern,
només s’ha observat un increment de disomia XY, en relacié a I'edat, en els pares del
grup d’origen patern. En la uUnica série d’individus amb descendéncia Klinefelter
estudiada fins al moment (Lowe i col, 2001; Eskenazi i col, 2002), es va descriure una
major freqiéncia d’espermatozoides disomics XY associat a I'edat paterna, perd aquest
increment afectava tant al grup de pares d’origen patern com al d’origen matern. Donat
que la mitjana d’edats paternes en els dos estudis és similar (42.4 en el nostre estudi vs.
45.0), les diferéncies entre ambdds resultats podrien ser degudes a I'heterogeneitat
observada en la poblacié general (revisat per Templado i col, 2005). No obstant, els
nostres resultats coincideixen amb els estudis somatics en pares amb descendéncia
Klinefelter d’origen patern (Lorda-Sanchez i col, 1992) en els que s’ha observat una
baixa taxa de recombinaci6 associada a edat paterna avancgada.

S’ha descrit un increment de disomia sexual amb I'edat en espermatozoides d’individus
de la poblacié general (Robbins i col, 1995; Griffin i col, 1995; Martin i col, 1995; Bosch i
col, 2001; revisat per Templado i col, 2005; revisat per Buwe i col, 2005). Aquest
increment no s’ha observat en els pares del grup d’origen matern del present treball
probablement degut a qué les edats estan entre els 33 i els 58 anys (mitjana 43.4),
mentre que els estudis que troben un efecte de I'edat en la poblacié general comencen a
observar-lo en individus majors de 50 anys (Griffin i col, 1995).

L’increment de disomia XY amb I'edat podria estar relacionada amb les disfuncions que
s’han descrit del centromer del cromosoma X depenents de I'edat (Asada i col, 2000). Si
en el grup de pares d’origen patern ja es detecta un increment de disomia XY significatiu
en edats no tan avancades (34-59 anys), aquestes freqiiéncies tendirien a incrementar
amb els anys, ja que s’ha descrit un increment lineal de disomia XY i de diploidia amb
I'edat paterna en espermatozoides d’individus de la poblacié general (Bosch i col, 2001).
Tot i aixd, és necessari realitzar més estudis per a confirmar aquest efecte de I'edat en
pares amb descendéncia Klinefelter d’origen patern ja que, fins al moment, només s’han



analitzat dues séries diferents: la present i la esmentada anteriorment (Lowe i col, 2001;
Eskenazi i col, 2002).

4.3. Comportament mitotic del cromosoma Y en anell

El comportament mitotic del cromosoma Y en anell és similar en el pare (46,X,r(Y)/45,X) i
en el fill amb la sindrome de Klinefelter (47,XX,r(Y)/46,XX). Ambdds presenten una
segona linia cellular producte de la pérdua de I'anell, amb un percentatge que oscilla
entre el 12% i el 20% tant en el pare com en el fill. Aquests valors estan dins els
percentages descrits per altres autors en estudis similars (entre un 5% i un 85%)
(Chandley and Edmond, 1971; Maeda i col, 1976; Taillemite i col, 1978; Steinbach i col,
1979; Kosztolanyi i col, 1988; Micic i col, 1990; Wegner i col, 1992; Henegariu i col,
1997a; Bofinger i col, 1999; Tzancheva i col, 1999; Blanco i col, 2003). S’ha descrit que
el fenotip i la fertilitat dels individus portadors d’'un cromosoma Y en anell depén,
principalment, del percentatge de céllules aneuploides (Wegner i col, 1992; Pezzolo i col,
1993a; Hsu i col, 1994; Henegariu i col, 1997a; Tzanchezva i col, 1999). Aixd explicaria,
en part, el fenotip normal i la fertilitat provada en el pare. Tant en el pare com en el fill
s’observa una major pérdua del r(Y) en limfocits a I'estadi de metafase que a I'estadi
d’interfase (p<0.05), probablement degut a la pérdua artefactual de cromosomes durant
I'obtencié de les extensions de metafases (Marquez i col, 1996).

Malgrat la similitut en el comportament mitotic de I'anell en ambdos casos, hi ha dues
petites diferencies a remarcar. La primera €s una major perdua del cromosoma r(Y) en
limfocits interfasics en el fill (p<0.05) respecte del pare. Aquesta major pérdua de I'anell
en el fill podria explicar-se per una major inestabilitat mitdtica del r(Y), degut a la
presencia de dos cromosomes X en el seu cariotip (47,XX,r(Y)/46,XX). La segona
diferéncia és que el percentatge de la linia 46,XX en el fill és diferent en els dos teixits
estudiats (sang periférica i mucosa bucal), tal i com era d’esperar degut a la inestabilitat
mitotica de I'anell. Altres autors també han observat aquestes diferéncies en un individu
amb un cromosoma Y en anell (Henegariu i col, 1997a).

La freqiéncia d’anells dicéntrics observada en pare i fill (0.89-4.5%), es troba en el rang
més baix dels valors descrits en la bibliografia per al cromosoma Y (1.3-18%) (Chandley i



Edmond, 1971; Kosztolanyi i col, 1988; Micic i col, 1990; Blanco i col, 2003). Aquest fet
indicaria un menor nombre d’intercanvis de cromatides germanes (SCEs) i una baixa
inestabilitat del r(Y) en mitosi en els nostres casos.

4.4. Mecanisme de formacio del cromosoma Y en anell

Per a determinar el mecanisme de formacié de I'anell i estudiar les regions delecionades
en el r(Y) en pare i fill, es van realitzar estudis mitjancant les técniques de PCR, FISH i
CGH. Els resultats obtinguts han demostrat la preséncia en el cromosoma Y de les
regions compreses entre Yp11.3 (per sobre del gen SRY) i el subtelomer Yq (ambdues
incloses) (Figura 14).

CGH
FISH PCR PCR FISH
Subtelp SRY DYZ3 DYZ1  Subtelq
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PAR1 AZFa AZFb AZFc Ygh PAR2
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Figura 14. Mapa del cromosoma Y amb la localitzacié dels gens i els marcadors

presents en el r(Y) estudiat en el present treball, aixi com les técniques
utilitzades per a la seva detecci6. Les fletxes indiquen el punt de trencament al
brag llarg i els possibles punts de trencament al brag curt que donarien lloc a la
formacio del r(Y).

El gen SHOX/PHOG, localitzat en la regi6 PAR1 del brag Yp (a Yp11.3, proxim al gen
SRY) esta relacionat amb la diferenciacié i maduracié dels condrocits i, per tant,
'abséncia d’aquest gen donaria lloc a una talla baixa i un mal desenvolupament ossi



(revisat per Blaschke i Rappold, 2006). En el nostre cas, I'estatura del pare (169 cm) i del
fill (72 cm; 12 mesos d’edat) era normal dins de la seva familia, suggerint que el material
genétic perdut durant la formacié de I'anell no inclou el locus SHOX/PHOG. Per tant, el
mecanisme de formacié del r(Y) implicaria una pérdua parcial de la regié6 PAR1, en
comptes d’una péerdua total.

La formacié del cromosoma Y en anell, en el nostre cas, podria ser explicat per dos
mecanismes diferents. El primer, seria el model més freqientment descrit (Micic i col,
1990; Wegner i col, 1992; McGinnis i col, 1992; Pezzolo i col, 1993b; Conte i col, 1995;
Sigurdardottir i col, 1999; Tzancheva i col, 1999) i implicaria una delecié terminal a cada
bra¢ del cromosoma i posterior fusié dels extrems lliures resultants. Un trencament
estaria localitzat al final del bra¢c Yq (entre la regié subtelomeérica i el teldomer) i l'altre
estaria localitzat entre Yp11.3 i la regi6é subtelomeérica del bra¢ Yp. El segon mecanisme
possible, descrit posteriorment (Henegariu i col, 1997a), implicaria un Unic trencament en
el brac Yp (en la regié esmentada anteriorment) i la posterior fusié de I'extrem lliure amb
la regi6 subtelomerica o telomérica del brag Yq.

4.5. Segregacioé meiotica del cromosoma Y en anell en espermatozoides

Per a determinar si la preséncia d’un cromosoma Y en anell altera la segregacié meiotica
d’'altres cromosomes, es van analitzar les freqiéncies d’anomalies numériques en
espermatozoides del pare, mitjangcant FISH multicolor. Aquest individu presentava un
increment estadisticament significatiu en el percentatge de diploidia i de disomia de tots
els cromosomes analitzats (6, 13, 18, 21, 22, X i Y), respecte dels pares del grup d’origen
matern (grup control), excepte per a la disomia YY. En I'nic estudi similar, realitzat en un
individu amb un cromosoma Y en anell i cariotip 45,X/46,X,r(Y)/46,X,dic r(Y) també es va
observar un increment en la freqiiéncia de disomia XY i disomia 21 (Blanco i col, 2003).

L’increment de disomia XY observada en el pare es podria explicar per la pérdua parcial
de la regié PAR1 durant el procés de formaci6é del cromosoma Y en anell que dificultaria
I'aparellament entre els cromosomes sexuals. Estudis citogenétics classics de la meiosi
en tres individus amb un r(Y), ja han demostrat que un 80-100% dels espermatocits |
presenten els cromosomes sexuals desaparellats (Chandley i Edmon, 1971; Micic i col,



1990; Blanco i col, 2003). La manca daparellament i, per tant, l'abséncia de
recombinacié entre els cromosomes X i Y explicaria, en aquest cas, I'alt percentatge de
disomia XY (9.32% versus 0.27% en controls) (p<0.005) i I'origen patern de la sindrome
de Klinefelter en el seu fill.

L’elevada frequiéncia de disomia observada per als autosomes analitzats i per a la
disomia XX en espermatozoides del pare podria ser producte d'una tendéncia
generalitzada a la no disjuncié meiotica en aquest individu degut a la preséncia del r(Y)
en el seu cariotip. Blanco i col (2003) també van observar un increment en les
freqiéncies de diploidia i de disomia per al cromosoma 21, a més de per a la disomia
XY. La preséncia d’un cromosoma en anell podria donar lloc a errors en la segregacio en
altres cromosomes degut a “problemes mecanics” (Flatters i col, 1995) o a la preséncia
d'un bivalent desaparellat (Chandley i Edmond, 1971; Roeder, 1997). En un treball
publicat recentment (Codina-Pascual i col, 2005), mitjangant I'analisi de la sinapsi i de la
recombinacié meiotica en individus infértils, es relaciona I'aparellament i recombinacié
dels cromosomes sexuals amb la de la resta de cromosomes. Segons aquests autors, la
recombinacié del parell XY seria un bon indicador de la freqliéncia general de
recombinacié.

De tots els cromosomes analitzats, I'nic que no presenta un increment de disomia és el
cromosoma Y. Aquesta abséncia de disomia YY podria ser consegiiéncia dels estrictes
criteris de recompte i del tipus de sonda utilitzada (Y-Satlll, corresponent a la regio
heterocromatica del cromosoma Y) que infravaloraria la freqiéncia de disomia YY. Una
altra possibilitat seria que el cromosoma Y en anell s’hagués perdut durant la meiosi. De
fet, esta descrit que la inestabilitat d'un cromosoma en anell pot ser major en ceHules
meiodtiques que en céllules somatiques (Siffroi i col, 2000). Per tant, i com era d’esperar,
aquest individu presenta una desviacio significativa de la ratio sexual 1:1 (58.34 vs.
41.66). Tenint en compte que aquest individu presenta una segona linia cellular 45,X0
(12.3%) no pot descartar-se que les céllules monosomiques entrin en meiosi donant lloc
a espermatozoides 23,X o 22,0, alterant la ratio 1:1, disminuint el numero
d’espermatozoides 23,Y. Malgrat tot, alguns autors han descartat la possibilitat que les
céllules 45,X0 entrin en meiosi (Levy i col, 1986; Newberg i col, 1998; Blanco i col,
2003).



4.6. Cromosoma Y en anell i fertilitat masculina

Fins al moment, tots els individus analitzats amb un r(Y) han estat pacients infértils
(Chandley i Edmond, 1971; Maeda i col, 1976; Kozma i col, 1988; Micic i col, 1990;
Tzancheva i col, 1999; Blanco i col, 2003). Les possibles causes d’infertilitat en pacients
amb un cromosoma Y en anell en el seu cariotip sén la delecié de gens del cromosoma
Y, la preséncia d’una linia celular 45,X o la no disjuncié meiotica dels cromosomes
sexuals (Miller and Therman, 2001). Segons el nostre coneixement, aquest és el primer
cas descrit de transmissioé d’'un cromosoma Y en anell a la descendéncia. L’'Unic cas de
transmissié d’'un r(Y) (Bofinger i col, 1999), d’'un pare amb cariotip 46,X,r(Y)/45,X al seu
fill, va ser mitjancant la técnica d’'ICSI degut a I'oligozoospéermia severa present en el
pare. Desafortunadament, en aquest article no es van analitzar les anomalies
numeriques en espermatozoides del pare ni les regions delecionades durant el procés de
formacid del cromosoma en anell. Probablement, el pare del nostre treball també hauria
estat derivat a un centre de reproduccié assistida si s’hagués detectat la seva
oligozoospérmia.

La fertilitat i el fenotip masculi normal del pare s’explicaria per la preséncia dels gens
SRY i SHOX (no demostrada, deduida per I'alcada del pare) al brac curt del cromosoma
Y en anell, per la integritat del brag llarg i per la baixa proporci6é de céHules 45,X. Malgrat
la integritat del bra¢ Yq, que conté les regions AZF que controlen 'espermatogenesi
(regions AZFa, AZFb i AZFc) (revisat per Foresta i col, 2001; Lahn i col, 2001), el pare
presenta oligozoospérmia moderada que podria ser deguda al bloqueig meiodtic dels
espermatocits primaris X0 (Chandley i Edmond, 1971; Micic i col, 1990; Blanco i col,
2003). La correlacié entre la manca d'aparellament en meiosi i el bloqueig de
I'espermatogénesi ja s’havia descrit anteriorment (Miklos, 1974).

La frequéncia total d’anomalies numeériques en espermatozoides del pare era 10
vegades major que I'observada en els individus control (12.7% versus 1.1%), tenint en
compte només les anomalies numériques dels cromosomes sexuals i dels cinc
autosomes analitzats. Es a dir, existeix la possibilitat que el risc a la descendéncia en el
pare amb un cromosoma Y en anell fos encara major si s’analitzessin més cromosomes.
Tot i aixi seran necessaris més estudis per a poder establir el risc existent en individus

fertils portadors d’un cromosoma en anell.



5. CONCLUSIONS



Conclusions
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Els pares amb descendéncia Klinefelter d’origen patern presenten un
increment de disomia XY en els seus espermatozoides respecte a la poblacié
general.

El increment de disomia XY observat en espermatozoides de pares amb
descendéncia Klinefelter esta associat a 'edat paterna avangada.

No s’ha observat un increment de la no disjuncié per a cap dels autosomes
(cromosomes 6, 13, 18, 21 i 22) analitzats en aquests individus.

Un cromosoma Y en anell amb pérdua parcial de la regi6 PAR1 pot ser
transmeés de manera natural, presentant un comportament mitotic similar en la
descendéncia.

La preséncia d'un cromosoma Y en anell incrementa el risc de descendéncia
amb anomalies numeriques del parell sexual i d'altres cromosomes no
implicats en la reorganitzacié cromosomica.

L’augment d’aneuploidies en els espermatozoides de lindividu amb un

cromosoma Y en anell seria degut a la manca d’aparellament del bivalent
sexual i a un possible efecte intercromosomic.
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BACKGROUND: The mitotic and meiotic behaviour of a transmitted ring Y [r(Y)] chromosome from a father to
his Klinefelter syndrome (KS) son, and the mechanism of ring formation are analysed herein. To our knowledge,
this is the first reported case of natural transmission of an r(Y). METHODS and RESULTS: Amplification of X
chromosome polymorphisms by PCR showed that the KS was of paternal origin. G-banding and fluorescence
in situ hybridization (FISH) studies revealed a similar percentage of mosaicism in father and son by mitotic loss of
r(Y). SRY gene and Y marker amplification by PCR, FISH with subtelomeric probes for Xp/Yp and Xq/Yq, and
comparative genomic hybridization (CGH) analyses indicated the intactness of the Y chromosome from SRY to
subtelomere Yq. FISH analysis of sperm from the father showed significantly higher frequencies (P < 0.005) for
diploidy and for 6, 13, 18, 21, 22, XX, XY disomies than those observed in control donors. CONCLUSIONS: An
r(Y) with low material loss can be naturally transmitted, showing similar mitotic behaviour in the offspring.
The presence of an r(Y) chromosome in germinal cells increased the risk of fathering offspring with numerical

abnormalities, even for chromosomes not involved in the arrangement.

Key words: aneuploidy/inherited ring/Klinefelter syndrome/ring Y chromosome/sperm

Introduction

The frequency of ring chromosomes in clinically detected
conceptions is 1/25000 (Jacobs, 1981) and has been reported
for all human chromosomes (Schinzel, 2001). The majority
of ring chromosomes seem to be the result of two terminal
breaks in both chromosome arms followed by fusion of the
broken ends leading to the loss of genetic material (Miller
and Therman, 2001). However, other mechanisms of ring for-
mation have been described: the union of a broken chromo-
some end with the opposite telomere region (Henegariu et al.,
1997a); subtelomeric sequence fusion (Vermeesch et al.,
2002) or telomere—telomere fusion with no loss of genetic
material (Henegariu et al., 1997a; Sigurdardottir et al.,
1999).

Generally, the patients with a ring chromosome have a
second monosomic cell line because of the instability of the
ring chromosome during mitosis produced by the occurrence
of sister chromatid exchanges (SCE). These SCE could result
in dicentric ring formation that undergo bridge—breakage—
fusion—bridge cycles that finally will be lost. The result is a
monosomic cell which may or may not be viable (Miller and
Therman, 2001).

Up to now, many cases with a ring Y chromosome have
been published, but only some of them have analysed the
ring chromosome by molecular techniques (Kozma et al.,
1988; Wegner et al., 1992; Pezzolo et al., 1993a; Henegariu

et al., 1997a,b; Bofinger et al., 1999; Tzancheva et al., 1999;
Blanco er al, 2003). Most patients present a mosaic
46,X,1(Y)/45,X karyotype, with phenotypes ranging from
Turner syndrome to male external genitalia with hypogona-
dism or azoospermia (reviewed by Daniel, 1985; Hsu et al.,
1994). This phenotype variability depends on the percentage
of the monosomic cell line in the different tissues and on the
regions deleted during the ring Y formation. Moreover, the
coexistence of different derivatives of the original ring could
make these phenotypes more variable (Pezzolo et al., 1993a;
Henegariu et al., 1997b).

Most ring chromosomes arise de novo and =1% of all
ring chromosomes are inherited (revised by Kosztolanyi
et al., 1991). Ring chromosomes most frequently transmitted
are chromosomes 20, 21 and 22 (Palmer et al., 1977,
Stoll and Roth, 1983; Hertz, 1987; Back et al.,, 1989;
Kennerknecht et al.,, 1990). There is only one case reported
in the literature of a ring Y chromosome transmitted by ICSI
(Bofinger et al., 1999).

Despite meiotic behaviour studies of Y ring chromosomes
allowing for both the elucidation of the infertility bases and
the risk of fathering aneuploid offspring, only two cases have
been published in infertile patients. One of them was carried
out in spermatocyte metaphases from testicular biopsies
using conventional cytogenetic techniques (Chandley
and Edmond, 1971). The second one analysed sperm nuclei
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and meiotic cells from one semen sample by the multicolour
fluorescence in situ hybridization (FISH) technique (Blanco
et al., 2003).

The case of a naturally inherited ring Y [r(Y)] chro-
mosome from a father with karyotype 46,X,r(Y)/45,X to
his Klinefelter syndrome (KS) son with Kkaryotype
47,XX,1(Y)/46,XX is reported in this work for the first time.

The aims of the present study were to investigate: (i) the
mitotic behaviour of the ring Y chromosome in both father
and son; (ii) the mechanism of formation of the r(Y); and
(iii) the meiotic behaviour of the ring Y chromosome in
sperm from the father and his reproductive risk.

Materials and methods

Clinical report

A couple was referred to our laboratory because of an abnormal kar-
yotype obtained by amniocentesis at 16 weeks of gestation follow-
ing an altered second trimester maternal serum screening with a
Down’s syndrome risk estimation of 1:95 [alpha-fetoprotein: 0.67
multiples of the median (MoM); free B-hCG: 2.68 MoM]. Cyto-
genetic analysis of cultured amniotic fluid cells after G-banding
revealed a 47,XX,r(Y)/46,XX karyotype in the fetus (Figure 1). It
was the first pregnancy with no previous miscarriages. The mother,
a 36-year old woman, presented a normal karyotype. The father, a
healthy man aged 33 years, 169 cm tall and a normal male pheno-
type, had a mosaic 46,X,r(Y)/45,X karyotype (Figure 1). Semen
analysis of the father showed oligozoospermia (4.5 X 10° sperm/ml)
(World Health Organization, 1992). The child was born after 39.4
weeks of uncomplicated gestation and presented a normal physical
examination with normal external genitalia. His birthweight was
3300 g and length at birth 49.5 cm. At 3 years of age the patient was
96 cm tall and weighed 14500 ¢g. On clinical examination, internal
genitalia and development progress were normal. The intelligence
of both father and son was apparently normal (IQ not analysed). All
donors gave informed consent prior to the study, which was
approved by our institutional Ethics Committee.

Lymphocytes and buccal mucosa preparations

Metaphases obtained from peripheral blood lymphocytes were ana-
lysed by G-banding and multicolour FISH. Interphase lymphocytes
from peripheral blood and endothelial cells from buccal mucosa
were also obtained. Metaphase and interphase cells were treated
with 0.075mol/l KCl and nuclei were fixed in Carnoy solution
(3 methanol:1 acetic acid). All slides were stored at —20°C until
G-banding or FISH were performed. Prior to hybridization, buccal
mucosa cell preparations were treated with 60% acetic acid.

Father Klinefelter son
8§
X oY) X X )

Figure 1. G-banded partial karyotypes showing the sex chromo-
somes of the father and his Klinefelter son.

Naturally transmitted ring Y chromosome

Sperm preparations

Semen samples from the father and from eight healthy donors were
obtained. Samples were collected and fixed as described (Bosch
et al., 2001). Briefly, samples were washed three times in
0.075mol/l KCl, fixed in methanol:acetic acid (3:1) and smeared
onto clean slides. Slides obtained were stored at —20°C until FISH
was performed.

FISH analyses

FISH analyses were performed as previously described by Bosch
et al. (2001). Slides were washed in a standard 2XSSC solution,
dehydrated in an ethanol series and denatured for 3—5 min in a 70%
formamide solution at 73°C. Probes were denatured at 73°C for
Smin and slides were hybridized in a dark chamber for 12-72h at
37°C. DAPI-III counterstain (Vysis Inc.) and antifade were applied
to the slides prior to observation. Sperm nuclei decondensation was
carried out by slide incubation in a solution of 5 mmol/l dithiothrei-
tol at 37°C for 8—15min before denaturation. For subtelomeric
probes, slides were treated with pepsin and postfixed with 1%
formaldehyde solution prior to hybridization.

Probes

Centromeric probes for chromosomes 6 (1:1 mix CEP6-Spectrum
green and CEP6-Spectrum orange; Vysis Inc.), X (CEPX-Spectrum
green; Vysis Inc.), Y (CEPY-Spectrum orange; Vysis Inc. and
CEPY-Spectrum green; Oncor Inc.) and 18 (CEP18-Spectrum aqua;
Vysis Inc.), locus-specific probes for chromosomes 21 (LSI21-Spec-
trum orange, loci q22.14-q22.3; Vysis Inc.), 13 (LSI13-Spectrum
orange, locus RB-1; Vysis Inc.) and 22 (LSI22-Spectrum green,
locus ber; Vysis Inc.), a satellite III DNA probe for the Y chromo-
some (Y satlll-Spectrum aqua; Vysis Inc.) and, finally, TelVysion
telomeric probes Xp/Yp (Spectrum green) and Xq/Yq (Spectrum
orange) (Vysis Inc.) were used for the FISH analyses (Figure 2).
Probes used in multicolour FISH in the different cell phases and tis-
sues are shown in Table 1.

CGH
FISH PCR PCR PCR FISH
Subtelp SRY DYZ3 DYZ1 Subtelq
| | |
= o | N N
— —
PAR1 AZFa AZFb AZFc Ygh PAR2

Figure 2. Chromosomal location of gene, regions, probes, and
markers on the Y chromosome and the techniques for their detection
used in the present study.

Table I. Probes used in multicolour FISH analyses

Cell and phase Probes Type of study
types
Metaphase 6,X,Y Mosaicism and dic r(Y)
lymphocytes detection

Tel Xp/Yp, Tel Xq/Yq r(Y) subtelomere detection
Interphase 6,X,Y Mosaicism detection
lymphocytes
Interphase buccal 6,X,Y Mosaicism detection
mucosa

Sperm nuclei 6,13,18,21,22, X, Y Numerical abnormality

detection

463



N.Arnedo et al.

Data collection and scoring criteria

All slides scored had a hybridization efficiency of =99%. Two
signals of the same colour were scored as two copies of the chro-
mosome when they were comparable in brightness and size, and
separated from each other by a distance greater than the diameter of
each signal. Nullisomy was considered when one of the signals was
missing, and the nucleus contained one signal for the other chromo-
somes. All slides were scored by the same person, and ambiguous
signals were examined, at least, by a second observer. For subtelo-
meric probes, cells were scored only when Xp and Xq hybridization
signals were present. In sperm analysis, only intact and non-
overlapped sperm nuclei, identified as decondensed sperm by the
presence of a tail, were evaluated. We considered as diploid those
sperm with two signals for each of the chromosomes studied.
Scoring of sperm nuclei was blind and slide identification was
unavailable to the scorer until data collection was completed. Slides
were analysed on an Olympus AX70 epifluorescence microscope
equipped with a triple-band pass filter for FITC/Texas Red/DAPI
and a single-band pass filter for FITC, Texas Red, Aqua and DAPIL.
The images were analysed with a Cytovision system (Applied
Imaging, UK).

CGH analysis

DNA was extracted from peripheral blood samples of the father
according to standard procedures. Comparative genomic hybridiz-
ation (CGH) was carried out to identify the size of terminal del-
etions in the ring Y chromosome. DNA labelling, hybridization and
detection were performed as described by Hernando er al. (2002).
The red-labelled paternal DNA and the green-labelled control DNA
were hybridized on normal female metaphases. Slides were analysed
using a Cytovision Ultra Workstation (Applied Imaging). Fluor-
escent ratio values of CGH >1.25 and <0.75 were considered to
represent chromosomal gain and loss respectively.

DNA analysis

To establish the parental origin of the extra X chromosome in the
KS patient, eight microsatellite DNA markers along the X chromo-
some length were analysed: DXS1283E, Dysll, DMD49, DXS991,
AR, DXS101, DXS1192, DXS8377 (details about these markers can
be downloaded at http://www.gdb.org). DNA from lymphocytes of
the family (mother, father and son) was obtained using a standard
salt procedure. Amplified products were separated on a 6% acryla-
mide:bisacrylamide (19:1) gel. PCR amplification was carried out to
ascertain the presence of the sex-determining region Y (SRY) gene

(sY14/Ypl11.3), DYZ3 (sY78/Ycen) and DYZ1 (sY160/Yql2)
chromosome Y markers (Figure 2). Internal controls were simul-
taneously amplified with SRY (DyslIl located in chromosome X)
and DYZ3 and DYZ1 (IRS located in chromosome 19). DNA ampli-
fications were performed in a final reaction volume of 50 nl contain-
ing 1% of standard PCR buffer (Ecogen), 250 wmol/l of each dNTP
(Amersham Pharmacia Biotech Inc), 0.8 wmol/l of each primer
(Research Genetics), 1.5 mmol/l of MgCl, (Ecogen), 0.5IU of Eco-
taq Polymerase (Ecogen) and 0.5-0.8 g of DNA in a Perkin Elmer
thermal cycler for 24-30 cycles. DNA amplifications for the Y
chromosome were accomplished as explained with the addition of
0.8 mmol/I of the second primer.

Statistical analysis

To investigate whether there were statistically significant differences
between the cell-cycle phase studied, tissue analysed and technique
used, a x>-test was performed. When the x*-test was not applicable,
Fisher’s test was used. A likelihood ratio x>-test was used for the
analysis of the homogeneity in sperm analysis of the control group.
To compare the results from the control group and the KS father,
Student’s #-test was performed. When this test was not applicable
due to the heterogeneity of the group, x*-test was applied.

Results
Parental origin of the Klinefelter syndrome

Six of the eight X chromosome polymorphisms amplified
by PCR were informative (DXS1283E, Dysll, DMD49, AR,
DXS101 and DXS8377) and showed that the supernumerary
X chromosome present in the KS patient was of paternal
origin.

Cytogenetic and FISH analysis in somatic cells

A total of 2628 cells were analysed using G-banding and mul-
ticolour FISH in father and son: 1490 metaphase and inter-
phase lymphocytes (a minimum of 100 metaphases and 500
interphase nuclei scored per individual) and 1138 interphase
buccal mucosa cells (Table II). G-banding and FISH analyses
were used to determine the proportion of mosaicism in meta-
phase lymphocytes. Multicolour FISH was also used to
compare the percentages of each cell line in the different cell-
cycle phases and tissues studied in father and son (Figure 3).

Table II. Mitotic behaviour of the ring in Klinefelter syndrome (KS) father and KS patient in different cell cycle phases
and tissues using both G-banding and multicolour fluorescence in situ hybridization (FISH)

Tissue phases Technique Father Klinefelter son
used
No. of cells 46,X,r(Y) 45X No. of cells 47,XX,r(Y) 46,XX
analysed analysed
Metaphases
Lymphocytes G-banding 110 67.3 27.3 110 74.6 22.7
Lymphocytes FISH 114 71.9 25.4% 112 69.6 29.5%
Interphases
Lymphocytes FISH 520 86.9 12.3 524 78.4 20.0>¢
Buccal mucosa FISH 540 84.4 13.0 598 84.6 13.0

“Increased frequency in aneuploid cell line in metaphase lymphocytes compared with interphase lymphocytes in the same

individual (P < 0.05).

PIncreased frequency in interphase lymphocytes compared with interphase buccal mucosa cells in the proband (P < 0.05).
“Increased frequency in interphase lymphocytes in the proband compared with interphase lymphocytes in the father

(P < 0.05).
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Figure 3. (a) Normal buccal mucosa cell of the father with signals
for 6 (yellow), X (green) and Y (red) chromosomes. (b) Two sperm
nuclei from the father with signals for 6 (yellow), 21 (red), X
(green) and Y (blue) chromosomes. On the right, a disomic XY
sperm. (¢) A partial lymphocyte metaphase of the father with signals
for subtelomere regions for Xp/Yp (green) and Xq/Yq (red). The X
chromosome presents both subtelomere regions, whereas the r(Y)
chromosome only presents a signal for the Yq subtelomere region.
(d) Profile of the ring Y chromosome after CGH (DNA was hybri-
dized on normal female metaphases) showing the Y chromosome
material present in the r(Y) from the father.

Using G-banding, we found two different cell lines per
individual: 46,X,r(Y)[74]/45,X[30] in the father and
47,XX,1(Y)[82]/46,XX[25] in the son. The percentages obtai-
ned for the two cell lines were similar when comparing father
versus son. There were significant differences in each individ-
ual for the frequency of each cell line depending on the cell
phase studied (father, P << 0.005; son, P < 0.05). Differences
depending on the tissue analysed were also detected in the son
(P < 0.05) (see Table II). A significant increase in the loss of
the ring Y chromosome in interphase lymphocytes was
observed in the son (P < 0.05).

In interphase cells analysed by FISH, it was not possible
to distinguish between a dicentric r(Y) or two r(Y). In meta-
phase lymphocytes analysed by G-banding and FISH, a
dicentric r(Y) in the father (five cells and three cells respect-
ively) and in the son (three cells and one cell respectively)
was found. We also detected two r(Y) in one metaphase
lymphocyte (1/110cells) analysed by G-banding in the
father.

FISH with specific subtelomeric probes for sex chromo-
somes demonstrated the presence of the Yq subtelomere and
the absence of the Yp subtelomere in the r(Y) in both father
and son (see Figure 3).

Molecular analysis by PCR

Positive amplification of gene SRY and markers DYZ3 and
DYZ1 by PCR proved their presence on the r(Y) in both
father and son.

Naturally transmitted ring Y chromosome

CGH analysis

CGH was performed on normal female metaphases to ident-
ify the deleted Yp region on the ring Y chromosome. The
CGH profile showed the presence of the regions from Yp11.3
to Yql11.2 (Figure 3).

FISH in sperm

A total of 187126 sperm nuclei were analysed, with a mini-
mum of 10000 sperm nuclei scored for each hybridization
and individual. The results obtained are shown in Table III.
A significant increase (P < 0.005) of disomy for chromo-
somes 6, 13, 18, 21, 22, XX, XY and for diploidy were
found in the father, compared with control donors (Figure 3).
The overall incidence of aneuploidy for all chromosomes stu-
died was statistically higher (P < 0.005) in sperm from the
father (12.37%) than in the control donors’ mean, (1.07%).
The X-bearing sperm (58.34%) showed a statistically signifi-
cant increase (P < 0.05) versus Y-bearing sperm (41.66%).

Discussion

Mitotic and meiotic behaviour of a transmitted ring Y
chromosome and the mechanism involved in its formation
has been analysed by cytogenetics and molecular techniques.
To our knowledge, this is the first reported case of a naturally
transmitted ring Y chromosome.

Mitotic behaviour of the ring Y chromosome

The mitotic behaviour of the r(Y) in both father and son was
similar, showing two cell lines in all the tissues analysed as a
consequence of the loss of r(Y) chromosome. The only
difference observed between them was a significant increase
in r(Y) loss in interphase lymphocytes (P < 0.05) in the son.
These results could be explained by a higher mitotic instabi-
lity of the ring in the son due to the presence of two X
chromosomes in his karyotype [47,XX,r(Y)/46,XX]. Accord-
ing to several authors, the percentage of the aneuploid cell
line would be determinant for a patient carrying a ring
chromosome to assess his fertility and phenotype (Wegner
et al., 1992; Pezzolo et al., 1993a; Hsu et al., 1994,
Henegariu et al., 1997a; Tzancheva et al., 1999). The fre-
quencies of the cell line without the r(Y) in father and son in
interphase cells ranged from 12 to 20%, corresponding to the
lower percentages obtained by other authors in similar
studies (ranging from 5 to 85%) (Chandley and Edmond,
1971; Maeda et al., 1976; Taillemite et al., 1978; Steinbach
et al., 1979; Kosztolanyi, 1988; Micic et al., 1990; Wegner
et al., 1992; Hsu, 1994; Henegariu et al., 1997a; Bofinger
et al., 1999; Tzancheva et al., 1999; Blanco et al., 2003).

Both individuals presented an increased loss of the ring Y
chromosome in metaphase lymphocytes (P << 0.05) versus
interphase cells. It has been previously described that colce-
mid treatment during slide preparation could contribute to
artefactual loss of chromosomes due to the absence of the
mitotic spindle fibres (Marquez et al., 1996). The different
percentages of the 46,XX cell line observed in the son,
depending on the tissue studied (P < 0.05), have already
been described by Henegariu et al. (1997a).
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Table III. Numerical abnormalities in sperm from the father and the control donors analysed using multicolour FISH

Control donors Age (years) Disomy (%) Diploidy (%)
6 13 18 21 22 XX YY XY

Cl1 42 0.10 0.05 0.03 0.33 0.03 0.12 0.04 0.34 0.20
C2 33 0.03 0.05 0.02 0.04 0.03 0.08 0.05 0.19 0.16
C3 38 0.01 0.06 0.04 0.24 0.05 0.08 0.06 0.23 0.18
Cc4 40 0.03 0.04 0.03 0.16 0.05 0.10 0.04 0.33 0.26
C5 41 0.07 0.06 0.04 0.46 0.02 0.09 0.12 0.26 0.22
C6 48 0.05 0.05 0.03 0.40 0.04 0.14 0.07 0.19 0.20
C7 47 0.06 0.05 0.03 0.27 0.03 0.08 0.08 0.37 0.24
C8 58 0.03 0.08 0.04 0.17 0.07 0.06 0.08 0.29 0.15
Control mean 43.4 0.05 0.05 0.03 0.27 0.04 0.09 0.07 0.27 0.20
KS father 33 0.25% 0.50* 0.25% 0.85° 0.45* 0.22% 0.06 9.32% 0.83*

“Increased frequency compared with the control mean (P < 0.0001).
PIncreased frequency compared with the control mean (P < 0.005).
KS = Klinefelter syndrome.

The percentage of dicentric r(Y) found in both father and
son (0.89-4.5%) is within the range described by other
authors for this chromosome (1.3-18%) (Chandley and
Edmond, 1971; Kosztolanyi et al., 1988; Micic et al., 1990;
Blanco et al., 2003). The low frequency of dicentric 1(Y) pre-
sent in both cases seems to reflect the small number of SCE
which occurred in the ring and, thus, its low instability
during mitosis.

Mechanism of ring Y chromosome formation

To establish the mechanism of ring formation in father and
son, cytogenetic and molecular analyses have been per-
formed. PCR, FISH and CGH results have demonstrated that
r(Y) was present from Ypll.3 (above SRY gene) to the Yq
subtelomere (see Figure 2). These results are consistent with
the loss of part, if not all, of the PARI region (starting at
Ypl11.32).

There are two possible mechanisms of formation for the
r(Y) studied. The first one is in agreement with the generally
accepted model of ring formation requiring two terminal del-
etions in both chromosome arms (Micic et al., 1990; Wegner
et al., 1992; McGinnis et al., 1992; Pezzolo et al., 1993b;
Conte et al., 1995; Sigurdardottir et al., 1999; Tzancheva
et al., 1999). The two breakpoints were localized: one on the
Yp arm (between Ypll.3 and the subtelomere region) and a
second one on the Yq arm (between the subtelomeric region
and the telomere). The second possible mechanism, which
has been previously described by other authors (Conte et al.,
1997; Henegariu et al., 1997a), implies a breakpoint on the
Yp arm and fusion with the opposite telomere region.

The normal stature of the father (169 cm) suggests that the
genetic material loss implicated in ring Y formation may not
have included the SHOX/PHOG locus localized in the PARI
region of Yp (Ypl1.3). These data seem to reflect a partial
loss of the PAR1 region instead of a total loss on the r(Y).

Meiotic chromosome segregation in sperm

To assess the possible association between the Y ring pre-
sence and abnormal meiotic chromosome segregation, the
frequencies of numerical chromosome abnormalities in sperm
from the father with those observed in eight control donors,
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using multicolour FISH, were compared. The father showed
a statistically significant increase in the percentage of
diploidy, disomy for all autosomes analysed (6, 13, 18, 21,
22), and for XX and XY disomy. Only one similar study
has been carried out in an infertile man with a
45,X/46,X,1(Y)/46,X dicr(Y) karyotype in few sperm because
the patient had severe oligozoospermia (Blanco et al., 2003).
The authors also observed an increased incidence for
diploidy and for 21 and XY disomies, but not for 13 and 18
disomies, probably due to the low number of sperm analysed
(<50 sperm).

The high percentage of XY disomy found in the father
(9.32 versus 0.27% in controls) (P < 0.005) could be the
result of the partial lack of PARI in the ring and it could
explain the paternal origin of the extra X chromosome pre-
sent in the KS son. Diminished recombination in this region
is associated with meiotic non-disjunction of the XY pair
during meiosis I (Hassold er al., 1991). In fact, meiotic
studies in three patients with a ring chromosome demon-
strated unpaired sex chromosomes from 80 to 100% in sper-
matocyte I cells (Chandley and Edmond, 1971; Micic et al.,
1990; Blanco et al., 2003). Recently, an increased frequency
of XY sperm (P < 0.02) has also been found in fathers of
paternal KS cases compared with that observed in fathers of
maternal KS cases. The authors explain this increase, in part,
because of paternal age (Eskenazi et al., 2002).

The statistically significant increase in X-bearing versus
Y-bearing sperm observed in the father by us, and in an
infertile man with a r(Y) by other authors (Blanco er al.,
2003), could be explained by the loss of r(Y) during meiosis.

The increased disomy observed for all autosomes analysed
and XX disomy in sperm from the father could be the pro-
duct of a generalized susceptibility to non-disjunction in this
individual due to the presence of r(Y). An interchromosomal
effect has been described due to the presence of a ring
chromosome in Saccharomices cerevisae (Flatters et al.,
1995) and in humans (Chandley and Edmond, 1971; Roeder,
1997; Blanco et al., 2003). The presence of a ring chromo-
some may produce segregation errors of other chromosomes
due to mechanical problems (Flatters ef al., 1995) or to the
presence of one impaired bivalent (Chandley and Edmond,



1971; Roeder, 1997). More recently, studies in fathers of
Turner and Down’s syndrome children of paternal origin
(Soares et al., 2001a,b) have described an increased fre-
quency of aneuploid sperm not restricted to the chromosome
pair implicated in the aneuploid child. The authors suggested
the possibility of a generalized susceptibility to non-disjunc-
tion due to disruption of the synaptic process.

Ring Y chromosomes and fertility

Sex determination and spermatogenesis are the most import-
ant functions of the Y chromosome, and normal male deve-
lopment in humans depends on its presence. All men with a
ring Y chromosome studied so far have been infertile patients
(Chandley and Edmond, 1971; Maeda et al., 1976; Kozma
et al., 1988; Micic et al., 1990; Tzancheva et al., 1999;
Blanco et al., 2003). Infertility is the main effect of an r(Y)
chromosome due to the loss of Y genes directly implicated in
spermatogenesis, the presence of a 45,X cell line or the lack
of sex chromosome pairing during meiosis.

The presence of the SRY gene and the intactness of the
Yq arm were already expected in the father and son because
of their male phenotype. The presence of Y genes implicated
in spermatogenesis (regions AZFa, AZFb and AZFc)
(reviewed by Foresta et al., 2001; Lahn et al., 2001) and the
low proportion of 45,X cells in the father could explain his
normal male phenotype. Despite intactness of the Yq arm,
the father presented a moderate oligozoospermia which could
be explained by an arrest of XO spermatocytes I during
meiosis (Chandley and Edmond, 1971; Micic et al., 1990;
Blanco et al., 2003). Previously, a correlation between the
absence of pairing and spermatogenesis arrest was hypoth-
esized by Miklos (1974). More recently, male individuals
lacking XY pairing are known to be sterile because a reduced
recombination frequency leads to incorrect segregation
(Hassold et al., 1991; Rappold et al., 1993). In our case, the
father would probably have been referred to ICSI if his mod-
erate oligozoospermia had been detected previously. Only
one case of a ring Y chromosome transmission has been
reported (Bofinger et al, 1999) from a father with a
46,X,r(Y)/45,X karyotype to his son achieved by ICSI
because of severe oligozoospermia. Unfortunately, in this
report the numerical abnormalities in sperm from the father
or the regions deleted due to the formation of the ring were
not analysed.

The overall frequency of numerical chromosome abnor-
malities in the KS father was >10-fold higher than those
observed in control individuals (12.7% versus 1.1%), includ-
ing numerical abnormalities for other chromosome pairs not
involved in the rearrangement. This generalized predisposi-
tion to meiotic non-disjunction could be even higher if more
chromosomes were analysed.

In conclusion, an r(Y) with low material loss on the Yp
arm can be naturally transmitted, and its mitotic behaviour
seems to be similar in the offspring. The intactness of the Yq
arm, the low percentage of r(Y) loss, and the presence of the
SRY gene are all in agreement with the male phenotype
shown by father and son. The increased incidence of sperm
with numerical chromosomal abnormalities found in the

Naturally transmitted ring Y chromosome

father could be explained mainly by the partial loss of the
PARI1 region and by an interchromosomal effect because of
the presence of the ring in germinal cells. The presence of a
ring Y chromosome in germinal cells increased the risk of
fathering offspring with numerical abnormalities even for
chromosomes not involved in the arrangement. These find-
ings may also be associated with an increased production of
clinically undetected pregnancy losses that could explain
some cases of idiopathic infertility.
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BACKGROUND: It is still unclear if a recurrencerisk would exist in fathers of an aneuploid offspring of paternal
origin. We have studied disomy frequenciesin sper matozoa from fathers having Klinefelter syndrome (K'S) offspring
or miscarriages. The effect of paternal age on sperm disomy percentagesis also analysed. METHODS: Parental ori-
gin of 17 KS patients was carried out by amplification of X chromosome polymor phisms. Spermatozoa from their
fatherswere studied by multicolour fluorescent in situ hybridisation (FISH) using probes for chromosomes 6, 13, 18,
21,22, X and Y. RESULTS: In 53% of KS cases studied the additional X chromosome was of paternal origin. The
paternally transmitted KS group of fathers showed significantly higher frequencies for XY disomy sperm as com-
pared to fathers of the maternal-origin group. A correlation between paternal age and XY disomy frequencies was
only found in the paternally derived cases. In contrast, similar disomy frequencies for all autosomes analysed were
found in both groups of fathers. CONCLUSIONS: XY disomy frequenciesincrease with advancing pater nal age only

in fatherswith paternally inherited KS offspring.

Key words: FISH analysis/Klinefelter syndrome/parental origin/paternal age/sperm aneuploidy

Introduction

Trisomies are the most frequent chromosomal abnormalitiesin
human newborns (0.3%) (Hassold et al., 1996), and Klinefelter’s
syndrome (KYS) is the most common sex-chromosome trisomy
in humans (0.05% in newborns) (Thomas and Hassold, 2003).
Most KS cases (98%) appear as aresult of non-disjunction dur-
ing meiosis and ~50% of them are paternally derived by an
error during meiosis | (reviewed by Hassold and Hunt, 2001;
Thomas and Hassold, 2003).

Fluorescent in situ hybridisation (FISH) studiesin sperm have
shown an increase in the production of disomic sperm in fathers
of aneuploid children of paternal origin. Increased frequencies of
XY disomy and 21 disomy have been reported in Turner’'s syn-
drome fathers (Martinez-Pasarell et al., 1999; Tang et al., 2004)
and in Down’s syndrome fathers (Blanco et al., 1998) respec-
tively. However, in similar studies on KS fathers, no differences
in XY disomy frequencies between paternally and maternaly
inherited KS children have been found (Eskenazi et al., 2002).

Recently, Soares et al. (2001a,b) described a generalized
tendency to meiotic non-disjunction in fathers with Down’s or

Turner’s syndrome children of paternal origin. These authors
have enlarged their FISH studies to other chromosomes (4, 13,
18, 21, 22, X and Y) in addition to the chromosomes related to
the aneuploid offspring and they have found increased disomy
frequencies for chromosomes 13, 21, 22 and XY in both
Down’s and Turner’s syndrome fathers.

The association between paternal age and fathering aneu-
ploid offspring is till unclear. Lorda-Sanchez et al. (1992),
using southern blots of restriction fragment-length polymor-
phisms (RFLP), reported that fathering a KS offspring might
be associated with advanced paternal age. However, these
results have not been confirmed by other authors (Thomas
et al., 2000; Thomas and Hassold, 2003). In fathers with aKS
son, an association has also been found between higher XY
disomy frequencies in sperm and advanced paternal age, but
for both paternaly and maternally KS-transmitted cases
(Eskenazi et al., 2002).

The objective of the present research is to determine
whether: (i) fathers with KS offspring of paternal origin
present an increase in disomy for chromosomes 6, 13, 18, 21,
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22, X and Y; and (ii) an association between paternal age and
increased disomy frequencies in sperm can be established.

Materials and methods

Subjects

The study was carried out in 17 families with a 47,XXY fetus or off-
spring (aged 0-33 years). Chromosome analysis was performed in
amniocentesis cells (seven cases) when an atered triple screen or
advanced maternal age was identified, and in blood samples (10
cases) when an abnormal male secondary sexual development or male
infertility was detected. All 17 fathers analysed were healthy, normo-
zoospermic and aged 33-59 years, and none of them had been
exposed to known mutagens or radiation. FISH analysis results in
sperm from individuals C01, C02, C03, C04, C05, C06, CO7 and C08
have been previously published (Arnedo et al., 2005). All samples
were collected after obtaining informed consent from each subject or
their parents, in the case of a child. The study was approved by our
institutional Ethics Committee.

PCR analysis

DNA from Klinefelter patients and their parents was extracted from
peripheral blood samples using a standard salt procedure (Miller et al.,
1988). When a 47,XXY karyotype was detected during pregnancy,
DNA was extracted using the same protocol from fetal tissue or amni-
otic cell cultures. Ten polymorphic microsatellite markers along the X
chromosome were amplified by PCR to determine the parental origin
of the extra X chromosome present in the KS patients: DX S1283E,
DYSIl, DMD49, MAO, DXS991, AR, DXS1196, DXS101,
DXS1192 and DXS8377 (details about these markers can be down-
loaded at http://www.gdb.org).

For each PCR reaction, 0.4-1 ng of DNA were amplified in afinal
reaction volume of 50 pl containing 1% of standard PCR buffer
(Ecogen), 250 umol/l of each NTP (Amersham Pharmacia Biotech
Inc.), 1.5 mmol/l MgCl, (Ecogen), 0.8 umol/l of each primer
(Research Genetics) and 0.5 1U Taqg polymerase (Ecogen). DNA was
amplified in a Perkin Elmer thermal cycle. Specific PCR conditions
for each primer are summarized in Table |. Samples were loaded onto
a 6% acrylamide:bisacrylamide (19:1) gel. Electrophoresis was per-
formed at 8-14 mA for 7-12 h. The gel was then stained with ethidium
bromide.

Sperm preparation
Semen samples were washed in KCI 0.075 mol/l, fixed in metha
nol:acetic acid (3:1) and smeared onto clean slides.

Sperm aneuploidy in fathers of Klinefelter syndrome sons

Probes

DNA centromeric probes for chromosomes 6 (1:1 mix of CEP6-
Spectrum green and CEP6-Spectrum orange; Vysis Inc.), 18 (CEP18-
Spectrum agua; Vysis Inc.) and X (CEPX-Spectrum green; Vysis
Inc.); locus-specific probes for chromosomes 13 (L S|13-Spectrum
orange, locus RB-1; Vysis Inc.), 21 (LSI21-Spectrum orange, loci
022.14-g22.3; Vysis Inc.) and 22 (L SI22-Spectrum green, locus bcr;
VysisInc.) and aDNA satellite probe for the Y chromosome (Y satlll-
Spectrum aqua; VysisInc.) were used for the FISH analysis.

Hybridization procedure

Details of sperm preparation and the hybridization procedure have
been described elsewhere (Arnedo et al., 2005). Briefly, sperm nuclei
were decondensed by dide incubation in a solution of 5 mmol/| dithi-
othreitol and 1% Triton X-100 for 8-15 min, and denatured in 70%
formamide at 73°C. Probes were denatured at 73°C for 5 min.
Slides were hybridized in a dark chamber for 12-72 h at 37°C.
Post-hybridization washes were performed according to the manufac-
turer’s ingtructions (Vysis Inc.). DAPI-III counterstain (Vysis Inc.)
and antifade were applied to dlides prior to observation. Probes for
chromosomes 6, 21, X and Y were hybridized simultaneously on one
slide and probes for chromosomes 13, 18 and 22 were hybridized on
another slide. Autosomes 13, 18 and 21 were chosen because they are
involved in the most common autosomal trisomies among newborns
(Hassold et al., 1996) and chromosome 22 because only few studies
have been published with a wide range of disomy frequencies (from
0.06 to 1.21%) (Martin and Rademaker, 1999; Soares et al., 2001a,b).
Chromosome 6 provided an internal control.

Data collection and scoring criteria

A minimum of 10000 sperm for each hybridization and donor was
scored. Only slides with a hybridization efficiency of >99% were
accepted for analysis. Parental origin of the syndrome was performed
by PCR only when sperm FISH analysis was finished; thus, sperm
nuclel scoring was blind. The scoring criteria applied have been
described previously (Arnedo et al., 2005). Briefly, chromosome dis-
omy was considered when two signals of the same colour, comparable
in brightness and size and separated from each other by a distance
longer than the diameter of each one, were present. Slides were ana-
lysed under an Olympus AX 70 epifluorescence microscope (Olympus
Optical Co; Hamburg, Germany) equipped with a fluorescein isothio-
cyanate (FITC)/Texas Red/4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) triple-
band passfilter, and a single-band pass filter for FITC, Texas Red and
DAPI. Images were anadysed with a Cytovision system (Applied
Imaging; Sunderland, UK).

Tablel. Specific PCR conditions for each primer analysed

Locus name PCR conditions
Denaturation Annealing Extension Cycles Final extension

DXS1283E 94°C, 60 s 58°C, 60s 72°C,60s 30 72°C, 7 min
DYSII 94°C,30s 55°C, 30s 63°C, 4 min 24 63°C, 10 min
DMDA49 94°C,30s 62°C,30s 65°C, 4 min 24 65°C, 10 min
MAO 95°C, 45s 58°C, 45s 72°C,2min 30 72°C, 10 min
DXS991 94°C, 60 s 55°C, 30s 72°C,30s 26 72°C, 6 min
AR 94°C, 60 s 58°C, 2 min 72°C,2min 30 72°C, 10 min
DXS1196 95°C,45s 63°C,45s 72°C, 2 min 30 72°C, 10 min
DXS101 95°C, 45s 60°C, 30s 72°C,30s 26 72°C, 10 min
DXS1192 94°C,45s 54°C,45s 72°C,30s 26 72°C, 7 min
DXS8377 94°C, 45 s 55°C,45s 72°C,45s 26 72°C, 10 min
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Statistical analysis

To determine if there were any significant differences in disomy and
diploidy between individuals and between paternal and maternal
groups, atwo-tailed Fisher’'s exact test was used. The Bonferroni cor-
rection was applied to post hoc multiple comparisons. Linear regres-
sion analysis was performed between parternal age and XY disomy
percentage for each parental-origin group. Covariance anaysis with
interaction was used to compare the ages’ slopes between the paternal
origin (PO) and maternal origin (MO) father groups.

Results

The parental origin of the additional X chromosomein KS off-
spring or miscarriages was paternal in nine cases (53%) and
maternal in eight cases (47%). All families were informative
for at least one polymorphism in Xp and one in Xq. The most
informative polymorphism was DY S-I1 (13 of 17 patients) and
the least informative was DXS991 (two of 17 patients).

A total of 356535 decondensed sperm nuclei was analysed
by three- and four-colour FISH: 189837 from the PO group of
fathers and 166 698 from the MO group of fathers (Table II).
Disomy frequencies for chromosomes 6, 13, 18, 21, 22, X and
Y from fathers of the PO group (mean age 47.7 years) were
compared with those from fathers of the MO group (mean age
43.4 years). Diploidy frequencies obtained from both FISH
analyses were not statistically different. The ratio of X-bearing
sperm versus Y-bearing sperm was 1:1 in both groups, as
expected. Disomy frequencies for any chromosome studied
and for diploidy were similar among individuals in fathers of
the MO group. In contrast, the PO group presented inter-
individual differences only for XY disomy. The PO group of
fathers showed significantly increased (P < 0.05) mean fre-
quencies for XY disomic sperm (0.51%), as compared to MO

fathers' mean frequencies (0.27%). No significant differences
were found between PO and MO groups, neither for autosomal
disomy frequencies (6, 13, 18, 21 and 22) nor for diploidy (see
Table 1), except for individual C15, who presented increased
frequencies for disomy XY, disomy 18 and diploidy.

In order to determine whether there was a correlation
between paternal age and XY disomy frequencies, in both
groups, a covariance analysis with interaction was applied. In
maternally derived cases the slope of the linear regression ana-
lysis was 0.003, close to 0 (P = 0.489), whereas in paternally
derived cases the slope was 0.031, significantly different from
0 (P = 0.044) (Figure 1). The differences between the two
slopes approach significance (P = 0.087).

Discussion

FISH studies in sperm from fathers of 47,XXY offspring were
carried out to analyse disomy frequencies for sex chromo-
somes and for autosomes 6, 13, 18, 21 and 22 in paternally and
maternally transmitted KS cases.

Our results on parental-origin analysis of the syndrome indi-
cated that 53% of the cases studied were of paternal origin.
According to the literature, 50% of 47,XXY males are derived
from paternal non-disunction (Hassold et al., 1991; Thomas
and Hassold, 2003).

In the present study, an age effect in XY disomy frequencies
was found in fathers with KS offspring of paterna origin, but
not in fathers with KS offspring of maternal origin. Other
authors (Eskenazi et al., 2002) studying sperm aneuploidy in
fathers of boys with Klinefelter’s syndrome did not find signif-
icantly higher frequencies of disomy for chromosomes X, Y or
21 in the paternal group. Even if the frequency of XY disomy

Tablell. Numerical chromosomal abnormalitiesin sperm from fathers of Klinefelter syndrome offspring of maternal and paternal origin

Father Age % disomy % diploidy
6 13 18 21 22 XX YY XY

Maternal origin
C02 33 0.03 0.05 0.02 0.14 0.03 0.08 0.05 0.19 0.11
C03 38 0.01 0.06 0.04 0.24 0.05 0.08 0.06 0.23 0.13
Cco4 40 0.03 0.04 0.03 0.16 0.05 0.10 0.04 0.33 0.22
CO05 41 0.07 0.06 0.04 0.46 0.02 0.09 0.12 0.26 0.19
Co1 12 0.10 0.05 0.03 0.33 0.03 0.12 0.04 0.34 0.16
Cco7 47 0.06 0.05 0.03 0.27 0.03 0.08 0.08 0.37 0.21
Co6 48 0.05 0.05 0.03 0.40 0.04 0.14 0.07 0.19 0.19
Cco8 58 0.03 0.08 0.04 0.17 0.07 0.06 0.08 0.29 0.12
Mean 434 0.05 0.05 0.03 0.27 0.04 0.09 0.07 0.27 0.17

Paternal origin
C09 34 0.07 0.07 0.04 0.16 0.03 0.07 0.08 0.24 0.11
C10 37 0.05 0.08 0.06 0.10 0.04 0.08 0.07 0.34 0.12
Cl1 14 0.04 0.05 0.04 0.16 0.05 0.07 0.06 0.19 0.10
C12 44 0.03 0.06 0.04 0.08 0.07 0.04 0.05 0.44° 0.11
C13 45 0.03 0.06 0.08 0.16 0.07 0.04 0.02 0.16 0.08
Cl14 53 0.04 0.05 0.05 0.10 0.02 0.04 0.07 0.452 0.09
C15 55 0.07 0.15 0.152 0.06 0.04 0.11 0.07 0.872 0.40%
C16 58 0.08 0.08 0.05 0.16 0.04 0.04 0.04 0.452 0.10
C17 59 0.04 0.12 0.08 0.22 0.10 0.07 0.04 1478 0.19
Mean 477 0.05 0.08 0.07 0.13 0.05 0.06 0.06 0.51% 0.16

8Frequency increased significantly (P < 0.05) when compared with maternal-origin group.
PFrequency close to significance (P = 0.06) when compared with maternal-origin group.
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Figure 1. Linear regression anaysis between paternal age and XY
disomy percentage for materna (MO) and paternal origin (PO)
fathers groups.

in PO fathers (0.51%) reported in the present work is clinically
low, it is, on average, amost twice the percentage of the MO
donors (0.28%). It is well known that the sex bivaent is the
most prone to non-disjunction during male meiosis because of
the existence of a single chiasma located in the pseudo-
autosomic region (PAR1) (reviewed by Thomas and Hassold,
2003). Severa studies have related the lack of recombination
in the PAR1 region to an increase in the susceptibility of the
XY bivalent to non-disjunction and aneuploid sperm (Shi et al.,
2001; Sun et al., 2004). A significant reduction in recombina
tion for the XY chromosome pair has been detected in pater-
nally derived KS cases (Hassold et al., 1991; Lorda-Sanchez,
1992; Thomas et al., 2000), and aso in maternally transmitted
47, XXY cases (reviewed by Thomas and Hassold, 2003).
Increased disomy frequencies for the chromosome pair impli-
cated in the aneuploid offspring have aso been detected in
fathers of Down's and Turner's syndromes offspring (Blanco
et al., 1998; Martinez-Pasarell et al., 1999; Tang et al., 2004).
Moreover, in these fathers, a generalized tendency to meiotic
non-disunction for chromosomes 13, 21, 22 and XY has been
described, but not for chromosome 18 (Soares et al., 2001a,b).
Our results did not show an increase in disomy for any of the
autosomes analysed, except for individual C15, indicating that
the susceptibility to meiotic non-digunction, in fathers with a
47 XXY offspring, islimited to the XY chromosome pair. There
are several reasons that could explain this discrepancy: the dif-
ferencein the sample size used in both studies and, as mentioned
by the same authors (Soares et al., 2001b), the inter-individual
variations in the degree of susceptibility to meioitic errors.
When a linear regression anaysis between paterna age and
XY disomy frequencies was considered, only the PO fathers
group presented an age-effect increase in the rate of XY disomy.
Lowe et al. (2001) found an association between paterna age

Sperm aneuploidy in fathers of Klinefelter syndrome sons

and increased frequencies of 24,XY sperm in fathers with KS
sons, but thisincrease was observed in both paternally and mater-
naly derived cases. One year later, Eskenazi et al. (2002), appar-
ently using the same data and dividing fathers according to
parentd origin, attributed the XY disomy increaseto paterna age
but not to paternal origin. The difference between their results
and ours could be attributed to the paternal-age mean (42.4 ver-
sus 47.7, respectively) and to the inter-individual differences
described in the general population for sperm disomy frequencies
(reviewed by Templado et al., 2005). Some studies carried out in
sperm samples from healthy men, using FISH, have demon-
strated a donor age-effect specificaly for the sex chromosomes
(Robbins et al., 1995; Griffin et al., 1995; Martin et al., 1995;
Kinakin et al., 1997; reviewed by Bosch et al., 2001 and
Templado et al., 2005). A correlation between increased pater-
na age and reduced recombination in the XY bivalent has been
reported by Lorda-Sanchez et al. (1992) but not in other studies
(Thomas and Hassold, 2003). In women, an association has also
been described between increased age and reduced recombina-
tion but only for some specific chromosomes (reviewed by
Thomas and Hassold, 2003). Furthermore, some authors have
described, in idiopathic infertile patients, the possibility that an
age-rdlated dysfunction in the X-chromosome centromere may
explain the increase of XY disomy in sperm as age increases
(Asada et al., 2000). Even though very little is known about the
influence of genetic factors in baseline levels of sperm aneu-
ploidy and how ageing may result in stable increases over time, it
is possible that meiotic dysfunctions could increase over time
and could be only statistically perceptible some years later.

In conclusion, XY disomy frequencies increase with advancing
paterna age in fathers with paternaly inherited KS offspring,
wheress this age-rdated increase is not observed in fathers with
maternaly inherited KS offspring. However, in order to further
reinforce this conclusion, the number of cases studied should be
increased. This susceptibility to non-digunction has not been
detected in the autosomes anadysed (6, 13, 18, 21 and 22). Never-
theless, more studies would be necessary to demonstrate the associ-
ation between paternal age and increase in disomy and to establish
therisk of fathering an aneuploid child in fathers of KS offspring.
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