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Introduccié

1.1. Infertilitat masculina d’origen geneétic

La infertilitat afecta aproximadament a un 15% de les parelles en edat reproductiva (De Kretser
1997). De forma genérica, les causes associades a la infertilitat masculina sén responsables del
30-50% dels casos (Ferlin et al 2007a) i s'agrupen en quatre blocs: endocrinopaties, anomalies
géniques, anomalies en la diferenciacid/determinacié sexual i anomalies en la produccio/funcié
espermatica (Maduro et al 2003). Aixi doncs, estem davant d'un trastorn complex en el que
poden intervenir diferents factors, tant congénits com adquirits (Skakkebaek et al 1994,
Poongothai et al 2009), i per tant, la seva etiologia sovint es fa dificil de concretar. L'origen
genétic s’ha pogut identificar en un 15% dels casos (Ferlin et al 2007a), tot i que aquest
percentatge probablement sigui major. De fet, la recent incorporacié de técniques d'analisi, com
la gendmica, la protedomica o la metabolomica, esta aportant noves dades sobre I'origen genétic

de la infertilitat (revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010).

1.1.1. Anomalies cromosomiques constitucionals

Les anomalies cromosomiques somatiques expliquen entre un 2 i un 8% dels casos d'infertilitat
masculina. Aquest percentatge s'incrementa fins a un 15% en la poblacié d'individus
azoospermics (Ferlin et al 2007a). Tot i que les anomalies numeériques dels cromosomes sexuals
son les més freqlents, també presenten incidéncies significatives les variants i les anomalies
cromosomiques estructurals (Mau-Holzmann 2005). En general, la presencia d’'una linia cel-lular
anormal es relaciona amb una reduccié en la produccié d'espermatozoides i amb percentatges
variables de gametes desequilibrats que poden donar lloc a avortaments espontanis o0 a nadons

amb cromosomopaties.

A. Numeriques
Els individus amb la Sindrome de Klinefelter es caracteritzen per presentar linies cel-lulars

47,XXY; ja sigui en forma pura, és a dir afectant a totes les cél-lules dels portadors, o en forma
de mosaic, amb la coexisténcia de linies cel-lulars 46,XY. Aquesta sindrome és I'aneuploidia dels
cromosomes sexuals més freqlient en els individus que consulten per problemes de fertilitat
(taula 1.1.). La incidéncia és superior en individus infértils (1,7%) que en la poblacié general
(0,1-0,2%), i arriba al 9-10% en individus azoospérmics (Foresta et al 2005, Mau-Holzmann
2005).

Els pacients Klinefelter sovint presenten un bloqueig de I'espermatogénesi en els estadis inicials
de la meiosi (Georgiou et al 2006), tot i que s’ha descrit que el 25% dels casos poden presentar
un percentatge discret d’espermatozoides en el seu ejaculat (Ferlin et al 2007a).

La majoria d'individus Klinefelter mostren freqgliiéncies incrementades de disomies per als
cromosomes sexuals en els espermatozoides (Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.), revisat a

Sarrate et al 2008). Aquests valors oscil-len entre 0-25% en els individus aparentment no
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mosaics, i entre 0-7% en individus 46,XY/47,XXY; essent les mitjanes d'un 6% i un 3%
respectivament.

L'origen d’aquestes anomalies continua essent controvertit, mentre que els primers estudis
suggerien que les cel-lules 47,XXY podien iniciar el procés meiotic (Skakkebaek et al 1969, Vidal
et al 1984), estudis posteriors varen demostrar la incapacitat meidtica d’aquestes cél-lules (Mroz
et al 1998, Blanco et al 2001). En aquests cas, es considera que tots els espermatozoides
deriven de linies cel-lulars euploides 46,XY. La presencia d'un microambient testicular anormal,
probablement relacionat amb un increment de I'hormona fol-liculostimulant (FSH), afectaria la

segregacié cromosomica d’aquestes cel-lules (Mroz et al 1998).

Incidéncia (%6)

Anomalies
cromosomiques Poblacié Poblacio Individus Individus
constitucionals Seminograma  general infertil azoospermics oligozoospérmics

Numeériques

Sindrome de Klinefelter Az, O severa 0,1-0,2 1,7 9-10 0,5-5

47 XYY Az-N 0,06-0,1 0,3 0,1 0,3
Estructurals

Translocacions Robertsonianes Az-N 0,09-0,1 0,8-0,9 0,09-0,2 1,5-1,6

Translocacions reciproques Az-N 0,1 0,7 0,5 0,7

Inversions no polimorfiques Az-N 0,01-0,07 0,2 rarament 0,2-0,3

Taula 1.1. Anomalies cromosomiques constitucionals més freqiients en poblacions d'individus infertils.

Az: Azoospermia, N: Normozoospéermia, O: Oligozoospérmia.

(de la Chapelle et al 1974, Kaiser 1984, De Braekeleer i Dao 1991, Mau-Holzmann 2005, Ferlin et al 2007a, Foresta et al 2005, Walsh et
al 2009, O'Flynn O'Brien et al 2010)

Els individus amb un cariotip 47,XYY representen la segona aneuploidia més freqlient en
pacients infertils (taula 1.1.), amb una incidéncia del 0,3%; que és entre 3 i 5 vegades superior
a la descrita en la poblacié general (Mau-Holzmann 2005). Els individus 47,XYY presenten
seminogrames que van des de la normozoospérmia fins a l'azoospérmia (taula 1.1.). En la
majoria d'aquests individus la fertilitat no es veu compromesa (Gardner i Sutherland 2004), pero
d'altres presenten un quadre sever d’anormalitat (Mau-Holzmann 2005).

Tot i que alguns estudis han proposat que un dels dos cromosomes Y es perd en els primers
estadis de l'espermatogenesi (revisat per Rives et al 2003a), altres treballs evidencien la
capacitat de les cél-lules aneuploides per iniciar i completar la meiosi donant lloc a gametes
disomics (Speed et al 1991, Blanco et al 1997, 2001). La majoria dels individus amb un cariotip
47,XYY presenten frequencies incrementades d'espermatozoides amb aneuploidies dels

cromosomes sexuals (Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.), revisat a Sarrate et al 2008).
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B. Estructurals

Les anomalies cromosomiques estructurals més representades en humans sén les translocacions
Robertsonianes, les translocacions reciproques i les inversions. La preséncia de cromosomes
reorganitzats modifica I'aparellament i la segregacié dels cromosomes homolegs durant la
meiosi (Vidal et al 1982a, Saadallah i Hultén 1986, Guichaoua et al 1992, Siffroi et al 1997).
Com a consequliéncia, es produeixen espermatozoides portadors d’anomalies cromosomiques i
generalment té lloc una reducci6é del nombre de gametes en I'ejaculat (taula 1.1.).

En general, els individus portadors d’'un mateix tipus de reorganitzacid6 cromosomica presenten
un comportament meiotic semblant i per tant els percentatges de gametes amb anomalies
cromosomiques sén similars. En aquest sentit, estudis de segregacio realitzats en individus amb
translocacions Robertsonianes han descrit una freqliéncia mitjana d'espermatozoides
desequilibrats del 16% (revisat Anton et al 2010). Aquest percentatge és del 55% en individus
portadors de translocacions reciproques (revisat per Anton 2008a). Pel que fa a les inversions,
la incidencia oscil-la entre el 0 i el 38% depenent de la proporcié del segment invertit en relacié

al cromosoma portador de la inversié (revisat per Anton et al 2005).

1.1.2. Anomalies géniques

A. Gens del cromosoma Y

El cromosoma Y conté gens critics per a la correcta progressié de I'espermatogenesi i el
desenvolupament de les gonades masculines (revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010). Delecions
d’aquests gens sén la causa principal d'azoospérmia o d'oligozoospérmia severa, amb una
incidéncia d'un 3-15% i d'un 5-10%, respectivament (Foresta et al 2001, Dohle et al 2002,
Walsh et al 2009). Aquestes delecions es donen majoritariament en el brag llarg del cromosoma
Y (Yq) (figura 1.1.), en concret en una regi6 coneguda amb el nom de AZF (factor
d'azoospérmia) que conté tres subregions: AZFa, AZFb i AZFc (Vogt 2005). La delecié més comu
implica les subregions AZFb i la AZFc (Ferlin et al 2007b). Delecions completes de la regi6 AZFa
es relacionen amb I'abséncia de cél-lules germinals (Sindrome de Sertoli cell-only) (Vogt 2005,
Nuti i Krausz 2008) i les delecions de la regié AZFb provoquen un bloqueig de I'espermatogenesi
en els espermatocits primaris (Vogt 2005). Pel que fa a la regié AZFc, els fenotips s6n més
variables (Navarro-Costa et al 2010), tot i que molts d'ells s'associen amb un baix recompte

espermatic a causa d'una espermatogenesi alterada (Vogt 2005).

B. Gens del cromosoma X

Alguns gens del cromosoma X s'expressen en el teixit testicular (Wang et al 2001) i estan
relacionats amb I'espermatogénesi (Nuti i Krausz 2008, Stouffs et al 2009). Un d’aquest gens és
el receptor d'androgens (AR). El seu producte juga un paper important en la progressié meiotica

dels espermatocits i, probablement, en la formacié de les espermatides rodones (De Gendt et al
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2004). Mutacions d’'AR donen lloc a azoospérmia (revisat per Walsh et al 2009), afectant al 2%

de la poblacié de pacients infertils (Ferlin et al 2006, revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010).

Yp Yi

A
L4
r S
L

X

%
Doy e

A7Fa AZFb  AZFc

Gen Funcio i relacié amb la infertilitat masculina

TSPY Regula I'entrada a meiosi dels espermatogonis; més nombre de copies en
pacients infertils.

USP9Y Implicat en l'eficiencia de I'espermatogenesi; delecions o mutacions poden
provocar azoospérmia, oligozoospérmia, o oligoastenozoospéermia.

DBY Implicat en el desenvolupament de cel-lules germinals premeiotiques.
CDY Implicat en la substitucié d'histones.
RBMY Factor de splicing especific de testicle expressat a espermatogoni, espermatocit

i espermatida rodona; la seva expressid es troba reduida en individus amb
azoospermia.

PRY Regulacié de I'apoptosi.

DAZ Regulacié de traduccid, control de la meiosi i manteniment de la poblacié
d’espermatogonis; codifica per proteines d’'unié al RNA especifiques de cél-lules
germinals; la seva expressié es troba reduida en individus amb azoospérmia;
delecions parcials es relacionen amb oligozoospérmia.

Figura 1.1. Esquema del cromosoma Y on s’han marcat les regions AZFa, AZFb i AZFc i alguns

gens associats a infertilitat.
(esquema modificat de O'Flynn O'Brien et al 2010)

C. Gens autosomics

S’han descrit alteracions de gens continguts en autosomes que afecten la fertilitat masculina
(revisat per O'Flynn QO'Brien et al 2010). Tot i que la llista és molt extensa, les mutacions més
freqlients en individus que consulten problemes de fertilitat son les que afecten al gen regulador
de la conductancia transmembranal de la fibrosi quistica (CFTR). Aquest gen, localitzat en el
cromosoma 7 (Riordan et al 1989), es troba mutat en el 60-90% dels pacients amb absencia
bilateral congenita dels vasos deferents (McCallum et al 2001, Georgiou et al 2006, Ferlin et al
2007a). Aguesta alteraci6 es relaciona amb una azoospérmia obstructiva.

Altres sindromes o0 anomalies géniques menys comunes, perd que també s’associen a infertilitat,
son la distrofia miotonica de tipus I, la sindrome de Noonan, la talassemia, la sindrome de

Young i la sindrome de Kallmann (revisat per Matzuk i Lamb 2008).
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1.1.3. Anomalies confinades a la linia germinal

Un percentatge notable d'individus infértils amb cariotip somatic normal i abséncia de delecions
del cromosoma Y presenten anomalies cromosomiques confinades a la linia germinal. Aquestes
anomalies succeeixen en linies cel-lulars normals i s'identifiquen a mode de recombinacions
meidtiques aberrants a primera divisi6 meidtica i/o en forma d'increments d'anomalies
cromosomiques numeériques en cél-lules germinals/espermatozoides (revisat per Egozcue et al

2000a).

A. Procés meiotic

La meiosi és una part essencial de [I'espermatogenesi, es troba altament conservada
evolutivament i té com a finalitat la formacié de gametes amb contingut genétic haploide. En
aquest procés, la replicacié del DNA va seguida de dues divisions cel-lulars consecutives que
redueixen el nombre de cromosomes a la meitat. La primera divisi6 meiotica és reduccional i
implica la segregaci6 sintélica dels cromosomes homolegs, mentre que en la segona es produeix
la segregaci6 amfitelica de cromatides germanes. El procés meidtic garanteix la diploidia del
zigot i la variabilitat genética de I'espécie. Per a una revisid exhaustiva de la meiosi es poden
consultar diverses publicacions (Keeney 2001, Gerton i Hawley 2005, Keeney i Neale 2006, Ding
et al 2009, Longhese et al 2009, Simchen 2009, Handel i Schimenti 2010, Maiato i Lince-Faria
2010, Székvolgyi i Nicolas 2010).

L'estudi de la profase de la primera divisi6 meidtica ha despertat un interés especial ja que
inclou processos d’'una elevada complexitat: I'aparellament i sinapsi dels cromosomes homolegs
i la recombinacid6 meidtica (revisat per Ding et al 2009, Székvolgyi i Nicolas 2010). Diversos
treballs relacionen alteracions en aquesta etapa amb la generacié d'anomalies numeériques en
gametes (revisat per Egozcue et al 2000a). La profase | es subdivideix en quatre etapes: leptote,

zigote, paquite i diplote.

Durant I'etapa de leptote, les cohesines s'agreguen i es forma una estructura proteica al llarg de
I'eix longitudinal del cromosoma. Aquesta estructura és essencial per a la formacio i
manteniment dels elements axials que posteriorment acabaran constituint el complex
sinaptinemal (CS) (Klein et al 1999). La proteina SPO11 indueix trencaments de doble cadena
en el DNA (DSBs) (Keeney i Neale 2006) i s'inicia el procés de reparacio: la histona H2AX és
fosforilada (yH2AX) i I'activitat exonucleasa del complex proteic MRN (MRE11/RAD50/NBS) deixa
exposats extrems 3’-OH de les cadenes senzilles de DNA (ssDNA). Posteriorment, les proteines
RAD51/DMC1 s'uneixen a les ssDNA i promouen la interaccié amb sequiéncies del cromosoma

homoleg creant associacions axials primerenques (figura 1.2.A., figura 1.3.).
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B. Zigote

C. Paquite

P 1 limiAey | § 1. 1

IIML-p-ﬁIIIII:g

D. Diploté

Figura 1.2. Esquema dels processos d'aparellament, sinapsi i
recombinacioé entre cromosomes homolegs que tenen lloc durant la
profase | meidtica.

(esquema modificat de Handel i Schimenti 2010)

Durant el zigoté, s'inicia la sinapsi que es caracteritza per una aposicié intima dels cromosomes
regulada per la formacié del complex sinaptinemal (figura 1.2.B.). En aquesta estructura, els
elements axials constituits per les proteines SCP2 (Synaptonemal Complex Protein 2) i SCP3
(Synaptonemal Complex Protein 3), esdevenen els elements laterals del CS, i al centre es
construeix un eix format principalment per proteines SCP1 (Synaptonemal Complex Protein 1).
En aquest estadi, la proteina RPA (replication protein A) s'uneix en els llocs on hi ha

RAD51/DMC1 i regula el metabolisme del DNA, participant en processos de replicacid, reparacio
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i recombinacié entre cromosomes homolegs (Binz et al 2004). Durant aquest procés, les ssDNA
envaeixen la doble helix del cromosoma homoleg (Hunter i Kleckner 2001) i es formen els
noduls de recombinacié primerencs (figura 1.3.). Aquest procés implica la sintesi i la unié dels
extrems lliures de les cadenes de DNA per formar les estructures conegudes amb el nom de
dobles unions de Holliday (dHJs). Per a que posteriorment pugui actuar el sistema de reparacio
de mismatch, I'neterodimer proteic format per MSH4/MSH5 s'unira a les dHJs (Snowden et al
2008).

Spom
5 - 1{, F
3 L 5 DB
5 F
3 5
Eliminacid Spoll

Reseccio dels extrems &'

Invasio extrems cadenes
sengilles DNA

=y =
——— e
= —

=

A, A,
l Resolucia dH)

non-crossover (NCOD)

crossover (C0)

Figura 1.3. Model de reparaci6 del trencament de doble
cadena (DSB) en la recombinacié meiotica.
(esquema maodificat de Longhese et al 2009)
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A l'etapa de paquité, la sinapsi és completa i els complexes sinaptinemals estan totalment
formats (figura 1.2.C.). Durant aquesta etapa es resolen les dHJs i finalitza el procés de
reparacio dels trencaments de DNA (figura 1.3.). La majoria de trencaments es repararan sense
que es produeixi intercanvi de material genetic (non-crossover, NCO), i només en alguns punts
hi actuara el sistema de reparacié de mismatch propiciant la recombinacié entre cromatides
homologues (crossover, CO). Aquests punts esdevindran els noduls de recombinacié tardans. En
el sistema de reparaci6 de mismatch hi actuen proteines com la MLH3, que suneix als
heterodimers de MSH4/MSH5, o la MLH1, que formara heterodimer amb la MLH3. La majoria
dels punts de recombinacié es localitzen en regions determinades del DNA, anomenades Aot

spots (Arnheim et al 2007, Paigen i Petkov 2010).

L'etapa de diploteé es caracteritza per la desestructuracié dels complexes sinaptinemals, la
separacid dels cromosomes homolegs, i per la condensacié de la cromatina. Durant el diplote,
les cromatides germanes estan unides per les cohesines (Petronczki et al 2003) i els
cromosomes homolegs s'observen units pels quiasmes (figura 1.2.D.), que son el reflex dels

llocs on s’ha produit intercanvi de material genétic.

Un cop finalitzada la profase de la primera divisio meiotica, les cél-lules assoleixen I'estadi de
metafase | (MI). En aquesta fase els bivalents presenten una condensacié maxima i es disposen
a la regi6 equatorial de la cél-lula. L'embolcall nuclear es desorganitza i s'estructura el fus. La
preséncia de quiasmes entre cromosomes homolegs manté la tensié entre ells i per tant ajuda a

la correcta orientacid dels bivalents a la placa metafasica (Page i Hawley 2003).

Durant l'anafase I, els cromosomes homolegs segreguen de forma sintélica, mantenint les
cromatides germanes unides per cohesines pericentromériques. Finalment, té lloc la telofase,
etapa en la que s'agrupen els cromosomes que han segregat a cadascun dels pols i es produeix

la divisi6 del citoplasma formant dues cél-lules filles.
La segona divisi6 meiotica és analoga a una divisié mitotica, es perd la cohesio entre cromatides
germanes per permetre la disjuncié cromosomica i es formen cel-lules haploides amb una

cromatide (Shintomi i Hirano 2010).

B. Punts de control de I'espermatogéenesi

La meiosi és un procés altament regulat en el que intervenen diferents mecanismes de control.
La presencia d'errors en alguna de les fases del procés, activa els mecanismes de reparacio
cel-lular. Si 'anomalia persisteix, la meiosi s’aturara i es desencadenaran processos apoptotics
(revisat per Roeder i Bailies 2000). S’han descrit basicament dos punts de control meiotics
(figura 1.4.).
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El primer actua a I'etapa de paquite, evitant que les cel-lules superin aquesta fase si la sinapsi
entre cromosomes homolegs no és completa i/o si s’han produit anomalies en els processos de
recombinacié meiotica (Roeder 1997). Diferents estudis descriuen defectes en la recombinacio
i/0 sinapsi dels cromosomes homolegs relacionats amb una aturada de I'espermatogénesi en
aquesta etapa (revisat per Li et al 2009).

En espermatocits de mamifers, i de fet en la majoria dels organismes amb cromosomes sexuals
heteromorfics, les regions asinaptiques del bivalent sexual a I'estadi de paquité activen un
mecanisme conegut amb el nom de MSCI (meiotic sex chromosome Inactivation). Agquest
mecanisme desencadena la formacié d’heterocromatina i, per tant, dona lloc al silenciament
transcripcional de gens dels cromosomes sexuals (Turner 2007), amb la conseqlient formacié de
la vesicula sexual (VS). La resposta MSCI depen de la proteina supressora de tumors BRCAL
gue s'acumula a les regions asinaptiques dels cromosomes sexuals (Mahadevaiah et al 2008,
Turner et al 2005) i recluta la proteina quinasa ATR que fosforila la histona H2AX. El vincle entre
aquesta histona i la formacié de la VS és desconegut. Anomalies en l'activacié de MSCI es
relacionen amb processos apoptotics en aquestes cél-lules (Burgoyne et al 2009, Turner et al
2005). Recentment, s’ha proposat que MSCI és una manifestacid especifica d’'un mecanisme
general de silenciament que podria actuar també sobre cromosomes autosomics asinaptics
presents a l'estadi de paquite, tant en la meiosi masculina com en la femenina, i que es coneix
amb el nom de MSUC (meiotic silencing of unsynapsed chromatin) (Baarends et al 2005,
Schimenti 2005, Turner et al 2005, Burgoyne et al 2009). Sembla doncs, que aquest mecanisme
tindria un paper important en l'activacié del punt de control a paquité (revisat per Burgoyne et
al 2009).

Meta 11

Teda 1 Telo I

Ana [

-

Punt de control de
formacid del fus

Punt de control de
sinapsifrecombinacio

Figura 1.4. Punts de control de I'espermatogenesi.
(esquema modificat de Morelli i Cohen 2005)
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El segon punt de control regula el pas de metafase | a anafase I, i actua retenint les cél-lules a
l'estadi de metafase fins que tots els bivalents s’hagin orientat correctament en el fus (revisat
per Vogt et al 2008). Aquest punt de control rep el nom especific de punt de control de
formacié del fus (spindle assembly checkpoint, SAC). La preséncia de cromosomes desalineats a
la placa metafasica o una estructuracid defectuosa del fus, podria ser detectat com una
descompensacié de les forces de tensidé que exerceixen els microtubuls sobre els cromosomes i
derivar amb l'activacié d'aquest mecanisme de control. La regulacié d’aquest punt de control
depén de les proteines MAD (mitotic arrest deficient) i BUB (budding uninhibited by
benzimidazole) que actuen inactivant APC (anaphase-promoting complex) i per tant bloquejant
la progressio de la meiosi. La transmissid de senyals d'aturada del cicle cel-lular es produeix

gracies a la intervencié de proteines quinases i motores (revisat per Vogt et al 2008).

C. Tipus d’anomalies

Quan es produeixen alteracions en els processos d’aparellament, sinapsi, recombinacié i/o
segregacio dels cromosomes i errades en els mecanismes de control, s’originen anomalies.
Agquestes poden manifestar-se de dues maneres no excloents: recombinacions aberrants,
enteses com un canvi en el nombre o en la localitzacié dels quiasmes, o espermatozoides amb

anomalies numeriques.

El 6-8% dels individus infertils de cariotip somatic normal, presenten anomalies meiotiques
(Egozcue et al 1983a, De Braekeleer i Dao 1991, Egozcue et al 2005) i el percentatge és del
17,6% en pacients amb oligoastenozoospérmia severa (Vendrell et al 1999). Per tal de descriure
aquests comportaments meiotics anomals s’han emprat els termes d’asinapsi i de desinapsi.
L'asinapsi es caracteritza per I'aparellament anormal dels bivalents des de l'inici de la profase
amb abséncia de vesicula sexual, anomalies en els CS i una gran reduccié del nombre de
guiasmes a metafase | (Hultén et al 1970, Egozcue 1983b). En la desinapsi s'observa un
aparellament aparentment normal dels bivalents a profase amb preséncia de vesicula sexual,
perdo anomalies en els CS i un baix nombre de quiasmes a metafase | (Pearson et al 1970,
Egozcue 1983b). Les anomalies sinaptiques poden afectar a un, a diversos o a la majoria dels
bivalents, i observar-se bivalents asinaptics o bivalents parcialment asinaptics. Aquestes
anomalies poden afectar a totes les cél-lules analitzades o coexistir en diferents proporcions

cél-lules normals i cel-lules amb anomalies (revisat per Egozcue et al 2005).

Els individus infertils de cariotip somatic normal també poden presentar espermatozoides amb
aneuploidies i/o diploidies. El percentatge d'individus amb increments és molt variable entre les
séries publicades (Rives et al 1999, Vegetti et al 2000, Calogero et al 2001, Martin et al 2003a).
L'observacié d’espermatozoides cromosomicament anormals evidencia que els mecanismes de

control que actuen durant la meiosi no sén del tot eficients i algunes de les cél-lules amb
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anomalies poden arribar a superar els punts de control i produir gametes anormals. La poca
eficiencia dels mecanismes de control, podria explicar-se per errors en la identificacié de les
cél-lules amb anomalies, per un mal funcionament del procés d’eliminacié, o fins i tot, perqué el
nombre de cél-lules anormals fos massa gran per ser totalment eliminades pels sistemes de

control.

Una conseqiiéncia directe de I'actuacié dels punts de control en el procés d'eliminacié de les
cél-lules amb anomalies, és que el nombre de cél-lules que finalitzen el procés espermatogenic
€s menor al que va iniciar-lo. Per aixo no és d'estranyar que molts dels individus infértils, sigui
quina sigui I'etiologia de la seva infertilitat, sovint presentin azoospérmia o oligozoospérmia més
0 menys severa. La relacié entre la preséncia d’anomalies sinaptiques i de recombinacio, el
blogueig del procés espermatogeénic i recomptes baixos d'espermatozoides, ha estat descrita per
diferents autors (Hultén et al 1970, Navarro et al 1990, Vendrell et al 1999, Egozcue et al
2000a).

1.2. Técnigues d’analisi citogenetica

1.2.1. Estudis meiotics

En I'ambit de la recerca i en el del diagnostic clinic, ha existit un interés logic per coneixer la
progressio de I'espermatogénesi en els individus amb problemes de fertilitat. S’han emprat
diverses técniques d'estudi sobre mostres de teixit testicular que han permes avaluar les
anomalies meidtiques en diferents fases del procés. Basicament s’han fet servir tecniques

d’estudi dels CS i tecniques d’'analisi dels cromosomes meiotics (revisat per Egozcue et al 2005).

Els estudis dels CS amb tinci6 amb nitrat de plata (Solari 1980, Navarro et al 1981) van
permetre caracteritzar algunes anomalies sinaptiques (Solari 1980, Vidal et al 1982b, Navarro et
al 1986), i també avaluar la configuracié dels cromosomes implicats en reorganitzacions
cromosomiques equilibrades (Templado et al 1984, Navarro et al 1991). Un aven¢ important en
els estudis dels complexes va ser la incorporacié de tecniques dimmunocitofluorescencia.
Aquestes técniques permeten marcar especificament les proteines dels noduls de recombinacio
tardans i les proteines dels CS (Barlow i Hultén 1996). Combinades amb protocols d’hibridacio /in
situ fluorescent, fan possible la identificacio individual de cada CS i per tant han ajudat a
comprendre millor el procés sinaptic i les seves anomalies (Oliver-Bonet et al 2003, Codina-
Pascual et al 2004, Sun et al 2004).

Els estudis dels cromosomes meiotics utilitzant protocols citogenétics classics (Evans et al 1964)
permeten analitzar les cél-lules espermatogéniques en diferents fases del procés. Amb aquesta
técnica es poden valorar les aturades meiotiques, en funcio dels percentatges observats de cada

una de les fases; la preséncia de la vesicula sexual a profase I, analitzar les figures meiotiques
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en l'etapa de diacinesi/metafase | i els cromosomes a metafase 11 (MIl) (figura 1.5.). Tenint en
compte que la morfologia caracteristica dels bivalents ve determinada pel nombre de quiasmes,
aquest tipus d'analisi s’ha utilitzat per descriure el nombre i la localitzacié dels llocs de
recombinacié en els bivalents dels espermatocits (Hultén et al 1970, Hultén et al 1974,
Templado et al 1976, Laurie i Hultén 1985a, 1985b).

La técnica és economica i metodologicament simple, i la seva incorporacié en I'ambit de I'estudi
clinic s’ha utilitzat per diagnosticar pacients amb diferents anomalies meidtiques (Egozcue et al
1983a, 2000b). No obstant, la incorporacié no ha estat generalitzada, probablement perque les
caracteristiques de les mostres estudiades sovint es tradueix en limitacions en el seu estudi, ja
sigui per I'escas material del que es disposa, per les poques cel-lules en divisié que s'observen o,
en cas d’'aturades parcials durant la profase I, les poques metafases | i 11 que es poden avaluar.
A més a més, la morfologia dels cromosomes meiotics a metafase | dificulta la identificacié dels
bivalents desinaptics o asinaptics. Aixi doncs, en el millor dels casos, només es pot determinar el
grup al qual pertany el bivalent, tot i que en alguns casos l'aplicacié de bandes G i C (Templado
1981a) havia donat bons resultats. D'altra banda, la morfologia caracteristica dels cromosomes

a metafase Il, fa molt dificil el recompte i la identificacié dels cromosomes en aquesta fase.

Figura 1.5. Fases meiotiques obtingudes amb técniques citogenétiques classiques.
VS: vesicula sexual.
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L'aplicacié sobre cromosomes meiotics de técniques d’hibridacié /n situ fluorescent (FISH), tals
com la M-FISH (Speicher et al 1996) o el spectral karyotyping (Schréck et al 1996) que
permeten identificar tots els cromosomes simultaniament (figura 1.6.), hauria d'ajudar a superar
les limitacions relacionades amb la identificaci6 cromosomica dels estudis meiotics amb
técniques citogenétiques classiques. La técnica, fent possible I'analisi simultani de tots els
cromosomes a metafase | i metafase |1, hauria de permetre identificar els cromosomes implicats
en comportaments meidtics anomals. Amb aix0 s'obriria la possibilitat d’estudiar la freqiiéncia
d'aquestes anomalies i sobretot si afecten reiterativament els mateixos cromosomes o, pel
contrari, es produeixen a l'atzar. De fet, aquestes técniques ja s’havien aplicat amb exit en
estudis citogenétics de neoplasies (Teixeira 2002), per a l'estudi d'aneuploidies en oocits
(Sandalinas et al 2002) o per avaluar I'efecte de les radiacions com a inductores d’anomalies

cromosomiques (Cornforth 2001).

Figura 1.6. Cariotip d'una metafase somatica on s'observen els 24 patrons
de color diferent obtinguts mitjancant la técnica de M-FISH.

1.2.2. Estudis de FISH en espermatozoides

La primera técnica que va permetre avaluar la constitucié cromosomica dels espermatozoides
aprofitava la capacitat de I'espermatozoide huma per penetrar o0cits de hamster sense zona
pel-ltcida i permetia obtenir preparacions de cromosomes d’espermatozoide (Rudak et al 1978).
Aquest métode va ser estandarditzat per Martin et al (1982), no obstant, és una técnica

complexa i es va incorporar en pocs laboratoris com a eina d’estudi en I'ambit clinic.
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La utilitzacié de sondes de DNA especifiques, inicialment marcades amb components radioactius
(Joseph et al 1984) o amb fluorocroms (Guttenbach i Schmid 1990, Pieters et al 1990), i molt
especialment la combinacié de varies sondes (Wyrobek et al 1994) va obrir la possibilitat
d’estudiar la constitucié cromosomica d’'un gran nombre d'espermatozoides mitjancant la FISH
sobre nuclis interfasics. La técnica requereix un tractament previ de descondensacidé de la
cromatina per fer-la més accessible a les sondes (Wyrobek et al 1990). Tot i que no és possible
estudiar tots els cromosomes a I'hora, ja que el nombre de fluorocroms disponibles i les
dimensions del nucli espermatic no ho permeten, va representar un aveng notable en I'estudi de
la dotacié cromosomica de I'espermatozoide (revisat per Egozcue et al 1997). De fet, va ser
incorporada rapida i ampliament com a eina d’'estudi del pacient amb problemes de fertilitat, i

molt especialment en els candidats a técniques de reproduccio assistida (Egozcue et al 2003).

En aquest sentit, diversos autors han posat de manifest alteracions del seminograma (Nellella et
al 2006) associades a increments d’anomalies cromosomiques en els espermatozoides (Burrello
et al 2005, Machev et al 2005a, Miharu 2005, Rives 2005, Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.)).
Aixi doncs, el fenotip de lindividu infértil, ja sigui de cariotip somatic normal o anormal,
presenta, amb freqiiéncia, un seminograma anormal i una major incidéencia d’aneuploidies en els
seus espermatozoides, i per tant un risc incrementat de transmissié d’anomalies cromosomiques

a la descendéncia.

Des de fa alguns anys s’intenta establir en quin grup de pacients son rellevants els estudis de
FISH en espermatozoides. Aquesta tasca es fa dificil ja que els treballs publicats mostren molta
variabilitat, ja sigui pel nombre d'individus analitzats, pels criteris de classificacidé dels pacients,
per les caracteristiques de la poblacié control emprada, pels criteris de valoracié de les mostres,
o fins i tot, per les comparacions estadistiques realitzades (Tempest i Griffin 2004a); fins al punt

que s’ha arribat a quiestionar la seva validesa com a eina diagnostica (Foresta et al 2002).

Un altre aspecte dels estudis de FISH en espermatozoides que també desperta interes en el
camp del diagnostic clinic, és la determinacié del nombre de cromosomes a analitzar i establir
els més indicats per garantir un consell reproductiu adequat. Fins al moment, els cromosomes
més estudiats han estat els cromosomes X, Y 13, 18 i 21 ja que les aneuploidies més viables
corresponen a aquests cromosomes (Gardner i Sutherland 2004). En els ultims anys, un nombre
considerable de centres han anat incorporant més cromosomes a l'estudi amb la idea de que
amb més informacié, major precisié en el diagnostic. Tot aixo ha generat dubtes a I'hora de triar
una estrategia d’'analisi coherent i equilibrada en relacié als parametres de temps, cost

economic i resultats obtinguts.
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En qualsevol cas, la gran majoria dels estudis coincideixen en descriure una clara i estreta
relacié entre aneuploidies i infertilitat masculina. A més a més, també coincideixen en que els
increments significatius de les aneuploidies observades solen ser moderats. No obstant, la
interpretacié diagnostica d’'aquests increments i I'assessorament genetic posterior no sempre

sén coincidents.
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Objectius

Per a la elaboracié d’'aquest treball es van plantejar els seglient objectius:

ler
Optimitzar un protocol sequencial d'identificaci6 i analisi dels cromosomes meiotics
d’espermatocits humans a metafase | i a metafase I, utilitzant les tecniques de tincié uniforme i

d’hibridacio /n situ fluorescent Maltiplex (M-FISH).

2n

Determinar la incidéncia d’anomalies cromosomiques en els espermatocits a metafase | i a

metafase Il d’'una série d'individus infertils.

3er

Analitzar la proximitat dels bivalents autosomics al bivalent sexual a metafase I.

art
Determinar la incidéncia d’anomalies cromosomiques dels cromosomes X, Y, 13, 18 i 21 en els

espermatozoides d’'una série d'individus infertils.

5e
Relacionar les anomalies cromosOmiques observades en els espermatocits i en els

espermatozoides amb el seminograma, el cariotip i 'edat dels individus.
6e

Establir directrius per a la utilitzaci6 dels estudis meidtics i dels estudis de FISH en

espermatozoides en el context de I'estudi clinic del pacient infertil.
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Material i métodes

3.1. Mostres biologigues

Per a l'elaboraci6 d'aquest treball es van analitzar mostres biologiques procedents de 362
individus. La valoracié del procés meidtic es va realitzar en 37 mostres de teixit testicular i
I'analisi dels espermatozoides es va dur a terme en 325 mostres de semen. En tots els casos els

individus van ser informats dels protocols d’estudi a aplicar.

3.1.1. Mostres de teixit testicular

Es van obtenir biopsies de teixit testicular de 37 individus que havien consultat per problemes
de fertilitat en diferents centres de reproduccié assistida: Centre de Reproduccié Assistida
Fecunmed, Fundacié Puigvert, Institut Marqués, Institut Universitari Dexeus i Instituto de
Reproduccion CEFER. Les mostres es van obtenir mitjancant intervencié quirdrgica amb
anestésia local i es van mantenir en una solucié isotonica a 4°C fins al moment de la seva
utilitzacié. En cap cas van transcorrer més de 24 hores entre I'obtencié de la mostra i el seu
processat. La mida de les biopsies analitzades va ser de 4-5 mm®.

La taula 3.1 detalla, per a cadascun dels individus analitzats, el cariotip somatic i la classificacio

seminal segons les caracteristiques de recompte, motilitat i morfologia espermatica.

Codi Classificacio Codi Classificaci6
Pacient Cariotip seminal* Pacient Cariotip seminal*
072 46,XY T 314 46,XY N
118 46,XY OA 315 46,XYgh+,inv9(p12qg12) Az
140 46,XY AT 321 46,XY N
142 46,XY AT 323 46,XY A
282 46,XY AT 328 46,XY OAT
284 46,XY Az 331 46,XY OAT
285 46,XY,14ps+,15ps+ Az 360 46,XY OAT
287 46,XYgh+ N 361 46,XY OAT
289 46,XY A 392 46,XY OAT
291 46,XY AT 6837 46,XY OAT
299 46,XY,inv9(pl1ql2) N 6854 46,XY OAT
300 46,XY A 6858 46,XY OAT
301 46,XY A 6859 46,XY OAT
302 46,XY N 6866 46,XY OAT
307 46,XY A 6867 46,XY OAT
308 46,XY OAT 8345 46,XY OAT
309 46,XY OAT 8362 46,XY OAT
310 46,XY OA 8514 46,XY OAT
312 No avaluat Az

Taula 3.1. Cariotip somatic i classificacié seminal dels pacients.

A: Astenozoospermia, AT: Astenoteratozoospermia, Az: Azoospérmia, N: Normozoospérmia, OA: Oligoastenozoospermia,
OAT: Oligoastenoteratozoospéermia, T: Teratozoospérmia.

*Classificacio realitzada d’acord amb els criteris de la Organitzacié Mundial de la Salut (World Health Organization 1999).
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3.1.2. Mostres de semen

Es van analitzar un total de 325 mostres de semen obtingudes per masturbacié i recollides en

recipients estérils de polietilé.

- Individus control:
La poblacié control es va establir a partir de mostres de semen de 6 individus
normozoospérmics amb cariotip 46,XY. La mitjana d'edat d’aquest grup va ser de 27,5+4,4 anys

(rang: 26-36 anys).

- Individus amb problemes de fertilitat:

Es van analitzar mostres de semen de 319 individus que consultaven per problemes de fertilitat.
Les mostres provenien de sis centres de reproduccié assistida: Fundacié Puigvert, Institut
Marqués, Institut Universitari Dexeus, Instituto Bernabeu, Instituto de Reproduccion CEFER i
Instituto Valenciano de Infertilidad. Aquest grup presentava una mitjana d'edat de 35,4+5,0
anys (rang: 21-53 anys).

Els individus estudiats es van classificar segons els parametres de recompte espermatic,
motilitat i morfologia, seguint els criteris de la Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) (World
Health Organization 1999) (taula 3.2.).

L'historial clinic reproductiu dels pacients incloia el cariotip somatic en 266 pacients (taula 3.3.),

el cariotip meidtic en 113 (taula 3.4.) i es disposava dels dos resultats en 98 casos.

Classificacio Edat (anys)

seminal N©° de pacients (%26) Mitjana  DE Rang
A 67 (21,0%) 36,2 51  27-49
AT 71 (22,3%) 36,3 59  27-53
N 34 (10,7%) 36,3 4,7 28-52
0 4 (1,3%) 34,5 1,9 33-37
OA 51 (16,0%) 35,4 4,0 28-48
OAT 62 (19,4%) 34,4 48  21-46
oT 13 (4,1%) 33,2 47  26-41
T 17 (5,2%) 36,4 53  30-52
Total 319 (100%6) 354 50 21-53

Taula 3.2. Classificacié dels pacients segons els parametres seminals.

A: Astenozoospérmia, AT: Astenoteratozoospermia, N: Normozoospermia, O:
Oligozoospermia, OA: Oligoastenozoospéermia, OAT: Oligoastenoteratozoospérmia,
OT: Oligoteratozoospérmia, T: Teratozoospermia.
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Edat (anys)

Cariotip somatic N° de pacients (%26) Mitjana  DE Rang
Normal
46,XY 245 (92,1%) 35,6 5,0 21-52
Polimorfic 13 (4,9%) 35,3 4,5 29-45
46,XY,1gh+

46,XY,inv9(p11ql2)
46,XY,inv9(pl1ql2)
46,XY,inv9(pl1ql2)
46,XY,inv9(p11ql2)
46,XY,inv9(p11ql3)
46,XY,inv9(pl1ql2)
46,XY,inv9(pl1ql2)
46,XY,inv9(p11ql2)
46,XY,inv9(p11ql2)
46,XY,16ght
46,XY,22s+
46,X,invY(pl1.1q11.2)

Anormal 8 (3,0%) 32,5 4,9 27-40
46,XY,t(3;16)(p21;q13)
46,XY,t(5;19)(12;p13.3)
45,XY,der(13;14)(q10;q10)
45,XY,der(13;14)(q10;910)
45,XY,der(13;14)(q10;910)
46,X,invY(p11.1q11.23),inv4(p14p15.3)
47 ,XXY(50%)/46,XY (50%)
47,XY,mar+

Total 266 (100%6) 355 50 21-52

Taula 3.3. Classificacié dels pacients segons el resultat del cariotip somatic.

Edat (anys)

Estudi meiotic N©° de pacients (26) Mitjana DE Rang
Normal 36 (31,9%) 34,4 5,0 27-49
Alterat Desinapsi 55 (48,7%) 35,1 5,4 26-52

Bloqueig 11 (9,7%) 35,9 5,1 29-44

Desinapsi i bloqueig 2 (1,8%) 33,5 0,7 33,34
No informatiu 9 (7,9%) 34,8 4,3 27-42
Total 113 (100%6) 34,9 51 26-52

Taula 3.4. Classificacié dels pacients segons el resultat de I'estudi meiotic.

3.2. Protocols

3.2.1. Mostres de teixit testicular

Per a la valoracidé dels espermatocits primaris a metafase | i dels espermatocits secundaris a
metafase Il es va desenvolupar un protocol d'analisi seqliencial que constava dels passos
seglients: A) fixacié cel-lular, B) tincié uniforme dels cromosomes, C) valoracié al microscopi
optic, D) hibridacié /n situ fluorescent multiplex (M-FISH) (Sarrate et al 2004 (annex 7.1.1.)) i E)

valoracié al microscopi de fluorescencia.
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A. Fixaci6 cel-lular

= Transferir el fragment de teixit testicular a un tub amb solucié hipotonica (KCI 0,075M)
escalfada a 37°C.
= Incubar el fragment de teixit a 37°C durant 15 minuts.
El tractament amb solucié hipotonica afavorira I'absorcié d’aigua i augmentara el volum cel-lular,
facilitant la dispersié dels bivalents i dels cromosomes en el moment de fer les extensions.
= Transferir el fragment a un vidre de rellotge i disgregar-lo amb unes tisores de punta corba,
tot alliberant les cél-lules contingudes en els tdbuls seminifers.
= Recuperar la suspensiod cel-lular en un tub de centrifuga i aspirar i deixar anar la suspensio
diverses vegades amb una pipeta Pasteur per alliberar el major nombre de ceél-lules.
= Deixar reposar durant 3 minuts perqué els agregats cel-lulars sedimentin i transferir el
sobrenedant a un altre tub.
= Centrifugar a 400g durant 5 minuts a 4°C.
Les baixes temperatures redueixen l'activitat cel-lular preservant millor les cél-lules.
= Descartar el sobrenedant per decantacio.
= Resuspendre el boté amb fixador de Carnoy (metanol:acid acétic en la proporcié 3:1). Afegir-
ne 8 ml, gota a gota i en agitacio per tal d’evitar la formacié d’agregats cel-lulars.
El fixador ajudara a preservar I'augment de volum de les cél-lules i contribuira a la eliminacio de
lipids i a la desnaturalitzacié de proteines, deixant la membrana de la cél-lula fragil. Aquest fet
afavorira la dispersio dels cromosomes en el moment de fer les extensions.
Per a que el fixador no perdi les seves propietats cal que aquest es prepari just abans de la seva
utilitzacié. El metanol s’evapora amb facilitat i aix0 incrementaria I'acidesa de la solucio. A més a
més, caldra guardar el fixador al congelador mentre no s'utilitzi ja que si es deixa a temperatura
ambient, aquest absorbira aigua i variara el seu pH.
= Mantenir la suspensié cel-lular amb fixador durant 30 minuts a 4°C.
= Repetir els rentats amb Carnoy tantes vegades com sigui necessari, fins a obtenir el boto
cel-lular totalment blanc.
= Resuspendre el boté obtingut afegint fixador gota a gota. Ajustar el volum final a la
concentracio adequada per a obtenir bones extensions cel-lulars.
La superposicio cel-lular dificulta la valoracid. Per contra, extensions amb el material massa dispers
allarguen innecessariament el procés d’estudi.
= Deixar caure una gota de la suspensié en un portaobjectes préviament desengreixat.
Els portaobjectes es guarden en metanol a -20°C i s’eixuguen amb paper absorbent just abans de
la seva utilitzacié. Netejar els portaobjectes amb alcohols facilita la uniformitat de I'extensio,
incrementa la qualitat de les metafases obtingudes i també la qualitat de la tinci6 posterior.
= Verificar la correcta dispersié del material cel-lular avaluant les extensions al microscopi
invertit de contrast de fases.
= El material fixat sobrant i les extensions obtingudes s'emmagatzemen a -20°C fins al moment

de la seva utilitzacio.
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B. Tincié uniforme

= Deixar el portaobjectes a temperatura ambient fins a la seva descongelacié.
= Cobrir la regié on hi ha el material cel-lular durant 8-10 minuts amb colorant de Leishman
diluit al 20% amb una solucié tampo6 preparada segons Weise a pH: 6,8.
Aquest colorant combina el blau de metile amb I'eosina, i la seva utilitzacié6 dona lloc a la tincié
homogeénia dels nuclis interfasics i de les fases meiotiques.
= Rentar amb aigua per eliminar les restes de colorant.

= Eixugar suaument el portaobjectes amb paper de filtre.

C. Valoracié al microscopi optic

= Rastrejar el portaobjectes utilitzant un microscopi Optic de camp clar equipat amb un sistema
de captura i analisi d’'imatges. En aquest estudi es va utilitzar un microscopi Olympus BX-60
(Olympus Optical Espafia, S.A.) equipat amb el sistema de captura i analisi d'imatges

CytoVysion 3.6 (Applied Imaging, Newcastle, UK) (figura 3.1.).

NI @ . e

=
Figura 3.1. Imatge d’'una preparaci6 meiodtica tenyida amb colorant de Leishman.

NI: nucli interfasic d’'una cel-lula germinal, L: leptote, Z: zigote, P: paquite, MI:
metafase |I.

= Capturar imatges utilitzant I'objectiu d'immersié de 100 augments i anotar les coordenades

dels espermatocits primaris a metafase | i dels espermatacits secundaris a metafase 1.
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= Avaluar detalladament el nombre i la morfologia dels bivalents (metafase |) i dels cromosomes
(metafase Il) amb I'ajuda del sistema d'analisi d'imatges (CytoVysion 3.6; Applied Imaging,
Newcastle, UK).

Criteris d’analisi:

e Metafase I:
- Anotar el nombre d’'unitats cromosomiques observades.
- Determinar el nombre de quiasmes per cadascun dels bivalents a partir de I'estudi de
la seva morfologia (figura 3.2.). L'abséncia de quiasmes dona lloc a I'observacio

d’univalents.

Figura 3.2. Bivalents amb diferent nombre de quiasmes (marcats amb la punta de fletxa). (A) Sis quiasmes (B)
Cinc quiasmes (C) Quatre quiasmes (D) Tres quiasmes (E) Dos quiasmes (F) Un quiasma.

e Metafase I1:
- Anotar el nombre d’unitats cromosomiques observades.
- Valorar la forma de les unitats cromosomiques i classificar-les segons: forma normal,
trencaments de cromatide, cromatides asimétriqgues o cromatides separades (figura
3.3).

i - |
ij 1*"'.' .‘\ ¢

5 um

Figura 3.3. Cromosomes a metafase Il amb diferents morfologies. (A) Normal (B) Trencament de cromatide (C)
Cromatides asimetriques (D) Cromatides separades.

= Marcar amb un llapis de diamant la regié del portaobjectes on es localitzen les metafases per

acotar la regio a hibridar.
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Eliminar immediatament les restes d'oli d'immersié submergint el portaobjectes durant 1
minut en Xilol.

Si queden restes d'oli els resultats de la FISH posterior no seran els optims.
Destenyir el portaobjectes submergint-lo en una série de solucions d'etanol en aigua
destil-lada (70%, 80% i 90%) durant 1 minut en cadascuna. Primer en sentit creixent i
després en sentit decreixent acabant amb un udltim rentat, també d'un minut, en aigua
destil-lada.
Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.

El portaobjectes es pot tornar a guardar a -20°C fins al moment de ser utilitzat.

D. Hibridacié /n situ fluorescent multiple (Multiplex-FISH)

Deixar el portaobjectes a temperatura ambient fins a la seva descongelacio.
Afegir solucié enzimatica de Ribonucleasa A (RNasa A), preparada seguint les indicacions de la
casa comercial (Spectra Vysion™ Assay Protocol, Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA), a la
regiod del portaobjectes on hi ha el material cel-lular. Tapar amb un cobreobjectes de plastic i
incubar en una cambra humida a 37°C durant 30 minuts.
La RNasa A és una endoribonucleasa que catalitza la hidrolisi de l'acid ribonucleic (RNA). El
tractament amb aquest enzim ajudara a reduir els senyals inespecifiques que podrien dificultar la
valoracio al final del protocol de M-FISH.
Retirar el cobreobjectes i fer dos rentats en una solucié de 2 x saline sodium citrate (2xSSC)
durant 5 minuts cada un.
Incubar el portaobjectes durant 5 minuts en una solucié de pepsina preparada seguint les
indicacions de la casa comercial (Spectra Vysion™ Assay Protocol, Vysis Inc., Downers Grove,
IL, USA), pre-escalfada a 37°C.
El tractament amb aquesta proteasa millora I'accessibilitat als cromosomes.
Rentar dues vegades en una solucié de 2xSSC durant 5 minuts cada un.
Fixar el material en una solucié de formaldehid preparada seguint les indicacions de la casa
comercial (Spectra Vysion™ Assay Protocol, Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) durant 2
minuts i a temperatura ambient.
Per a qué el fixador no perdi les seves propietats cal que aquest es prepari just abans de la seva
utilitzacio.
Rentar dues vegades en una solucié de 2xSSC durant 5 minuts cada un.
Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.
Incubar la preparacié en una solucié de desnaturalitzacié (70% formamida/2xSSC) durant 2
minuts a 72°C.
La formamida és un agent desnaturalitzant que permet disminuir la temperatura de
desnaturalitzacié a 72°C. Aquesta reduccid de la temperatura ajuda a preservar millor la morfologia

cromosomica.
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= Deshidratar el portaobjectes utilitzant una série de solucions d'etanol en aigua destil-lada
(70%, 85% i 100%) durant 1 minut en cadascuna d’elles

= Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.

» Desnaturalitzar la sonda Spectra Vysion™ (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) en un tub

Eppendorf al bany a 72°C durant 5 minuts.

Aquesta sonda utilitza una combinaci6 de 52 cadenes senzilles de DNA, complementaries a
sequencies diana del DNA dels cromosomes humans, que estan marcades amb 5 fluorocroms
diferents (SpectrumAqua®, SpectrumFRed®, SpectrumGold®, SpectrumGreen®, SpectrumRed®)
(taula. 3.5.). La utilitzacié d’'un sistema de captura i analisi d'imatges permet observar cadascun
dels cromosomes d'un color diferent, i per tant, identificar simultaniament els 24 cromosomes del
cariotip.

La desnaturalitzacio de la sonda és possible gracies a I'accidé de la formamida inclosa en la solucio

tampo on estan diluides les sondes i a I'efecte de la temperatura (72°C).

= Afegir la sonda a la regi6 del portaobjectes a hibridar, tapar amb un cobreobjectes de vidre i

segellar amb cola.

= Incubar les preparacions en una cambra humida a 37°C durant 16-18 hores per tal de que les

sondes hibridin sobre les regions especifiques del DNA de la mostra.
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Taula 3.5. Combinacié de fluorocroms que marquen cadascun dels 24 cromosomes
humans (Spectra Vysion™, Vysis Inc. Downers Grove, IL, USA).
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= Treure el cobreobjectes desplacant-lo lateralment.
= Rentar la preparacié amb una solucié salina 0,4xSSC/0,3% nony! phenoxylpolyethoxylethanol
(NP-40) escalfada a 73°C durant 2 minuts.
= Transferir el portaobjectes a la solucié de rentat 2xSSC/0,1%NP-40 a temperatura ambient
durant 1 minut.
Els dos rentats amb SSC i NP40 ajuden a eliminar les sondes no hibridades o les que ho hagin fet
inespecificament.
= Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.
= Tenyir els nuclis interfasics i de les fases meiotiques amb una solucidé de 4',6-diamidino-2-
phenylindole 11 (DAPI 1) i Antifade en la proporcié 1:1 (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) i
tapar amb un cobreobjectes de vidre.
El DAPI és un fluorocrom que s’uneix a la cromatina i permet visualitzar-la de color blau mitjancant
un microscopi de fluorescencia. L'Antifade evita la pérdua d’intensitat del senyal fluorescent.
= Segellar el cobreobjectes amb esmalt d’'ungles.

= Guardar els portaobjectes, preservats de la llum a -20°C, fins al moment de la seva valoracio.

E. Valoraci6 al microscopi de fluorescéncia

= Relocalitzar les metafases | i metafases Il utilitzant un microscopi de fluorescéncia equipat
amb un sistema de captura i analisi d'imatges. En aquest estudi es va utilitzar un microscopi
Olympus BX-60 (Olympus Optical Espafia, S.A.) equipat amb el sistema de captura i analisi
d’'imatges CytoVysion 3.6 (Applied Imaging, Newcastle, UK).
= Capturar sis imatges de cada metafase, una per cadascun dels fluorocroms utilitzats,
mitjancant sis filtres de banda Unica.
Cada fluorocrom és excitat amb una llum d’'una longitud d’ona determinada per emetre llum a una
longitud d’ona superior (taula 3.6.). Els filtres de banda Unica permeten el pas de la llum d’'excitacio

i d’emissi6 de forma especifica per a cada fluorocrom.

Fluorocrom Pic d’excitacié (nm) Pic d’emissié (nm)
SpectrumAqua 433 480
SpectrumFRed 655 675
SpectrumGold 530 555
SpectrumGreen 497 524
SpectrumRed 592 612
DAPI 367 452

Taula 3.6. Longitud d'ona d'excitacié i d’emissié dels fluorocroms
utilitzats (Spectra Vysion™; Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA).
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El programa de captura assigna un color a cada fluorocrom i superposa les imatges obtingudes

obtenint una imatge amb 24 colors diferents, un per cada bivalent o cromosoma (figura 3.4.).

10 pm

Figura 3.4. Imatges d'una metafase | obtingudes amb cadascun dels 6
filtres especifics. (A) SpectrumAqua, (B) SpectrumFRed, (C) SpectrumGold,
(D) SpectrumGreen, (E) SpectrumRed (F) DAPI (G) imatge-composicio
resultant.

= Avaluar les imatges, tant de les metafases | com de les metafase I, comparant les obtingudes
després d'aplicar el protocol de M-FISH amb les capturades préviament amb tincié uniforme
(figura 3.5.).

Figura 3.5. Metafase Il (A) Tincié uniforme (B) M-FISH.
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Criteris d’analisi:

o Metafase I:
- ldentificar a quin cromosoma del cariotip pertanyen les unitats cromosomiques observades

amb tincié uniforme (figura 3.6.).

Aquesta identificacié va permetre assignar el nombre de quiasmes per bivalent de forma especifica.
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Figura 3.6. Cariotip d’una metafase | obtingut a partir de les imatges amb tincié uniforme i M-FISH.

- Determinar els bivalents que estan propers al bivalent sexual.
Es consideraran bivalents propers, aquells que formin part de la primera corona al voltant del

bivalent sexual, independentment de la distancia a la que es trobin. (figura 3.7.).

Figura 3.7. Metafase | on s’han identificat els bivalents considerats propers al
bivalent sexual (marcat amb la punta de fletxa). (A) metafase després d'aplicar
el protocol de M-FISH (B) metafase amb tincié uniforme (C) cariotip.
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e Metafase II:
- Identificar a quin cromosoma del cariotip pertanyen les unitats cromosomiques observades
amb tincié uniforme (figura 3.8.).
Aquesta identificaci6 va permetre especificar quins eren els cromosomes que presentaven
morfologies no esperades: trencaments de cromatide, cromatides asimeétriques o cromatides

separades i també identificar els cromosomes implicats en anomalies numériques.

5 pm

. 2 . 3 . 2 . 2

Figura 3.8. ldentificaci6 de cromosomes a metafase Il mitjangant M-FISH. (A) Cromosoma 2 normal (B)
Cromosoma 3 amb trencament de cromatide (C) Cromosoma 2 amb cromatides asimétriques (D) Cromosoma 2
amb les cromatides separades.

cr.: cromosoma

3.2.2. Mostres de semen

Per a l'analisi dels espermatozoides ejaculats es va aplicar el protocol d'hibridacié /n situ
fluorescent en nuclis descondensats d'espermatozoides estandarditzat al nostre laboratori
(Sarrate i Anton 2009 (annex 7.1.3.)). Aquest protocol constava dels seglients passos: A) fixacio
cel-lular, B) descondensacié de la cromatina espermatica, C) hibridacioé /n situ fluorescent i D)

valoracié al microscopi de fluorescéncia.

A. Fixaci6 cel-lular

= Deixar la mostra de semen durant 20 minuts a temperatura ambient fins a la seva ligliefaccioé.
La fibrinolisina, enzim alliberat per la prostata i contingut en el semen ejaculat, actuara solubilitzant
la xarxa de fibrina responsable de la coagulacio del semen.
= Centrifugar la mostra a 1000g durant 5 minuts per tal de separar la fraccié cel-lular del
plasma seminal.

= Descartar el sobrenedant, que correspon al plasma seminal, amb una pipeta Pasteur.
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Afegir solucio hipotonica (KCI 0,075M) escalfada a 37°C, gota a gota i en agitacid, fins a un
volum final de 10 ml.
Incubar la suspensio cel-lular a 37°C durant 25 minuts.
El tractament amb solucid hipotonica afavorira I'absorcié d'aigua i augmentara el seu volum, deixant
el nucli més accessible.
Centrifugar 1000g durant 5 minuts.
Descartar el sobrenedant per decantacio.
Resuspendre el boté amb fixador de Carnoy (metanol:acid acétic en la proporcié 3:1) acabat
de preparar. Afegir 8 ml del fixador, gota a gota i en agitacido per tal d'evitar la formacio
d’agregats d’espermatozoides.
El fixador ajudara a preservar 'augment de volum dels espermatozoides, fet que contribuira a
I'obtencié de bones extensions.
Repetir els rentats amb el fixador, tantes vegades com sigui necessari, fins a obtenir el boto
cel-lular totalment blanc.
Resuspendre el botd obtingut afegint fixador de Carnoy gota a gota. Ajustar el volum final a la
concentracio d'espermatozoides adequada per a obtenir bones extensions cel-lulars.
Deixar caure una gota de la suspensioé en un portaobjectes préviament desengreixat.
Els portaobjectes es guarden en metanol a -20°C i s’eixuguen amb paper absorbent just abans de
la seva utilitzacié. D’aquesta manera es millora la qualitat de I'extensid resultant.
Verificar la dispersié dels nuclis dels espermatozoides avaluant les extensions al microscopi
invertit de contrast de fases i marcar la regié on hi ha els nuclis.
El material fixat sobrant i les extensions obtingudes s’'emmagatzemen a -20°C fins al moment

de la seva utilitzacio.

B. Descondensacid de la cromatina espermatica

Deixar el portaobjectes a temperatura ambient fins a la seva descongelacié.

Rentar la preparacié dues vegades consecutives en una solucié de 2xSSC durant 3 minuts
cada un.

Deshidratar el portaobjectes en una série creixent d'etanol en aigua destil-lada (70%, 90% i
100%) durant 1 minut en cadascun dells.

Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.

Incubar la preparacié a 37°C en una solucié de descondensacié de la cromatina (5mM Z1,4-
dithiothrejto/ (DTT), 1% Triton X-100 i 50mM Tris (2-amino-2-hydroxymethy!-1,3-propanediol).
El temps d'incubacié s’ha d'ajustar en funcié de la reactivitat de cada mostra a la solucié de
descondensacio i al tipus de sonda que s'utilitzi. Aquest temps varia entre 1 i 10 minuts.

El DTT trenca els ponts disulfur de les protamines que empaqueten la cromatina del nucli dels

espermatozoides.
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= Rentar el portaobjectes, dues vegades, en una solucid de 2xSSC durant 3 minuts cada un i
deshidratar les preparacions en una serie creixent d'etanol en aigua destil-lada (70%, 90% i
100%).

Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.

C. Hibridacié /n situ fluorescent (FISH)

Incubar la preparacié en una solucié de desnaturalitzacié (70% formamida/2xSSC) durant 5
minuts a 73°C.
La formamida és un agent desnaturalitzant que permet disminuir la temperatura de
desnaturalitzacié a 72°C. Aquesta reduccid de la temperatura, ajuda a preservar millor la morfologia

cromosomica.

Deshidratar el portaobjectes utilitzant una série de solucions d'etanol en aigua destil-lada
(70%, 85% i 100%) durant 1 minut en cadascuna d’elles.

= Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.

Afegir la sonda (CEP18/X/Y o LSI 13/21, AneuVysion™ muiticolor DNA Probe kit, \lysis Inc.,

Downers Grove, IL, USA), col-locar un cobreobjectes i segellar amb cola.
Aquestes sondes estan predesnaturalitzades i per tant s'utilitzen directament sense un tractament
previ de desnaturalitzacio.
Les sondes AneuVysion® multicolor DNA Probe kit permeten analitzar la preséncia d’anomalies
numeriques pels cromosomes X, Y, 13, 18 i 21 utilitzant dues combinacions diferents de sondes
sobre dos portaobjectes diferents. El tipus de DNA que reconeixen les sondes, les regions de cada

cromosoma on hibriden i el fluorocrom que les marca es detallen a la taula 3.7.

Combinaci6 de

sondes Tipus de DNA  Regi6 del cromosoma Fluorocrom

CEP X, Yi18 a-satel-lit 18pl1.1-g11.1 SpectrumAqua
a-satel-lit Xpl1l.1-g11.1 SpectrumGreen
a-satel-lit Ypll.1-q11.1 SpectrumOrange

LSI13i21 seqiiéncia Unica 13qgl4 SpectrumGreen
seqliéncia Unica 21922.13-g22.2 SpectrumOrange

Taula 3.7. Caracteristiques de les sondes AneuVysion® multicolor DNA Probe kit (Vysis Inc.,
Downers Grove, IL, USA).

= Incubar les preparacions en una cambra humida a 37°C entre 16-20 hores per tal de que les
sondes hibridin sobre les regions especifiques del DNA de la mostra.

= Treure el cobreobjectes desplacant-lo lateralment.
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= Rentar el portaobjectes amb solucié de 0,4xSSC/0,3%NP-40 escalfada a 73°C durant 2 minuts.
= Transferir el portaobjectes a la soluci6 de rentat 2xSSC/0,1%NP-40 a temperatura ambient
durant 1 minut.
Els dos rentats amb SSC i NP40 ajuden a eliminar les sondes no hibridades o les que ho hagin fet
inespecificament.
= Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.
= Tenyir la cromatina dels nuclis dels espermatozoides amb DAPI (Vysis Inc., Downers Grove, IL,
USA) i tapar amb un cobreobjectes de vidre.
El DAPI és un fluorocrom que marca la cromatina del nucli de color blau.
= Segellar el cobreobjectes amb esmalt d’'ungles.

= Guardar els portaobjectes preservats de la llum a -20°C fins al moment de la seva valoracio.

D. Valoraci6 al microscopi de fluorescéncia

= Analitzar les preparacions amb un microscopi de fluorescéncia equipat amb un filtre triple per
DAPI/Green/Orange i filtres de banda Unica per SpectrumAqua, SpectrumGreen i
SpectrumOrange. En aquest estudi es va utilitzar un microscopi Olympus BX60 (Olympus
Optical Espafia, S.A.).
El filtre de banda triple permet la visualitzacié simultania dels senyals d’hibridaci6 dels fluorocroms
SpectrumGreen, SpectrumOrange i DAPI, mentre que els 3 filtres de banda Unica permeten
visualitzar individualment els fluorocroms SpectrumAqua, SpectrumGreen o SpectrumOrange (taula
3.8.).

Fluorocrom Pic d’excitaci6 (nm) Pic d’emissi6 (nm)
SpectrumAqua 433 480
SpectrumGreen 497 524
SpectrumOrange 559 588
DAPI 367 452

Taula 3.8. Longitud d'ona d'excitaci6 i d'emissio dels fluorocroms
(AneuVysion® multicolor DNA Probe kit ; Vysis Inc., Downers Grove, IL,
USA).

= Classificar els nuclis d’espermatozoides segons la combinacié de senyals que presentin en:

haploides, disomics, nul-lisomics i diploides (taula 3.9.; figura 3.9.).

39



Material i métodes

Criteris d’analisi:

Per a l'avaluaci6é de cada nucli d’espermatozoide caldra tenir en compte els criteris d'analisi

seguents (Blanco et al 1996):

1) Criteris morfoldgics; només es valoraran els nuclis que:
- no estiguin sobreposats
- tinguin els contorns ben definits

- presentin una morfologia ovalada

2) Criteris d’hibridaci6; es valoraran els nuclis que:
- presentin com a minim un senyal dhibridaci6. Quan presentin dos o0 més
senyals d’hibridacié del mateix color, es consideraran senyals independents
sempre que:
- tinguin la mateixa mida
- presentin la mateixa intensitat

- la distancia entre ells sigui igual o superior al diametre del senyal.

Combinaci6 Combinacié de

de sondes senyals Cromosomes Genotip
CEPX,Yil8 @® 18 X Haploide
L 1 ] 18Y
L L X J 18 XY Disomic pels cromosomes sexuals
o000 18 X X
o000 18YY
00 18 18 X Disomic pel cromosoma 18
o000 1818Y
® 18 Nul-lisomic
@ X
® Y
o00® 1818 XY Diploide
L L XX 1818 X X
o000 1818YY
LSI113i21 o 1321 Haploide
[ X X ) 131321 Disomic pel cromosoma 13
[ X X ) 132121 Disomic pel cromosoma 21
@ 13 Nul-lisomic
L] 21
(T X X ) 13132121 Diploide

Taula 3.9. Determinacioé del genotip dels espermatozoides en funcié de la combinacié de
senyals observada.
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10 pir
(Il e |
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Figura 3.9. (A) Nuclis d’'espermatozoides hibridats amb les sondes CEP X SpectrumGreen,
CEP Y SpectrumOrange i CEP 18 SpectrumAqua (AneuVysion® Assay). S'observen dos
espermatozoides haploides (un portador del cromosoma X i l'altre portador del cromosoma
Y) i un espermatozoide disomic pels cromosomes sexuals. (B) Nuclis d’espermatozoides
hibridats amb les sondes LSI 13 SpectrumGreen i LSl 21 SpectrumOrange (AneuVysion®
Assay). S'observa un espermatozoide haploide, un espermatozoide amb una disomia del
cromosoma 21 i un espermatozoide diploide.

= Valorar un minim de 500 espermatozoides per hibridacid i per pacient. En el cas dels individus
control es van analitzar 10.000 espermatozoides.

El nombre d'espermatozoides estudiats determinara el nivell de precisié assolit. Aixi, i segons la

formula del model estadistic de determinacié de la mida de la mostra (figura 3.10.), avaluant 500

espermatozoides s’assumiria un error d'un 4%, i analitzant-ne 10.000 I'error seria de '1%.

n = mida de la mostra

K = coeficient obtingut a partir del nivell de confianga
gue s'estableixi (per un nivell de confianca del 95% el

Kz . . valor de K és 1,96)
Po 9, _ y , .
n=— Po = proporcid esperada d'observacions que presentaran
Ez la caracteristica que valorem (situaci6 de maxima

incertesa: p=0,5)
Jo = 1- po

e = precisié amb la que es vol estimar un parametre

Figura 3.10. Férmula del model estadistic de determinaci6 de la mida de la mostra.
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3.3. Analisi estadistica

L'analisi estadistica dels resultats es va realitzar amb el suport especialitzat del Servei
d’estadistica de la Universitat Autonoma de Barcelona (annex 7.2.). El software utilitzat ha estat
el SPSS (versio 15.0.1.1, Chicago, IL), SAS v9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) i el SPAD
v4.5 (Centre International de Statistiques et d'Informatique Appliquées, Saint Mandé, France).

El nivell de significacié estadistica establert va ser de 0,05.

3.3.1. Mostres de teixit testicular: Recompte de quiasmes

A partir dels recomptes de quiasmes de tots els bivalents estudiats es van calcular els estadistics
mitjana, moda, desviacid estandard, i el rang del nombre de quiasmes per cadascun dels 23
bivalents i per a cada pacient. També es va establir la mitjana de quiasmes per metafase de
cadascun dels individus sumant les mitjanes obtingudes per cada bivalent.

Es van comparar les mitjanes de recomptes de quiasmes per metafase calculades a partir de
tots els bivalents informatius i les calculades només tenint en compte les metafases en les que
s’havien identificat totes les unitats cromosomiques i s’havien pogut comptar el nombre de

quiasmes en tots els bivalents, mitjancant el test de #-student.

A. Analisi de clusters

Amb l'objectiu de detectar pacients amb caracteristiques similars pel que fa als recomptes de
guiasmes es va realitzar una analisi de clusters jerarquic (Lebart et al 2000). Les variables
utilitzades van ser les mitjanes dels recomptes de cada individu. Es van estandarditzar les
variables i es va considerar el metode de Ward per calcular les distancies. Les agrupacions entre
individus es van representar mitjancant un dendrograma, és a dir un diagrama en forma d’arbre

que mostra les relacions de proximitat entre els diversos pacients.

B. Modelitzacions segons clusters, cariotip i seminograma

Per tal danalitzar si el fet de pertanyer a un clister o de presentar determinades
caracteristiques del cariotip o del seminograma afectava el recompte de quiasmes per metafase,
es va avaluar la variable resposta “recompte de quiasmes” segons aquestes tres variables
explicatives. Es van definir dues categories pel cariotip: “46,XY” i “46,XY (polimorfisme)”, i tres

categories pel seminograma: “normal”, “anormal no OAT” i “anormal OAT” (taula 3.10.).

Donada la naturalesa de la variable resposta “recompte de quiasmes” (un comptatge) va ser
necessari establir models de regressié de Poisson (Cameron i Trivedi 1998). Es van considerar
mesures repetides (en cada pacient es mesuren diferents cél-lules i en cada cél-lula els 23
bivalents), i es va corregir el problema de la baixa variabilitat (underdispersion, variabilitat

inferior a la mitjana degut a que el recompte de quiasmes sempre esta entre 0 i 6).
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Codi Recodificacié Recodificacié
Pacient Cariotip cariotip Seminograma seminograma
072 46,XY 46,XY T Anormal no OAT
118 46,XY 46,XY OA Anormal no OAT
140 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT
142 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT
282 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT
284 46,XY 46,XY Az Anormal no OAT
285 46,XY,14ps+,15ps+ 46,XY (polimorfisme) | Az Anormal no OAT
287 46,XYgh+ 46,XY (polimorfisme) |N Normal

289 46,XY 46,XY A Anormal no OAT
291 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT
299 46,XY,inv9(p11q12) 46,XY (polimorfisme) | N Normal

300 46,XY 46,XY A Anormal no OAT
301 46,XY 46,XY A Anormal no OAT
302 46,XY 46,XY N Normal

307 46,XY 46,XY A Anormal no OAT
308 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
309 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
310 46,XY 46,XY OA Anormal no OAT
312 No s’ha avaluat - Az Anormal no OAT
314 46,XY 46,XY N Normal

315 46,XYgh+,inv9(p12q12)  46,XY (polimorfisme) | Az Anormal no OAT
321 46,XY 46,XY N Normal

323 46,XY 46,XY A Anormal no OAT
328 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
331 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
360 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
361 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
392 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
6837 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
6854 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
6858 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
6859 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
6866 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
6867 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
8345 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
8362 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT
8514 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT

Taula 3.10. Recaodificacié dels pacients segons el cariotip somatic i els parametres seminals.
A: Astenozoospérmia, AT: Astenoteratozoospérmia, Az: Azoospérmia, N: Normozoospéermia, OA:
Oligoastenozoospéermia, OAT: Oligoastenoteratozoospéermia, T: Teratozoospéermia.

Es va establir un model per a tots els individus amb cadascuna de les variables per separat, i un
model per a cadascun dels cllsters amb les variables cariotip, seminograma i la interaccio entre
les dues variables. A partir dels models establerts, es van calcular els valors esperats de
recomptes de quiasmes per metafase en cadascuna de les categories de les variables resposta i
es van analitzar i quantificar les possibles diferéncies entre elles. La quantificacié d’'aquestes
diferéncies es va obtenir a partir del Risc Relatiu (RR) calculat a partir dels resultats el model;
entenent per RR la probabilitat de presentar més o menys quiasmes d'una categoria respecte de

I'altra.
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3.3.2. Mostres de teixit testicular: Relacié de proximitat al bivalent sexual

Per tal d'analitzar si alguns bivalents es trobaven més freqlientment propers al bivalent sexual
que d’altres, es va crear una variable indicadora de si el bivalent quedava proper o no,
assignant el valor “1” quan el bivalent quedava proper (dins de la primera corona; figura 3.7.) i

el valor “0” quan no hi quedava (fora de la primera corona; figura 3.7.).

A. Analisi de bivalents individuals

L'analisi de proximitat de cada bivalent es va realitzar mitjangant un model de regressio logistica
(Hosmer i Lemeshow 2000) amb mesures repetides considerant com a “variable explicativa” els
diferents bivalents. A partir del model establert es van calcular les odds ratio, que representaven
el risc que tenia un bivalent de ser proper al bivalent sexual respecte dels altres. Es van realitzar
comparacions 2 a 2 entre cada bivalent respecte de tots els altres mitjancant el test de la ? per

comprovar el grau de significacié de les diferéncies.

B. Analisi de grups de bivalents

Es va avaluar si existien diferencies de proximitat entre grups de bivalents formats a partir de
cromosomes amb caracteristiques de mida i morfologia similars. Per poder-ho estudiar, va ser
necessari recodificar la variable explicativa “bivalent” segons els 7 grups de cromosomes que
s'estableixen en el cariotip huma (taula 3.11.)

Per a l'estudi estadistic d’'aquestes dades també es va fer servir un model de regressio logistica
amb mesures repetides. En aquest cas la variable explicativa van ser els diferents grups de
bivalents que s’havien establert. Com en el cas anterior es van calcular les odds ratio i es van

avaluar les diferéncies entre els grups de bivalents mitjancant el test de la y>.

Grup Bivalents

A 1,2,3

B 4,5

C 6,7,8,9,10,11,12
D 13,14,15

E 16,17,18

F 19,20

G 21,22

Taula 3.11. Bivalents agrupats segons
les caracteristiques de mida i morfologia
cromosomica.
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3.3.3. Mostres de semen

Es van calcular els percentatges d’espermatozoides amb disomies pels cromosomes 13, 18, 21 i
cromosomes sexuals i les diploidies, dels individus control i dels individus amb problemes de

fertilitat.

A. Analisi individual

Per tal de determinar si les disomies y diploidies observades en els individus infértils eren
diferents a les de la poblaci6 control, i degut a la mida de la mostra (500 espermatozoides per
individu), es va aplicar el test exacte de Fisher. Aquesta comparacid estadistica es va realitzar

pels cinc genotips analitzats i es va aplicar per cada individu de forma particular.

B. Analisi poblacional

Els resultats obtinguts es van tractar poblacionalment; agrupant els pacients segons les
caracteristiques del seminograma (A, AT, N, O, OA, OAT, OT, T), del cariotip somatic (normal,
polimorfic, anormal) o del cariotip meidtic (normal, anormal).

Es van calcular els percentatges i els intervals de confianga dels individus que presentaven un

resultat de FISH anormal segons els parametres seminals i segons el resultat de I'estudi meiotic.

C. Correlacié entre anomalies cromosomiques i parametres seminals

Per valorar la correlacié entre l'increment d'anomalies cromosomiques i els parametres de
recompte espermatic, motilitat i morfologia es va utilitzar el coeficient de correlacié de Pearson.
Aquest estudi es va fer pels cinc genotips per separat i també pel total d'anomalies

cromosomiques observades.

D. Correlacié entre anomalies cromosomiques i edat

Es va utilitzar el coeficient de correlacid de Pearson per valorar la correlacié entre I'increment
d’anomalies cromosomiques i edat; tant pel total d’'anomalies cromosomiques observades com
pels cinc genotips per separat. Per realitzar aquestes correlacions només es van tenir en compte
els individus de cariotip somatic normal.

Finalment, per comparar la mitjana d'edat dels individus que presentaven increments
significatius amb la mitjana d’edat del grup restant d’individus, es va aplicar el test de Mann
Whitney.
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Resultats

4.1. Estudis en biopsia testicular

4.1.1. Analisi dels cromosomes a 'estadi de metafase |

Es van avaluar un total de 481 metafases I. En el 16,2% (6/37) dels individus no es va observar
cap espermatocit primari en aquesta etapa. La mitjana de metafases analitzada per individu va
ser de 15,5+12,5 (rang: 1-52) (taula 4.1.).

Codi N° de Ml Codi N° de MI
Pacient analitzades || Pacient analitzades
072 0 314 8
118 10 315 36
140 11 321 24
142 11 323 0
282 0 328 34
284 18 331 27
285 0 360 2
287 22 361 2
289 8 392 13
291 18 6837 3
299 11 6854

300 0 6858 38
301 12 6859 32
302 6 6866 21
307 10 6867 9
308 4 8345 1
309 5 8362 0
310 18 8514 9
312 52

Taula 4.1. Nombre de metafases | analitzades per
pacient.

Es van identificar totes les unitats cromosomiques en el 85,7% (412/481) de les cél-lules
analitzades (taula 4.2.). La resta incloien unitats cromosomiques no informatives (14,3%;
69/481).

De les 412 metafases | informatives, el 67,7% presentava tots els cromosomes aparellats
formant bivalents. El 21,8% mostrava 22 bivalents autosomics i els cromosomes sexuals en
forma d'univalent (taula 4.2.). D'altra banda, el 6,8% es varen classificar com metafases
hipoploides, de les quals, més de la meitat presentaven univalents. Finalment, en el 1,7% de les
metafases s'observava desinapsi generalitzada de bivalents, mentre que el 1,5% eren metafases

tetraploides.
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Total Subtotal

Caracteristiques Metafase | Ne % Ne %

MI1,23,XY 279 67,7

M1,24,X,Y 90 21,8

Hipoploidies 28 6,8
MI,23,X,-1(Y) 6 15
MI,22,XY ,-11(19) 3 07
MI,22,XY ,-11(17) 2 05
MI,22,XY ,-11(18) 2 05
MI,23,XY,-11(21),+1(21) 2 05
MI,21,XY -11(4),-11(15) 1 02
MI1,21,XY,-11(5),-11(16) 1 0,2
MI1,22,XY,-11(3) 1 0,2
MI1,22,XY,-11(4) 1 0,2
MI1,22,XY,-11(14) 1 0,2
MI,22,XY -11(22) 1 02
MI,22,X,Y,-11(4),-11(7) 1 02
MI1,23,X,Y,-11(3) 102
MI,23,X,Y,-11(21) 1 02
MI,23,Y ,-1(X) 1 02
MI,23,X,-1(Y),-11(21),+1(21) 1 02
MI,25,X,-1(Y),-11(21),+1(21),+1(21),-11(22),+1(22),+1(22) 1 02
MI,26,X,-1(Y),-11(11),+1(11),+1(11),-11(15),+1(15),+1(15),-11(22),+1(22),+1(22) 1 02

Desinapsi generalitzada 7 1,7

M1,46,XY,XY 6 1,5

Altres 2 0,5
MI,24,XY,-11(19),+1(19),+1(19) 102
MI,26,X,Y,-11(12),+1(12),+1(12),-11(18),+1(18),+1(18) 1 02

Total 412 100

Taula 4.2. Caracteristiques de les metafases | analitzades.

La mitjana, la moda, el maxim, el minim i la desviaci6 estandard del nombre de quiasmes per
cadascun dels 23 bivalents i per cada pacient es detalla a la taula 4.3. Es important destacar
gue quan a la taula un bivalent mostra el nombre zero com a valor minim de recompte de
quiasmes, indica que es van observar univalents en alguna de les metafase avaluades. D’altra
banda cal dir que, els individus 072, 282, 285, 300, 323 i 8362 es van considerar “no

informatius” perqué no es va observar cap metafase | en les preparacions analitzades.

Es va establir la mitjana de quiasmes per metafase de cadascun dels individus sumant les
mitjanes obtingudes per cada bivalent. La mitjana de quiasmes per metafase | a la poblacid

d’'estudi es va determinar a partir dels recomptes obtinguts en els 8421 bivalents analitzats i va

ser de 50,3 quiasmes.
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Codi Recompte de quiasmes

Pacient BYl BY2 BY3 Bv4 B¥5 BY6 BY7 BYS BY9 BY10 BY1l BY1Z BV13 BV14 BV15 BY16 BYL7 BY18 BY19 BY20 BV2l B¥22 XY Suma
287 Mtana 3,7 38 34 33 30 29 27 27 23 28 24 25 24 21 23 2z 22 21 20 19 13 1,307 559
Moda 4 4 3 3 3 3 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1ot
Maxim 4 5 5 5 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 1
Mirim 3 2z 2 2z 2 2 2 2z 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 10
DE 05 o7 07 07 05 06 06 06 05 04 05 05 05 03 05 04 04 05 05 04 04 0405

MOBY 18 17 18 20 17 17 15 16 16 16 17 15 15 16 14 15 16 12 16 17 16 16 21
284  Mtjana 3,8 3,5 3,2 26 28 26 26 25 23 27 25 25 22 20 21 22 22 19 L8 18 1,1 11 06 524

Moda 4 3 3 3 3 2 3 2z 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 11
Méim 5 5 5 4 4 4 3 3 4 4 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 z 1
Mirim 2 2z 2 2 & 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 1 1 1 10
DE 09 07 08 06 05 06 05 05 06 06 05 05 04 04 02 04 04 03 05 05 0,3 0305

MOBY 17 16 17 18 17 16 16 16 16 16 16 17 16 17 16 15 16 12 18 16 18 16 17
6866 Mtana 3,5 35 29 32 27 26 27 23 24 25 24 25 23 21 22 21 22z 18 1,8 1,8 1,1 11 08 52,6

Moda 4 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 11
Maxim 4 5 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 z oz
Minim z oz oz 2z & 2z 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 10
DE 06 07 06 06 05 05 05 05 05 05 05 05 05 03 04 03 04 04 05 04 03 04 06

MeBY 17 15 14 11 15 14 13 15 13 15 16 14 15 15 13 14 18 18 18 17 17 14 z0
289 Mtjana 3,8 40 36 27 30 30 26 28 23 27 23 28 23 20 20 2z 20 23 18 15 10 1,0 1,0 546

Moda 4 4 3 2 3 3 3 3 2 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1ot
Maxim 4 & 5 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 3 2 3 2 2 1 1ot
Mirim 3 3 3 2 2 3 2 2z 2 z z 2 z z z 2 z z 1 1 1 1ot
DE 04 1,1 09 08 07 00 05 04 05 05 05 04 05 00 00 04 00 05 04 05 00 0000
Mo BY 5 & 5 7 &5 7 5 &5 4 7 4 5 4 4 4 5 4 4 6 6 5 6 6

301 Mtana 37 35 33 30 33 31 29 25 25 25 28 25 21 19 21 23 21 19 18 17 13 1,203 541
Moda 4 4 3 3 3 3 3 2 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 10
Méim 5 5 4 4 4 4 4 3 3 3 4 3 3 2 3 3 3 3 2 2 2 z 1
Mirim z 2z 3 2z 3 2 2 z 1 z z z z 1 z z z 1 1 1 1 10
DE 1,0 09 05 06 05 06 06 05 0F 05 06 05 04 03 04 05 04 06 04 05 05 0405
1o BY 7 8 8 6 8 9 9 41 1 10 10 10 5 10 710 8 9 10 11 11 12 12

299  Mtana 3,6 33 30 26 29 25 21 24 23 22 21 27 23 1,7 20 20 0 20 1,7 20 1,1 1,0 0,8 50,2
Moda 4 3 3 3 3 3 2 2z 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 11
Méim 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 4 3 2 2 2 2 2 2 2 2 11
Mirim z2 3 2 2z 2z 2 2 2z 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 1 10
DE 07 05 05 05 03 05 04 05 05 04 04 08 05 06 00 00 00 00 05 00 04 0004
1o BY 9 7 9 8 9 8 7 3 8 6 7 6 4 3 5 4 3 3 6 7 7 6 10

392 Mana 35 30 31 28 28 28 21 24 24 23 22z 24 =21 21 21 20 22 22 18 18 15 1,0 0,8 5,3
Moda 4 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1ot
Maxim 4 4 4 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 z 2 2 1ot
Mirim 2 oz 2z 2 & 2 2 2 2 z z 2 z z z 2 z z 1 1 1 1 0
DE 07 06 05 04 05 06 0,3 05 05 05 04 05 03 03 03 00 04 04 04 04 05 0004

MOBY 13 12 13 11 12 12 11 10 i1 12 12 {0 12 i1 10 i1 10 i1 11 10 13 i1 12
307 Miana 3,7 35 34 30 28 32 24 23 24 23 24 7 21 1,9 20 20 20 20 20 1,8 1,2 1,2 1,0 53,2

Moda 4 4 3 3 3 3 2 2z 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 11
Maim 4 4 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 3 3 2 2 2 1
Mirim 3 3 3 2z 2z 2 2 2z 2z z z z z 1 1 1 z 1 1 1 1 1ot
DE 05 05 05 05 06 07 05 05 05 05 05 05 03 04 06 05 00 05 05 04 04 04 0,0
Mo BY 6 5 8 10 0 9 3 9 10 8 9 9 9 8 710 10 9 10 10 9 10 10
6867 Mtana 3,5 40 31 27 30 26 22 20 24 26 24 27 20 21 22 20 20 148 1,9 20 4,1 14,0 1,0 52,1
Mada 3 4 3 3 3 3 2 =2 2 3 2 k] 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1t
Méim 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 2 2 2 2 2 11
Mirim 3 4 2 2z 3 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 11
DE 05 00 06 05 00 05 04 06 05 05 05 05 00 04 04 00 00 05 04 00 04 0000
Mo BY 6 6 8 6 4 7 9 7 8§ 7 8 7 7 8 6 7 6 8 7 8 & 6 7
142  Mijana 3,8 3,2 32 26 26 26 28 24 26 29 24 28 21 21 22 20 21 1,8 16 1,7 13 1,109 525
Moda 4 3 3 3 3 3 3 2z 3 3 z 3 z z z z z z z 2 1 1ot
Méxim 4 4 4 3 3 3 4 3 3 3 3 a 3 3 3 a 3 2 2 2 2 2 1
Mirim 2 3 3 2 & 2 2 2z 2 z z 2 z 1 z 1 z 1 1 1 1 10
DE 07 04 04 05 05 05 07 05 05 04 05 04 03 06 04 05 04 04 05 05 05 0303
he BY 8 9 10 9 9 10 8 10 9 8 8 10 10 10 9 9 8 6 9 10 & 9 11
328  Mtana 38 35 32 30 28 26 28 25 25 25 24 26 22 20 21 20 21 19 17 18 13 1,309 538
Moda 4 3 3 3 3 3 3 2z 3 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 11
Méim 5 5 4 4 4 3 4 4 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 1
Mirim z2 2z 2 2z 2z 2 1 2z 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 0 1 1 10
DE 07 07 06 06 05 05 07 06 05 06 05 05 04 02 03 02 04 05 06 04 04 0503

MeBY 31 32 30 90 29 28 31 31 30 29 30 26 30 24 29 27 29 3 31 23 34 32 33
331  Mtjana 3,6 33 33 27 28 27 27 24 26 21 23 25 20 19 19 19 20 19 1,4 19 1,0 1,2 0,7 5i,1

Moda 4 3 3 3 3 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 11
Mxim 5 4 4 4 4 3 4 3 3 3 3 4 3 3 2 2 3 3 2 2 2 2 1
Minim 3 0z 3 2z &z 2z 2 2 1 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 0 10
DE 06 07 05 06 05 05 06 05 06 05 05 06 02 05 03 03 03 04 05 04 03 04 04

1
Mo BY 16 18 21 22 18 15 21 19 21 21 22 19 23 19 21 20 23 22 24 22 26 24 27
{continua a la pagina segient)

Descripcié del nombre de quiasmes per bivalent per cadascun dels individus estudiats on es detalla la mitjana, la
moda, el maxim, el minim, la desviaci6 estandard i el nombre de bivalents analitzats.
BV: bivalent; DE: desviaci6 estandard.



Codi Recompte de quiasmes {rantinua de la pagina ankerior)
Pacient BY1 BY¥Z? BY¥3 BY¥4 BY5 BY6 BY7 BYS BYJ EBY10 BY¥1l BY¥12 BY13 BY¥14 BY15 BY16 EBY17 EBY18 BY¥19 B¥20 B¥21 B¥2Z XY Suma
140  Mtjana 4,2 40 30 30 24 26 28 26 2% 22 22 =26 24 25 20 20 20 27 1,7 20 1,0 1,3 1,0 54,6
Moda 4 4 3 3 2 2 3 3 2 2 2 3 2 3 2 2 2 3 2 2 1 1 1
& ] ] 4 4 3 4 4 3 3 3 3 3 4 3 2 2 2 3 2 2 1 2 1
IMinim 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1
DE o 10 06 O6 05 09 O7 05 05 04 04 05 07 05 00 00 OO0 06 05 00 00 0500
Mo BY 5 7 7 7 5 S 9 5 7 5 5 7 i0 & 3 2 2 3 7 4 & 9 9
118 Mtjana 35 3,3 34 28 32 23 23 25 23 28 25 30 20 20 30 20 23 23 20 1,3 1,0 1,0 0,5 531
Moda 3 3 3 3 3 2 2 2 2 3 3 2 2 - 2 2 2 2 1 1 1 1
IM&xim 4 4 4 3 4 3 3 3 3 3 3 3 2 2 3 2 3 3 2 2 1 1 1
IMinim 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 3 2 2 2 2 1 1 10
DE o6 05 05 05 08 05 05 06 06 05 07 00 00 4,0 - o0 o5 o5 00 05 00 0005
Mo BY 4 & S 4 5 4 4 4 3 4 2 3 3 4 1 3 4 & 3 4 3 3 8
302 Mtjana 4,5 40 38 35 30 30 25 - 30 30 23 30 20 25 25 20 1,5 20 20 20 1,5 1,0 0,8 553
Moda - - 4 - - - - 3 3 - 2 3 2 - - 2 - - - 2 - 1 1
IM&xim 5 5 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 2 2 2 2 2 1 1
IMinim 4 3 3 3 3 3 2 3 3 3 2 3 2 2 2 2 1 2 2 2 1 10
DE 0,7 1,0 05 07 - - o7 00 00 - o6 00 o0 o7 07 00 07 - - 00 07 0005
Mo BY 2 3 4 2 1 1 2 2 2 1 3 [ 4 2 2 2 2 1 1 2 2 2 4
8345 Mijana 4 3 3 3 3 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 0 Ssz0
Moda - - - - - - - -
IM&xim - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
IMinim - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
DE - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Mo BY 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
314  Mtjana 3,2 26 24 24 30 23 28 22 23 27 24 20 20 20 1,8 20 20 20 1,7 1,7 1,0 1,2 0,9 486
Moda 3 3 3 2 3 2 3 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim 4 4 3 3 3 3 4 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 z 1
Iinim 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 1 1 1 [u]
DE 0 08 05 o5 o0 05 o8 04 05 o6 05 00 o0 o0 o5 o0 o0 o0 o5 05 00 04 04
Mo BY = = S 5 4 4 & = & 3 = 3 4 3 4 3 3 & & = & 7
291  Mtjana 3,2 3,2 29 26 26 24 25 22 23 25 23 24 1,9 21 20 20 21 20 1,6 1,5 1,1 1,1 0,8 434
Moda 4 3 3 3 3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim 4 4 4 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 z 1
Minim 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 2 2 1 1 1 1 [u]
DE 0 o6 05 05 o5 o5 o7 04 05 o5 o4 05 o5 03 o085 o5 03 o0 05 05 0,4 0,4 0,4
Mo EY 12 13 12 14 16 11 13 13 11 11 16 13 11 9 10 10 9 11 12 14 14 17
6854 Mtjana 30 26 25 25 25 20 20 20 20 20 25 20 20 20 20 20 20 20 1,3 1,8 1,2 1,2 0,7 458
Moda 3 3 - - - Z Z Z Z Z - z Z - Z Z - Z 1 Z 1 1 1
IM&xim 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 z 1
I¥liniirn 3 Z z z Z Z Z Z Z Z Z z Z Z Z Z Z Z 1 1 1 1 [u]
DE o0 05 07 o7 o7 00 o0 o0 o0 o0 o7 040 00 - o0 o0 - o0 o5 04 0,4 0,405
Mo EY 3 4 2 Z Z 3 2 2 3 4 2 4 2 1 3 3 1 2 4 =] =] 6 &
321  Mtjana 3,3 33 29 29 28 24 26 24 23 25 25 23 21 1,8 19 19 21 1,8 1,9 20 11 1,1 0,6 50,3
Moda 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim 4 4 4 4 4 4 4 3 3 4 4 3 3 2 3 3 3 2 2 3 2 z 1
Iinim 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 o 10
DE o6 06 07 04 07 06 06 05 05 o6 o7 05 03 04 04 06 05 04 0,2 04 0,4 0,205
Mo BY 20 19 21 21 15 22 20 20 19 15 19 19 22 15 15 19 16 19 15 20 21 15 20
6858 Mtjana 3,3 31 29 25 27 23 24 22 22 25 22 24 20 20 20 21 20 1,9 1,9 20 1,3 1,2 0,8 43,9
Moda 3 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim 4 5 4 4 3 4 4 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 z 1
Iinim 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 o 0
DE o6 07 05 06 05 05 o6 04 04 o6 o4 05 05 04 05 04 04 05 0,4 06 0,5 0,5 0,4
Mo BY 30 31 33 31 31 25 31 33 33 32 29 31 27 25 32 30 26 23 32 30 33 29 37
6859 Mtiana 3,3 33 28 28 26 27 25 23 23 2,2 2,2 2,4 2,1 2,0 1,9 20 2,0 1,9 1,7 1,8 1,2 1,3 0,9 50,2
Moda 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim & 5 4 5 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 z 1
Iinim 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 o 1 1 10
DE s o6 06 05 05 06 05 05 05 0,5 0,5 0,5 0,4 0,4 0,5 0,4 0,3 0,4 0,5 0,4 0,4 0,5 0.4
Mo BY 24 24 24 23 19 23 24 20 26 24 22 22 21 20 22 25 26 27 27 27 27 29 23
312 Mbjana 3,2 29 28 25 26 24 23 22 21 24 21 23 1,9 20 1,9 20 1,2 1,9 1,8 1,9 1,2 1,1 0,8 43,1
Moda 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
T&im 4 4 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 2 2 3 2 2 2 1
Iinim 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
DE 06 06 07 06 06 06 05 04 03 05 05 05 03 04 04 03 03 0,32 05 04 0,4 0,304
Mo BY 40 43 39 42 43 40 35 39 35 38 41 39 37 36 33 33 38 38 42 41 44 45 51
309  Mtana 3,3 28 30 30 30 23 20 25 20 20 2,3 2,0 1,8 =20 =20 20 20 1,8 1,8 1,8 1,0 1,2 0,8 43,3
Moda - 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
TM&xim s 3 4 3 3 3 2 3 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1
Iinim 2 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1 10
DE 15 05 @08 o0 OO0 06 OO0 O6 OO0 OO0 o5 o088 04 00 00 OO0 00 05 04 04 00 04 0,4
Mo BY 3 4 4 3 4 3 5 4 5 4 4 4 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5
{continua a la pagina segient)
Descripci6 del nombre de quiasmes per bivalent per cadascun dels individus estudiats on es

detalla la mitjana, la moda, el maxim, el minim, la desviacié estandard i el nombre de bivalents analitzats.

BV: bivalent; DE: desviaci6é estandard.



Codi Recompte de quiasmes {rontinua de la pagina anterior)
Pacient BYl BY¥2 BY3 BY¥4 BY5 BY6 BY7 BYS BY9 BY10 EY11l BY¥1Z? B¥13 B¥14 BY15 BY16 BY17 E¥18 BY¥19 BY20 B¥Z1 BY¥2Z XY Suma
310 Mtjana 30 32 28 26 26 27 26 23 24 24 23 22 1,8 18 1,8 1,9 1,9 16 L6 1,8 1,2 1,2 0,8 43,4
Moda 3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim 4 5 5 4 3 4 3 3 3 3 3 3 3 2 2 3 2 2 2 2 2 2 1
Miniirn 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1}
DE 0,9 07 08 07 05 06 O5 04 05 05 04 08 05 04 04 04 04 05 05 04 0,4 0,4 0,4
Mo BY 14 18 15 16 16 18 17 16 18 16 16 15 15 15 15 18 15 17 15 17 15 15 18
360 Mtjana 3,0 20 30 30 30 30 25 20 20 20 2% 2§ 20 25 20 20 20 ZO0 0 20 1,0 1,5 1,0 50,5
Moda 3 z 3 3 3 - Z z - - - - - Z Z - - Z Z 1 - 1
IM&xim 3 2 3 3 3 3 3 2 2 2 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2 1 2 1
IMinim 3 2 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
DE 0,0 00 0,0 00 00 - 07 00 00 - 0,7 07 - 07 00 00 - - oo o0 00 07 00
Mo BY 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2
315 Mtjana 2,7 28 25 21 23 21 22 20 21 20 20 22 1,8 1,8 1,8 18 1,8 1,6 1,6 1,7 1,1 0,9 0,2 431
Moda 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1}
TM&xim s 4 4 4 4 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 1
IMinim 1 1} o o o o o o 1 o o 1 1} o o 1 1 o 1 1 1} o 1}
DE 1, 09 09 1,1 08 09 o7 08 06 06 08 06 06 08 06 05 o5 07 06 05 04 0,6 04
Mo BY 19 23 29 28 29 28 29 26 28 28 29 25 28 29 28 28 29 29 30 30 29 229
308 Mtjana 30 30 27 25 23 20 1,8 23 20 20 23 23 20 20 20 20 20 1,8 20 1,8 0,48 1,0 1,0 46,2
Moda - 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
& 4 3 3 3 3 2 2 3 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
Iinim 2 3 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1 o 1 1
DE 10 o0 06 06 05 00 05 05 o0 o0 o5 o5 o0 o0 o0 o0 o0 05 o0 05 05 0,0 00
Mo BY 3 3 4 4 4 4 4 3 4 4 4 4 4 4 3 3 4 3 4 4 4 4
6837 Mtjana 30 30 30 25 20 20 20 20 20 20 20 25 20 20 20 20 20 1,5 20 1,5 1,0 1,0 1,0 45,0
Moda 3 - - - 2 2 2 2 2 2 2 - 2 2 2 2 2 - 2 1 1 1
IM&xim 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 1 1 1
Minirn 3 3 3 Z Z Z Z Z z Z Z Z z Z Z Z z Z 1 1 1
DE 0,0 - - o7 00 o0 oo o0 o0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0
Mo BY 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3
8514 Mtjana 2,6 30 28 24 24 26 1,8 20 21 1,8 1,8 =22 =20 1,7 20 20 20 20 1,8 1,8 1,0 1,1 09 461
Moda 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
IM&xim 4 3 4 3 3 4 2 2 3 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1
IMinim 2 3 2 2 2 2 1 2 2 1 1 2 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1 1}
DE 0,8 00 08 05 05 08 04 00 04 04 04 04 06 05 00 OO0 00 00 04 04 00 04 0,3
Mo BY & & & S 7 7 S 4 7 S S & 7 & & 3 2 4 & & 7 7 9
361 Mitjana 1 3 3 1] 1 1] 1] 1] 2 1 1] 1] 1} 1] 1] 1] 1} 1] 1] 1] 1} 1] o 11,0
Moda - - - - - -
T&im - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Iinim - - - - - - - - - - - - - - - - -
DE - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Mo BY 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Totsels  Mitjana 3,4 3,3 30 27 27 25 25 23 23 24 23 24 =20 20 20 20 20 1,9 1,8 1,8 1,2 1,2 0,7 50,3
individus = Moda 4 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1
& ] & 5 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 z Z Z
Iinim 1 1} o o o o o o 1 o o 1 1} o o 1 1 o o 1 1} o 1}
DE 0 o7 o7 o7 06 07 06 o5 05 06 06 06 04 04 04 04 04 0,5 05 05 0,4 0,4 04
[P BY 349 368 373 371 368 361 365 361 372 357 367 355 361 334 336 340 337 339 352 362 398 395 445 8421
* En els individus 072, 282, 285, 300, 323 i 6362 no es va observar cap metafase I
Descripci6 del nombre de quiasmes per bivalent per cadascun dels individus estudiats on es

detalla la mitjana, la moda, el maxim, el minim, la desviacié estandard i el nombre de bivalents analitzats.

BV: bivalent; DE: desviaci6 estandard.



Resultats

La mitjana poblacional del nombre de quiasmes també es va calcular tenint en compte les 121
metafases en les que s’havien pogut identificar totes les unitats cromosomiques i comptar el
nombre de quiasmes en tots els bivalents, i que per tant es disposava d’'un recompte total de
quiasmes per metafase (taula 4.4.). En aquest cas, la mitjana va ser de 50,9+5,5 quiasmes.
Aguest valor no va ser significativament diferent de la mitjana de 50,3 quiasmes obtinguda de
l'analisi de tots els bivalents informatius (t=-0,530; p=0,598). Per aquesta rad es va decidir
treballar a partir de tots els recomptes de quiasmes (independentment de si formaven part

d’'una metafase “completa” o “incompleta™).

Codi N° de Ml Mitjana de

Pacient analitzades* quiasmes DE Maxim Minim

287 8 56,4 2,0 59 53
284 10 51,4 3,6 58 46
6866 0 - - - -
289 1 54,0 - 54 54
301 4 53,8 5,0 59 49
299 2 46,5 3,5 49 44
392 7 51,9 2,5 56 49
307 4 53,3 2,8 56 50
6867 2 52,0 0,0 52 52
142 4 52,3 2,5 55 49
328 11 53,4 3,2 60 49
331 3 53,0 1,0 54 52
140 0 - - - -
118 1 49,0 - 49 49
302 1 61,0 - 61 61
8345 1 52,0 - 52 52
314 2 48,0 1,4 49 47
291 1 49,0 - 49 49
6854 0 - - - -
321 13 50,5 3,2 57 45
6858 8 51,1 2,5 55 47
6859 7 51,3 3,9 58 47
312 9 50,8 3,7 58 46
309 2 50,0 7,1 55 45
310 9 47,9 5,8 54 37
360 1 52,0 - 52 52
315 7 46,6 4,6 52 39
308 1 47,0 - 47 47
6837 1 45,0 - 45 45
8514 0 - - - -
361 1 11,0 - 11 11
Tots els

121 50,9 55 61 11
individus

Taula 4.4. Nombre de quiasmes per metafase per cadascun dels
individus estudiats. Es detalla el nombre de metafases | analitzades, la
mitjana de quiasmes, la desviaci6 estandard, el maxim i el minim.
*Nomeés s'han inclos les metafases | en les que ha estat possible comptar
el nombre de quiasmes de tots els bivalents.

DE: desviaci6 estandard.
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Resultats

A. Analisi de clusters

Aquesta analisi es va fer a partir de les mitjanes de recomptes de quiasmes de cadascun dels
bivalents per cada individu (fileres ombrejades a la taula 4.3.) i va permetre agrupar els
individus en 3 clusters diferenciats: A, B i C (figura 4.1.). El cluster A estava format per 17
individus, el clister B per 13 individus i el clister C el constituia un Unic individu. Els 6 pacients

en els que no s’havia observat cap metafase | quedaven exclosos del dendrograma.

361

Figura 4.1. Dendrograma obtingut a partir de I'analisi multivariant de les
mitjanes dels recomptes de quiasmes per cadascun dels bivalents (els
valors a partir dels quals s’han establert els clisters es detallen a les fileres
ombrejades de la taula 4.3.)
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El dendrograma és una representacio grafica de les distancies relatives entre individus. El fet de
que el pacient que constituia el clister C presentés unes caracteristiques de recompte de
gquiasmes molt diferents de la resta, reduia les distancies relatives que s'establien entre els
altres individus estudiats. Per tal d'ajustar la classificacié dels pacients, es va excloure el cas 361
de l'analisi i es va establir un nou dendrograma (figura 4.2.). En la nova classificacid, els
individus es van agrupar en dos clisters diferenciats: I'A i el B. El claster A, format per 16
individus, presentava una mitjana poblacional de 53,1 quiasmes per metafase (rang entre 50,2 i

55,9) i el cluster B, format per 14 individus, en presentava 47,9 (rang entre 43,1 i 50,5).

287
284
6856
289
301
299
392
307
6867
142
328
331
140
118
302
8345
314
291
6854
321
6858
£859
312
309
310
360
315
308
6837
8514

L

361

Figura 4.2. Dendrograma resultant d'excloure l'individu 361.
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Resultats

En el clister A les mitjanes de quiasmes de més de la meitat dels bivalents (14/23) varen ser
superiors a les mitjanes poblacionals (figura 4.3.). Els mateixos cromosomes varen mostrar
mitjanes de quiasmes significativament inferiors en el clister B. La majoria d'aquests bivalents
estaven formats per cromosomes mitjans o grans. Pel que fa a I'individu 361, aquest presentava

els recomptes de quiasmes més baixos de tots els observats.

5,0
mGrup A
45 g —
EGrup B
" 4,0 Bindividu 361 1
g 35 1 mTots els individus [

Bivalent
Hrripdr O ap e {Mdaru |
'l L AT L ui} L] L] L L) L Midll EAL] WIS KAl Pl MY KYCE WL AYPIA KLY O HML KA ATSS IT 11T
Lrwp b - S L I R
[ —— ™ . - - . ot Loet Lz - 1. an
(L= T Y )
ol b A e, [ " - o ta . bt L e [ T R -

Figura 4.3. Grafic de barres on es mostren les mitjanes de quiasmes de cadascun dels bivalents pel clister A, el cllster B,
I'individu 361 i les mitjanes de tots els individus junts. La taula mostra els valors a partir dels quals s’ha construit el grafic.
*Bivalents que presenten diferéncies significatives respecte a la mitjana poblacional en el cluster A i B.

B. Modelitzacié segons clUsters

Es van establir models de regressié de Poisson per tal d'analitzar i quantificar les possibles
diferéncies entre els clisters A i B del dendrograma. Les diferéncies observades van ser

estadisticament significatives (F=102,61; p<0,0001).
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Resultats

Es van calcular els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase d'aquests dos
clusters (taula 4.5.), i es va poder establir que de mitjana s'esperaria trobar un 10% més de

quiasmes en el claster A que en el cluster B (RR:1,102; p<0,0001).

3 Mitjana esperada de Mitjana esperada de
Claster . . .
quiasmes per bivalent quiasmes per metafase
A 2,18 50,1
B 1,98 45,5

Taula 4.5. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per
metafase) de les dues categories de la variable explicativa “grups d’'individus
definits a partir de l'andlisi de cllsters”, calculats a partir del model de
regressid de Poisson establert.

C. Modelitzacions segons cariotip i seminograma

Es va analitzar si hi havia diferéncies significatives en les frequéncies de quiasmes obtingudes
en cada cel-lula segons les variables explicatives del cariotip i del seminograma. Tal com ja s’ha
descrit a I'apartat de material i métodes, per la variable “cariotip” es van definir dues categories:
“46,XY” i “46,XY (polimorfisme)”, i per la variable “seminograma” se’n van definir tres: “normal”,
“anormal no OAT” i “anormal OAT” (taula 3.10.). Les diferéncies observades entre les categories
de cada variable van ser significatives, tant pel cariotip (F=14,92; p=0,0001) com pel
seminograma (F=9,50; p<0,0001). Els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase

gue es van calcular a partir del model, es detallen a la taula 4.6.

Mitjana esperada de Mitjana esperada de
Variable Categoria quiasmes per bivalent quiasmes per metafase
Cariotip 46,XY 2,10 48,4
46,XY (polimorfisme) 1,97 45,2
Seminograma Normal 2,17 49,8
Anormal no OAT 2,10 48,3
Anormal OAT 2,03 46,7

Taula 4.6. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per metafase) de les dues categories de les
variables explicatives “cariotip” i “seminograma”; calculats a partir del model de regressi6 de Poisson
establert.
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En el cas del cariotip es va establir que, de mitjana, s'esperaria trobar un 7% menys de
quiasmes en el la categoria “46,XY (polimorfisme)” que en la categoria “46,XY” (RR:1,070;
p=0,0001) (annex 7.2., pagina 150). D’altra banda, analitzant les diferents categories del
seminograma, es va establir que s'esperaria trobar un 7% menys de quiasmes en la categoria
“anormal OAT” que en la categoria “normal” (RR:1,067; p=0,0002), i un 3% menys de
quiasmes en la categoria “anormal OAT” que en la categoria “anormal no OAT” (RR:1,034;
p=0,0082). Els valors esperats de quiasmes de les categories “normal” i “anormal no OAT” no

van presentar diferéncies significatives (RR:0,969; p=0,1254) (annex 7.2., pagina 152).

D. Analisi d'integracié de variables

En el cluster A, les diferéncies observades en els recomptes de quiasmes tenint en compte la
interaccié entre les variables “cariotip” i “seminograma” van ser significatives (F=3,81;
p=0,0096).

Els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase per cadascuna de les combinacions
possibles entre les categories del cariotip i del seminograma, es detallen a la taula 4.7.

Quan es van comparar dos a dos les 4 categories obtingudes en el clister A (detallades a la
4.10.), només es van observar diferéncies significatives entre “46,XY (polimorfisme) + normal” i

“46,XY + normal” (t=2,94; p=0,0176) (veure annex 7.2., pagina 155).

Interaccio entre les variables: Mitjana esperada de Mitjana esperada de
Cariotip Seminograma quiasmes per bivalent quiasmes per metafase
46,XY Normal 2,11 48,46

46,XY Anormal no OAT 2,15 49,52

46,XY Anormal OAT 2,19 50,43

46,XY (polimorfisme) Normal 2,23 51,26

Taula 4.7. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per metafase) de les diferents
combinacions possibles entre les categories del cariotip i les del seminograma en el clister A. Valors
calculats a partir del model de regressié de Poisson establert.

En el cluster B, les diferéncies observades en els recomptes de quiasmes tenint en compte la
interaccié entre les variables “cariotip” i “seminograma” també van ser significatives (F=7,40;

p<0,0001).
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Els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase per cadascuna de les combinacions
possibles entre les categories del cariotip i del seminograma en aquest clister, es detallen a la
taula 4.8.

Quan es van comparar dos a dos les 4 categories obtingudes en el clister B, es van observar
diferencies significatives en dues d'aquestes comparacions. Una d'elles va ser entre “46,XY
(polimorfisme) + Anormal OAT” i “46,XY + Anormal no OTA” (t=-4,48; p<0,0001), i l'altre,
entre “46,XY (polimorfisme) + Anormal OAT” i “46,XY + Anormal OAT” (t=-3,85; p=0,0007)

(veure annex 7.2., pagina 157).

Interaccio entre les variables: Mitjana esperada de Mitjana esperada de
Cariotip Seminograma quiasmes per bivalent quiasmes per metafase
46,XY Normal 2,03 46,70

46,XY Anormal no OAT 2,02 46,45

46,XY Anormal OAT 2,03 46,66

46,XY (polimorfisme) Anormal OAT 1,75 40,26

Taula 4.8. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per metafase) de les diferents
combinacions possibles entre les categories del cariotip i les del seminograma en el cluster B. Valors
calculats a partir del model de regressio de Poisson establert.

4.1.2. Relacié de proximitat al bivalent sexual

Es van identificar els bivalents autosomics més propers al bivalent sexual en les 279 metafases |

que presentaven tots els cromosomes en forma de bivalent (taula 4.2.).

A. Analisi de bivalents individuals

Les mitjanes dels valors de “zeros” i “uns” assignats a cada bivalent es mostren a la taula 4.9.
Tots els bivalents autosomics es van observar propers al bivalent sexual en alguna de les
metafases | analitzades. Els bivalents que van presentar valors més elevats, i que per tant

tendien a quedar més propers al bivalent sexual, varen ser el 15, el 22, el 14, el 7 i el 21.
A l'analitzar la probabilitat que tenia cada bivalent autosomic de ser proper al bivalent sexual

respecte a la resta de bivalents, es va observar que els bivalents 22 i 15 es trobaven

significativament més propers que els altres (p=0,011 i p=0,014, respectivament).
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Codi Estimacid de la proximitat de cada BY autosomic al BY sexual {mitjana}
Pacient BY¥1 BE¥Z BY¥3 BY4 BY5 BYb BY7 BYS BEY9 BY10 BY1ll BY¥1Z BY13 BY¥14 BY¥15 BY16 BY17 BY1§ B¥19 BYZ20 EBYZ21l BY22

287 0,00 0,20 0,20 0,30 0,40 0,30 0,40 0,00 0,50 0,40 0,30 0,20 0,40 0,30 0,40 0,40 0,20 0,40 0,00 0,10 0,10 0,20
284 0,33 0,33 0,33 0,22 0,33 0,33 0,22 0,33 0,22 0,33 044 0,22 0,11 0,33 044 0,22 0,44 0,00 0,33 0,22 0,11 0,33
6866 0,14 0,00 0,00 0,14 0,14 0,43 0,14 057 014 043 057 022 043 0,14 014 043 022 043 029 043 0,29 071
289 0,00 0,17 0,00 0,35 0,7 0,50 0,50 050 0,17 0,3% 033 0,3 0,17 0,33 033 0,33 0,33 017 000 0,17 0,3 0,00
301 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 067 067 0,00 0,35 067 0,67 0,5 0,3 000 0,3 0,00 067 0,00 000 0,3 033
299 0,17 0,17 0,47 0,17 0,17 0,33 0,00 0,33 0,33 0,07 0,33 000 050 0,3% 033 0,17 0,00 0417 0,7 0,00 0,17 0,17
392 0,30 0,30 0,40 0,10 0,20 0,33 0,40 0,20 0,20 0,30 0,50 0,40 0,00 0,40 0,30 0,40 0,30 0,10 0,00 0,10 0,30 0,30
307 020 0,30 0,50 0,10 GO0 0,40 0,20 030 o020 020 030 040 050 0,40 010 020 040 000 0,30 0,00 0,10 040
6867 0,50 0,33 0,33 0,33 0,50 0,33 0,00 0,33 0,00 0,07 0,17 0,33 0,33 0,50 0,33 0,17 0,67 0,17 0,33 0,33 0,50 0,00
142 0,00 0,13 0,50 0,38 0,25 0,25 000 0,3 0,25 0,00 025 0,3 000 0,1% 025 013 0,25 013 050 0,25 0,25 0,13
328 0,35 0,27 0,12 0,27 0,23 0,19 0,27 0,09 0,19 0,27 0,31 0,27 0,27 0,46 042 0,35 0,05 0,35 0,235 0,31 0,19 0,27
331 0,11 042 0,1 0,11 0,37 0,26 0,37 0,1 0,21 0,357 0,1 021 0,11 0,16 02 0,3 0,26 037 0,21 0,11 0,32 0,32
140 0,50 0,°5 0,00 0,25 0,00 0,25 050 0,00 0,25 0,25 050 0,75 000 0,25 02 050 0,00 0,25 000 050 0,25 050
118 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,50 0,50 0,00 000 050 0,00 1,00 0,50 0,00 050 1,00 0,50 0,00 1,00
302 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,00 000 050 000 0,50 050 0,00 0,00 1,00 050 1,00 0,00 050
8345 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
314 0,00 0,67 0,47 0,33 0,00 0,33 0,67 0,33 0,33 0,07 0,17 0,33 0,17 0,17 0,00 0,3 0,33 017 000 0,33 0,17 0,17
291 0,33 0,25 0,55 0,33 0,25 0,25 042 0,17 0,08 0,25 000 0,17 0,5 0,07 050 0,35 0,08 025 042 0,25 0,17 0,17
6854 0,50 0,50 0,00 1,00 0,00 1,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,50 000 0,00 0,50 0,00 000 0,00 0,50 0,50
321 0,20 0,40 0,40 0,30 0,50 0,00 0,30 0,20 0,20 0,20 0,30 0,20 050 0,10 0,40 0,30 0,60 0,00 0,20 0,20 0,30 050
6858 0,44 0,22 0,41 0,22 0,33 0,19 0,30 0,33 0,26 0,41 0,26 044 0,30 0,30 0,30 0,22 0,22 0,05 0,37 0,30 0,30 0,33
6859 0,43 0,17 0,22 0,26 0,26 0,13 0,09 0,17 0,26 0,52 048 0,13 0,13 0,39 0,22 0,26 0,26 0,17 0,22 0,30 0,38 0,39
312 0,20 0,5 0,23 0,27 0,16 0,20 0,530 0,18 0,27 0,18 0,27 0,11 0,50 0,3 041 0,07 0,20 0,25 0,27 0,20 0,4 0,36
309 0,00 0,00 0,00 0,50 0,50 0,00 0,50 0,25 0,00 0,25 0,25 0,25 0,00 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00 0,75 0,50 0,00 0,50
310 0,55 0,10 0,09 0,00 0,27 0,30 0,55 0,18 0,18 0,27 0,27 009 0,27 0,3 0,27 0,3 0,64 0,18 0,18 0,45 0,27 0,00
360 000 1,00 0,00 000 000 000 000 000 Q00 o000 000 000 000 000 o000 o000 000 000 o510 050 0% 1,00
315 0,20 0,20 0,40 0,10 0,20 0,40 0,20 0,10 0,20 0,00 0,10 000 0,20 0,10 0,30 0,20 0,10 0,20 0,30 0,10 0,40 0,40
308 0,25 0,25 0,00 0,25 0,25 0,25 0,25 0,00 0,50 0,25 0,25 0,25 000 0,25 075 0, 0,5 000 0,2 050 0,75 0,25
6837 0,33 0,33 0,33 0,00 0,33 0,00 0,35 0,00 0,33 0,67 0,00 0,3 0,33 0,67 0,67 1,00 0,00 0,33 0,35 0,00 0,33 0,33
8514 0,33 0,50 0,17 0,33 0,00 0,33 0,33 0,7 0,67 0,50 0,17 0,33 0,33 0,07 0,17 0,17 0,17 0,33 0,17 0,50 0,33 0,67
361 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Totsels

ndividug W28 026 023 023 024 026 029 022 024 028 026 024 025 0,30 033 026 026 022 026 025 029 033
Individus

Estimaci6 de la proximitat de cada bivalent autosomic al bivalent sexual. Els nombres detallats a la taula son les
mitjanes dels valors de “0” (bivalent autosomic no proper al bivalent sexual) i de “1” (bivalent autosomic proper al bivalent
sexual) assignats a cadascun dels bivalents.

BV: bivalent.

Es va avaluar si alguns bivalents, formats per cromosomes amb caracteristiques morfologiques i

de mida similars, s'observaven més freqiientment propers al bivalent sexual (taula 4.10.).

Grup Bivalents inclosos Estimacio de proximitat (Percentatge)
A 12,3 25
B 4,5 24
c 6,7,8,9,10,11,12 26
D 13,14,15 29
E 16,17,18 25
F 19,20 25
G 21,22 31

Estimaci6 de la proximitat dels diferents grups de bivalents.

Els grups que van presentar valors més elevats varen ser el grup D i el grup G. Quan es va

analitzar la probabilitat que tenia cada grup de bivalents de ser proper al bivalent sexual



Resultats

respecte dels altres grups, dos d'ells van presentar diferéncies significatives. El grup B, que
incloia els bivalents 4 i 5, per no proximitat al bivalent sexual (p=0,038), i el grup G, que incloia
els cromosomes 21 i 22, per estar-hi més freqiientment propers (p=0,030).

No es van observar patrons caracteristics d'individu pel que fa a les proximitats dels diferents
grups de bivalents al bivalent sexual (Analisi multivariant de correspondéncies mdultiples, veure

annex 7.2. pagines 164-166).

4.1.3. Analisi dels cromosomes a l'estadi de metafase Il

Es van analitzar un total de 124 metafases Il. En el 37% (13/37) dels individus no es van
observar cél-lules en aquest estadi de divisio (taula 4.11.). La mitjana de metafases Il

analitzada per individu va ser de 5,2+4,3 (rang: 1-18).

Codi N°© de MII Codi N°© de MII
Pacient analitzades || Pacient analitzades
072 0 314 7
118 0 315 0
140 0 321 2
142 4 323 0
282 0 328 7
284 3 331 3
285 0 360 0
287 11 361 0
289 0 392 3
291 2 6837 0
299 4 6854 0
300 2 6858 7
301 7 6859 18
302 0 6866 14
307 4 6867 7
308 2 8345 1
309 1 8362 1
310 8 8514 1
312 5

Taula 4.11. Nombre de metafases Il analitzades per
cadascun dels individus inclosos a I'estudi.

En un total de 116 metafases es van poder comptar i analitzar totes les unitats cromosomiques.
El 47,4% de les metafases es van classificar com a normals, el 18,1% presentava cromosomes
amb les cromatides separades, 13,8% mostrava formes no esperades, el 3,4% presentava
perdues d’'una cromatide en algun cromosoma i el 14,7% eren aneuploides (taula 4.12.). Un

2,6% de les metafases eren diploides.
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Caracteristiques Metafase 11

Codi Separacio Formes no Pérdua

Pacient Normal cromatides esperades® cromatide Aneuploidia 46,X,Y
287 6 (54,5%) 3 (27,3%) 2 (18,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
284 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
6866 8 (61,5%) 1 (7,7%) 2 (15,4%) 0 (0,0%)  2** (15,4%) 0 (0,0%)
289 - - - - - -
301 3 (42,9%) 1 (14,2%) 3 (42,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
299 3 (75,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1* (25,0%) 0 (0,0%)
392 2 (66,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 0 (0,0%)
307 2 (50,0%) 0 (0,0%) 2 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
6867 2 (28,6%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 0(0,0%)  4** (57,1%) 0 (0,0%)
142 3 (60,0%) 1 (20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (20,0%)
328 4 (57,1%) 2 (28,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (14,3%)
331 0 (0,0%) 2 (66,7%) 0 (0,0%) 1* (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
140 - - - - - -
118 - - - - - -
302 - - - - - -
8345 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
314 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
291 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
6854 - - - - - -
321 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
6858 5 (71,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2* (28,6%) 0 (0,0%)
6859 6 (35,2%) 1 (5,9%) 2 (11,8%) 2* (11,8%) 5 (29,4%) 1 (5,9%)
312 0 (0,0%) 4 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
309 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%)  1* (100,0%) 0 (0,0%)
310 3 (37,5%) 3 (37,5%) 1 (12,5%) 1 (12,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
360 - - - - - -
315 - - - - - -
308 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
6837 - - - - - -
8514 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%)
361 - - - - -
072 - - - - -
282 - - - - -
285 - - - - -
300 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
323 - - - - -
8362 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Tots els

individus 55 (47,4%) 21 (18,1%) 16 (13,8%) 4 (3,4%) 17 (14,7%) 3 (2,6%)

Taula 4.12. Classificaci6 de les metafases |1 analitzades segons les caracteristiques dels cromosomes.
 aquesta categoria inclou metafases amb trencaments de cromatide i metafases amb cromatides asimétriques.
* totes les metafases d'aquesta categoria presentaven cromosomes amb formes no esperades.

** una de les metafases d'aquesta categoria presentava cromosomes amb formes no esperades.

A la taula 4.13. es detallen les caracteristiques morfologiques dels cromosomes a metafase I,

les pérdues de cromatide i les aneuploidies observades. El 91,6% dels cromosomes van mostrar
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morfologies normals. De la resta de cromosomes, el 4,1% presentaven separacié de cromatides,
el 0,6% van mostrar trencament en una cromatide, el 0,9% tenien cromatides asimeétriques, el

0,2% presentava una sola cromatide i el 2,7% estaven implicats en aneuploidies.

Codi Caracteristica _Cromosoma Totsels cr.
Pacient del cr. €.l cr2 cr3 crd cn5 cr6 er7 cr8 cr9 crd0 erdl crl2 crl3 crdd4 crl5 crl6 crl? crl8 crl9 or20 cr2l cr22 crsewwal [ NO %o
287 Mormal El 10 11 7 5 g i E 7 6 1o 1o 10 9 11 10 7 El 10 9 9 E 12| 207 95,8
Separacid crt. - - - 1 - 1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - 3 1,4
Trencarnent crt. - - - - 1 - - - 1 - - - - - - - 1 - - - - - - 3 1,4
Crt. assimétrica 1 - - 1 1 - - - - - - - - - - - - - 3 1,4
Pérdua crt., - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Mo de cr, 10 10 11 9 7 9 10 9 8 ] 10 11 10 9 11 10 g 9 10 9 9 9 12 | 2la 100,0
284 Mormal z 2 3 z 3 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 63 95,5
Separacid crt. - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - 1 1,5
Trencament crt, 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - z 50
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
Medecr, 3 3 3 2 3 3 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3] &6 1000
6860 Hormal 11 11 11 1z 13 10 12 13 11 12 1z 13 1z 13 13 14 13 1z 14 13 12 13 14| 254 89,6
Separacid crt, 2 2 2 2 1 2 1 1 2 2 2 1 2 1 1 - - - - 1 1 1 - 27 85
Trencarnent crt. - - 1 - - 1 - - - - - - - - 1 - - - - - - 3 0,9
Crt. assiméttica - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,3
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - 1 - - 2 0,6
e de cr, 13 13 14 14 14 14 13 14 13 14 14 14 14 14 14 14 14 13 14 14 14 14 14 | 317 100,0
289 Hormal - - - - - - - - - - - - - - R R - - - R - - R R -
Separacid crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Trencament crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Crt. assimetrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pérdua crt - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ _ _ _
MNedecr, a 1] a a a a a a a a a a a a a a a a 1] a a a a a -
301 Mormal 5 2 7 4 3 & 6 5 5 6 & 5 & 3 & 5 5 7 [} 7 7 7 7| 126 95,5
Separacid crt. - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - 1 0,8
Trencarment crt. - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,8
Crt. assimétrica - 3 - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 4 3,0
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Mo de cr, S S 7 S 3 ] ] S S ] ] S ] 4 ] ] S 7 [:] 7 7 7 7113z 100,0
299 Mormal z 2 4 3 2 3 3 2 2 3 2 2 2 2 3 3 z 2 3 2 2 4 55 96,5
Separacid crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
Trencament crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Crt. assimétrica - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1,8
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - 1 1,8
Medecr, 2 2 4 3 3 3 3 2 2 3 a z z 2 z 3 3 2 2 3 3 z 4] 57 1000
392 Marrmal 2 1 3 3 3 2 3 3 3 2 1 2 3 1 2 2 2 3 3 3 3 3 3| 56 98,2
Separacid crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Trencament crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - _ 1 1,5
MNedecr, 2 1 3 3 3 z 3 3 3 2 1 z 3 2 z z 2 3 3 3 3 3 3] 57 1000
307 Mormal 4 3 3 2 z + 3 4 4 4 3 + 3 + + + 4 4 4 4 4 + 4| 83 97,6
Separacid crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Trencarnent crt. - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1 1,2
Crt, assimétrica - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - 1 1,2
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Aneuplaidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Mo de cr, 4 3 3 2 2 4 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 &5 100,0
6867 Mormal 7 S 6 S ] 7 7 ¥ 6 7 ] 7 ] ] ] ] 3 7 7 7 6 ] 6| 145 90,1
Separacid crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
Trencament crt, - 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - z 1,2
Crt. assimétrica - 1 - - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 2 1,2
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
Aneuploidia - - - 2 1 - - - - - 1 - 1 1 1 1 1 - - - 1 1 1 z 1,2
hedecr. 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7] 16l 100,0
142 Hormal 2 2 4 4 z + 3 z 2 1 3 + 3 2 3 3 3 2 3 4 2 z 5| 65 98,5
Separacid crt. - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1,5
Trencarment crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o] 0,0
Crt, assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Mo de cr, 2 3 4 4 2 4 3 2 2 1 3 4 3 2 3 3 3 2 3 4 2 2 S 23] 100,0
328 Mormal S 3 6 S S ] 6 ] 6 6 ] ] ] ] ] ] 3 3 3 6 6 ] 7| 13 97,8
Separacid crt. - - - 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - z 1,4
Trencament crt, 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,7
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
MNedecr, & 3] L] & (-] (-] L] ] L] L] ] (-] (-] (-] (-] (-] & & 3] L] L] (-] 7] 139 1000
331 Mormal 1 2 3 1 z 3 2 z 3 3 z z 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3| 58 87,9
Separacid crt, 1 1 - 2 1 - 1 - - - 1 - - - - - - - - - - - - 7 10,6
Trencarment crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} o0
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o 0,0
Pérdua crt, 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1,5
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Mo de cr, 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 2 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 b6 100,0
140 Marmal - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Separacid crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Trancament crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
e de cr, 1] 0 0 1] ] ] 0 ] 0 0 ] ] ] ] ] ] 1] 1] 0 0 0 ] 1] ] -

frontinua a la pagina seglent)

Caracteristiques dels cromosomes a metafase |1 per cadascun dels individus estudiats.
cr.: cromosoma; crt.: cromatide.



Codi Caracteristica _Cromosoma {continua de la pagina anterior) | Tots els cr.
Pacient del cr. c.l cr2 cr3 evd4 cv5 cr6 cnf cr8 cr9 crl0 crll crl2 crl3 erd4 crlS crl6 crnl7 crl8 erl9 cr20 cr2l cr22 crserual | No b}
118 Harrnal - - - - - - - - - - - - - - - - R - - - N N N N N
Separacio ot - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Trencament ok, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
e de cr. o o o o Q 0 Q Q o o Q Q 0 0 0 0 0 o o o Q Q o 0 -
302 Marmal -
Separacid . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Trencament crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Crt, assimétrica - - - - - - - - - - - -
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Me de cr, a a a a a 1] a a a a a a a a 1] a a a a a a a a a -
8345 Mormal 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 23 100,0
Separado crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Trencament crt. - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
e de cr. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 23 100,0
314 MNorrnal 1 2 3 3 3 1 3 3 2 2 3 2 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 7| o64 92,8
Separacid crt, 1 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 4,3
Trencament crt. - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1,4
Crt. assimétrica 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1,4
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ 0 0,0
e de cr, 3 3 4 3 3 2 3 3 z 2 3 2 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 7| 59 100,0
291 Marmal 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2| 24 1000
Separacid crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Trencament crt. - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
e de cr. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 24 100,0
6854 MNormal - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Separacid crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Trencament ok, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - -
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Me de cr, a a a a a 1] a a a a a a a a 1] a a a a a a a a a -
321 MNorrnal 1 1 1 - 1 1 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2| 22 95,7
Separacid crt, - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 4,3
Trencament crt. - - - - - - - - - - - 0 0,0
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Pérdua crt. - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ 0 0,0
e de cr, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2| 23 1000
6858 Marmal & & 7 & 7 [} & 7 7 & & & 5 6 7 7 7 & 7 7 7 7 5| 147 92,5
Separacio ot 1 - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1 3 1,9
Trencament crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Crt. assimétrica - - - - - - - - - 0 0,0
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Aneuploidia - 1 - 1 - 1 1 - - - 1 - 1 1 - - - 1 - - - - 1 1 0,6
e de cr. 7 7 7 ¥ B ] ¥ 7 7 7 71199 100,0
6859 MNormal 13 13 14 16 17 16 15 17 16 18 16 15 15 14 14 16 16 15 15 17 18 14 11 351 89,4
Separacid crt. 2 2 1 - 1 1 1 - 1 1 1 1 1 - - 1 - - 14 3,4
Trencament crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Crt. assimetrica 2 1 2 - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - 6 1,5
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - 1 - 2 0,5
Aneuploidia 1 2 1 2 1 - 1 - 2 1 2 1 2 1 - 3 1 38 9,2
Me de cr, 18 18 18 15 18 18 18 18 18 18 18 18 13 18 17 13 18 18 18 18 18 18 16 | 411 1000
312 Mormal z 1 1 z 1 1 z - 2 3 z + 3 3 3 5| 54 67,5
Separacid crt, 2 3 3 2 1 2 2 2 1 1 - 1 - 1 - 1 - - - 1 1 1 -l 28 353
Trencament crt. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Crt. assimétrica - - - - - - 1 - - - - 1 1,3
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
e de cr. 4 4 4 4 4 3 3 4 3 1 3 3 2 4 4 4 3 2 4 4 4 4 S 80 100,0
309 MNormal 1 - 1 1 1 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 20 87,0
Separacid crt, - 1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - z 8,7
Trencament crt. - - - - - - - - - - - - i} 0,0
Crt, assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - 0 0,0
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1 4,3
e de cr, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 23 1000
310 Normal + & 5 z 7 5 7 5 & 5 7 5 5 7 [} 6 6 g 7 g 7 [ & 138 90,8
Separacio ot z 1 z z - 1 - 1 - 1 - - 1 - - - - - - - - - -l 7.2
Trencament crt. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,7
Crt. assimétrica - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 0,7
Pérdua crt, - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,7
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - il 0,0
MO de cr. 7 7 7 s 7 6 7 7 ] ] 7 S 6 7 6 6 6 8 7 8 7 ] 8] 152 100,0
360 Marmal - - -
Separacid crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Trencament crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Crt. assimétrica - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pérdua crt, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Aneuploidia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
e de or, ] ] ] ] 1] 0 1] 1] ] ] 1] 1] 0 0 0 0 0 ] ] ] 1] 1] ] 0 -

Cr.: cromosoma;

{continua a la pagina segient)

Caracteristiques dels cromosomes a metafase Il per cadascun dels individus estudiats.
crt.: cromatide.
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{continua de la pagina anterior)
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cr.: cromosoma; crt.: cromatide.
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Resultats

4.2. Estudis de FISH en espermatozoides

- Individus control

Es van analitzar un total de 63.811 espermatozoides pels cromosomes X, Y i 18 (10.635 + 438
espermatozoides/individu) i 62.345 espermatozoides pels cromosomes 13 i 21 (10.390 + 192
espermatozoides/individu). A partir dels resultats obtinguts, es van establir les freqiiéncies

basals de disomies, i diploidies (taula 4.14.).

Disomies Diploidies
Cr.13 Cr.18 Cr.21 Cr.XY
Codi individu Ne % Ne % Ne % Ne % Ne %
Cl 10/10535 0,09 5/10979 0,05 7/10535 0,07 29/10979 0,26 54/21514 0,25
Cc2 4/10624 0,04 0/10754 - 9/10624 0,08 11/10754 0,10 100/21378 0,47
C3 5/10477 0,05 3/10150 0,03 7/10477 0,07 25/10150 0,25 17/20627 0,08
C4 9/10292 0,09 3/11223 0,03 14/10292 0,14 23/11223 0,20 43/21515 0,20
C5 10/10323 0,10 3/10560 0,03 8/10323 0,08 21/10560 0,20 21/20883 0,10
C6 1/10094 0,01 8/10145 0,08 2/10094 0,02 11/10145 0,11 47/20239 0,23

Frequéncia basal 39/62345 0,06 22/63811 0,03 47/62345 0,07 120/63811 0,19 282/126156 0,22

Taula 4.14. Disomies pels cromosomes 13, 18, 21 i sexuals i diploidies observades en individus control.

- Individus infértils

Dels individus que consultaven per problemes de fertilitat es van analitzar 164.156
espermatozoides en I'estudi dels cromosomes X, Y i 18 (515 + 138,34 espermatozoides/individu)
i 160.226 espermatozoides en el cas dels cromosomes 13 i 21 (502 + 123,88

espermatozoides/individu).

A. Analisi individual

L'estudi individualitzat dels 319 pacients va mostrar 49 individus (15,36%) amb increments
significatius en les frequéncies d’anomalies per, com a minim, un dels cromosomes analitzats
(taula 4.15.). ElI 35% (17/49) d'aquests individus mostrava increments exclusius
d’espermatozoides diploidies, el 29% (14/49) de disomies dels cromosomes sexuals, i el 16%
(8/49) presentava incidencies incrementades de les dues anomalies alhora. La resta d'individus
mostraven altres combinacions menys frequients (figura 4.4.).

Els percentatges que revelaven increments significatius eren moderats i estaven compresos
entre el 0,54% i el 4,92% (mitjana: 1,41% =£1%). Cal destacar que les disomies dels
cromosomes 13 i 18 varen ser en tots els casos equivalents a les de la poblacié control; havent

exclos d'aquesta valoracio els 3 individus amb cariotip 45,XY,der(13;14)(g10;q10).
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Resultats

Codi Seminograma Edat Cariotip Estudi Disomies (%0) Diploidies
pacient meiotic ¢ 13 crag cr21 crxy (%0
12 OA 31 46,XY - 1,03 0,87
16 A 33 46,XY - 0,93

17 OAT 29 no avaluat Anormal (D) 1,10 0,76
18 0 37 no avaluat No informatiu 1,61

24 N 29 46,XY - 0,79

26 OA 35 46,XY - 0,97

33 OAT 39 46,XY - 0,96

39 OAT 33 46,XY - 0,78 0,71
42 A 30 46,XY - 2,67
48 OA 37 no avaluat - 0,78

51 OAT 34 45,XY,der(13;14)(q10;910) Anormal (B) 1,79

59 OAT 36 46,XY Anormal (D) 2,25 0,90
64 AT 45 46,XY,inv9(pllql2) Anormal (D) 1,08
70 AT 36 46,XY Normal 0,59
86 OAT 29 46,XY,1gh+ Anormal (D) 1,14 1,27
99 AT 33 no avaluat - 1,00

112 OAT 45 46,XY Anormal (D) 3,15

118 AT 45 46,XY Anormal (D) 0,79
129 OAT 37 46,XY - 0,98

140 AT 39 no avaluat - 0,59
165 A 36 46,XY - 0,96

166 OA 36 46,XY Anormal (D) 1,26
172 OA 38 46,XY Anormal (B) 0,59
178 OAT 32 46,XY Normal 1,15 1,76
180 AT 52 46,XY Anormal (D) 2,82

184 A 37 46,XY Anormal (D) 1,37 0,68
188 oT 34 46,XY Anormal (B) 0,77
191 OAT 37 46,XY - 0,78
193 N 39 46,XY Normal 0,56
199 OAT 29 no avaluat Anormal (B) 1,00 3,27 0,91
215 OA 37 46,XY - 4,49 0,79
217 OA 38 46,XY - 0,54
232 OA 48 46,XY - 0,68
233 OAT 36 no avaluat - 0,88

242 OA 39 46,XY Anormal (D) 1,54

243 OA 38 46,XY Anormal (D) 1,84

264 OA 32 46,XY,t(3;16)(p21;913) - 2,71
279 0 35 46,XY - 1,37 0,77
286 N 42 46,XY Anormal (D) 1,93

287 OA 40 46,XY - 4,92

328 OA 34 46,XY,22s+ Anormal (BD) 2,40

331 OA 39 47 ,XXY (50%)/46,XY(50%) - 1,99

336 OAT 29 46,XY Anormal (B) 0,57
355 T 37 46,XY - 0,96
356 OA 40 45,XY,der(13;14)(q10;910) - 0,59 0,98
376 oT 27 45,XY,der(13;14)(q10;910) - 4,30

388 N 34 46,XY - 1,97
398 OA 33 46,XY No informatiu 1,82 1,40
399 OA 34 46,XY - 0,70

Taula 4.15. Percentatge de disomies i diploidies en pacients infértils que mostren valors superiors a la poblacié control
(p<0,05). De la segona a la cinquena columna s'indiquen el seminograma, I'edat, el cariotip i el resultat de I'estudi meiotic,

respectivament.

B: bloqueig del procés meiotic; D: desinapsi; BD: bloqueig i desinapsi.
A: Astenozoospermia, AT: Astenoteratozoospermia, N: Normozoospermia, O: Oligozoospermia, OA: Oligoastenozoospermia,
OAT: Oligoastenoteratozoospermia, OT; Oligoteratozoospérmia, T: Teratozoospermia.
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Resultats

H Diploidies

B Disomies dolds £ sexuals

M Ditsomies delo or, sexuals | diploidies
M Disormies del cr. 21

H Disomies del o, 21 i diploidies

i Disomies del cr. 13°

il Disamies del cr. 13 | diploidies”

Ml Disomies dels cr. sexuals, disomies
del er. 21 | diploidies

Figura 4.4. Incidencia de les diferents combinacions d’anomalies en els espermatozoides en el
grup d'individus amb increments significatius.

cr.:.cromosoma.

* Individus amb cariotip 45,XY,der(13;14)(q10;910)

B. Analisi poblacional

A l'analitzar les anomalies cromosomiques per tota la poblacié d’'estudi, es va observar que les
disomies dels cromosomes sexuals (0,41% vs. 0,19%) i les disomies del cromosoma 21 (0,15%
vs. 0,07%) varen ser superiors (p<0,05) als percentatges observats en la poblacié control.

Quan es van avaluar els resultats tenint en compte els grups d’individus amb caracteristiques
seminals similars, en tots els grups es van observar pacients amb increments d’anomalies
cromosomiques en els seus gametes (taula 4.16.). Els pacients oligozoospérmics (2/4; 50%),
oligoastenozoospérmics (17/51; 33,3%), i oligoastenoteratozoospérmics (13/62; 21%) varen ser
els que van presentar percentatges més elevats, essent d’entre un 5,9% i un 15,4% en la resta
de grups. Cal destacar que alguns grups estaven formats per pocs individus i per tant els

intervals de confianca dels percentatges eren molt amplis.

Seminograma N° individus Percentatge Interval de confianca
Astenoteratozoospérmia (AT) 6/71 8,5 25-145
Astenozoospérmia (A) 4/67 6,0 0,0-12,0
Normozoospéermia (N) 4/34 11,8 0,8-22,8
Oligoastenoteratozoospérmia (OAT) 13/62 21,0 11,0-31,0
Oligoastenozoospermia (OA) 17/51 33,3 20,3 -46,3
Oligoteratozoospermia (OT) 2/13 15,4 0,0-35,4
Oligozoospérmia (O) 2/4 50,0 1,0-99,0
Teratozoospéermia (T) 1/17 59 0,0 -16,9
Total 49/319 15,36 12,36 — 18,36

Taula 4.16. Pacients amb resultat de FISH en espermatozoides anormal classificats segons els seus
parametres seminals.

69



Resultats

Respecte als tres parametres seminals (recompte, mobilitat i morfologia), la disminucié en el
recompte espermatic va ser I'inic parametre que va mostrar correlaci6 amb el percentatge total
d’anomalies cromosomiques (R = -0,186; p=0,0009) (figura 4.5.). En relacié als cinc genotips
analitzats només es va observar correlacié per les disomies dels cromosomes sexuals (R=-0,158;
p=0,005) i les diploidies (R=-0,124; p=0,027).
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Figura 4.5. Grafiques que mostren la relaci6 entre el recompte espermatic (A), la mobilitat (B) i les
formes normals (C), i el total d’espermatozoides amb anomalies cromosomiques.
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Resultats

Quan es van tractar els resultats tenint en compte les edats dels pacients estudiats, no es va
observar correlacié entre aquest parametre i el percentatge d’'anomalies cromosdmiques en els
espermatozoides (R=0,1017; p=0,113) (figura 4.6.). També es va comparar la mitjana d’edat
dels 34 individus amb increments significatius (375 anys; rang 29-52) amb la mitjana d’edat
del grup restant dindividus (35+5 anys; rang 21-52) i no es van obtenir diferencies

significatives (p=0,088).
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Figura 4.6. Grafica que mostra la relaci6 entre l'edat i el total d’espermatozoides amb anomalies
cromosomigues.

Els resultats també es van avaluar tenint en compte el cariotip dels individus estudiats (n=266,
taula 3.3.). El 14% (34/245) dels individus amb cariotip somatic normal presentava increments
de les anomalies cromosomiques en els espermatozoides analitzats. En el grup d’individus amb
polimorfismes, els increments significatius es van observar en 3 dels 13 individus. Pel que fa al
grup de pacients amb anomalies del cariotip, es va excloure de I'analisi estadistica el pacient
amb cariotip 47,XY,mar+ ja que es desconeixia la procedéncia del cromosoma marcador. A més
a meés, només es van tenir en compte els increments en les anomalies cromosomiques quan no
afectaven a cromosomes implicats en les alteracions. En aquest subgrup, 1 dels 7 pacients

analitzats va mostrar increments significatius.

Finalment, es van analitzar els resultats tenint en compte el resultat meiotic (procedent de
I'historial clinic dels pacients). En aquest cas, el 8,3% (3/36) dels individus que presentaven un
resultat meidtic normal mostraven increments significatius en les anomalies cromosomiques dels
seus gametes, i el percentatge era del 26,5% (18/68) en els que presentaven un estudi meiotic

normal (taula 4.17.).
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Estudi meiotic N° individus Percentatge confianca
Normal 3/36 8,3 0,0-17,3
Alterat Desinapsis 12/55 21,8 10,8 -32,8
Bloqueig 5/11 45,5 16,5-74,5
Desinapsis i bloqueig 1/2 50,0 0,0 - 100,0
No informatiu 2/9 22,2 0,0 — 49,2
Total 23/113 20,4 13,4 -27,4

Pacients amb anomalies cromosomiques en els espermatozoides classificats segons el
resultat de I'estudi meiotic.

La integracio de les dades dels individus que presentaven increments significatius (taula 4.15.),
va mostrar que el 69% (34/49) dels pacients presentaven baix recompte espermatic. A més a
més, el 19% (8/42) tenien un cariotip anormal. Dels pacients als que se’ls havia realitzat un
estudi meidtic en biopsia testicular, el 78% (18/23) presentaven anomalies, la majoria

anomalies sinaptiques (57%; 13/23).
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5.1. Metafase |

5.1.1. Anomalies observades

La valoracio del nombre d’unitats cromosomiques va proporcionar informacié rellevant sobre la
preséncia d'anomalies. La majoria de les cél-lules analitzades presentaven les 23 unitats
esperades (67,7%). No obstant, en un percentatge significatiu de metafases es van observar

diferents tipus d'alteracions.

La presencia d’univalents va ser I'anomalia més observada. La separacié podia afectar a un, a
dos o a tots els bivalents d'una mateixa metafase. Aquestes dues situacions es correspondrien
amb les categories de “desinapsi individual de bivalents” i “desinapsi generalitzada” (revisat per
Egozcue et al 2005). Diferents treballs apunten que defectes en els processos d’aparellament,
sinapsi i/0 recombinacié dels cromosomes homolegs durant la profase | serien els responsables
de donar lloc a cromosomes aquiasmatics (Székvolgyi i Nicolas 2010, Handel i Schimenti 2010).
Els univalents que es van observar amb més freqliéncia corresponien als cromosomes sexuals i
als autosomics de mida petita. Altres estudis també han observat la preséncia d'univalents
corresponents a aquests cromosomes (Skakkebaek et al 1973). Tant els cromosomes sexuals
com els dels grups F i G, que sbn els més petits del cariotip, presenten sovint un Unic quiasma
(Laurie i Hultén 1985a). Per tant, és d'esperar que qualsevol alteracié que afecti negativament
als processos de sinapsi i/o0 recombinacié, generi major presencia d'univalents pels cromosomes
d'aquests grups.

Es important remarcar que l'analisi numeérica de les metafases només posa de manifest les
variacions en el nombre de quiasmes que impliquen la separacié dels cromosomes. No obstant,
és evident que les reduccions no afecten exclusivament als bivalents constituits per cromosomes
petits o els sexuals. En cromosomes mitjans i grans, els factors que afecten de forma negativa
la formacioé de quiasmes es traduiran majoritariament en una reduccié del nombre d'intercanvis

(Laurie i Hultén 1985a).

En la nostra série es van identificar un percentatge notable de metafases | tetraploides (5,6%).
Altres autors també descriuen espermatocits tetraploides, tant a I'estadi de paquite (Codina-
Pascual et al 2006b), com a l'estadi de metafase | (Skakkebaek et al 1973, Koulischer et al
1982). Aquests resultats evidencien I'existéncia de cél-lules meiotiques tetraploides i demostren
que els espermatocits humans, tot i que presentin doble nombre de cromosomes, poden
realitzar processos de sinapsi i recombinaci6. L'origen més probable d'aquests espermatocits
seria una endoreduplicacié mitotica, entesa com la duplicacié del DNA en absencia de divisié

cel-lular.

Algunes metafases mostraven la pérdua d'un o més bivalents, o0 només d'un cromosoma;

normalment el cromosoma Y. El fet que no s'observés cap metafase | amb els productes
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complementaris resultants de fendmens de no disjuncié, fa pensar que la majoria de les
variacions per defecte podrien ser degudes a la pérdua d'algun cromosoma o bivalent al

realitzar les extensions.

5.1.2. Caracteristiques de les anomalies: variabilitat i cromosomes implicats

Els 31 individus inféertils analitzats en aquest treball representen una de les séries més llargues
estudiades (taula 5.1. i taula 5.2).

N© quiasmes

Mitjanade  Per cel-lula Mitjana per individu

Publicacio N° individus la serie (rang) (rang)

McDermott 1973 15 54,4 45 - 62 52,2 - 57,0
Skakkebaek et al 1973* 16 48,7* 39 - 64* 425 - 55,0*
Chandley et al 1976* 87 48,9* - 39,3 - 56,3*
Lamont et al 1981 10 490 - 45,5-53,1
Laurie i Hultén 1985a* 7 51,33* 40 - 60* 49,6 - 53,7*
Série d'individus d'aquest treball 31 50,3 11-61 43,1 -55,9

Taula 5.1. Series d'individus infertils en les que s’ha estudiat el nombre de quiasmes.
* nombre de quiasmes calculat a partir dels bivalents autosomics.

N© de quiasmes

Mitjanade  Per cél-lula Mitjana per individu

Publicacio N° individus la série (rang) (rang)

McDermott 1973 36 52,9 43 - 62 47,2 - 55,5
Skakkebaek et al 1973* 6 51,2* 43 - 57* 49,0 - 54,6*
Lamont et al 1981 16 48,5 - 42,6 - 53,2
Uroz 2009 17 50,3 - 47,4 - 53,4

Taula 5.2. Series d'individus fertils/controls en les que s’ha estudiat el nombre de quiasmes.
* nombre de quiasmes calculat a partir dels bivalents autosomics.

Els rangs de quiasmes obtinguts en el nostre estudi varen mostrar amplituds notables, tant en
la comparacié entre cel-lules (11-61 quiasmes) com en la comparacié entre individus (43,1-55,9
quiasmes). La bibliografia recull diferéncies importants en el nombre de quiasmes, tant en
pacients infertils com en individus fértils/controls (taula 5.1. i taula 5.2.). Aquesta variabilitat

reflecteix les diferencies de comportament que presenten les cél-lules a metafase I. En aquest
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sentit, la majoria dels individus analitzats (excloent aquells individus en els que només es van
poder avaluar 1 o 2 metafases), presentaven cél-lules amb alteracions. Aquest resultat
suggereix la presencia de linies cel-lulars de comportament meiodtic normal i linies cel-lulars amb
anomalies. Es a dir, indiquen que els processos que produeixen anomalies no afecten totes les

cél-lules per igual.

Pel que fa a la variabilitat entre individus, aquesta va ser superior en les series de pacients
infertils que en les d'individus fertils/controls (taula 5.1., taula 5.2.). Aquestes diferéncies
indiquen que la poblacio infertil és més heterogénia pel que fa al nombre de quiasmes. De fet,
aquest resultat no és sorprenent si tenim en compte la gran varietat d'etiologies que es
relacionen amb la infertilitat (Skakkebaek et al 1994, O'Flynn O'Brien et al 2010).

En aquest treball, la utilitzaci6 de conglomerats jerarquics per a l'analisi dels resultats va
permetre avaluar la variabilitat de la poblacié infertil separant la poblacié en dos clisters (taula
5.3.). La mitjana de quiasmes del clUster A va ser superior a la majoria de mitjanes poblacionals
d’individus infértils o fértils/controls descrites a la bibliografia, i la del clister B va ser inferior
(taula 5.1., taula 5.2. i taula 5.3.). Aquests resultats indiquen que les mitjanes de quiasmes dels
estudis publicats s6n, en molts casos, el resultat d'agrupar pacients amb caracteristiques

diferents pel que fa al nombre de quiasmes.

N© quiasmes

Mitjana de  Per ceél-lula Mitjana per individu
Classificacio

N° individus quiasmes (rang) (rang)
Cluster A 16 53,1 44 - 61 50,2 - 55,9
Claster B 14 47,9 37 -58 43,1 - 50,5
Individu 361 1 11,0 11 --
Tota la serie 31 50,3 11 -61 43,1 - 55,9

Taula 5.3. Taula resum del nombre de quiasmes per clister

D’altra banda, la comparacio dels resultats dels clUsters de la nostra serie amb la bibliografia va
permetre considerar que el clister A agrupava individus amb recomptes de quiasmes propers a
la normalitat. En canvi, es va considerar que els individus del clister B, amb la mitjana de
quiasmes inferior a les publicades, presentaven una reduccié significativa en el nombre de
guiasmes. Tal com seria d'esperar, la variabilitat entre individus va ser superior en el clster B.
Reforcant aquesta interpretacio, els resultats de les modelitzacions segons clUsters apuntaven
que s'esperaria trobar un 10% més de quiasmes en el clister A que en el clister B. A més a

més, el promig esperat de quiasmes al clister A (50,1 quiasmes) va ser superior als 45,5
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guiasmes esperats al cluster B. En resum, podem concloure que el 48,34% (15/31; els 14
individus del claster B i l'individu 361) dels individus infertils analitzats en aquest estudi varen

presentar un comportament meidtic anormal.

La tecnica de M-FISH va permetre avaluar si la reduccié en el nombre de quiasmes es donava a
'atzar o afectava preferentment a alguns bivalents. Els bivalents formats per cromosomes
mitjans i grans van presentar recomptes de quiasmes inferiors en el clister B, i de fet, aquests
bivalents varen ser els responsables d'establir les diferencies entre clisters (figura 4.3.). En
canvi, els bivalents formats per cromosomes petits o pels cromosomes sexuals no van presentar
diferencies. Aquests resultats es podrien interpretar com que la reducci6é afecta preferentment
els bivalents mitjans i grans, i que és aleatoria en la resta. No obstant, cal tenir en compte:
1. Els bivalents de mides mitjanes i grans, probablement pel fet de poder presentar més
quiasmes (Laurie i Hultén 1985a), rarament s’observen en forma d’'univalent.
2. La univalencia és molt més freqlient en els bivalents petits o en el parell de cromosomes
sexuals.
3. La presencia d'anomalies de sinapsi i recombinaci6 a paquité i de cromosomes
desalineats a la placa metafasica en la transici6 metafasel/anafasel s’ha relacionat amb
I'activacié de punts de control i I'eliminacié cel-lular (Li et al 2009, Vogt et al 2008).
Aixi doncs, és possible que l'activacid dels punts de control meiodtic elimini cél-lules amb
anomalies i aix0 redueixi la incidéncia de cél-lules amb univalents en el clister B a nivells que
podriem interpretar com a basals (similars al del clster A).
Tot i aix0, diferents autors descriuen que la reduccié en el nombre de quiasmes en individus
infertils afecta preferentment als bivalents petits o al bivalent format pels cromosomes sexuals
(revisat per Egozcue et al 2000a). En aquests bivalents, la reduccié en el nombre de quiasmes
sovint és relaciona amb la presencia d'univalents i per tant amb una variacié en el nombre
d’'unitats cromosomiques. Aquest fet és molt més evident a l'observacié i probablement per

aquesta rad es descriu amb més freqiiéncia a la bibliografia.

En relaci6é a I'aparellament dels cromosomes sexuals, estudis a I'etapa de paquité descriuen que
com més elevada és la taxa general de recombinacié de l'individu, major és la quantitat de
parells XY amb un punt de recombinacié (Codina-Pascual et al 2005), i per tant proposen que la
recombinacié en el parell XY podria ser un indicador del grau de recombinacié de I'espermatocit,
i per tant també de l'individu.

A metafase | els resultats s6n més controvertits, mentre que alguns autors també descriuen
relaci6 entre el nombre de quiasmes a metafase | i la preséncia dels cromosomes sexuals
desaparellats (Chandley et al 1976, Uroz et al 2008), altres estudis no troben cap relacio (Laurie

i Hultén 1985a). En la série de 31 individus avaluats en el present treball, no es va observar
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relacié entre aquests dos parametres. Tot i que el clister B presentava reduccié en el nombre

de quiasmes, els cromosomes sexuals no mostraven diferéncies entre clisters.

5.1.3. Relacié amb variables descriptives

A. Seminograma

L'estudi realitzat va mostrar que els individus amb seminograma OAT presentaven recomptes de
guiasmes més baixos que els de seminograma normal o seminograma anormal no OAT (taula
4.6.).

La relacio entre la preséncia d’anomalies sinaptiques i de recombinacid, el bloqueig del procés
espermatogenic i els recomptes baixos d'espermatozoides, ha estat descrita per diferents autors
(Hultén et al 1970, Navarro et al 1990, Vendrell et al 1999, Egozcue et al 2000a). Aquesta
relaci6 rau en [l'activaci6 de punts de control a paquite i a metafase I/anafase I, que
bloquejarien i eliminarien cel-lules meidtiques amb anomalies (revisat per Hunt i Hassold 2002).
Depenent del grau d'afectacio i de I'eficiencia dels mecanismes de control, es podria donar un
bloqueig total o parcial de I'espermatogenesi, donant lloc a azoospérmia o oligozoospérmia més

0 menys severa.

B. Cariotip
El grup d'individus amb polimorfismes va mostrar reduccié en el nombre de quiasmes per

metafase respecte al grup d'individus amb cariotip somatic normal (taula 4.6.). Aquests
resultats suggereixen que el cariotip polimorfic i les anomalies en I'espermatogenesi estan

relacionats.

El polimorfisme cromosdmic més comu en humans és la inversié pericentrica del cromosoma 9
(9gh). Diferents estudis relacionen aquestes inversions amb problemes reproductius (Boué et al
1975, Teo et al 1995, Collodel et al 2006). Un altre tipus de polimorfisme que es considera com
una variant del cariotip somatic normal, sén els que afecten les regions heterocromatiques dels
cromosomes 1, 9, 16 i Y. La incidéncia d’aquests en la poblacié d’individus infértils és major que
en la poblacié general (Eiben et al 1987, Nakamura et al 2001, Penna Videal et al 2001, Yakin
et al 2005). Estudis en CS d'aquests individus mostren que la regi6 d’heterocromatina
responsable del polimorfisme presenta més anomalies sinaptiques que regions equivalents no
polimorfiques (Codina-Pascual et al 2006a).

Tant la presencia de fragments cromosomics invertits com la de regions heterocromatiques
grans poden entorpir la progressi6 meiotica, i donar lloc a regions asinaptiques durant la
primera divisi6 meiotica (Solari et al 1991). Aquestes regions poden interferir en I'aparellament i
la segregacié d'altres segments desaparellats; fenomen que es coneix amb el nom d'efecte
intercromosomic (Lejeune 1963). Aquest fenomen s'associa tant a individus portadors de

variants polimorfiques com a individus portadors d’anomalies cromosomiques estructurals.
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Els nostres resultats evidencien la presencia d’'efecte intercromosomic en els individus amb
cariotip polimorfic, que es manifesta amb una reduccié en el nombre de quiasmes. Aquesta
reduccié indica anomalies en el procés d'aparellament i sinapsi que podrien desencadenar
I'activacié de mecanismes de control que bloquejarien i eliminarien les cél-lules amb anomalies.

Aguest fet acabaria repercutint en el nombre d’espermatozoides resultants.

La integracio dels resultats evidencia que les alteracions en el cariotip somatic, les anomalies
meidtiques i els seminogrames alterats estan relacionats. Reforca aquesta interpretacio el fet
que, tenint en compte les dades del cariotip i del seminograma conjuntament, es va observar
gue els individus OAT amb cariotip polimorfic varen ser els que van presentar els recomptes de

quiasmes més baixos de tots els individus inclosos en el present treball (taula 4.8.).

5.1.4. Relaci6 de proximitat al bivalent sexual

Els bivalents 15 i 22, ambdds formats per cromosomes acrocentrics, es van observar propers al
bivalent sexual amb més freqiiencia que la resta; fet que indica que la distribucié dels bivalents
a la placa metafasica no és aleatoria. Aquest resultat és coincident amb altres estudis realitzats
en CS que descriuen que el bivalent 15 es troba més freqlientment proper al parell XY que els
altres bivalents autosomics (Metzler-Guillemain et al 1999, Codina-Pascual et al 2006a).

Els cromosomes acrocéntrics humans presenten al bra¢ p una regidé organitzadora nucleolar
(NOR) i un bloc d’heterocromatina anomenat satél-lit. S’ha descrit que I'heterocromatina no
centromérica del cromosoma 15 presenta traces d’homologia amb [I'heterocromatina no
centromeérica del cromosoma Y (Burk et al 1985). A la vegada, algunes regions del bra¢ curt del
cromosoma 15 també presenten homologia amb les regions subtelomeériques Xg/Yq (Brown et
al 1990). A més, s’ha demostrat que material del bra¢ curt del cromosoma 15 es troba en
alguns cromosomes Y amb satél-lits al brac q (Ygs) (Martin Lucas et al 1984, Verma et al 1997,
Kuhl et al 2001, Velissariou et al 2001, Velissariou et al 2007), i també en els bragos curts dels
cromosomes 13, 14 i 21 com a formes polimorfiques (Higgins et al 1985, Smeets et al 1991,
Stergianou et al 1992, Wilkinson i Crolla 1993, Kiuhl et al 2001). Ambdues situacions podrien
explicar la proximitat dels bivalents formats per cromosomes acrocéntrics al bivalent sexual a
I'etapa de paquité (Metzler-Guillemain et al 1999, Codina-Pascual et al 2006a).

D'altra banda, dades indirectes donen suport a aquests resultats, per exemple el 70% dels
casos de translocacions cromosoma Y/autosoma, es produeixen entre I'heterocromatina Yq i el
brac curt d’'un cromosoma acrocéntric (Gardner i Sutherland 2004). El cromosoma 15 és el que
es troba més freqlientment implicat en aquestes reorganitzacions (52%), seguit pel cromosoma
22 (33%), el cromosoma 21 (7%) i els cromosomes 13 i 14 (4% cadascun) (Smith et al 1979).
Agquests percentatges probablement reflecteixen els diferents graus d’homologia de les
sequéncies d’ADN satel-lit d'aquests cromosomes (Wilkinson i Crolla 1993); essent el 15p, 22p i

Yq els que comparteixen una homologia major (revisat per Vogt 1990).
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El manteniment d'aquesta proximitat des de I'estadi de paquité fins al de metafase I, indicaria
gue la posicio relativa dels bivalents, tot i la formacié de la placa metafasica, es trobaria
notablement conservada. Es important remarcar que no es van observar patrons caracteristics
d'individu pel que fa a les proximitats dels bivalents al bivalent sexual. Per tant, aquesta
conservacié en el posicionament depén de les caracteristiques intrinseques dels bivalents,
probablement relacionat amb la territorialitat que presenten els cromosomes en el nucli

interfasic (revisat per Cremer i Cremer 2010).

5.2. Metafase 11

La metafase Il és una fase molt rapida en comparacié6 amb d'altres fases de la meiosi (Ford
1973), i per tant és una etapa poc representada en les preparacions citogenétiques. Durant
aquest estadi, els cromosomes presenten un aspecte contret, rinxolat i amb les cromatides
obertes com a resultat de la baixa condensacid de la cromatina i de I'abséncia de cohesines als
bracos que mantinguin unides les cromatides germanes (Petronczki et al 2003). Aquestes
caracteristiques dificulten I'analisi dels cromosomes a MII utilitzant les técniques citogenétiques
classiques (Hultén et al 1992, 2001). La incorporacié de técniques d’hibridacio /n situ fluorescent
(Sarrate el al 2004 (annex 7.1.1.)) ha permeés identificar els cromosomes i caracteritzar les

anomalies meiotiques observades en aquesta etapa.

En molts casos, el nombre de metafases Il analitzades per individu va ser inferior a 5 (taula
4.11.), no obstant, en la majoria de pacients es va observar alguna metafase amb anomalies
(taula 4.12. i taula 4.13.). Les anomalies observades i els cromosomes responsables d’aquestes
anomalies varen ser diferents entre individus. Aquest fet indicaria la preséencia de linies cel-lulars
diferents a metafase Il, coincidint amb l'observat a metafase I, i també amb el descrit en

d'altres treballs publicats (Uroz et al 2008).

Aproximadament la meitat de les metafases Il (47,4%; 55/116) es van classificar com a
normals. D'altra banda, el 13,8% (16/116) van presentar formes no esperades: cromatides
asimetriques o trencaments de cromatide. En ambdds casos, l'origen d'aquestes es podria
trobar en les caracteristiques propies de la cromatina dels cromosomes a I'estadi de metafase 1.
Les variacions en el grau de condensacio i I'abséncia de cohesines entre els bragos de les
cromatides germanes comporta més fragilitat i vulnerabilitat de I'estructura cromatinica, i per
tant la fa més susceptible a presentar asimetries i trencaments. Els cromosomes grans varen ser
els que es van observar amb alguna d’aquestes anomalies amb més freqiiéncia. Aquest resultat
es podria relacionar amb el fet que és més facil determinar asimetria quan les cromatides sén
llargues que quan sén curtes, i que una cromatide llarga té més possibilitats de trencar-se que
una de curta. Tenint en compte aquesta interpretacié dels resultats, considerem que el 61,2%
(71/116) de les MII eren normals.
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El 14,7% (17/116) de les metafases Il eren aneuploides. La majoria presentaven nul-lisomies
(88%; 15/17), tot i que en alguns casos es van observar disomies dels cromosomes sexuals
(11,8%; 2/17). L'abséncia de quiasmes a metafase | pot conduir a errors en l'orientacio dels
cromosomes a la placa metafasica. Aquest fet desencadenara l'activacié de mecanismes de
control que eliminaran les cél-lules amb anomalies (revisat per Vogt et al 2008). No obstant,
algunes cél-lules podrien eludir aquests mecanismes de control i derivar en fenomens de no
disjuncié (Hassold i Hunt 2001), donant lloc a disomies i nul-lisomies complementaries. La
presencia majoritaria de nul-lisomies versus disomies indica la participacié de fenomens de
pérdua anafasica (Nath et al 1995, Zijno et al 1996) en la generacié d'anomalies. Tot i aixi, no
es pot descartar que algunes siguin el resultat de la pérdua de cromosomes durant la realitzacié
de les extensions cromosomiques.

La relaci6 entre univaléncia i no disjuncié aquiasmatica es va fer palesa amb els resultats
obtinguts en el present treball. Els cromosomes sexuals varen ser els que es van observar amb
més frequéncia separats a MI, i també varen ser aquests mateixos cromosomes els

responsables de la majoria d’aneuploidies a MII.

També es van observar MII amb la pérdua d’una cromatide (3,4%; 4/116). En algunes espécies
s’ha descrit que la presencia d'un quiasma proper al centromer dona lloc a la separacié precog
de cromatides germanes a meiosi | (Rockmill et al 2006). Estudis en oocits de ratoli, descriuen
gue la bi-orientacié en el fus de cromosomes aquiasmatics podrien originar la separacié
prematura de les cromatides durant I'anafase | (Kouznetsova et al 2007). Ambdds mecanismes
podrien derivar amb la segregacié d’'un cromosoma i d’'una de les cromatides del cromosoma
homoleg cap al mateix pol i la cromatide restant cap a l'altre (Hassold i Hunt 2001). En el nostre
estudi, no es van trobar MIl amb guanys de cromatide, probablement pel baix nombre de
metafases Il observades. Aquesta anomalia ja s’havia observat en espermatocits amb
anterioritat (Uroz et al 2008), i de fet és la principal causa d'aneuploidies en oocits humans
(Pellestor et al 2002, Pellestor et al 2006).

En el 18,1% (21/116) de les metafases Il es van observar les cromatides separades. Els
cromosomes més grans varen presentar les cromatides separades amb més freqiiencia que la
resta. Tenint en compte que els cromosomes més grans presentaven reduccions significatives
del nombre de quiasmes a MI, es podria deduir que aquesta reduccié implica una recombinacio
aberrant a primera divisi6 meidtica que es manifesta en una reduccié del nombre de quiasmes.
S’ha descrit que la reduccié va acompanyada de canvis en la localitzacié dels quiasmes que
poden donar lloc a la formacié d'intercanvis propers al centromer (Lamb et al 1997).

L'eliminaci6é de les cohesines periquiasmatiques en la transici6 metafase | / anafase | implica la

perdua de cohesié entre cromatides germanes en cas de la preséncia de quiasmes propers al
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centromer. Aquest fet pot donar lloc a una perdua prematura de cohesié a la segona divisié

meiodtica (Rockmill et al 2006).

Per dltim, el 2,6% (3/116) de les MIl varen ser diploides. La bibliografia descriu metafases Il
d'aquestes caracteristiques (Skakkebaek et al 1973). L'observacié d'aquestes metafases,
juntament amb la preséncia d’espermatocits primaris tetraploides, evidencia que hi ha cél-lules
espermatogéniques, que tot i que presentin doble nombre de cromosomes, poden realitzar

processos de sinapsi, recombinacié i segregacio.

5.3. Espermatozoides

5.3.1. Caracteristiques de les anomalies: cromosomes implicats

La bibliografia descriu que els espermatozoides dels individus infértils presenten una major
incidencia d'anomalies cromosomiques que la poblacié general (revisat per Egozcue et al 2003).
Els resultats dels estudis de FISH en espermatozoides d'aquest treball també coincideixen amb
aquest fet. Aixi, el 14% dels individus infertils de cariotip somatic normal varen mostrar
increments significatius d’anomalies cromosomiques en els seus gametes. Els increments
observats podrien explicar-se per una baixa eficiencia dels punts de control; ja fos per errors en
la identificacié de les cél-lules amb anomalies, per un mal funcionament del procés d’eliminacio,
o fins i tot, perqué el nombre de cél-lules anormals fos massa gran per ser totalment eliminades
pels sistemes de control.

Tots els increments significatius d’anomalies cromosomiques varen ser moderats; compresos
entre el 0,54% i el 4,92% (mitjana: 1,41% =+ 1%). Aquests valors coincideixen amb els
increments descrits a la bibliografia (Rives et al 1999, Vegetti et al 2000, Calogero et al 2001,
Martin et al 2003a).

Els increments significatius d'anomalies cromosomiques afectaven preferentment el percentatge
de disomies pels cromosomes sexuals i el 21, aixi com el percentatge d'espermatozoides
diploides. Les disomies dels cromosomes 13 i 18 varen ser, en tots els casos, equivalents a les
de la poblacié control. Aquests resultats concorden amb els resultats dels estudis meiotics
obtinguts en aquest treball que mostren que aquests cromosomes s6n més susceptibles de
produir univalents i donar llocs a errors de segregaci6. De fet, és ben conegut que els
cromosomes sexuals i els del grup G presenten més aneuploidies en espermatozoides quan es

comparen amb altres cromosomes (Blanco et al 1996, Martin 2008).

La bibliografia recull nombrosos estudis de pacients infertils en els que es s'analitza la
frequiéncia d'aneuploidies de diferents cromosomes. Globalment s’han avaluat un total de 652
individus i s’han estudiat els cromosomes: 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 21,
22, X, Y (Moosani et al 1995, Finkelstein et al 1998, Aran et al 1999, Carrell et al 1999, Pang et
al 1999, Pfeffer et al 1999, Rives et al 1999, Martin et al 2000, Nishikawa et al 2000, Ushijima et
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al 2000, Vegetti et al 2000, Calogero et al 2001, Carrel et al 2001, Harkénen et al 2001, Levron
et al 2001, Ohashi et al 2001, Rubio et al 2001, Hristova et al 2002, Templado et al 2002,
Martin et al 2003a, Martin et al 2003b, Burrello et al 2004, Tempest et al 2004b, Nagvenkar et
al 2005, Pang et al 2005, Mehdi et al 2006, Collodel et al 2007, Faure et al 2007, Durakbasi-
Dursun et al 2008). Gairebé en tots els treballs es van avaluar les anomalies pels cromosomes
sexuals i un o més autosomes. Revisant els resultats individu per individu, només 2 pacients van
mostrar un increment en la taxa d’anomalies d’autosomes (exceptuant el cromosoma 21) i
abséncia d'aneuploidies dels cromosomes sexuals i/o diploidies. Contretament, disomies del

cromosoma 18 (Faure et al 2007) i disomies del cromosoma 15 (Carrell et al 2001).

La recopilacio dels resultats publicats (n=652) i dels obtinguts en el present treball (n=319)
permet afirmar que, exceptuant el cromosoma 21, rarament es dona un increment en la taxa

d’anomalies que afecti Unicament als autosomes (només 2 dels 971 individus analitzats).

D'altra banda, el 59% (29/49) dels individus amb increments significatius d'anomalies
cromosomiques en els seus espermatozoides presentaven diploidies (taula 4.15.). Un bloqueig
anafasic relacionat amb anomalies sinaptiques que conduirien a la preséncia de cromosomes
erratics a metafase | podria derivar en I'abséncia de citocinesi originant espermatozoides
diploides (Egozcue et al 2000a, Zaragoza et al 2000, Egozcue et al 2002). Tot i aixi, la preséncia
d’espermatocits poliploides observats en el present treball a MI i MIl indica que els
espermatozoides diploides també es poden originar com a consequéncia d'errors previs a la
meiosi que s’hagin pogut produir durant l'etapa proliferativa dels espermatogonis (Codina-
Pascual et al 2006b).

5.3.2. Relaci6é amb variables descriptives

A. Seminograma

Diferents estudis mostren relacié entre la infertilitat masculina, les caracteristiques dels
parametres seminals i els valors incrementats d’aneuploidies en els espermatozoides (Tempest i
Griffin 2004a, Burrello et al 2004, Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.), Gianaroli et al 2005,
Bernardini et al 2005, Faure et al 2007, Durakbasi-Dursun et al 2008). De totes formes, es fa
dificil valorar la contribucio individualitzada de cadascun dels tres parametres espermatics
(recompte, motilitat i morfologia) ja que, amb freqliéncia, les alteracions observades es
presenten combinades.

La relacid entre la condicié de “oligo” i les aneuploidies en els espermatozoides s’ha analitzat en
diversos treballs (revisat per Miharu 2005). La majoria d’estudis descriuen que un percentatge
significatiu dels individus infertils amb un baix recompte espermatic presenten frequéncies
elevades d’espermatozoides aneuploides i diploides respecte a la poblacié general (Mclnnes et
al 1998, Finkelstein et al 1998, Nishikawa et al 2000, Ohashi et al 2001, Nagvenkar et al 2005).
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A més a més, quan s’ha analitzat la relacié del recompte espermatic amb els increments totals
de les anomalies cromosomiques dels espermatozoides es va observar una correlacié inversa
entre aquests dos parametres, coincidint amb els resultats de la majoria de les series publicades
(Rives et al 1999 (50 pacients), Vegetti et al 2000 (15 pacients), Calogero et al 2001 (19
pacients), Martin et al 2003a (30 pacients)). Aquests resultats confirmen la relacié que es va
observar en els estudis meidtics realitzats en el present treball, entre anomalies en el nombre

de quiasmes i un baix recompte espermatic.

Aixi com la relacié entre baix recompte i risc incrementat d’aneuploidies en espermatozoides
estd ampliament acceptada, la relacié entre anomalies cromosomiques i motilitat és més
controvertida (Rives 2005, Collodel et al 2007). D’'una banda, alguns autors observen certa
correlacio entre ambdés parametres (Aran et al 1999, Vegetti et al 2000, Hristova et al 2002,
Collodel et al 2007), especialment pels cromosomes sexuals; pero altres estudis no mostren cap
relacioé (Calogero et al 2001, Rives et al 1999, Rubio et al 2001). En la nostra série d'individus,
tot i que alguns pacients astenozoospermics mostraven increments significatius d’ anomalies
cromosomiques, no es va observar correlacié entre aquests dos parametres; ni tant sols

analitzant els 67 individus exclusivament astenozoospermics (R = -0,1218; p=0,326).

Un altre parametre inclos en la caracteritzacié seminal és la valoracid de la morfologia dels
espermatozoides. Tots els treballs que analitzen individus amb teratozoospérmia polimorfica
mostren alguns individus amb increments, en les frequieéncies d'aneuploidies dels cromosomes
sexuals (Calogero et al 2001, Gole et al 2001, Harkdnen et al 2001, Templado et al 2002,
Machev et al 2005a, Sun et al 2006, Strassburger et al 2007). Els resultats obtinguts en la serie
de pacients estudiada no van mostrar correlacié per aguest parametre, ni tampoc al valorar els
17 individus exclusivament teratozoospérmics (R = 0,190016; p=0,469). A més a més, nomes

un individu va presentar increments significatius per les diploidies.

B. Cariotip
Els individus portadors d’anomalies cromosomiques s'associen freqiientment a problemes de

fertilitat ja que presenten un risc incrementat de produir espermatozoides desequilibrats pels
cromosomes implicats en la reorganitzacié o per d'altres cromosomes com a consequéncia d’'un
efecte intercromosomic. Tot i que diferents estudis avalen I'existéncia de ICE en portadors de
reorganitzacions cromosomiques (Blanco et al 2000, Anton et al 2004a, Douet-Guilbert et al
2005, Machev et al 2005b, Kirkpatrick et al 2008), d'altres no en troben cap evidéncia (Honda et
al 1999, Rives et al 2003b). La poblacié estudiada en aquest treball presentava 8 individus amb
cariotip somatic alterat (taula 3.3.) amb caracteristiques citogenétiques molt heterogenies. El
37,5% (3/8) dels individus varen mostrar anomalies cromosomiques en els seus

espermatozoides. Per tal de poder donar més rellevancia a aquest resultat, es van tenir en
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compte altres estudis publicats del nostre grup on s'analitzava aquesta relacid en individus
infertils portadors de reorganitzacions cromosomiques (translocacions Robertsonianes (Anton et
al 2004a); translocacions reciproques (Anton et al 2004b, Anton et al 2008b) i inversions (Anton
et al 2002, Anton et al 2006). L'agrupaci6 de totes les dades, va evidenciar la presencia d’efecte
intercromosomic en el 33% (4/12) dels portadors de translocacions Robertsonianes, en gairebé
el 44% (7/16) dels individus portadors de translocacions reciproques i en al 20% (1/5) dels
individus portadors d’inversions. Aquests percentatges son clarament superiors al 14% d’homes
infertils de cariotip somatic normal que mostraven un resultat de FISH anormal; fet que
suggereix la participaci6 de l'efecte intercromosomic com una font addicional d’anomalies

cromosomiques numeriques en els espermatozoides d'individus portadors de reorganitzacions.

Pel que fa als individus amb cariotip polimorfic analitzats en el present treball, un dels pacients
portadors de la inversid pericéntrica del cromosoma 9 (1/9; 11%) va mostrar percentatges
superiors d’anomalies cromosomiques, concretament de diploidies. Aquest resultat coincidia
amb el descrit en estudis previs (Collodel et al 2006). Pel que fa als individus amb polimorfismes
d’heterocromatina, en dos dels tres pacients es van observar taxes superiors d’anomalies
cromosomiques en els seus espermatozoides. Coincidint amb aquest resultat, la bibliografia
descriu increments d’anomalies cromosomiques en els espermatozoides d'aquests individus
(Yakin et al 2005). Tot i que caldria incrementar el nombre de pacients analitzats per poder
avaluar el paper dels diferents polimorfismes en relacid a la infertilitat masculina, els resultats
apunten una major incidéncia d’anomalies cromosomiques en aquests individus (25%, 3/12)
que en els de cariotip somatic normal (11%). Considerant els resultats de I'estudi meiotic en
pacients amb cariotip polimorfic, que mostraven una reduccié significativa del nombre de
quiasmes, i els resultats de FISH en espermatozoides, que suggereixen una major incidencia
d’'aneuploidies i diploidies en aquests individus, els nostres resultats recolzen I'existéncia de ICE

en aquests individus.

C. Cariotip meiotic

Tal com hem descrit en la primera part de la discussié i com descriuen altres estudis, els errors
en els processos d'aparellament i recombinacié es relacionen amb problemes de fertilitat; ja
sigui per la produccié d’espermatozoides amb anomalies cromosomiques o per bloqueigs més o
menys drastics en el procés meiotic (Egozcue et al 2005, Martin 2006, 2008).

El 26% (18/68. taula 4.17.) dels individus que presentaven un resultat meiotic anormal (dades
recopilades de [I'historial clinic dels pacients) varen presentar un estudi de FISH en
espermatozoides amb resultat també anormal. Aquesta incidéncia va ser clarament superior a la
observada en els pacients amb resultat meiotic normal (8%0).

Aquests resultats reflecteixen una notable reduccié de les cél-lules anormals al llarg del procés

espermatogenic en el 74% dels pacients, i s6n coincidents amb els resultats obtinguts en els
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estudis meiotics realitzats en el present treball, on les anomalies dels cromosomes sexuals es
van reduir notablement entre Ml i MII.

En qualsevol cas, el percentatge de pacients amb anomalies meidtiques que eren portadors
d’'anomalies cromosomiques en els seus espermatozoides (26%) va ser superior al 14% que
presentaven els individus infértils amb cariotip normal, suggerint, igual que en el cas del cariotip

somatic, la seva implicacié en la produccié d’espermatozoides aneuploides.

D. Edat

Es ben coneguda que I'edat materna avancada és un factor de risc pel naixement de nens amb
aneuploidies. Els resultats pel que fa al risc associat a I'edat paterna son controvertits (Bosch et
al 2001, Buwe et al 2005, Rubes et al 2005, Wyrobek et al 2006, Plastira et al 2007).

La série d'individus analitzada en aquest treball, no van mostrar correlacié per cap de les
anomalies cromosomiques analitzades. A més a més, no es van observar diferéncies entre les
edats dels pacients que presentaven increments significatius (37+5; 29-52 anys) i les edats dels
grups restants (35+5; 21-52 anys). No hi ha gaires estudis que analitzin aquesta relacié en
individus infértils. Mentre que alguns treballs no observen correlacié (Guttenbach et al 1997,
Bernardini et al 1998), en d'altres es descriuen efectes de I'edat, exclusivament pel que fa a la
incidéncia de disomies dels cromosomes sexuals (Asada et al 2000, Plastira et al 2007). A més a
més, cal destacar que Plastira et al (2007) observen una major incidéncia d’aneuploidies pels

cromosomes sexuals en homes més joves.

5.4. Directrius per a I’estudi clinic

Els estudis citogenétics s'inclouen en els protocols d'analisi de la infertilitat masculina en I'ambit
clinic (Foresta et al 2002). Tot i aixi, les recomanacions per indicar un determinat tipus d’estudi
son variables entre centres i no hi ha consens pel que fa a I'espai que han d'ocupar en el
context de I'analisi del pacient infertil.

L'Gnica prova que s’ha consolidat per a l'estudi de l'individu infertil és I'analisi del cariotip
somatic. Aquest estudi estd ampliament incorporat en I'ambit clinic i ha demostrat la seva utilitat
diagnostica per identificar causes cromosomiques d'infertilitat. D’altra banda, els estudis
citogenétics de la meiosi en teixit testicular i els de FISH en espermatozoides, tot i el llarg cami
recorregut pels primers i I'amplia difusié assolida pels segons durant els Gltims anys, encara sén
motiu de controvérsia; tant pel que fa a la seva incorporacio en el diagnostic de la infertilitat
masculina com a I'hora d'interpretar els resultats i determinar la utilitat de la informacié que

aporten en la presa de decisions i el consell genétic reproductiu.

A partir dels resultats dels estudis meiotics i de FISH en espermatozoides presentats en aquest

treball i dels recollits en la bibliografia, s’han revisat les indicacions sota les quals s’han de
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realitzar aquests tipus d’estudis, s’ha avaluat la informacié obtinguda a partir dels protocols

d'analisi emprats actualment i s’han establert pautes per tal d'interpretar els resultats obtinguts.

5.4.1. Estudi meiotic en bidpsia testicular

A. Indicacié

La realitzacié d’'un estudi meiotic estara indicat en els segiients casos:

= |Individus amb un cariotip somatic normal i baix recompte espermatic. Per altres anomalies del
seminograma la seva aplicacié dependra de la historia reproductiva de la parella.

= |ndividus amb alteracions del cariotip.

B. Protocol d’estudi

Tot i que la incorporacié de técniques de M-FISH en aquest tipus d'estudis ha representat una
millora en la caracteritzacié de les anomalies meiotiques, el binomi “informacié obtinguda - cost
economic” no és favorable a la incorporaci6 rutinaria de la tecnica de M-FISH en I'ambit clinic.

Es proposa la utilitzacié de protocols citogenétics classics per establir la mitjana individual de
quiasmes a partir de I'analisi del major nombre possible de metafases | i la comparacio d'aquest
valor amb la frequéncia basal (en el nostre estudi 53,1 quiasmes (Cluster A); taula 5.3.).

Diferencies significatives entre aquests dos valors es diagnosticaran com “meiosi alterada”.

C. Interpretaci6 dels resultats

L'analisi dels cromosomes meidtics proporciona informacié valuosa sobre el procés meiotic de
lindividu infértil. Un resultat de “meiosi alterada” indica anomalies en els processos
d’'aparellament, sinapsi i/o recombinacio dels cromosomes.

En la nostra séerie d'individus (taula 4.17.) només 1 de cada 4 pacients amb diagnostic de meiosi
alterada, es van diagnosticar amb un resultat de FISH en espermatozoides alterat, és a dir, en
la majoria dels casos no es tradueix amb un increment del risc de transmissié d’anomalies

cromosomiques a la descendéncia.

Tanmateix, tenint en compte les caracteristiques del material analitzat i dels protocols d’estudi

emprats, considerem necessari realitzar les segtients consideracions:

1. Es imprescindible establir una poblacié control que permeti determinar si els resultats
obtinguts s’haurien de considerar normals o anormals. Constituir aquesta poblacié control no
és una tasca facil; tant a I'hora de definir els individus que I'haurien de formar, com a I'hora

d’'obtenir les mostres de teixit testicular d’individus sense problemes reproductius.

2. Alguns individus infértils poden presentar bloqueigs en el procés espermatogénic, que tot i

gue no presenten dificultat a I'nora de diagnosticar-los, impliguen una minva en el nombre de
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cel-lules que podran progressar i completar la meiosi. Per aix0, la quantitat de cél-lules
avaluades pot ser molt diferent entre individus, depenent del grau d'afectacié i de com
d'eficacos siguin els mecanismes de control. A més a més, les caracteristiques del material
cromosomic d'aquestes cel-lules sovint no sén prou adequades per ser avaluades, ja que en

alguns casos s'inicien processos apoptotics que el malmeten.

3. Les variacions en el nombre de quiasmes a Ml i les diferents anomalies cromosomiques
observades mostren que la meiosi és un procés que presenta molta variabilitat, tant entre les
cél-lules d'un mateix individu (variabiltiat intraindividual) com entre individus (variabilitat
interindividual); fet que complica encara més el tractament de les dades i la interpretacio dels

resultats.

5.4.1. Estudi de FISH en espermatozoides

A. Indicacio

Un estudi de FISH en espermatozoides estara indicat en els seglients casos:

= Individus amb un cariotip somatic normal i baix recompte espermatic. Per altres anomalies del
seminograma la seva aplicacié dependra de la historia reproductiva de la parella.

= |ndividus amb alteracions del cariotip.

= |ndividus amb un resultat de “meiosi alterada”.

B. Protocol d’estudi

L’estudi dels cromosomes 21, X i Y és suficient per identificar la majoria dels pacients de risc, és
a dir, individus amb un risc incrementat de produir espermatozoides portadors d’anomalies

cromosomiques.

C. Interpretaci6 dels resultats

Un resultat de FISH alterat es pot analitzar des de dues perspectives diferents:

= Analisi quantitativa: els increments significatius es podrien interpretar numéricament indicant
el grau de risc del pacient. El primer punt feble d’aquesta interpretacido deriva de les
caracteristiques propies de la técnica. En primer lloc per la dificultat d'analitzar tots els
cromosomes del cariotip (normalment s'analitzen els cromosomes X, Y, 13, 18 i 21) i en segon
lloc pel fet de que no es valoren totes les anomalies cromosomiques (per exemple, no es
consideren les nul-lisomies). A més a més, els criteris de valoracio utilitzats sébn molt estrictes,
es tendeix a fer una estimacié a la baixa dels increments reals; per tant, sembla evident que
seria un error donar-los una interpretacié estrictament numerica.

= Analisi qualitativa: els increments significatius s’haurien d’interpretar com I'evidéncia de que
existeixen anomalies en l'aparellament, la sinapsi, la recombinacié /o la segregacio dels

cromosomes meiotics que indicaria que la qualitat dels procés espermatogenic no és
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suficientment bona. Aquesta interpretacié avala la proposta de que Unicament amb I'estudi de
tres cromosomes (21, X i Y), i analitzant un tipus concret d’anomalies, seria suficient per
identificar errors en el procés meiotic, i per tant, identificar la gran majoria dels pacients de
risc. De fet, son diverses les dades que reforcen la interpretacié qualitativa en contraposicié a
la quantitativa. Per exemple, seria dificil explicar mitjancant un analisis estrictament
guantitatiu, les repercussions cliniques de les anomalies cromosomiques en espermatozoides
sobre els cicles de FIV/ICSI. Les aneuploidies en aquests gametes s’han relacionat amb errors
d’'implantacié (Burrello et al 2003, Nicopoullos et al 2008), amb avortaments recurrents (Pang
et al 1999, Rubio et al 2001) i també amb cromosomopaties en nens nascuts (Bonduelle et al

2002, Devroey i Van Steirteghem 2004).

Per tot aix0, els estudis de FISH en espermatozoides s6n una eina d'estudi citogenétic del
pacient infertil. Davant d’'un resultat alterat, els individus s’hauran de considerar “de risc” i
s’haura d'informar la parella sobre les tecniques de diagnostic genétic preimplantacional i

prenatal disponibles (Sarrate et al 2010 (annex 7.1.4.)).



6. Conclusions






Conclusions

la
L'aplicaci6 sequencial de les técniques de tincié uniforme i d'hibridacié /n situ fluorescent
multiplex (M-FISH) permet identificar els cromosomes metafasics d'espermatocits humans i

caracteritzar les anomalies cromosomiques que presenten.

2a

El 48% dels individus infertils presenten un percentatge d’anomalies meiotiques a I'estadi de
metafase | compatible amb el diagnostic de “meiosi alterada”. La reducci6 del nombre de
guiasmes, la presencia d'univalents i I'observacié de metafases tetraploides s6n les anomalies
més frequents. El nombre i el tipus d’'anomalies so6n diferents entre les cél-lules d’'un mateix
individu suggerint la coexistencia de linies cel-lulars de comportament meiotic normal i linies

cel-lulars amb anomalies.

3a
La preséncia de cromatides separades, la pérdua de cromatide i lI'observacié de metafases

aneuploides i diploides, sén les anomalies més freqlients a metafase Il en individus infértils.

4a
El 15% dels individus infertils presenten increments significatius d’anomalies cromosomiques en
els espermatozoides. L'increment en el nombre d'espermatozoides disomics pels cromosomes

sexuals i/0 en el nombre d'espermatozoides diploides son les anomalies més freqilients.

Sa

La reduccié del nombre de quiasmes a metafase | i la separacié de les cromatides germanes a
metafase Il afecta majoritariament els bivalents/cromosomes autosomics de mida mitjana i gran.
Ambdues observacions es podrien relacionar amb una recombinacié aberrant a primera divisié
meiotica, entesa com una reduccié significativa del numero de quiasmes i/o la preséncia de

guiasmes pericentromerics.

6a
El cromosomes sexuals i els cromosomes del grup F i G, principalment el cromosoma 21, son els
gue s’observen amb més frequéncia en forma d'univalent, els més implicats en aneuploidies a

metafase Il i en anomalies cromosomiques en espermatozoides.
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fa

La presencia de percentatges significatius d'espermatocits primaris tetraploides i espermatocits
secundaris diploides posa de manifest la competéncia meiotica de les linies tetraploides.
L'increment significatiu d’espermatozoides diploides observat en pacients infértils suggereix la

implicacié d'anomalies cromosomiques mitotiques en la formacié de gametes diploides.

8a
La posici6 dels bivalents a la placa metafasica no és aleatoria: els bivalents formats per
cromosomes dels grups D i G, i els bivalents 15 i 22 de forma particular, s’observen

preferentment propers al bivalent sexual a metafase 1.

9a
Les anomalies cromosOmiques en espermatocits primaris i espermatozoides s'associen de forma
significativa amb individus oligozoospérmics i/o pacients amb alteracions del cariotip somatic, ja

sigui amb variants polimorfiques o anomalies cromosomiques estructurals.

10a
L'increment significatiu d’anomalies cromosomiques en cel-lules germinals en individus amb
alteracions del cariotip recolza I'existéncia d'efectes intercromosomics entre els cromosomes

implicats i altres cromosomes del complement.

lla
La freqliencia d’anomalies cromosomiques numeériques analitzada en els espermatozoides dels

individus infértils no mostra correlacié amb I'edat.

12a

L'estudi meidtic en biopsia testicular esta indicat en individus amb baix recompte espermatic i/o
alteracions del cariotip.

Tenint en compte la informacié obtinguda i el cost del procediment, no es recomana la
incorporacié rutinaria de la técnica de M-FISH en I'ambit clinic. Es proposa la utilitzacio de
protocols citogeneétics classics adregats a analitzar la mitjana individual de quiasmes. Diferéncies
significatives entre aquest valor i la freqiiéncia basal s'interpretaran com “meiosi alterada”.

Un resultat de “meiosi alterada”, tot i indicar anomalies en els processos d’aparellament, sinapsi
i/o recombinacié dels cromosomes, en la majoria de casos no es tradueix amb un increment

d’anomalies cromosOmiques en espermatozoides.
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13a

L’estudi de FISH en espermatozoides esta indicat en individus amb un cariotip somatic normal i
baix recompte espermatic, en individus amb un cariotip somatic alterat i en individus amb un
cariotip meiodtic anormal.

L'estudi dels cromosomes 21, X i Y permet identificar la majoria dels pacients amb probabilitat
de produir espermatozoides amb anomalies cromosomiques.

Un resultat de FISH en espermatozoides alterat, independentment del valor numeéric,
s'interpretara com [l'evidéncia d’anomalies en el procés de I'espermatogénesi i per tant,

proporciona informacié qualitativa del procés.
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7.1. Articles d’investigacid

7.1.1. Article 1

Identification of meiotic anomalies with multiplex
fluorescence in situ hybridization: preliminary results

Fertil Steril, 82(3): 712-717 (2004)

Z Sarrate, J Blanco, S Egozcue, F Vidal, J Egozcue
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Identification of meiotic anomalies with
multiplex fluorescence in situ

e BT e

Mueiotic studies are seldom included in the
protocol of explortion of serile or infertile
men, because testicular biopsics requine minor
surgery and because moal labormories lack the
cxperiise 0 analyse meiotic  preparations.
However, meiotic studies (1, 2) provide useful
information on synaptic ermors and on their
influence in ihe production of umivalents or of
bivalents with a reduced chiasma count (1,
3-fa), on the mewdie behavior of balanced
chromosemal reorganizations (7-9), and on the
presence of “de pove™ meistic struciural anoim-
alies { 10}, all of which con produce genetically
unbalanced spermstaoesa (11

Drata obtained from meiotic siudics anc help-
ful not only to establish o prognosis regarding
the reproductive possibilities of the couple, bt

v e IR

also 10 deeide on the most convenient assistec
reproductive technique 1o wse and 10 provide
the couple with more accurate genetic counsel-
ing, which might include prenmal diagnosis
preimplonintional genetic diagnosis, or cver
spemm donation.

The most imporant Hmitations of the tech-
nmigue with standard protocols {12) are these
[1] because the bivalents affected by synaptic
anomalics o metaphase | and the bivaleni=
possibly affected by an interchromosomal ef-
fect m carmners of structural reorganizations
cannot be identificd, o sperm fluorescence ir
situ hybndization (FISH) study of ancuploadic=
is impossible because there s no indication a=
tov the probes to use, [2] the products of the

sepregation of sructural reorganizations car
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only be infermed from the configurations observed, although
ihese conclusions can later be confirmed by FISH, and [3]
taking into sccount that metaphase |1 figures are usually
searge and dilficult 1o analyze (13), usually it is nol possible
o identily segregation errors during metaphase | or 1o pre-
diet segreation errors i metaphase 1 (even 1§ they are not
frequem).

For these reasons, il was decided 1o carry ol o study of
meiosis with o sequentinl protocol, combining the analysis of
classic preparations. with subsequent multiplex FISH (M-
FISH)Y (14) in the same meiotic figures,

MATERIALS AND METHODS

Testicular biopsies were obimined under local anesihesia
from three fertile controls undergoing a vascclomy and four
sterile patients with severe oligoasthenoteraloroospermia. A
semen sample from a camer of a balanced Roberisonan
trnnstocation {(Rob) 6 13;14) was obtined by masturbation
after 3 days of abstinence from all sexual activity, Testicular
biopsies were processed pecording to the method of Evans et
al, (12), and the semen sample following the technigue
dezcribed by Vidal e al. (15) The study was approved by
our institutional ethics commitiee, and all individuals signed
an informed consent form,

Before the application of M-FISH, all somples were
stained with Leishman (2024) for 810 minutes, The prep=
arations were evaluated with an Olvmpus BX80 microscope
(Chlympus, Tokyo, Jopan) equipped with o eaptune-and-im-
age-anabvsis system (CytoVision 2.7 Applied Imaging. San
Jose, CA). Pachytene, metaphase 1, and metaphase 11 figures
were eaplured, and coondinales were noled 1o facilitate the
lecation and analysis afier the M-FISH protocol.

Before application of the M-FISH protocol, preparations
were destained in an ethanol series (T0%, 80%, 90%) for |
minute gach, incubated for 30 minutes ot 37°C inan RNase
A salution (0001 % ENase A, Dnase-lree in 22 saline sodiam
citrate) and for 3 minuies in o pepsin solution (0.003%
pepsin in 0.1 B HCD at 3770, Shides were fixed with form-
aldehyde (5% buffered formalin with 1% phosphate-bufl-
cred saline; 005 mol/L MgCl,y - 68H200) for 2 minutes a1 room
temperature. Afterwards, the manufacturer's M-FISH proto-
col was applicd (Spectra Vysion Assay, Vyais, Downcrs
Grove, 1LY

Analyses were performed with an Olympus BX60 epiflu-
oféscence microscope equipped with specific filter sets for
Agqua (Specirum Agqua; excilalion peak: 433 mm, cmission
peak: 480 nm), Cy 5 (Spectrum FRed; excitotion peak: 655
nm, emission peak: 673 nm ), Quorescein isothiocyvanate con-
Jugate (Spectrum Green; excitation peak: 497 nm, emission
peak: 324 nm), Gold (Spectrum Gold; excitation peak: 530
nm, emission peak:; 355 nm), TexasBed (Spectrum Red;
exgitmion peak: 592 nm, emission peak: 612 nm), and 6-dia-
mine-2-plenylindole (excitation peak: 367 nm, emission

FERTILITY & STERILITY®

peak: 452 nm}. Caplure and image analyses were carmied oud
with a CytoWiston system (CywoVision 2.7 Applicd Tmag-
img}.

RESULTS
The resulls obtaimed i this prelimnary study show thod
MW-FISH alloaws for the idemtification of individua) bivalents
in metaphase [ {(Fig. 1) and in pachytene (Fig. 2A) and of the
chromaosomes in metaphase 11 (Fig, 2R},

The three controls and one of the patienis with severe
aligeasthenmeratozoospermia had normal metaphase 1 and
metaphase [ figures.

One ol the sterile patients showed a precocious separation
of the XY bivalemt in 33.3% of the metaphase | figures
analyeed.

The other two patients with oligoasthenoteratoroospermim
had multiple anomalies, One of them showed a precocious
separation of the XY bivalent, a partial desynapsis of
bavalents numbers 15 and 18, and o univalency of bivalen
number 149, These anomalics, as is usual, were not present i
all metaphase | fipures; instead, several combinations of
them were found (e.g., XY separation plus bivalent 19 uni-
valency, XY separation plus desynapsis of bivalem 18) (Fig.
2C).

In the other patient with oligeasthensleralozoospermin.
the anomalics observed included the precocious separation
of the XY bavalent, breaks in bivalent 9 {(a frequent obser=
vation in clissic studies but nod adentified o5 o break untill
M-FISH was used), desynapsis of bivalents 5, 13, 16, 17, and
1%, o reorganization involving the sex chromosomes in ome
mctaphase 1 figure, and an XY disomy in a metaphase 11,
Some of these anomalies are shown in Figures 3A and 3B

In meiotic preparations from the semen sample of the
carmier of the balanced Bob o 13;14), the tivalent was casily
wentified (Fig. 3CL Unforiunately. no metaphase 1 fgures
wiere foarnd in this sample,

DISCUSSION

Multiplex FISH 15 a technique that can be sequentially
used after amalysis of melotic preparations with the classic
protocol of Evans et al. (120 The use of M-FISH allows for
the identification of each individual bivalent in pachytene
amd metaphase | and of each individual chromosome in
mictaphase (1,

Pachytencs are casily found in metatic preparations. Syn-
aptic anomalies can be detected if present. Thus, this stage
can provide uselul mformation on the bivalents affecied by
pairing problems.

The number of cells in metaphase | that can be analyzed
in medetic preparations, especially in mfertile men, is always
loww {13} For this reason, even if ) present meiotic (synap=
fie) anomalies seem (o alfect different bavalents ai randone

il K
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Metaphase | from a testicular biopsy. (A) Leishman staining, (B) Multiplex FISH image. (C) Spectrum Gold image. (D) Spectrunm
Aqua image, (E) Spectrum FRed image. (F) Spectrum Red image. [(G) Spectrem Green imadge, (H) G-diamino-2-phanylindole

image. (I} Multiplex FISH karyolype plus uniformiy stained combened image allowing for bivalent identification together with ar
accurate chiasmata count,

]

. 1 | ) :
H*H «AoH -8 A o
i 7 q i i [} |
*@ o '8 0 B
i3 14 - 17 It

A B 0 8 SH
(1] Eil 1l LI i

Srnate. Mvdale mraal

{with the excepiion of the XY hivalent), mose siudics wall be
needed 1o determine whether the anomalics are mdead mndom
{in which case the M=FISH amalyses would not be helpful 10

choose the most adequate probes for a sperm FISH study) on
whether all or soimie of them ane more fregueent tan others (i
which case at least some probes should always be wsed)

Ti4  Sarrate ¢ al Meiotke studies with multiplex FISH

Vol B2, Mo, 3, September 2002
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(A) PFachytena spread. (B) Normal, X-Dearing metaphase 1. (CG) Metlaphasa | E\.I'IEI'I.'n.'Il'Ig precocious separation of the XY bivalen®
{C.2, arrowes, lowner lalt and upper right) and desynapsis of bivalent 18, which would be expected 10 show two chiasmata insteac
of a singla one. as sean in .1 (G.2, arrow, upper left). A4, B.1, €.1: Leishman slaining. A2, B.2. G.2: M-FISH images. A3, B3
C.3: M-FISH karyolypes

Al

o

.,-T.‘-\.'\.

r.;--‘-* [
- ..-'\\.,'l

p— ",

From classic datn, as well as from our M-FISH results, i chromosome Y 15 especially prone to breaks and penceninc

i5 possible o establish thm bivalent @ s offten affected, inversions ( 16 On the other hand, a reduction i the numben
especially by breaks, producing an asymmetric image like  of chinsmata resulls in symmetric images like the one seer
the one shown in Figure 3A, In fact, it is well known tha for bivalent 5 in the same figure (Fig. 3A), Bivalent 18 was
FERTILITY & STERILITY TIE
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{A) Metaphase | showing a reorganization invalving the sex chromosomes; the ¥ chromosome includes materdal from the X (A2
arrows, lowear bl and rght; A3, arrow), desynaps:s of bivalent 5, which should show at beast two chiasmata instesd of a single
one (A2, amow, upper right), and a break in bivalant 9 (A2, armow, upper left). (B) Metaphase Il showing an XY disomy (B.2
amows) with a prococious saparation of the chromatids of the Y chromosoma (B.2, arrows, uppar et and lowar right). (C
Metaphase | frorm a semen sample from the Robertsanian translocation t13;14) camier shawing the translocation trivalent (.2
arrove, lawer right) and the precocious separation of the X (G2, amrow, upper bell) and Y 6.2, arrow, upper right) chromasomes
A1, BA, G.1: Leishman siaiming. A2, B2, C.2: M-FISH images. A3, B3, C.3: M-FI5H karyotypes.

LA :..*_ bl mnalien with ovsiinler FISH Feenf Sieed! o0
affected in both |1;uir_-r|1n.. And univalency, as seen for biva- sterile patwents, Thus, perhaps a combination adding a few
lent 19 in one of our patients, is also frequently observed in more probes o the 13 18, 21, X, and Y et now used fon

T Sarcate ¢f al. Mewsg studies with multpiex FISH Vil B2, Mo, 3, September 2002
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AUPHEATIGNS OF ENCIGNCISS FESIIING IT e CRIASME 15 1 A
miight have more jor less) severe consequences than if the
chiasma is in B, To give another example, in a (ranslocation
producing a trivalent plus one univalent, the consequences
mizht be guite dilferent depending on whweiher the univalem
is chromosome A of B or on whether the univalent is a
translocied chromesome or its nontranslocaied homologue,

The presemce of “de nove™ meiotic tmnslocations is no
frequent but has been deseribed (10} Usually, they are
detected by the presence of 3 meisdic configuration corre-
sponding to o reorgantzation, However, ervplic réorganiza-
fions, such as the one shown in Figure 2A, would go unno-
tiged in clissie preparations.

Finally, metaphase 1 figures in classic preparations are
usually quite difficult 1o analvze because the chromatids are
wide open and often separated and mixed. As a resull, even
counting chromosomes might become impossible (13), as
segn in the metaphise 1 spreads of Fipures 2B or 38,
However, the use of M-FISH allows for the idenification of
cach individual chromaosome or chromalad and also the char-
actenization of anomalies, such as the XY disomy shown in
Figure 3B, This charactenzation would huve been impossi-
ble withoat the use of M-FISH, éspecially because the chro-
matids of the Y chromoesome are =0 far apart.

The limistions of the technigue, with respect 1o the
classic meiolic procedure, are mainly related 0 the Fact that
the bivalents affected in patients with synaptic anomalics
might be random. 1This were the case, then M-FISH would
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7.1.2. Article 2

FISH studies of chromosome abnormalities in germ cells
and its relevance in reproductive counseling

Asian J Androl, 7(3): 227-236 (2005)

Sarrate Z, Blanco J, Anton E, Egozcue S, Egozcue J, Vidal F
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7.1.3. Treball 3:

Fluorescence in situ hybridization (FISH) Protocol in

Human Sperm

J Vis Exp. Sep 1;(31). pii: 1405. doi: 10.3791/1405 (2009)

Z Sarrate, E Anton
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Wideo Artscla
Fluorescence in situ hybndization (FISH) Protocol in Human Sperm

Laida Sarrabe, Esler Anton
LUinitai de Biologin Cel lular (Faculind de Bociencies),

Correspondence 1o, Ester Anton o ester anloni@uab cs

UIRL: nitpi'wsaw josvs comdindaxDetails sipFiD= 14005
DO 10, 37 E10 1400
Cilaion ol 1, Aelon B [2008) Fh 1 b Pybiradazationn (F 5H] Proloood o Muman Speem JoVE 31 BHp i pot oomwindhe Dhebads. slp?10Dm TA06, doi 80 276 101406

Abstract

Anaplcidias are the masl freguenl chromesamal abnarmalities in hamane, Mes! of Ihese abnormalfes resull from mesiobe srmars dafing the
gametagenic process in the parends. n human males, these crors con lead fo the production of spermaiozoa wish numesical chromosoma:
abnormakiies whech represent an ncressed mk of ransmeiing these anomaslies (o the olfspring.

For this reason, te lechniqua of Misorescancs in siy hybeidization (FISH) on sperm nucle has become & pratocol vitely incorpesaied in ihe conbast
of clinical diagnoss. This practice provedes an estimale of the requences of rumerncal chromesoma abnormalities n the gameles of e patents
that seck for genetic reproductive advics,

To dafe. e chromosomes mos lrequently mchuded in spem FISH mnalyss ane chromosomses X, ¥ 13, 18 and 21.

This widec-anicle describes, slep by siep, how 1o process and fix & human semen sample, how o decondenss and denaiune the sperm chomatin,
herey 10 proceed ke obtain dperm FISH praparaliond, and how to viswaliza the reawts ol the microacopd. Soecal remarks of the most redevant steps
are given fo achieve the best resulls

Protocol
1. Sample processing and cell fixation

Lesve the semen sample in sterile containers at mom temparatune for 20 mnutes until Bguetoction

Transter the sample [0 o centrifuge fube and spm il al 1000g for § minubes

Cantly remove and discard the supamatant using & Pasteur pipatte.

fdd hypedoric solution (KC1, 0OTSM) pre-haated sl 37°C. drop by drop, whila miking on & verlex o cbiain & final velura of 10 ml.

Plage the tube In & wales bath at 37'C for 30 minutes,

Centrifuge af 10004 for 5 mnubes. Carefully discand ihe supermatent by decantation, withoul disturbeng the peliet

Adiesr mesuspanding the pelel, add Beshly prepamd Camey's laative (3 1 methanal acatic ackl] dop by drop whils mizing o0 a vorax ko

aibtain a final valume of B ml

Fepeal goinls B and T as many Bnes as nesessary 1o ablain a whils pallal

add Treshly propancd methanoleootic acid (3 1) drop by drop 10 adjust 1ha inal volume 30 the collutar concenirabon moqusred Sor oblaining

good coll spreading (in ihose coses wilh o small pefdet, fow drops will be enough whorens samples with @ high amoeunt of sperm recovened

thia Tina) vluimes can rasch 1-2 i), A feal shds an be made by drapping the ressspended sampls oalo Bn ungresssd side and sxamining it

under a phase conbrasi microscope. This will lat s check e callular dispersion obtained and would allow comeciing i, if it s recessary. in

furifear slides

10, To make the axtengions, drop from a minimum height of 40 om fwo of three drops of call suspension imo the center of unfrosted slides
{prenveausly stoced im mathanel al -20°C bo degrease them). To enabie the lecation of the sample theougheul the prolessl, mark the sea
COMERINNG BN s @ NS o on tha opEnsile side of the sl Lsing & dinmon pencil

11 Slore the slides a1 -20°C for al least 34 hours.

Mole: The sddian of melfunol scelic acd (3'1) drap by drop wiie g (5 8 vy rmpardeal sep fo svoid e formmalion of spem

AORoRANeS

= e

wm

Il. Decondensation

The slidgas stanad 1 -20°C must ba dalroatad 1o conlinue with Bhe protocal (save tham o roam (emparaiure)

Place il alide in b consacuivg coplin jars with 2x sales-scdivm citrale solution (2x55C) ke 3 renutes each.

Transier the side through a series of ethanol washes far @ minutes in each coplin far Stan with T0% ethanal, follow by 80% and finksh with
100%. Dry out the slide leaving i al ream lemperature.

Incudadn e ghde in difhictheadal aokticn (1 4-githisthngiiol SmM, 1% Teilon 20100, 2-Amno-2-{rpdreaymathyi]-1,3-propanedial 20mb) al
AMC in the mcubator to decondense the chromatin: This product acls by breaking the disulfide bridges of the profamines thal ool the BRA in
the spermalosoa nucleus. This is a very mportant slep becauss the DHA n the spam nucleus is highly compacted. The incubation lime of
the shdes in dithicthreital solutien (DTT] musl Be adjusied asoording 1o the sample’s reactivily 1o thes product. Lisually, this Bme s arsurd 8
minules, athcugh it can vary from 2 16 15 minubea,

& immediately, imnsier the slide 1o wo consecutive coplin ars with 20550 for 3 minuies in each coplin

6 Comfirue by placing the shide iheough a seres of emhanol washes lor 2 minubes in each coplin jar (70%, B0% and 100% ethanol), Let e slide
By iy ol Al room eanparatue

Hale: Excassive cupaswe fo OTT would msulf in disperse FISH signads at ive ond of ihe procedwe, whenmes o loa short axpasire wokd
FEELT i) & MCH OF SOt SRS

= Eps

Copyrght © 2009 Journal of Viausheed Exparmants Paga 16cl 2
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'D\fe Jourmal of Visualped Experiments W o COIT
]
lll. Hybridization

1. Danaturs the aparm DA By incubating the slids in 8 eaplin jar wilh fesmamida sokition (70% Formamida/2ySSC) at T3°C for 5 minutes.

2. Transar the shde through ethanal sciutiens Tor 1 minube o copln jar (skanl with 70% ethanol, B5% and finish with 100% L. Leave he sbde ta
diry oud @ room iemperature.

3. Add directy 5 | of the corespanding ready-to-use probe midure 1o a 15015 cover sip (Aneu\ysion Assay MuRi-colr Probe Panel: CEP
THOUY ar LS 1221}

4. As it is shown in the video, carefully placs tha slide onfo the: cover slip io put togedher the trget region and the probs mixtees, Seal 2 with
fubiber cament

5 Place the slids ints & pra-wasmed 37°C nybricizsticn chambar (HYBrila ™) and incubats it &l 3770 tor B-24 hours,
Node! Whereas the dendlurabion of he spem Sample /s mandatary, e nocessdy o denalumng the probes is defermningd by the
ramviiacturer The probe mivlives sed &0 fos proloool ee ey 80 ase and, & fhis cese, prode devmturaion o ool reguanmd
Thaa walime of He prnbe miciee wil vary Sceombing fo e sioe of the hytidized area.

IV. Washes post-hybridization

Take out the slide from the hybridizasion chamber,

R e iubber cement and cadelully pull oul the cover slip shdng gently to Bhe side.

T alirenada the unapactlic ybrhizaton sgnals place tha alide Tor 2 minaies ina caplin @arwih 0 455080 3SNP-40 pra-sanrmeadd al 7200 in
& water balh,

Tranader the skde to 8 2550/, 1% NP-40 wash salulion a1 ream temperature for 1 minute. Let the shide 1o dry oul at reom temperatuna.

Add 3 countersiaining praduct 1o ihe targed regian {8 | for an 1818 cover slip). The mast comman product wsed is

4 A-digmidene. 2-phenylindole (AP, Vysis inc.)

A= il in shown in the video, coves the hybrdized region with a cover slip (o preserve the hybridization the cower sip can be saaled wilh il

WafTiEn).

Store nyboidzed skdes At -20°C i the dark unil thair prospect analysis. Unoar inase condiions tha slides can ba stared for up 1o 12 menths
wilhaut significant lost in Bucresoence Signal intensity,

b & higivar fevrpermlume or s eRoEssA Wil e car rescal i the afminedan of some sigrols, whneas the cppostr wowd mol wash oo
LNEpeCTe pke Myl alisns

Thr walumie of i counlrstaining Arodker aoded vl vary soooeding i th sire oF the Rybrdeatan anms 19 o0,

V. Visualization

R

m oma

-

The propasaiions can be svaluated under an epifluorescence microscope eguipped with a tipbe-band filer for DAPUTexas RedFITE and
minghs-hand filess for Agua. FITC and Tewas Rad. Standard assssament srtern must ba fallswed far the coresl svaluabien of the sperm nadel |

Tha proparalion hybndioed wilh pecis fer chromedomas X, ¥ and 18 should diaplay signats lor thess Biee chiomascmes. Evary rocmal
spemaingan must show ons blus signal (coresponding o fhe chiomosome 18), and a green signal (X-beaning spermadoaoad o a ied sgnal
{f-bearing spermalozoa)

In tha praparation hybeidized wilh probes for chremosamas 13 and 21, a green signal for chremasema 13 and 8 red signal fer chromosame 21
should e detnguished in every romal spenmalozoa.

Discussion
This proiocs| describes how o procsess human semen samgles for obiaining sperm FISH preparstions. Using this protocol il (s posaible 1o
Analyze chromoesmal abnoemalities in mak gameles. Spermalozoa anepioidy screaning has apphcations either in The condest of hasi ressanche
and in tha reprodicted advice given to infartile males. Athough in clinical diagnosis tha most widely studied chramosomes ans X ¥ 13, 18 and
21, othar commercial prabes for & wide range of chromcsomes and loci are availlabie and can also be used in these axpadments.
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Role of sperm fluorescent in situ hybridization studies
in infertile patients: indications, study approach, and
clinical relevance

Laida Sarrene. B Se., Francesca Vidal, P, anad Joan Blanco, PR,

Unbar de Blologia Cel - lular, Fagulcar de Blockncies, Unlversin Ausbnoma de Barcelona, Bellmerra (Cerdanyols del Vallds),
S

Objective: To determine the group of infertile paticnits that would benefit from: sperm Auorescent in sty hybrid-
ization {FISH ) analysis. the mumber of chromosomes o be analyred. and the dingnostic interpretation of the resulis
obanined,

Dexzign: A relrocpective study of sperm FISH naalyces

3atling: Universitat Automomn dle Borcelona,

Patlent{s): Three hundred mineteen infentile men,

Intervantion(s): Semen samples wene procesed Tor FISH.

Main Dutcome Measura(s): The frequencies of chromssamal abnarmalities for chromasomes 13, 1821, X, and Y
el d 1o the i g, the somaltic and meiolic 'ku.r_l,lﬂ}'p-:, mnd e age.

Result(s): The highest percentages of patients with an increased rate of sperm chromosome abnormalities wene
found i the ohgoroespermic (35 ohgoastbenoeompermic (333% L and oligoasibemieraboeoospermee
(219 ) individuals. Low sper count wis the snly paramaies correlated with he percentage of chromossme abnar.
malities. The 14% of ihe ndividuals with a normal somatic Karyodype had an increased rte of sperm chromosomse
abnormalitics. This percentage was higher in the group with an ahered somatle karyotype (36%) and in patiems
with melolic abnormalities (265,

Conclusion(s): Sperm FISH studicx ane incicated when the odigo condition is present and in imdividuals with an
abnormal =omatic or meioe karyoiype. The analysis of chromosomes 11, X, and Y is enough o idenify m-risk
individunls. Significant differences in the mies of chromosome abmormalites shoubd be tken imto consideration
regirdlisss of the nuimerical value. (Fartil Seeril™ 201093 1R92=-902. £2010 by Amenican Society [or Reproductive
Mealicine. b

Key Words: Chromosome shaormalities, clinical relevance, indications, male inferility, sperm FISH, sudy

approach

Anzuploidies are the most frequent chromosomal abnormal-
itees i humans, amd aré detected in 35% of nuscarnages. 4%
of siillbirths, and 0.3% of live birihs (). The majority are the
rasule af melotic efrors during the process of gametogenssis
in the porents. In men the sudy of the origin of these ermors
has revealed abnormal meiotic recombination (2), which, in
addition o being related to the production of aneaplodd gam-
cles. could give nse e different degrees of meiotic amest (31
Although meistic studies are occasionally carried out in the
contexst of clinieal diagnosis (2), one of the protoecols that
has been most widely and most rapidly incorporated is
fluorescent i silu hybndization (FISH) in spermatozon,
a technigque that provides an estimate of the frequencics of
chromosomal abnormalities.

Fecared Dacambar 5 2008; revimed December 10, F08; scespied
Dcemibnnr 26, 2008 published anling Fatmary 28, 2005

Z_5. has nothing lo discloses. F.V. has notting to dscloss. J 8. has nothing
o dEecions.

Supporid by 1he Propect 200550GR-00437 (Agbnein de Geatsd d'Apita
Liniversitana | de Rscerca de la Genemiitnt de Gakalunyn, Spaing and
Progect 180004 [Urinsrsial Auldnoma de Barcelona, Spam)

Mepricd requasis Joan Blancs, PR.0., Unitat de Bisloga Cal: ier, Uinnwr-
sitat AuAbroma die Barcelona, 08143 Belaberra (Cerdanyola del Vallis),
Spain (Fa: 34-93500 2295 C-mail; jpan biancodfuab. ca).

[EEA Fentility and Steiity= Vol. 93, No. 6, April 2010

Copyright 22010 American Society Tar Reproductres Medicine, Published by Elsevier Inc.

Several investigators have reported a high number of chro-
miceaidinal abnormalities in spermaiceod from patients with an
altered seminogram (-8}, This resuli has been related o the
diminished femility of the patientz and to an increased risk for
the transmission of abnormalities, However, there iz 3 great
varizhility among studics, cither due to the number of indi-
vicheals stsficl, the critena for classifying them, the charac.
teristics of the controd groap used, the criteria used o assess
samples, or even the siatistical comparisons performed (95,
Thus, from published da, v is difficuln o ddemify which
group of infertile patients would most benefit from a sperm
FISH study.

Another controversial aspect of sperm=FISH  siudies
concerns the number amd the chromoesomes 1o be evaluated
{0 ensure an appropriate reproductive counseling. At present,
the most widely studied chromosomes have been X, Y, 13, 18,
and 21. Hewever, a considerable number of centers have
started o include other chromosomes in their studies, the
idea being that the mere information is wvailable the more
accuriie the dingnosis will be. This has raised doubis about
how 10 choose the most coberent and well-balanced analytiz
strategy with respect o the parameters of time, cost, sl the
resulis obaained,

0015-DEE2 10536.00
doi: 10,3018 dertnstert 200812139
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Thie majority of siudies azree thai there is a clear and ¢loae
relationship between ancuploddies and male inferlig, In
addition, they alwo agree than significant increases in the
rie of ancuploidics usually correspond w percentages that
are maclerate in overall ierma. However, the diagnostic imter-
prefation of these increwses and the genetic counseling thal s
subsequently given do net always coincide.

The present siudy has three objectives: [ 1] o dentiry thoss
patiems in which 3 FISH analysis of spermatosos would be
indicated: [2] to determine what chromosomes should be
studied when secking effectiveness in terms of time, eost,
and ebtained information: and [3] o interpret the results in
view to 1% clinical relevance,

To achizve these objectives we conducted a remrospective
study of medical reconds and the results of FISH analyses
of spermatoroa carmied out in our laborory between 1995
amd 2005,

MATERIALS AND METHODS

Sludy Population

We analyzed semen samples from 319 individuals who
consulted due o Ferility problems and who were seen al
six assisted reproduction centers { ART ). The mean aze of pa-
tents wis 306 = 5 vears (range 21-53 vears), The controd pop-
ulation was established in oor laboratory and comprised six
fenile and normozeospermic men who mnged in age from
20=25 vears, All pamicipants gave their informed consent
with regand (o participation in the sy,

Criteria from he World Health Organiztion {010 were
used 10 classify all the samples according o parameters of
spermn count, motiling, and morplwlogy, The reproductive his-
tory of the patients included the somatic karyotype i 266
men and the meistic karyotype in 113 both resulis were
recorded in Y8 cases,

Analysis of the sonutic karyotype in penpheral blood was
hased on standard prowoscols and G-banded metaphase chro-
mosasmes, The meiotic prepantions wene obtained froan es-
ticular bopsy samples processed according to the prodocol
descnbad by Evans et al, (115 Meiotc studies wene based
on the analysis of the dilferent phases of spermatogencsis,
thus enabling 10 assess meintic arrest, synaptic abnormalities
in metaphase 1 {desynupsish, and apcuploidies in melaphase
1L

The charactenstics of the patients according 1o semen
parameters aml 1o the somatic and meiotic koryolype are
shown in Toble 1.

Processing of 3emen Samples

Bemen samples wene fised in methaolacetic achd (3:15 and
spread onto microscope shdes, Belore applying the FISH
protocel the nucleél of the spermatoszea were decondensed
by incubating the preparations in 5 mM of dithiotheeitol
(DTT) and 1% Triton X- 100, The details of the fixation and

Ferility and Starility

decondensation  protocols  used have been  previously
described by Vidal et al. {12}

FISH Protocal

T hybridizations were performed for cach sample: one used
centromenc probes to shudy chromosomes X, Y, 18 (spectrum
Grieen, spectrem Urange, and spectrum Adua, respeciively ),
whereas the other used specific Incus probes for chmmosomes
I3 and 21 (spectrum Green and spectrum Orange) (AneuVy-
siom Multicolor DNA Probe Kit; Wysis Inc., Downers Grove,
ILk. In both cases the hybrdization protocal applicd was the
standard one waed in oor laboratory 1205

Microscope Evaluation

The preparations were evaluated onder an Olympus BXG0
cpifluorcscence microscope (Olympus. Barcclona, Spain)
equipped with a taple-band filier for Gedimmino2=phenylin.
dole (DAPLYTexas Red/fluorescem isothiocyanate conjugote
{FITCH and single-band filters for FITC, Texis Red, and
Aqua, A mean pumber of 508 £ 131 spermatossn were eval-
uated for each hybridization and pattent in line with standard-
fred wmnlytie enterin (13), The contrl population was
establizhed from the analysiz of 63 81 | spermaioroa for choo-
mosomes X, Y, ond 13 (10635 = 438 cpermutozowiputicnt )
and 62345 spermatoroa Tor chromwosomes 13 amd 21
{10,300 + 192 spermuozoa‘patient ). The observed freguen-
cies of disomy for the sex chromesomes and for chromo-

somes 13, 18, amd 21, a5 well as the diploidy mtes were
recorded.

Slatistical Analysis

To dererming whether the disomy and diplaidy raes observed
among infentile men were different from those in e control
population we applied Fisher’s exact test. This statistical
coanpranson was performed Tor e ve genolypes analyzed
and the resultz were considered in bath population and indi-
widieal terms, grouping the paticnls acconding to the charac-
teristics of the seminogram, the somatie karyotype, and the
mekotie karyolype.

The comelation between an increased rate of chromsasomal
abnormalitics and the paramcters of sperm count, malility,
mamhology, and age was assessed by means of Pearson's
correlation coellcient,

All the analyses were perfonmed wsing SPSS {Version
P3ILL, Chicago, IL). with specialist assistance being pro-
vided by the Statatics Service of the Universitil Auténaia
de Bareeloma, For all statisticnl tests the level of significance
was set ol P05,

REZULTS

I thee sbudy pogaalation the rabes of sex chinmasome and chio-
mosoime 21 disomics were higher than in the control group
(0.4 15 vs, O 19% and 0. 15% vs. 0.07%, respectively; P<.05),
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On the individual level, 49 of the 319 patients {15_36%)
showed a significantly increased e of abnormalities for at
least one of the chromosomes analysed (Table 23 The per-
cemages that showed significant increxses were maderute
in overall werms, ranging from 0.54%=925% (mean 1.41%
£ 15%). Disomy rates for chromosomes 13 and 18 were in
all cases equivalent 1o those of the control population:
this  ealysis escluded  the  ihee  dividieals with o
45. XYder( 1 5 14g kg 10) karyoiype.

When individuals were grouped acconding io the charae-
teristies of the seminogram, all of these groups included
patients with an increased rate of chromosomal abrormalities
in their gametes (Table 3). The highest percentages were
found inthe groups of olipozoospermic (24, 5050, olipoas-
thenogoospermic (1 7751, 33.3% ), and oligoasthe noterstozoo-
spermic (1362, 214%) paticnis, the rate being between 5.9%
and 15.4% i the remaaning groups.

OF the three semen purameters analveed {sperm count, mo-
tility, and morphology) a reduced sperm count was the only
paramiter thal was cormelated with the fotal percentage of
chromesome abrormalities (8 =0 186 P 0009 {(Fig.
15 With regand to the five genotypes analyveed o eomelation
was only obeerved for the rae of sex chromosome disomy
(R o= 0158 P 005 and diploidy (£ = 0,124; P 027),

Among individuals with a normal somutic karvolype {245/
26u), 145 (352450 had an increased rate of chromosome ab-
nermiliies in the spermatecoa, In the group of individuals
with polymorphisms {13/266) o significant increase was
abmerved i 3 oof the 13 patients. i patients with karvolype
abnormalities (8/2661, we excluded from the statistical analy-
il poticnt with a 47 X Yunar & Earyotype as the ongin af
the marker chromosome was unknown, In the remaining
seven patients we anly considerad an increazed mte of chro-
moseane abnormalities when they did nod alfeet the chromo-
gomes  imvolved in the alterstions and, in this case,
o sigrificant inerease wis detected in one of the seven patients.

Among individuals with o oormal meiotic result. 8.3%
(336) hoed o significantly  increased rate of clvomoseme
abnormalities in their gametes, whereas the cormesponding
figure for paticnts with an abaormal meiotic karvolype was
26.5% (18/68) {Tuble 4},

There was no cormelation between age win the percenlage
of chromosome abnormalities in spermatozoa (8 = 0.1017;
P=113) iFig. 1L In this case, we only considened those
mien with a normal somatic karvelype, Them was no signifi-
cont difference between the mean age of the 34 men with
a significantly inereased rate of abnormalities (37 £ 5 years;
range 29-32 years) and the mean age of the remaining
patients (33 = 3 years; mnge 21-52 years) (F= 085 Mann-
Whitney L fest, P 050,

The individuals with & signmificantly increased rate of chro-
moscme abnormalities were then grouped together 1o pool
the data (Table 2), It was found thar 95 (34/49) of these pa-
themis had a low sperm count, Funhermaore, 81% (34/42) of

Fartility and Starility=

men with a known somatic karyotype had 3 normal karyo-
type. Among those potients m swhom o meoie stedy had
been performed, TES ( 1823) presented meiotic ahnormali-
ties, mostly due o synnpaic defects (37%, 1323).

DIZCUSSI0ON
Indications for & FISH Analysis

It has been widely reported that the gametes of infertile indi-
viduals showy a higher rate of chromessomse abnormalities than
the general populstion (14), The results from our serics con-
firm cnce meore this fact, but also Hlustrte the difficulty o de-
lincate growps of paticnis having a clear indication for FISH
afuidies.

Seminogram Several stwdies have shown a relstionship be-
tween male inferlility, semen quality, amd increased rates of
ancuploidics in spermaozoa (8, 2, 15-19). However, it is Jif-
ficult o assess e individual contribation of each of the thres
spenn parameters (count, madility, and morphology) as the
obzarved changes often appear in a4 combined way. In
addition, the variability among the different published series
hinders the comparison of nesulis.

The relationship between the oligo condition and the rme
of aneuplosdies in spermatozaa has been analyzed in several
studies. As in the present study, the majority of these meporis
shavw that infientile patients with  low sperm ecount often pres-
ent higher rutes of encuploid spermutozos (20-24). Puriher-
masre, cr analysis of the relationship between sperm count
and the overall increased rnes of chromosome abnonmalities
in spermatodod revealed an inverse correlition between these
two paiinelers, this being consistent with mast of the series
reported up to date (Ref. 25 [50 patiems): Ref. 26 [15
patienis]; Rel. 27 [19 patients]; Ref. 28 [30 patients]) [ is
will known that duning spormatogencss vanous checkponis
are petivated 10 arrest cells with chromosonie abnormalities,
lewding to a reduction in gamede production and therefone the
align status (for a review, see Ref, 29). Inefficient control
mechonisms could therefore be one explanation for 1he
incrensed mte of chromossme abnormalities obzerved in
spermatosss. For example, thene may be emors in the identi-
ficarzon of abnormal cells, or a malfunction in the process of
cell eliminstion, or even that the number of shrormal cells
was too high o be compleiely removed by the control
sysliEms,

Whereas the link between a low sperm couni and an
incressed risk of sneuploidies in spermatoros s widely
aceepied, the relmionship berween chromosome abnormali-
tics and sperm meslility is more controversiel (7, 300
Although some investigators have reporied a certain corela-
o between s two parometers (296, 30-321 especially for
sex chromosomes, other studies have failed to find any rela-
tiomshap (25, 27, 330, With regard 1o our senes, although some
asthenozcospermic paticnts showed a significantly higher rate
of chromosome abnormalities we found no comelation be-
tween these two parameters; nod even when analyzing the 67
patients purely asthenaroospermic (R = -0, 218, P=326),
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TABLE 3 X

Patients with abnormal FISH results classified according to their seminal parameters.

Seminal parameters

Dligoasthenozoospenmic (0A)
Dligateratozoosparmic (OT)
Oligozocspermic (O}
Taratozaasparmis (T)

Total

Altercd FISH results Yo
BT 8.5

487 6.0

4734 11.8

13862 21.0

17451 B3

2M3 15.4

24 50.0

s 5.9

48/319 15.36

Nate: FISH = Nuorescant in satu hybrdizalion,
Ko Bpwnm FIEN oaclicn Fernll Sread N0

Concerming sperm morphology, all studies thar have ana-
Ivzed mchviduals wath polymorphic teratoaoospermmi repart
on somie men with moderate, but significant increases, in
the ancuplody rale for the sex chromosomes (5, 27, 34-
383, However, the results obtained in our senes showed no
comelation for this pommeter, nol éven when analyzing the
17 exclusively termozoospermic patients (R = 0.1916;
Fe= At Tnadeinion, anly one man presented a significant in-
crease for diphboidy.

Thus, e relationship between un increased rate of chro-
moscame abnormalities in spermmoroa and asthenozoosper-
mi@ or tertoeoospermin cannol be clearly established. At
present, the iselated increases observed in asthenozoosper-
mic, tertoroospermic, and nommocoospennic patients are
of unknown criology.

Somatic karyotype Cuarriers of chromasome abnormalities
often experience femility problems as they have o cenain
rizk of producimg wnbalameed spermatozon for the chromo-
somes involved in the reorganization. In addition, the reor-
ganized chromosomes often show asynagtic regions during
the first meiotic diviston, which may interfene with the poir-
ing and segregation of other unpaired scgments (349} This
phenomencn. known as interchromosomal effcet (400, has
heen sugrested to occor in camiers of chromosomal abnor-
malities and also in individuals having polymorphic varonts,

Alihough several studies have reporied the occurrence of
interchromesomal eifects in reorgonmization carmers (41-45),
odhier studies have failed fo replicate these Andings (£6, 4T
The poputation analyvzed in our sdy included seven men
with an altered somatic Karvolype (Tahle 1), Their cyingenelic
charscteristics were very heterogeneous: therefore it was ime-
pesssible o draw any conclusion about the potential benedits of
spern FISH analysis, With the aim of giving more nelevince
1o these resulis we also ook inte account other studies pub-
leshied by s e infertile men camiers of ehiommosone meongmi-
sations {Robertsonian translocations [Ref, 42 reciprocal
translocations [Fefs. 45, 49); inversions [Refs. S0, 51]). By

Sarrata at al. Sparm FISH sludias

pooling all of these data, an interchromosomal effect can be
noticed in 33% of men with Robersonian trmnslocutions, in
almost 44% of men with reciprocal transbocations, and in
20% ol men with iversions. These hgores are cleady higher
than the 14% infertile men showing an abnormal FISH resulr,
sugpesiing the participation of the inferchromosomal effect as
an ndditional zpurse of numerical chromosome anomalies in
the spernmiien of |l::|rg.||.|li.mlilm CHrTIErs,

Regarding palymarphic variants, a common chromosome
polymorphism in homuns is the pericentric imversion of chro-
maseme 9 (Sgh). Althodgh it is classified as o mingr chromao-
somal reorgnniealion, some studies have melated  these
inversions 1o reprodoctive problems (32-34 ) In our study,
oo o Thie puatients belonging to this groap (179, 119 ) showed
a higher rate of chromosome abpormalitics, specifically for
diploidy, this being consistent with the report of Caollodel
et al. (54), This rare is similar w the perocmage found for
the group of infertile individuals with a normal karyotype
(1% ws, 14% ), suggesiing no evidence for an interchroms:o-
somal effect in these paticats,

Heterochromtin polymerphisms ane also considered o var-
iant of the normal somatic karvotype, but they appear o be
mawre comemon among mfemile paticats than in the geaeral
population (55=58). The only study to have analyzed chro-
s abnormalities m e spermatoeon of these men de-
scnbed significant increases (38), Two of the three patients
with heterochromtin polymorphisms included in our study
showwed higher mates of chromaesome abnormadities, Ahhough
wie zire mware that ihere is 3 need for lorper stodies o reach
any conclusion, the results podnt o the production of sperm
chromosome abnormalities in these individuals,

Meiotic karyotype Several studies hove related errors in the
processes of chromossme pairing and recombinmion with
mabe inferility, either due o the production of aneuploid
spenmatoen or to meiotic amesi (2 3 590

In our populition, and in line with previows Andings, we ob-
served Two Ivpes of meiole abnormalities: synaptic anomalies

Vil 83, Na. &, Aprl 2090
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FIGURE 1

Scatter piot of sperm concentration (A), tolal motility

(B}, percentage of normal forms (C), and age (D)
versus tha total sparm ansuploidy rate.
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(1% ) and mebotic amest { 16%), alihough in some cases both
almormmalities were present (3%, OF e 35 individuals with
symaptic abnormalitics. only 21.8% showed a significantly
increased rate of ancuploidy in their gameics. The correspond-
ing pencentages for patents with meiotic anmcest and both abnos-
malities combined were 45.5% and SIFE, respectively. In all
cascs the incidence was clearly higher than that observed in
patientz with a normal meiotic result (8%,

Fartility and Starility*

_ThBLE 4

Patients with chromosomal abnormalities in
spermatozoa classfied according to the

meiotic study results,
Altered
Melotic study FISH resulis &%
Marrmal 3536 83
Abrarmal
Desynapsis (D) 12455 21.8
Arrest (A) 51 45,5
Desynapsis and 1/2 50.0
arrest (DA
Maon informative 2 b ]
Total 23113 204

Saiivaide Syiave FIAN staslirs Feetil Sienid MM

These resulis ghow that there had baen a clesr reduction of
abnormal cells persss the process of spermaiogenesis in 74%
of patients, probably due to the activation of checkpaims that
waould selectively eliminate ancuploid cells (60, 615,

In any case. the pereeniage of patienis with meiotic abnor-
malities who were cartiers of chromosome abnormalities in
their spermatoroa (26%) was also higher than the 14% ne-
ported for infenile men with a normal karyotype, suggesting,
as in the case of somatic karvolype, s implication in the
generation of sperm ancuploidics.

Paternal age Some investigators have sought o establish
a relatbonship berween the presence of chromosome abnor-
malities in gametes and specific fetors such as age of the par-
enes. Althowgh it i5 known that sdvanced maternol age is
a sk feclor for giving, birth o children with aneaplondes,
there are mised results for the risk associaned with advanced
patemal age (62—65)

Mot oo mach research has been devored o analvee this re-
latronship i mfedde men. Although some studies foumd no
correlation (&6, 671, other investigatons repor an age effect,
bui exclusively on the rate of sex chromosome disomy (65,
681, Furthermore, 1t should be mentioned that Plastica et al.
(A5} fowmd 0 higher e of sex clromesome ameuploidy in
YOUnger mei.

Our study showed ne comelation for any of the chromo-
somie abnarmalities analvzed., In addition, we found no differ-
enees between the age of patients showing a significantly
increased rate of abnormalitbes (mean 37 £ 5 vears; range
29=52 veurs) wwd the age of the renining islivichals
imean 35 + 5 yoars: range 21-52 years). In view of these re-
suiles it can be considercd that above a certain age (32 years;
the maximum age in our senes), the rate of chromosomce ab-
normialities could increase. However, a recent study of almost
108) imaivichuals rangang in age from 2281 vears also failed o
show any age effect (64},

1048
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Im summary, and o answer the first abjective of thiz oy,
a FISH analysis of spermatoroa i especially indicated in:

I. Individuals with o normal sossabie Karyolype and low
sperm count, For other abnormalitics in the scming-
gram its application wall depend on the couple's repro-
dugtive history.

2. Individuals with an shnormal somatic kervotype or whio
are carmiers of heterochromatic polymorphisms,

3. Individuals with an abnormal meiotic karvotype.

Chromosomes fo Be Stadied

To antain the objective of determining the chromosasmes o be
studsed o optimize the wehnigue m lenms of Gime, cost, and
information, we conducted an exhaustive review of the Lier-
mbiare thail lns rep wiled 2 uignil!il,:m:llg,- inerensed rate of winew-
ploidies in infemile men. Taken as o whole, these studies have
evaluated chromosomes |, 3, 4,6, 78 9 10, 11, 12, 13, 14,
15 17, 08,20, 22, X, and Y (15, 1B=20), 2228, 3(k=13, 35, 36,
65811 Almost all articles have evaloated the anomalies for
the =ex chromosomes in addition (o one or mone auosomes.
Reviewing the results wdividual by malivicheal, emly four pa-
tents showed an inerenss in the mic of abnormalities for au-
waomes alone (chromosome 21 disomy [Refs. |8, 700 TR);
chromosome 18 disomy [Rel. 18]: chromosome 15 disomy
[Rer. 75]).

In our serics we found a significamly increased roe of sex
chromosome disomies and chromesome 21 disomy. In con-
trast. the disomy rate in chromosomes 13 and 18 was in all
cases equivalent 160 that found in the control popalation.
These findings are consistent with previous studies reporting
that tee sex chromosomes and chromosome 21 show higher
pereentuges of mondisjunction when ecompared with other
chromosomes (13, 59, &1 ). Furthermore, compiling all the e
suiles reported up fo date, i can be stated that the presence of
increased rates of abnormalities affecting only sutosomes,
with the excepiion of chromesome 21, seldom occur.

Thus, regarding the second objective of our siudy, we can
conchede that the study of chromosomes 21, X, amd Y would
be enough to identify the majority of patients at risk. that is,
thewse sdividhuals witha higher probability of producing chino-
mosemally abnormal spermatoroa than 15 found among the
general population. Ferguson ei al. (82} have already sug-
gestod that the analysis of recombination events betwecn
sex chromosomes could be a useful indicator for idemifying
men with an increased risk of producing chromosamally
abnormal spermatoroea,

Interpreting the FISH Resulls

The increases in the annmalics ane in line with percemages
deseribesd in most of the studies reviewed in s present re-
port. Furthermaore, it is evident that the raw numbers are mod-
erate in overall ferms {ranging from (LS4% 0925 mean
1A% £ %) Acconrdingly, the clinical relevance of the
sperm-FISH resulls ments 1o be addnessed,

Sperm FISH studiss

[0  Samatestal

Abnormial resuls in sperm-FISH analyses could ke
comsidered from two p('ﬂ-p@ﬂll"-'{‘!ﬁ!

o Cuantilative: the significanl meereases. would e inber-
preted as a numerical valoe that would indicate the pa-
tient's depree of nsk, The main drawback of this
imterpretation derives from the characteristics of the wech-
miguie irsell. First, inis very difficult to analyze all the
chromosomes of the karvorype (normally only X, Y, 13,
18, and 21 are analysed), and second, not all of the chro-
mosome abnormalitics are cvalumed (c.g., nullisomics
are il comnsiderad). In addition, the asacssment criteria
used are very stnet end vield an estimate on the low
sicbe of real rates: therefore, inour view it would be a mis-
Luke fo grve them o strctly numsencal interpredation,

¢ Cualitative: in this case the significant increases would
huve to e interpreted oy evidenee thd thene sme aboor-
malities in the pairing. recombination, or segregation
of metotke chromgsomes, thus ndicating that the qualiny
of the spermatogenesis is nod optimum. Thiz interpret-
tion supports the proposal that ihe shsdy of only three
chromosomes (21, X, and Y1, and the analysis of a spe-
cific type of abnormality. would be sufficient to identify
crmers in the meiotic process and, therefore, to identity
the magorily of at-risk patients, Tn Geel, the value of the
qualitative interpretation compared with the guontitative
approach is suppoed by several pieces of data, For
example, it would be difficuli 1o explain by meuns of
a strictly quantitative analvsis the clinkcal repercussions
of chromosoane ahnormahiises i spermatoeon on IVES
intracytoplasmic sperm injection (1CS1) cyeles. Ancu-
phobdies in these gametes hove been associated st im-
plamtation emvors (B3, Bd), recurenl miscarriages (33,
1, and also with chromosome anamalies in Live hirths
(55, B,

Therelore, wwl with regand w the third obpective, FISH
analysis of spermatozoa should be used os a wol of genetic
screening i infertile patiers, Significant differences in the
rites of chromosome abnosmalitics with respect 1o controls
should be taken info considertion regardless of the mamen-
cal valuwe. When abnormal results ane obtained, individwals
should be idemtified as “at risk”™ and the couple shauld be ad-
vized about the available rechniques of preimplamation and
prenatal genetic diagnosis,
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Inztitut Universitan Diacus, [nstitaie Bemabgu, Institute e Boprodusaim
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7.2.1 Analisi de clusters

A. Considerant tots els individus

Per ral dlidennficar grups dindividus similars 5'ha ecalizear un andlisi de clisrers.

Dendrogram

"BT 287 ]

" BT 3
" BT 30T —
" BTBBET— H
SBT zo9
"ET M
" gT e —
"eran
BT GaEG
" BT 284
"BT 142
® BT 3R
"ETaN
* BT 140
;'ET 118
2T 302
Dy am:
HaTau
Xar 2
HaT snss
Xarae —
HET3I0 —
MET GRSG—
XgT 300
#aT 345 —_
ot 208
HET Euat

¥ET 514~
HaT EBsd
XaT 308 ol

+5

-
(=R i3]

Lindividu BT 361 presenta unes caracteristigues molt diferents de la resta, per aixd s'ha

Clustering History
Humber of

Clustors Distance
30 084009560
28 1. 210683201
2B 1LINNTETT
2F 133855582
26 139774526
a8 1,41841273
24 146513214
23 1,66008T87T
2 170824119
21 192005045
20 1,86134223
18 1.90983094
18 1 S88TRAOT
17 218247835
16 221950852
15 2ZanezRs
14 230410025
1% 2 ATAASESD
12 272000652
11 2 BOGEQ1ZE
0 303850068
k-] 3.14822713
& 334803861
T 257946790
& 380811071
5 403850135
4 455073378
3 53100818
2 900571622
1 2026730852

Loador
BT 312
BT 310
BT 11
BT 142
BT 281
BT 308
aran
BT 268
aT 3z
BT 308
BT 507
BT 142
BT 287
BT 5854
BT 259
BT 314
BT 307
BT 249
BT 308
BT 287
BT 515
BT 287
BT 247
BT 287
BT 314
T 314
BT 302
BT 287
BT 287
BT 247

agrupat en 'dlim nivell del dendrograma. Analitzant agquest registre s'observa que pren
valor U per a la majona de variables, per aquest monu e decider eliminar-lo.

Jdoinar
ET G858
BT BBSE
BT GG
BT 328
BT 310
BT BERT
BT 284
BT 362
BT 2
BT 8514
BT 6887
BT 331
BT 304
BT 309
BT 3
BT 312
BT 289
BT 142
BT 6asq
BT 307
BT 308
BT 268
ET 140
BT118
BT 380
BT 315
ETaME
BT 302
BT 314
BT 381
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B. Sense considerar Pindividu 361

== kLl e R DR = 00

Distance
OATETES 4
103418354
128620488
121 TEELM
1. 36505856
148502736
1497870 S
1 ESE20233
1 S2E01EIT
1 S9Ta%E08
200487382
2 DBE4EETE
21552368
2ATPGITIS
250540604
261547260
2 T0R14235
125892014
3447138
351328808
424459393
4 GARAZE33
52744
S 35185000
6 195TEES3
& TTOTETSY
6, 8473TR82Z
TEIEIOT20
12 50466723

Leader Joiner

BT 304
BT 321
BT 321
BT 284
BT 207
BT 312
BT 142
BT 314
BT 142
BT 14
BT 798
BT 321
BT 214
BT 28T
BT 3
BT 2498
BT 387
BT 287
BT 298
BT 314
BT 315
BT 287
BT 314
o1 287
BT Z8T7
BT 314
BT 302
BT 287
BT 287

BT 6637
BT 68548
BT BESE
AT BRGA
BT sesT
BT 3089
BT 228
BT 261
BT 331
BT a&14
BT 362
BT 312
BT GRS
BT 204
aT M0
BT 307
BT 285
BT 301
BT 142
BT 321
8T 38
BT 209
BT 360
BT 140
BT 118
BT 315
BT 8345
BT 302
BT 314
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C. Analisi multivariant i caracteritzacio dels grups

El segrient grafic resumetx toda la informaad en dos caxos Gctorials:

Fiaczea 2 1 BAER
‘ L
- ‘-”. T
’,_.--"' i T,
- 5 "\\
. / . i Ry
T 7 L \"'- .'
/ i =5 kY |

¥ i | 1

ll- {:\} r ) - y - I|

II - -.| - .'.q, Grup @ f %

. ms et | /
W - ;

" I\\x‘ .I'I. [

RS P

. i -
S ! -
. Ll —— =
o iy p sy l.ll--.:"||:.|lli.l'l.|
Caracreritzacio dels grups:
Grup 1 (n=14)

; Al jame Mitjana Desvincite | Desviacia .
Variables grup global grup gokal T-rest pvilor
Ry 3775 3460 0,263 0410 443 1,
B3 d.244 303 1,252 312 50 LT
B2 3525 3,255 0,354 (436 5,58 LITELL)
B 2441 2517 [ Led b 0,249 358 LERE L0
B2 2613 2450 023 00,769 347 00K
BAL3 2156 2063 o141 0,158 358 LI LT
B4 2756 2,577 1,242 032y ER L UL
BYA 2456 2330 247 251 2 1) 002
B4 2 M 2 ek 0,250 0296 284 LX) (]
BYIS 2,169 2060 0257 0227 275 01 (03
ByS 2431 2750 (LR 0,285 205 LELE L2
BT 2,506 2370 . 2N 315 2 LEEE T
By 18 2 1,950 0.2M (W 242 LLLE T3
BAT 2,575 240 027 0324 240 L
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Grup 2 (n=14)

Variables Mitjana Mitjana Desviaci6 Desviacié T-test p-valor
grup alobal grup global
BV7 2,286 2,440 0,309 0,524 -2,40 0,008
BVI8 1,843 1,950 0,164 0,223 242 0,008
BV10 2214 2,370 0,267 0,315 2,49 0,006
BV3 2,600 2,750 0,283 0,285 -2,65 0,004
BV15 1,936 2,060 0,081 0,227 -2,75 0,003
BV4 2,593 2,760 0,243 0,296 -2,84 0,002
BVE 2,186 2,330 0,160 0,251 -2,90 0,002
BV6 2371 2577 0,289 0,327 23,16 0,001
BV13 1,957 2,063 0,098 0,158 3,38 0,000
BV12 2,264 2,450 0,167 0,269 -3,47 0,000
BVO 2,150 2,327 0,140 0,249 -3,58 0,000
BV2 2,943 3,253 0,316 0,436 -3,58 0,000
BV3 2,786 3,030 0,188 0,312 -3,94 0,000
BVI 3,100 3,460 0,193 0,410 443 0,000

6
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7.2.2 Analisi de quiasmes

S'ha analitzar el recompte de quiasmes wenint cn compie les mesures repetides de les
diferents eél dules en els 23 bivalents,

El scgiicnt grafic represenna les minancs de quiasmes obscrvades on cada bivalenr per

incivic:

1 2 3 4 % & T & 9% 10 11 1F 13 14 1% 1& 1T 18 19 34 21 2% 23
ESna
codli Faclent — BT 116 BT 140 — BT 152
BT ZEd BT 287 BT 283
= - BT ISl + % + BT Z8F + + + BT 301
+ 4+ -+ BT 383 + + <+ BT 307 + 4+ + BT 308
BT I0% « 4 <+ BT 310 WX X BT 312
¥ X ¥ BT 314 ¥ X ¥ BT 315 X ¥ X BT 321
W X x BT 338 < BT 331 « ¥ % BT 360
* & % BT 161 = & & BT 352 + & & BT 6H3T
w & % BT GES54 = & & BT 6858 + BT G453
= & % RT REGE OO0 BT &8&87 OO0 AT A34s
OD00eT 8514

a1 s'exclou Pindividu BT 361 de Vanilisi:

| Rl | I
i 2 2 4 5 & 7 8 89 10 11 12013 14 15 14 17 18 12 20 21 22 23

I E]
Codl Packent = EHT 118 — BT 140 — BT 144
—— BT 284 BT 287 BT 289

BT 261 + + + BT 2G4 + + + BT 301

+ 4 + BT 302 + 4 + BT 307 + + + BT 308

BT 3F0Q 4+ 4 <+ BT 310 oM oM WY 312

W ox M BT 314 = ¥ ¥ BT 315 o oHM DT 3E1

¥ W X BT 328 BT 331 oW X BT 360

® & % BT F92 = om w BT BEITY * % u BT EESd

w & % BT GEASE woe W BT GESD E oY LEGE

= % % BT G867 0O O 0O BT B345 OO0 s as514
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A. Analisi segons claster

S'ha analiveat la variable nombre de quiasmes considerar Ta variable explicativa:

= Grups definits en Panalisi de clisters (dues categones: Grup 1 (A)1 Carup 2 (B)).

S'han considerat les mesures repetides de les diferents cél dules en els 23 bivalenis,

Donada la maruealesa de la variable tesposm {un compratge) s'han cstablert modcels de
repressio de Poisson. 5ha corregir ol problema de Is baixa varabilitar en 1a variable resposta

{rmcder digpersion],

- Considerant els individus amb cariotip no avaluat

punta

R B R e B s L R R B RS R AR AR A RERS AR LARS LR
10 11 12 13 14 15 1€ 17 168 1% 20 21 ZT 23

Zona

grup 1 F

Es detecten diferéneies significatives segoms grups

Typa Il Tests of Fixed Effects

Mum | Den
Effect DF ©OF FWValue Pr>F

102.81 <0001
550.88 =.0001

grup

22 THE

Z0TEa
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Estimata

0.7732

gom Least Squares Moans

Standard

Error DOF | t Valuo | Pr = |i|

(.006666 TE9G 116.88 -<.0001

D.BAX0 0006381 THSS o768 <000

Standard

Error

Man Mixan
21728 0.01453
1.977H 001381

Differences of sem Least Squares Means

grup
2

Standard

Error DF | t Value

10013

Estimate

0.09716 0.008581 7856

Pr = [t

<0001 110203

Lil valor esperat de recompre de quinsmes per cél {ula {pels 23 bivalenis) és de 5601 pel grup
Al de 45.5 pel prup B

= Sense considerar els individus amb cariotip no avaluar

punts

B R L e A A

=B

L L

4
+

1

4 5 B

T @ % 10 11 12 13 14 15 1
tona

grup

s detescren diferéncies SiE!'Li.rl.Eﬂti'l."-E'S SEgONS grup:

Type ll Tests of Fixed Effocts

Num Den
Effoct| DF DF | F Value| Pr>F

1 7053 TRTI <0001

grup

20na 22 7053 48804 =000

€ 17 18 1% 20 21 22 21
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som Loast squares Maans

Standard

=Standard Error

Estimate Errar DF | t Valua | Pr = |i] Mean Meaan

1 07Frre 0007712 TOBY 100.85 0007 2478 001670
2 06730 0008126 TOS3  TAT4 <0001 168600 Q04780

Differances of sam Loaast Squares Means

Standard
grup Estimata Ermar| DF | tValue| Pr= |t

1 2 Q1048  0.01189 7053  B82 <0001 1,11058

El valor esperat de FecaompHe de Cuiasmes frer el Jula {pcls. 23 h'h.'ﬂh:nm} &5 de 50,1 pel grap
MAide 45.1 pel grup B.

1
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B. Analisi segons CARIOTIP

%'ha analitzat la varable nombre de quiasmes considerat la vanable expheativa:

= CARIOTIP (s'ha recodificar en ducs caregories: 46-XY (46,XY), 46-XY+variants
(46, XY polimorfismes)).

S'han considerat les mesures repetides de les diferents cél dules enels 23 bivalents,

Dronada la naruealesa de la vanable resposm {un compratge) s'han cstablert models de
regressic de Poisson. 5'ha corregir ¢l problema de In baixa vanabilitar en la variable resposta

{wader disperrion],

punbs

1 ¢ 3 4 5 & 7 @& 9 10 11 1% 13 14 15 16 17 16 19 20 21 2% 23

iR 1]

CAFLAELR S— 46, XY §6, XY + varianta

Es detecten diferéncies significatives segons CARICTTP:

Type Il Tests of Fixed Eifects

Mum | Daen
Effect ODF| DOF | FValue Pr=F

Car 1 7053 14.92 0.0001

ZOna 22 T053 48758 <0001
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car Least Squaras Means

Standard

Standard Errar

Estimata Error DOF | & Valua | Pr> |i] Maan Maan

48 XY 07442 0008041 7053 107.22 <0001 21048  0.01481
46, XY +variants DETGG 001612 7053 41687 <0001 18572 0031

Differences of car Least Squaros Means

Standard

Estimate Error OF | t Value | Fr> |t

46 XY 46 XY+vaniants 006763 0751 TOS53 386 0.0001 1.068E5

El valor esperat de recompre de gquiasmes per céldula (pels 23 bivalents) & de 484 pels
cartotips 46,3 i de 452 pels cariorips 46,5 (polimorfisme).
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C. Analisi segons SEMINOGRAMA

%'ha analitzat la varable nombre de quiasmes considerat la vanable expheativa:

= SEMINOGRAMA (s'ha recodificat en tres categories: N (Normal), A (Anormal no
OAT) i OAT (Anormal OAT)).

S'han considerat les mesures repetides de les diferents cél dules enels 23 bivalents,

Dronada la naruealesa de la vanable resposm {un compratge) s'han cstablert models de
regressic de Poisson. 5'ha corregir ¢l problema de In baixa vanabilitar en la variable resposta
{wader disperrion],

- Considerant els individus amb cariotip no avaluat

punta
i 4
-
-&T\\‘
] %}\‘\\\\\‘:-_\—“

Fa
|

1 2 3 4 % & 7 @ 9% 10 11 12 13 14 15 1€ 17 18 1% ID 21 I2 23

Zona

Saminograms H A OAT

Es detceten diferéneies significatves sepons SEMINOGRANMA:

Type Il Tests of Fixed Elfects

Mum | Den
Effect DOF| DF FWValue| Pr>=F

2 THSE 8.50 <0001
22 THRE 55885 <0001
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som Least Sguares Means

Standard

Standard Error
gom | Estimato Error OF | ¢t Valug | Pr > |:| Mean Wan
A 0.7422 0.007958 TBO6 0326 <0001 21005 O0.01672
M 0773 0.01393 THS9E 55562 <0001 21671 003018

QAT 07085 0.00B087 7TH9G B7.62 <0001 20310 001642

Diffarences of sem Léast Squares Means

aStandard
Estimata Errar DF | tValue, AdjP

A N 003118 001600 TA86 185 01254 086827

A QAT 0.03365 0.01130 veo6 2,98 0.0082 1.03422
M QAT 006483 0.01606 783S  4.04 0.0002 1.06704

Ll valor esperar de recompte de quinsmes per céldula (pels 23 bivalents) és de 49.8 pel
semincgrama normal, 8.3 pel seminograma anomal no OAT 1 46.7 pel seminograma
ancrmal AT,

- Sense considerar els individus amb cariotip no avaluat

mhbdesberiBobdendisdbotitedbobdadiiad
'

"
-

e T T i Bl B M Tl TR B L B BB B R B i o S AR BRSNS s R AR RS SRRy

1 & 3 4 5 6 7 & % 10 11 12 13 14 15 16 17 1@ 1% 20 21 22 13

ZENA

Jeminsqrama M A OAT

Es detecten diferéncies significatives segons SEMINOGRAMA:

14
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Type Il Tests of Fixed Effocts

Mum | Den
Effect DF

S@m 2 T053

Ions

DF F Valug| Pr>F
445 00116

22 7053 4BF.33 =000

sem Least Squares Means

Standard
Estimate Error, OF | tValuae Pr=|i
0.7351 0009158 7053 B0.27 <0001
07720 001602 FOS3 4813 <0001
07146 001078 TOS3 B6.26 <.DO0

standara

Error
Mean
20856 0.01910
21541 0.034B7
20433 Q022

Differences of sem Least Squares Means

Standard
Estimate Error DF | t Value | AdjP
M -0.03694 001841 7053 -201 01108 086373
QAT 002048  0.01410 TO53 145 03138 1.02070
oaT 005743 001827 TOB3 298 0.0081 1.08312

El valor esperar de recompre de quiasmes per cél lula {pels 23 bivalents) és de 498 pel
seminogrami normal, 48.0 pel seminograma anormal no OAT i 470 Fd.'l SEMInOETIna

ancrmal OAT,
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D. Analisi d’integracid de variables
- Considerant només els individus del grup 1
nllr
b 3
| L ?
3 ¥ ; g
b S
L} $ " n
TR R R
.
! v EE ! oot
T #
I -
i
#
i
0

1 ¥ ¥ 1 1 I I L] 1 1 I ¥ ¥ I I 1 I L) 1 1 1

b 3o+ % BT OB O%OIROITOIZNY OIS W OIT O OIY X ORI 2T D)
Y]

BT & * t ¥

{EIT, A
BEEY, Gl w = :

EBIT & warsunls, M

CoroSem * 1 #
& 4 &

En el prup 1 les difertncies entre Canotp | SCrinograma son signifu:ntivns. Ohbservem que
no hi ha cap individu amb catiotip 46XY +vadants | seminograma anormal no OAT o
(AT.

Type [ll Tests of Fixed Effects

Num | Dan
DF DF | F Value Pr=F

3 4078 381 0.0096
22 4078 35573 <.000M

Effect
car'sem

Eona

car'sem Least Squares Means

Standard

GAr™ fim

4BXY + variants, N

4BXY, A
4GXY, W
48XY, DAT

Esatimato

0.8015
0. 7668
07453
07852

Standand |

Error
0.01323
0007105
001383
0.008434

DF
4078
4078
4076
4078

t Value
G056
10792
2351
23.00

Pr =

< 0001
=, 0001
<0001
<200

22288
215259
21071
2.1928

Error
Mean

0.02850
0.01530
0.02835
0.01849
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Differances of g Least Squares Maans

Standard

CarSem CarSem Estimate Error| OF |t Value | AdjP

ABXY = vamanis, M 4BXY, A 003466 001483 4078 232 00833 1.03525
4EXY +vananls, N 4BXY, N 0.05615 0.01912 4078 284 0.0176 1.05776
46XY + varants, N 46XY, OAT 001630 0.01560 4078 105 07228 1.01642
45XY, A 48XY, N 0.02149 001555 4078 1.28 08107 1.02174
4BXY, A 4BXY, OAT 001836 001082 4078 -1.68 03340 098180
46XY, N 46XY, QAT  -0.03985 001620 4078  -246 0.0664 096092

Mombre esperar pels 23 bivalenes:

- Considerant només els individus del grup 2

panty
l-|
i [
7 7 -
| ® N
& i +*
* ¥
: - . ‘ ! -
* AL B e A N
: + 5 # + & M : I R - o
£ % F ¥ T Fo4 ;
. ¥
1
1 4
i
B e e S e e i
1 t 3 4 &5 & 7 8 % 0 10 1 0} 06 OM5 MO0NT 1@ mmn 1 i
Fasg
(4 THATT HEY, B+ &4 LT, K
* -8 WA, DAT = = % LRIV & wiiiands, Ou

Em el Erup 2 les diferencies enre l:mi.ulip 1 fa:minugmrnn SEHT ﬁipiﬁm[ivc:i. {hservem gue
no hi ha cap individu amb cafotip 46XY +vadanes i seminograma normal.
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Type Wl Teats of Fized Effocts

Num | Den
Effect DF| DF|FValue| Pr>=F

car'sam 3 2853 740 <0001
Tona 22 2953 145.80 <0001

car*sem Least Sguares Means

Standard
Standard
CEI® 5Bm | Estimate Error . DF | { Value | Pr= i

A6XY. N 07082 006168 2853 1148 <0001 20304 0.1253
A6XY OAT 07073 002870 2853 2648 <0001 20285 0.05416

Differences of g Least Squares Means

Standarnd

CarSem Gar*Sem Estimate Ermor| DF |t Value

ABXY + variants, DAT 46XY, A -0 1428 003191 2953 448 <0007 0O BGEAS
A48XY + vanants, DAT 4BXY N 01483 008754 2953 220 01247 0Bs219
AEXY + varants, OAT 46XY, OAT 01473 003830 2853 3485 00007 0 BGI00
48XY, A 4BXNY, N 000541 0.06378 2953 -0.08 09998 0594563
45X, A 46XY, OAT 000448 003118 2853 014 08383 0 58556
48XY. M 48xY, QAT 0000018 0086719 2953 001 1.0000 1.00094

Sonbire esperal p::]s 2% hivalents:

sem  Estimale
AGXY # variants O0AT 402638

4axY A 45,4485
4aXY N 466552
AGXY QAT 46.6555

18
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7.2.3 Analisi de proximitat
A. Tots els bivalents

Per a cada bivalent s'ha calcular el percentatge de bivalents pricims amb un interval de
confimea del 99% (no ey wnen en gompte les mesures repeticdes),

539338 U HENBUBYREYIRUGEL LS

Sieral | T T T L T T T T T L Rl | T T T T | et Dama)

1 2 3 4 & & 7 8 @ WM 12 1D W IE WM WV IB W XD N R

g 016 022 028
18 016 022 028
017 023 030

017 023 030

017 024 030

12 018 024 0¥
5 048 024 0O
13 018 025 03
20 08 025 032
6 019 026 032|
w019 0286 032
1\ 018 o026 032
2 019 026 033

]
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1 020 o027 033
i1 021 028 035
w022 023 D35

21 022 029 038
14 023 D30 037
15 625 033 040
2 026 033 040

Per tenir en compre les mesures reperides s™ha fer servir un model de repressio logisrica
amb mesuees rependes. 5'ha considerat |a vanable indieadoes de provimitat com a vanable
Fespinsia i la wona com a variahle r.xplimliva.

Responsé Profile

Orderad Total
Value | proxim | Frequency

Globalment no s’han derecrar diferéncies significatves entre bivalents (p-valor=04233).

Score Statistics For Type 3 GEE
Analysis

Spurce | DF | Chi-Sguare | Pr> Chisg

21.58 0.4253

Per comparar els diferents bivalents entre ells shan calculat els adde ratfs, que representen el
rise que i€ un bivalent de ser proper respecte dels almes.,
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El segiienrt prafic mostra ¢ls adds ratio per a cada bivalenr:

1'rrr|r1—rr| SRR R LR L L L Ll L i e e N e R A R L e

"2 2 4 &5 @ T OO0 @ 10 1 AF A3 M R W W R TR A M &2

Lower Upper
Confidence | Confidence

Label | Estimato LLimit Lirmit Fr > ChiSg
2ana 8 0.7865 06162 1.0038 00536
zona 18 0.7865 0.5687 1.0875 0. 1463
ana 4 0.8448 0.6698 1.0657 L1547
zona 3 0.8538 0.6212 14734 0.3298
zona 8 0.8840 0.7115 1.0083 0. 2656
zona 12 0.B884 06364 1.2403 0.4871
zona 5§ 0.9015 0.70:45 1.1529 0. 4086
zona 13 0.8233 0.5953 1.2273 0.5844

zona 20 08417 0.7538 1.1765 05870
2ona 6 0.9692 0.7479 1.2561 08133
zona 17 08732 0.7240 1.3082 08571

zona 19 0.a7az 0.TEE1 1.2378 08247
zona 2 (.8880 0.7750 1.2587 0.5228
ona 16 0.9816 0.55%604 1.4078 D.2622
zona 1 1.0206 0.7410 1.4058 0.9006
zona 11 1.0820 0.8335 1.4307 05228
2ona 10 11318 08483 1.5131 04043
zona 21 1.1720 0.8771 1.5650 0.2831
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Lower Upper
Confidenco | Confidence
Estimats Limit Limit Pr = ChiSg
Zoma 7 11720 083390 1.5450 0.2604
2oma 14 1.2275 10,0638 1.5633 00987
zona 22 1.3785 1.0753 1. 7698 0.0114
zona 15 1.3795 1.0664 1.7845 0.0143
B. Bivalents agrupats

Sha considerat la segiient recodificacio de la varable bivalens:

Zona recodificada

Cumulative | Cumulative

zonaf2 Frequer:::y'-l’ement Frequency

Parcent

Per a cada prup de bivalents <ha caleular el percentayge de bivalems proxims amb un
interval de confianca del 9974 (no o2 renen en compie les mesures reperides),

Lowser %% CL
-4
R
o3 3
1!'
. 3
«3 3
-3
ad o —
o3
e
.54
.
+2
« 7 o

7
LTS

o2 --ﬁ"‘-u._\_ .-"-‘
3 3

TFT TTYTT[TFT s T TR [T TR PO NTT

i=3% 4 =5 B=12

Eora pecodificada

131=13 1&=
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Zona

Lawar

9%

recodificada
1-3

612
13-15
16-18
10-20
2122

CL
0.21
0.19
023
0.25
021
0.21
0.26

025
0.24
0.28
025
0.25
0.2%
0.3

0.29
0.28
0.28
0.33
024
Q.30
0.56

En ¢l maodel considerant mesures repetides, plobalment no shan derectar diferéncies
significatives entre bivalents (povalor=01.5352).

Source

Score Statistics For Type 3 GEE
Analysis

ronaRl?

507

DF | Chi-Square | Pr > ChiSg
06362

Per comparar els diferenes hivalents enrre ells <"han calcular els oo i, que representen el

rise qué t¢ un bivalent de ser proper respecte dels alres,

El segiient grafic mostma els odds rutio per a cada bivaleni:

Odds racie

1.7 4

1.%

1.5

1.4

- J-'-
3 -
-
-
_-"'---
a4 -
. _,__---"'"r-’ _ﬂ_,—ﬂ’"f
S i —//
— —
— ey
Te— i —
—— ._'_._.-'—'_ P
e I
T — —— __.a--__'-
_I T T T LI L L LI I |
1=3 a=5 =12 13=15 LE=18% 18=320 21=27

Zona recadlificada
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Lower Upper
Confidence  Confidence

Estimate Limit Linit Pr = ChiSg
zona 1-3 0.9377 0.0TES 0.7359 04432
zona 4-5 0.8511 00662 07307 0.0381
zona G=12 08724 OLOET2 08482 0.E6A54
zona 1315 1.1766 01158 0.9707 0.0975
zona 16-18 069654 0.0a71 0.7249 03128
zona 19-20 0.9431 (.0858 0.7889 05202
ona 21-22 1.2955 0.1548 1.0250 0.0303

C. Analisi multivariant

Per ral d'analitzar s1 hi ha patrons de proxamitar dels diferents grops de bivalents al bivalent
sexual earacrerfstics d'individu, $ha realiteat un andlisi de eorrespondéneies mualtiples
considerant cadascun dels grups de bivalents com a variables {sense enir en compte les
mesures repetides).
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Caracrerireacio dels grups:

Grup 1 (N=80, 27,30%

%o de ln

CR.18 Mo BR.T5 7747 3128 227
Grup 2 (N=122, 41,64%)
- I'““":t sedeln | “%dela
Variables | Modalitais dins I madalitat | classe dins Pes
d";:u (total}) | la modalitat

4.6

CR.18 Mo 9,34 7147 48,02 227
CR.16 Mo R607 T372 4861 26
CR.15 i RO33 67,24 49,75 197
CE.12 i E6E0 75,43 47,96 221
CR2I M ElL15 Tl 45,08 206
CR.5 Mo B5.25 75,43 47,06 221
Grup 3 (N=91, 31,06%
% de la
inlitat o de In Yo de In

YVarinbles | Madalitws
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Individus per grup:

Grup 1
Freqliéncia | Percentatge
Valids BT 140 2 2,5
BT 142 4 5,0
BT 284 2 2,5
BT 287 3 3,8
BT 289 2 2,5
BT 291 3 3,8
BT 302 1 1,3
BT 307 2 2,5
BT 308 2 2,5
BT 309 3 3,8
BT 310 2 2,5
BT 312 14 17,5
BT 314 1 1,3
BT 321 3 3,8
BT 328 8 10,0
BT 331 3 3,8
BT 360 1 1,3
BT 392 3 3,8
BT 6854 1 1,3
BT 6858 8 10,0
BT 6859 8 10,0
BT 6866 1 1,3
BT 6867 2 2,5
BT 8514 1 1,3
Total 80 100,0
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Grup 2
Frequéncia | Percentatge
Valids BT 140 1 8
BT 142 3 25
BT 284 6 49
BT 287 3 25
BT 289 4 33
BT 291 4 33
BT 299 4 33
BT 301 2 16
BT 302 1 8
BT 307 5 4,1
BT 308 1 8
BT 309 1 8
BT 310 6 49
BT 312 18 14,8
BT 314 3 25
BT 315 7 57
BT 321 3 2,5
BT 328 8 6,6
BT 331 6 49
BT 360 1 8
BT 392 4 33
BT 6854 1 8
BT 6858 11 9,0
BT 6859 10 82
BT 6866 3 25
BT 6867 3 25
BT 8514 3 25
Total 122 100,0

2
|
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Grup 3
Frequéncia | Percentatge
Valids BT 118 2 2,2
BT 140 1 1.1
BT 142 1 1.1
BT 284 1 1.1
BT 287 4 4.4
BT 291 5 55
BT 299 2 2,2
BT 301 1 1.1
BT 307 3 33
BT 308 1 1.1
BT 310 3 33
BT 312 12 13,2
BT 314 2 22
BT 315 3 33
BT 321 4 4.4
BT 328 10 11,0
BT 331 10 11,0
BT 392 3 33
BT 6837 3 33
BT 6858 9 99
BT 6859 5 55
BT 6866 3 33
BT 6867 1 1.1
BT 8514 2 22
Total a1 100,0
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Agraiments






Per fi arriba un dia en que alld en que has posat tants esforcos s'acaba materialitzant i la
satisfaccio és realment gran, de veritat que si. Perd aquest dia també et fa pensar en el llarg cami
recorregut i sobretot en totes aquelles persones que, d’'una manera o altra, ho han fet possible. |
és aleshores quan et sents amb la necessitat de compartir-ho amb totes elles i de donar-los,

sincerament, les gracies.

El dia que vaig apropar-me a la Unitat de Biologia Cel-lular per demanar informacié sobre les
opcions de masters, cursos, tesis, o qualsevol cosa que em permetés apropar-me una mica al
mon de la recerca, poc m'imaginava que sortiria amb una proposta de Tesi sota el brag i a punt

de comencar una de les experiéncies més gratificants de tota la meva vida.

De fet, si puc dir que I'experiéncia ha estat positiva, en gran part és gracies als “jefes” que he
tingut. Qué dir de la Fanny i el Joan!?, sempre implicats, predisposats, amb una imprescindible
visié critica, i sobretot amb una facilitat de tracte que han fet que treballar amb ells sigui un
veritable plaer. Gracies per la confianca i també per l'oportunitat. De I'Egozcue, destacar
I'entusiasme, I'energia, la proximitat i sobretot I'enriquiment, no només cientific, que va significar

treballar amb ell.

Pero també he compartit coneixements i experiencies amb altres membres d’'un equip de treball (i
de molt més que treball!), que un bon dia es va anomenar “CC”. A I'Ester (/inia espermatozoides)
agrair-li totes les hores compartides, tant de feina, com de congressos, seminaris, cursos de
I'IDES (no ho hauria suportat sense tu al costat!), Itaques, Argons, i sobretot, totes les converses,
confidéncies i hores de despatx que ens han unit al llarg d’aquests anys. De la Monica (/inia
embrions), tinc ben present els divertits i una mica desorientats inicis que vam compartir, i que
de fet, van servir per establir 'amistat que encara tenim. | com sovint passa en totes les Tesis, la
meva (linia meiosi), ha passat per dificultats i entrebancs. M'agradaria doncs, donar les gracies a
I'Oscar, a la Marta P i a la Lydia, per interessar-se i fer costat en aquests moments. A la Cris,
voldria agrair-li totes les converses i hores de despatx compartides, la veritat és que han fet el
cami molt més entretingut. A I'Albert i a '’Anna, només dir-los que no sempre he fet feina davant

d’'un ordinador, i que em moro de ganes de passar-me una tarda sencera trastejant pel laboratori.

A aquells que constituiu els diferents “graus” de veterania de la Unitat (Anna, Carme, Dolors,
Elena, Josep, Laura, Leo i Montse), entenent la veterania com un grau, voldria agrair-vos les
aportacions que heu anat fent en el dia a dia, tant en la recerca com en la docencia; pero

sobretot, perqué m’heu ensenyat que tot resulta més facil si es treballa en un entorn agradable.

Qué dir als de la meva quinta (menys veterans que els anteriors tot i que ja “déu-n’hi-do”)?

Doncs a I'’Assumpta, a la Marta M, a la Nerea i al Nuno, agrair-vos les estones disteses que hem
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passat conversant, tant de feina com de tants altres aspectes de la vida. Gracies pel suport i

I'interés que sempre m’heu demostrat, especialment en els moments més complicats.

També wvull agrair a les generacions que s’han anat incorporant en els Ultims anys que hagin
format part, d'una manera o altra, d'aquest projecte (David, Eli, Irene, Judit, Mariona, Marta F,
Sergi i Sheyla), ja sigui compartint hores de laboratori, de microscopi, de practiques o d'altres

activitats menys laborals.

Als técnics de la casa, al Jonatan i al Marc, agrair-vos el vostre suport en les incomptables hores

de laboratori, de microscopi i de preparacié de practiques.

I de ben segur, tot aixd no hagués estat possible sense la valuosa i imprescindible ajuda de la

Silvia, que tant m’ha ajudat en les tedioses perd necessaries gestions de paperassa.

Finalment, a les incorporacions més recents (Anna M, Cristina F, Daniel, Laia, Puri i Tania), voldria
explicar-vos que us heu incorporat en un dels moments menys sociables i més avorrits de la

meva vida. Crec que haurem de posar-hi remei a partir del 22 de juny.

Pero al llarg d’aquests anys s6n moltes les persones que han anat passant per la Unitat i que, tot
i que ara no hi son, també han format part del recorregut. Malgrat que els camins s’han anat
bifurcant i separant, les experiéncies compartides encara fan que mantinguem una bona amistat

(Amine, Aurora, César, Laia M, Laura L, Pep, Pilar...).

I per si m’hagués deixat a algu, vull fer un agraiment extensiu a tothom per les nombroses
estones ludico-festives que han fet el cami molt més divertit. Em refereixo a les bicicletades,
seminaris blancs, calcotades, matances del porc, celebracions de Sants i aniversaris, fotografies
de carnestoltes, edicions de “tasteig culinari”, barbacoes, jornades, excursions al Pedraforca,
celebracions de Sant Wenceslao, i fins i tot, graellades de gambes al menjador de la Unitat!
Sense oblidar-nos de que compartir un doble trasllat és una experiéncia que crec que uneix

definitivament a les persones per a tota la vida.

D’altra banda, vull també donar les gracies a tota la “gent” de Prenatal Genetics, especialment a
'Agusti, a I'Esther, al Joan, a la Manoli i al Viceng, per tot el que em van ensenyar en els meus
primers passos pel laboratori. No només em refereixo a la part més “técnica”, siné6 també a tots
els bons habits de treball que tant m’han servit al llarg d’aquests anys. Pero sobretot, vull agrair-

vos sincerament 'oportunitat que em vareu donar, perqué sense ella avui no estaria on soc ara.
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Pels que no viuen el dia a dia de la recerca, a vegades es fa dificil comprendre la dedicacié que
requereix, i per aixo vull agrair a tota la meva familia, tant la de sempre com la més recent,
I'esfor¢ que han fet per comprendre i donar-me suport en aquesta llarga empresa que vaig
decidir iniciar. Al David vull agrair-li especialment que sempre m’hagi fet costat en el dificil cami

de la ciéncia, i de fet, en tants altres camins; fins i tot en els més inversemblants.

A tots els amics, tant als d'aqui, com als de Menorca, com als de I'altre banda del “bassal”, vull
donar-vos les gracies pel suport, la paciéncia i les llargues converses compartides que han fet

molt més portable algunes de les etapes del trajecte.
En fi, que tot i que quan comences una Tesi no tens n’hi idea de qué implica ni d'on et portara,

ara que sembla que I'he enllestida, haig de dir que el balang és absolutament positiu.

Gracies a tots!
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