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1. Introduccié

1.1. Les anomalies cromosomiques a I’espécie humana

A l'espécie humana, les anomalies cromosdmiques causen retard mental i del
desenvolupament, infertilitat, esterilitat i mortalitat, mostrant una freqténcia de I'1%
en nounats, 6% en morts perinatals i 50% en avortaments espontanis (Jacobs i
Hassold 1995) (Taula 1). El percentatge d’embrions portadors d’anomalies
cromosOmiques €s més elevat en humans que en altres espécies de mamifers,
estimant-se que el 8,1% dels embarassos clinicament reconeguts presenten
anomalies cromosOmiques, de les quals, un 7,1% s6n anomalies numeériques

(aneuploidia i poliploidia) i un 0,8% anomalies estructurals.

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

Anomalies cromosomiques (%)

Estadi . .
Trisomies MONOSOMia ooy idies  Anomalies s TOTAL
X estructurals

AulETEESL) 4,3 1,3 15 0,8 0,2 8,1
reconeguts

PRI 26.8 8.6 9.8 2.0 07 47,9
espontanis

Morts perinatals 3,9 0,3 0,6 0,4 0,6 5,7
Nounats 0,3 <0,01 <0,01 0,60 002 0,9

@ Revisat per Jacobs i Hassold 1995
b Frequéncies estimades considerant un 15% d’avortaments espontanis i un 1% de morts perinatals,
sense tenir en compte les taxes de pérdua preimplantacional d’embrions

Les anomalies estructurals sén més freqlents en nounats i mostren un major grau
de supervivéncia que les trisomies, com s’observa a la taula 1. Les uniques
aneuploidies compatibles amb la vida sén les trisomies pels cromosomes 13
(sindrome de Patau), 18 (sindrome de Edwards), 21 (sindrome de Down) i pels
cromosomes sexuals, aixi com la monosomia del cromosoma X (sindrome de
Turner). Totes les anomalies cromosoOmiques, incloses les viables, solen donar lloc

a avortaments espontanis.
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La frequéncia d’anomalies cromosomiques en el moment de la concepcio esta
subestimada, ja que moltes delles son letals en els primers estadis del
desenvolupament embrionari (veure Taula 1) i no sén detectades clinicament. Les
anomalies cromosOmiques s’originen durant la gametogénesi i, menys
freqlientment, en etapes post-fecundacio, donant lloc en aquest cas a anomalies
cromosOmiques en mosaic. Per aquest motiu, per conéixer la frequéncia real
d’anomalies cromosomiques en embrions, es necessari I'estudi citogenétic dels

gametes.

1.1.1. Anomalies cromosomiques numériques: aneuploidia i poliploidia

Aneuploidia

L’aneuploidia consisteix en la pérdua o guany d’un o més cromosomes, donant lloc
sempre a un nombre de cromosomes diferent al hombre haploide normal (n=23
cromosomes). En les cél-lules somatiques, el guany d’'un cromosoma resulta en
trisomia (2n+1) i la pérdua, en monosomia (2n-1), mentre que en el cas dels
gametes, el guany i la pérdua d’'un cromosoma donen lloc a disomia (n+1) i
nul-lisomia (n-1), respectivament. L’aneuploidia és I'anomalia cromosodmica
numérica més freqlent a I'espécie humana. S’estima que el 5% de tots els
embarassos reconeguts son aneuploides (Hassold i Hunt 2001). Dintre de les
aneuploidies, les més freqlients son les trisomies, sobretot aquelles que afecten als

cromosomes sexuals.

Origen de I'aneuploidia

A la majoria dels casos, I'aneuploidia s’origina de novo per errors en la segregacié
cromosOmica durant 'ovogénesi o I'espermatogénesi, en progenitors amb cariotip
normal. La resta de casos, o s’hereten d’un progenitor portador (trisomies sexuals),
o s’originen a la mitosi durant la embriogénesi, donant lloc a individus mosaics amb
dues o més linies cel-lulars amb diferent cariotip.

Es coneixen dos tipus d’errors en la segregacido cromosomica que donen lloc a
cél-lules aneuploides: la pérdua anafasica i la no disjuncié. La pérdua anafasica
només origina cél-lules somatiques amb monosomia total o gametes amb
nul-lisomia, mentre que la no disjuncié produeix tots els tipus d’aneuploidies, sent la

principal causa d’aneuploidia I'espécie humana (Marquez et al. 2000).
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La no disjuncio es caracteritza per la no separacié dels cromosomes homolegs
(meiosi 1) o cromatides germanes (meiosi Il), donant lloc a gametes nul-lisomics (22
cromosomes) i disdbmics (24 cromosomes) en proporcio 1:1.

S’han descrit tres mecanismes principals de no disjuncié a la meiosi | (revisat per

Hassold i Hunt 2001; Uroz i Templado 2012) (Figura 1): la no disjuncié classica,

Ml Mil
espermatocit |- » espermatocit Il - » espermatozoides

Segregacio Espermatozoides
normal normals

g X
1 \/ ! |
/\ I [

IRY; L f
,\ I l Espermatozoides
i pPSSC - disomics,
' nul-lisdmics i
' ; | | normals
No
quiasma
ND
aquiasmatica
J\4 | |
/ \ ' l Espermatozoides
l - disomics i
oj 3 nul-lisdmics
ND
clasica
Un quiasma
distal

Figura 1. Mecanismes principals de no disjuncidé durant la meiosi | masculina:
Separacio prematura de cromatides (PSSC), no disjuncié (ND) aquiasmatica i no
disjuncié classica (Uroz i Templado 2012) (Ml=meiosi |; MlI=meiosi Il)

on ambdds cromosomes homolegs es dirigeixen al mateix pol cel-lular; la no
disjuncié aquiasmatica, on es segreguen independentment els cromosomes
homolegs al mateix pol de forma aleatdria (probabilitat del 50%); i la separacié

prematura de cromatides (PSSC) durant la segregacié dels cromosomes
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homolegs, on un cromosoma i una de les dues cromatides germanes del seu
homoleg migren al mateix pol a metafase I.

Recentment, la analisi de SNPs (single nucleotide polimorphims) d'oocits i
corpuscles polars descartats en técniques de reproduccié assistida, ha permés
descriure un nou mecanisme de segregacio cromosomica anomenada segregacio
cromosomica inversa (Ottolini et al. 2015). Segons aquest mecanisme, els dos
cromosomes homolegs separen les cromatides germanes a la anafase |, a
diferéncia del procés de PSSC, on unicament un dels dos cromosomes homolegs
separa les seves cromatides. A més, aquests autors descriuen una segregacio
preferencial de les cromatides no recombinants al segon corpuscle polar en meiosi
Il, per tant sén eliminades de la linia germinal. Segon aquest estudi, els bivalents
sense recombinacid mai segueixen un patré6 de segregacid6 normal, sind que
pateixen PSSC o segregacié cromosomica inversa (Ottolini et al. 2015).

Perqué la segregacié cromosomica es realitzi correctament, és imprescindible que
durant la meiosi | tingui lloc, de forma efectiva, l'aparellament, sinapsi i
recombinacié dels cromosomes homolegs, la pérdua gradual de la cohesié entre
cromatides germanes i la coorientaciéo dels centromers (Brar i Amon 2008). A
'estadi de metafase | la preséncia dels quiasmes manté la tensid entre els
cromosomes homolegs, afavorint la correcta orientacié dels bivalents a la placa
metafasica (Page et al. 2003). El nombre dels quiasmes s’ha associat ampliament
amb el procés de no disjuncié. S’ha descrit una reduccio del nombre de quiasmes
en el cromosoma extra present en individus amb trisomia 21 (Warren et al. 1987),
trisomia 16 (Hassold et al. 1991a), trisomia 18 (Fisher et al. 1995) i trisomies
sexuals (Hassold et al. 1991b). Alguns autors han relacionat la localitzacié dels
quiasmes (distal o proximal) respecte al centromer amb errors en la segregacio
meiotica dels cromosomes homolegs (Lamb et al. 2005). Un quiasma molt proxim al
centromer pot afavorir la separacié prematura de cromatides germanes en anafase
I, ja que només es troben unides per cohesines en la regid centromeérica (revisat
per Hassold et al. 2000; Sun et al. 2004). Per la seva part, un quiasma molt proper
al teldmer pot resoldre’s de manera prematura i donar lloc a no disjuncid
aquiasmatica (revisat per McDougall et al. 2005).

En els ultims anys, la cohesié cromosomica ha adquirit un paper rellevant en el
procés de la segregaciéo cromosomica durant la meiosi, ja que assegura la unié dels

cromosomes homolegs durant la profase | i de les cromatides germanes fins
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'anafase Il. A la meiosi |, les cromatides germanes es mantenen unides gracies als
eixos de cohesines presents al llarg de tota la seva longitud (inclds el centromer),
excepte en els llocs dels quiasmes (Koehler et al. 1996; Hodges et al. 2005;
Nagaoka et al. 2012). Perqué la segregacié del parell dhomodlegs es realitzi de
forma efectiva és essencial I'eliminacié gradual de les cohesines entre cromatides
germanes a l'anafase | i la pérdua de les cohesines que resten als centromers
germans a I'anafase |l (Nagaoka et al. 2012).

Estudis d’odcits de ratolins deficients en una cohesina especifica de la meiosi
(SMC1B), van mostrar que la pérdua de la cohesié prematura entre el parell
d’homolegs donava lloc a odcits aneuploides (Hodges et al. 2005) i que la
deficiencia en la cohesié entre cromatides germanes originava aneuploidia
associada amb I'edat parental. Ottolini i col-laboradors (2015) mitjangant I'estudi de
mapes de recombinacio de diversos cromosomes en oocits humans, suggereixen la
necessitat d’'una localitzacié correcta de la recombinacié entre els cromosomes
homolegs per assegurar la pérdua gradual de cohesi6 entre cromatides germanes
durant la meiosi.

Estudis meiotics en espermatdcits de ratolins (Vrooman et al. 2014) van determinar
que 'edat paterna incrementa els errors sinaptics en meiosi | dels cromosomes més
petits i dels sexuals, probablement associada a una pérdua prematura de cohesio
cromosOmica més que a errors de recombinacio.

Estudis in vivo en odcits humans han descrit que el procés de conformacié de les
fibres del fus acromatic és molt lent (16 hores) comparat amb la mitosi (30 minuts) o
la meiosi d’odcit de ratoli (3-5 hores) (Holubcova et al. 2015). Aquesta diferéncia en
els temps de migracié dels cromosomes homolegs augmenta la possibilitat de
retard d’alguns cromosomes durant I'anafase, donant lloc a I'aneuploidia. Tot el que
s'ha dit anteriorment obliga a reexaminar la relacid entre recombinacid, cohesio i
segregacio cromosoOmica i posa de manifest la complexitat de l'origen de la

aneuploidia, no podent-se descartar que pugui tenir un origen heterogeni.

Poliploidia

La poliploidia fa referéncia a la preséncia de més de dos complements haploides
en cél-lules somatiques o més d’'un complement en gametes. La poliploidia es
troba en el 1,5% dels embarassos reconeguts, 9,8% dels avortaments espontanis i

el 0,6% de les morts perinatals (veure Taula 1). Aquesta anomalia es considera
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letal, ja que els nounats que la presenten tenen un temps de supervivéncia molt
curt (revisat per Kang i Rosenwaks 2008).

A l'especie humana es coneixen dos tipus de poliploidia: la triploidia (3n=69
cromosomes) i la tetraploidia (4n=92 cromosomes), sent la triploidia el tipus més
freqlient. L'origen més comu de la triploidia és la fecundacié d’un odcit per dos
espermatozoides (60% dels casos), procés conegut com dispérmia. La resta de
triploidies s’originen per la fecundacié de gametes diploides originades per errors en
la meiosi masculina (36%) o femenina (26,2%), per la fusié d’oocits (3,2%) o per
errors en la mitosi postzigodtica (1,6%), la qual dona lloc a mosaics (Zaragoza et al.
2000).

1.1.2. Anomalies cromosomiques estructurals

Les anomalies cromosOmiques estructurals poden ser equilibrades, sense pérdua
ni guany de material cromosomic o desequilibrades, amb pérdua o guany de
material (Figura 2). Les anomalies estructurals equilibrades presenten normalment
un fenotip normal, mentre que les anomalies desequilibrades estan associades a
retard mental i malformacions. Les anomalies més freqlients soén les translocacions
reciproques en les equilibrades i els cromosomes marcadors en les

desequilibrades (Taula 2).

Taula 2. Incidéncia d’anomalies cromosomiques estructurals equilibrades i
desequilibrades en avortaments espontanis, nounats i a la poblacié general

Incidéncia d’anomalies estructurals

Anomalies estructurals O ETTETE

espontanis Nounats Poblaci6 general
Equilibrades
Translocacions reciproques 1/625 1/1000 -
Translocacions Robertsonianes 1/1000 1/1000 -
Inversions 1/2500 1/5000 -
Desequilibrades
Cromosomes marcadors 0 1/5000 1/2000
Delecions intersticials 1/4000
Duplicacions intersticials 1/4000
Delecions terminals 1/5000

% revisat per Jacobs, 1981; Shaffer i Lupski, 2000
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Anomalies estructurals equilibrades

Inversio paracéntrica Inversio pericéntrica
A ] a A A
B c B c
ol 6 dlo-H
Invert Invart B
D D ) D
Translocacié reciproca Translocacié Robertsoniana
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Anomalies estructurals desequilibrades

Delecio terminal Delecio intersticial

Isocromosoma Cromosoma en anell

Insercio

Duplicacio

Cromosoma marcador

Figura 2. Anomalies cromosomiques estructurals equilibrades i desequilibrades.
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Les anomalies cromosomiques estructurals sén el resultat de trencaments de doble
cadena (double-strand breaks, DSB) en el DNA seguit d’errors o abséncia de
reparacio del DNA, donant lloc a reorganitzacions estructurals i a la formacié de
fragments aceéntrics que es perden en posteriors divisions cel-lulars.

Estudis dels punts de trencament d’anomalies estructurals, tant en espermatozoides
com en limfocits, demostren una distribucié no a l'atzar dels punts de trencament
del DNA. S’ha descrit una correlacié positiva entre els punts de trencament de
lesions cromosomiques i els llocs fragils en espermatozoides (Benet et al. 1989) i
els punts de reorganitzacions cromosomiques equilibrades de novo detectades en
diagnostic prenatal (Warburton 1991, revisat per Estop et al. 1991).

En els ultims anys, estudis gendmics han aprofundit en l'origen d’anomalies
estructurals que afecten a nivell génic (Shaffer i Lupski 2000; revisat per Gu et al.
2008). Principalment, aquests estudis han descrit dos mecanismes que originen
reorganitzacions estructurals:

1. Recombinaci6 homologa no al-lélica (NAHR, nonallelic homologous
recombination) mitjangant I'aparellament de regions amb un alt grau
d’homologia (LCR, low-copy repeats). Quan les dues sequéncies LCR
estan situades en el mateix cromosoma i en orientacié directa, la
recombinacié entre aquestes regions homologues no al-léliques provoca
duplicacio i delecié del fragment flanquejat per les dues LCRs. En canvi,
qguan la orientacioé de sequéncies LCR és oposada, la recombinacio resulta
en la inversié del fragment flanquejat per aquestes sequéncies. Si la NAHR
es realitza entre les LCRs situades en diferents cromosomes pot generar
anomalies estructurals intercromosomiques. Aquest és el mecanisme més
comu que dona lloc a reorganitzacions estructurals recurrents.

2. Uni6é d’extrems cromosdomics no homolegs (NHEJ, nonhomologous end
joining,) origina reorganitzacions estructurals no recurrents. Aquest model
es basa en errors en els sistemes de reparacié del DNA, els quals detecten
DSB i modifiquen els extrems, fent-los compatibles per la seva unio
posterior (revisat per Lieber 2010).

Aquests dos mecanismes podrien donar lloc a reorganitzacions a nivell cromosomic
(revisat per Kurahashi et al. 2009). No obstant, no esta demostrat encara que els
mecanismes que generen les alteracions géniques siguin els mateixos que els que

originen les anomalies cromosomiques estructurals en I'espermatozoide.

10
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1.1.3 Anomalies cromosomiques durant 'espermatogénesi

Durant la meiosi, existeixen punts de control o checkpoints de la supervivéncia
cel-lular que bloquegen o, fins i tot, eliminen les cél-lules “amb errors”, reduint la
freqiéncia de gametes anormals, incloent-hi les portadores d’anomalies
cromosoOmiques. Fins al moment, s’han descrit dos punts de control meiodtics: el
punt de control de paquite (Pachytene Checkpoint) (Roeder 1997) i el punt de
control de la metafase | (Spindle Assembly Checkpoint) (Burke 2000) (veure figura
3). El punt de control de paquité fa el seguiment dels processos d’aparellament,
sinapsi i recombinacié meidtica, aturant el procés meidtic de les regions del DNA
sense aparellar i les lesions en el DNA que no s’han reparat. El punt de control de la
metafase assegura la correcta segregacid cromosoOmica durant la meiosi | i Il
(revisat per Malmanche et al. 2006), ja que controla errors generats durant la
formacié del fus i I'alineament dels cromosomes a la placa metafasica. Aquest punt
de control impedeix I'eliminacié de cohesines fins que la tensio en el fus acromatic
és suficient com per assegurar la orientacio correcta dels cromosomes. La meiosi
continua quan aquest dos processos es realitzen correctament. Si no es repara
I'error, s’indueix la cél-lula a un procés d’apoptosi (revisat per Roeder i Bailis, 2000).
A l'espécie humana, I'eficiencia dels checkpoints meiodtics és superior en la meiosi
masculina que no pas en la meiosi femenina (revisat per Hunt i Hassold, 2002;
Morelli i Cohen, 2005; Vrooman et al. 2014). Aquest fet podria explicar I'increment
d’anomalies cromosOmiques en oocits i el major origen matern de les trisomies.
Estudis d’espermatocits | i Il en individus fértils realitzats pel nostre grup (Uroz i
Templado 2012) han mostrat una frequéncia d’aneuploidia conservativa en
espermatocits Il (14%) similar a la observada en oocits no inseminats de dones
joves (13-19%) (Garcia-Cruz et al. 2010; Sandalinas et al. 2002). Aquests resultats
suggereixen que les diferéncies entre I'aneuploidia materna i paterna no sén
causades per diferéncies en errors de segregacié cromosomica, sindé per la
existéncia d’'un possible punt de control postmeidtic en la espermatogénesi, no
present en la ovogénesi.

L’alta contribucié paterna en I'origen de les anomalies estructurals de novo pot ser
deguda a I'elevat nombre de divisions de les espermatogonies al llarg de la vida
reproductiva, juntament amb I'abséncia de mecanismes de reparacié en estadis

finals de I'espermatogénesi. Les espermatogonies d’'un home amb 20 anys d’edat

11
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Figura 3. Esquema de la espermatogenesi masculina, fecundacié i formacié del
pronucli (adaptat de Alberts et al, 2015).
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s’han dividit mitdticament 150 vegades i un home amb 50 anys ho han fet 850
vegades, amb un increment lineal de 23 divisions cel-lulars per any en individus
adults (Crow, 2000).

La reparacio del DNA durant la gametogénesi masculina és efectiva, perd, a mesura
que avancga cap al final de | ‘espermiogénesi, I'’habilitat per reparar les lesions en el
DNA es redueix molt drasticament. L’alt nivell de compactacié de la cromatina en el
nucli de la espermatide i de I'espermatozoide, gracies a la preséncia en la seva
estructura de proteines denominades protamines, dificulta 'accés dels enzims de
reparacio al DNA (Sega et al. 1976; Marchetti i Wyrobek 2008). Les possibles
lesions cromosomiques generades en els diferents estadis de I'espermatogénesi,
que no son reparades pels sistemes de reparacié del DNA de I'espermatozoide,
podrien ser reparades en l'estadi de zigot aprofitant els sistemes de reparacio de
I'oocit (Sega 1979; Balhorn 1982; revisat per Marchetti et al. 2015) (veure Figura 3).
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1.2. Analisi citogenétic de I’espermatozoide huma

L’'alt grau de condensacido de la cromatina de I'espermatozoide, gracies a les
protamines, dificulta I'estudi del seu complement cromosoOmic. Per estudiar els
cromosomes de l|'espermatozoide huma, s’han descrit dues técniques que
aconsegueixen la descondensacio de la cromatina del cap dels espermatozoides:

técnica de fecundacio in vitro hamster-huma i técnica de FISH multicolor.

1.2.1. Fecundaci6 in vitro hamster-huma

Va ser la primera técnica que va possibilitar I'estudi dels cromosomes de
'espermatozoide huma (Martin et al. 1982; Rudak et al. 1978). Consisteix en la fusio
d’oocits de hamster amb espermatozoides humans capacitats in vitro amb bloqueig
del procés a l'estadi de la primera metafase mitdtica del zigot format. En aquest
moment, la cromatina dels espermatozoides es troba condensada en forma de
cromosomes metafasics, fent possible realitzar el seu cariotip i detectar anomalies
cromosOmiques, tant numériques com estructurals. Aquesta técnica no permet
distingir la nul-lisomia real de la causada per la pérdua artefactual de cromosomes
durant la preparacid de les extensions. Per aquest motiu, els autors utilitzen
'aneuploidia conservativa (2xdisomia). Tampoc pot avaluar la diploidia que pot ser
el resultat de polispérmia, procés freqient en aquesta técnica, ja que I'oodcit, en el
moment de la fecundacio, esta desproveit de la seva zona pel-licida i no bloqueja
'entrada d’espermatozoides (Martin et al. 1982).

Utilitzant el sistema hamster-huma, les séries més grans realitzades en individus
control (Brandriff et al. 1988; Estop et al. 1995; Martin et al. 1987; Templado et al.
1996) han establert que la freqiéncia d’aneuploidia conservativa en el
espermatozoide és 1,8% i la d’anomalies estructurals 6,6% (Taula 3). Les anomalies
estructurals més freqlientment observades en el cariotip de I'espermatozoide son,
en ordre decreixent, trencaments de cromosoma, fragments acéntrics i delecions.
Els cromosomes amb major freqiéncia de disomia difereix entre els autors:
cromosoma 1 (Brandriff et al. 1990), 21 (Templado et al. 1996), 9 i sexuals (Martin i
Rademaker 1990). Els cromosomes més afectats per anomalies estructurals son el
3, 5 i 9 (Brandriff et al. 1988) i els cromosomes 3, 9 i 17 (Estop et al. 1995). El
cromosoma 9, analitzat en ambdds estudis, presenta una tendéncia als trencaments
cromosOmics major a la esperada. Aquestes tres séries (Brandriff et al. 1988; Estop

et al. 1995; Martin et al. 1987) no tenen en compte les aberracions de tipus
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cromatide, ja que podrien ser produides per les condicions de cultiu en la técnica

hamster-huma.

Taula 3. Anomalies numériques i estructurals en cariotips d’espermatozoide d’individus
control obtinguts amb la técnica de fecundacié hamster-huma.

Individus Espermatozoides % % %
Estudi : Edat . disomia aneuploidia anomalies
estudiats analitzats b .
total (2x disomia)  estructurals
Anomalies numériques
Martin i Rademaker, 1990 98 - 6.821 0,7 1,4 -
Brandriff et al. 1990 24 - 5.997 1,0 2,0 -
Templado et al. 1996 24 18-44 3.446 1,7 3,3 -
Mitjana 0,9 1,8
Anomalies estructurals
Martin et al. 1987 30 22-55 1.582 - - 53
Brandriff et al. 1988 20 19-65 5.000 - - 6,4
Estop et al. 1995 19 18-40 2.389 - - 8,7
Mitjana 6,6

1.2.2. Técnica de FISH multicolor

La técnica de FISH multicolor en nuclis descondensats d’espermatozoides, utilitzant
2 0 3 sondes de DNA de manera simultania (Martin et al. 1993; Williams et al. 1993),
va significar un gran avang respecte el sistema hamster-huma donat que permet
lanalisi rapida d’anomalies numériques i estructurals en un numero elevat
d’espermatozoides. La majoria d’estudis de FISH multicolor en espermatozoides
d’individus control només analitzen la disomia, ja que amb aquesta técnica no es pot
diferenciar la nul-lisomia causada per I'abséncia de la senyal, de la causada per la
manca artefactual d’hibridacié. Recentment, Templado i col-laboradors (2013) han
revisat les freqliéncies de disomia en espermatozoides en séries d’individus control,
amb un total de 388 donants d’edat compreses entre 18-80 anys. Aquesta revisio
només inclou les séries que estudien un minim de 5 donants i 10.000

espermatozoides analitzats per individu (Figura 4).
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Figura 4. Percentatges de disomia per cromosoma en espermatozoides d’individus
control analitzats amb la técnica de FISH amb sondes ?
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@ Només inclou séries amb un minim de 5 donants i 10000 espermatozoides analitzats
per individu (Templado et al. 2013)

® Només reportada en un treball (Downie et al. 1997)

“Només 2 grups van estudiar la disomia del cromosoma 22, obtenint valors molt dispars:
1,21% (Martin i Rademaker 1999) i 0,06% (Soares et al. 2001)

Els autors, basant-se en els valors de disomia en 16 autosomes més els
cromosomes sexuals, estimen que la disomia total en espermatozoide és de 2,3% i
la d’aneuploidia conservativa de 4,6%, més elevades que les determinades en
cariotips d’espermatozoides obtinguts amb el sistema hamster-huma (0,9% i 1,8%,
respectivament) (revisat per Templado et al. 2005). El percentatge mitja de disomia
per autosoma és aproximadament 0,1% (entre 0,03% pel cromosoma 8 i 0,47% pel
cromosoma 22) i 0,27% pels cromosomes sexuals. Els cromosomes que presenten
la freqiéncia de disomia més elevada son el 3, 21, 22 i sexuals, encara que la
freqliéncia de disomia pel cromosoma 3 només s’ha reportat en una série (Downie
et al. 1997) i pel cromosoma 22 en dos séries que aporten valors molt dispars:
1,21% (Martin i Rademaker 1999) i 0,06% (Soares et al. 2001). El increment de
disomia 21 i cromosomes sexuals esta confirmat per estudis meidtics en
espermatocits d’individus fértils (Uroz i Templado 2012), on el parell de cromosomes
homolegs 21 i XY apareixien més freqientment separats com univalents en
metafase | i estaven implicats en disomia en metafase || amb més frequiéncia que la

resta de parells cromosomics. No hi han dades pels cromosomes 5, 10, 11, 14 17 i
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19. Per determinar una freqliéncia més fiable de disomia total en caps
d’espermatozoides seria necessari més estudis amb FISH.

La freqléncia de diploidia en espermatozoides analitzada mitjangant la técnica de
FISH, varia entre 0,01% i 0,38%, amb una mitjana de 0,19% (revisat per Templado
et al. 2005), encara que sbn pocs els estudis que discuteixen les dades obtingudes
de la diploidia. Per poder discernir millor entre disomia i diploidia, a I'hora de
determinar la freqiiéncia de diploidia, s’aconsella utilitzar la técnica de FISH amb 3 o
més sondes que analitzin simultaniament 2 o més cromosomes (Bosch et al. 2001).
La técnica de FISH en nuclis d’espermatozoides, utilitzant a la mateixa vegada
sondes centromeériques i telomériques per un mateix cromosoma, permet detectar
anomalies estructurals en nuclis interfasics d’espermatozoides (Van Hummelen et
al. 1996). Fins al moment, la majoria d’estudis d’anomalies estructurals en caps
d’espermatozoides amb la técnica de FISH, s’han portar a terme en individus
portadors de translocacions reciproques i Robertsonianes per estudiar la segregacio
dels cromosomes implicats en la translocacions. Unicament s’han analitzat les
anomalies estructurals de dos cromosomes d’individus control: cromosoma 1 (Van
Hummelen et al. 1996; Mcinnes et al. 1998; Baumgartner et al. 1999; Schmid et al.
2004; Sloter et al. 2000 i 2007) i 9 (Bosch et al. 2003). Si s’extrapola la frequiéncia
de duplicacions i delecions obtingudes pel cromosoma 1 a la resta de cromosomes,
la frequéncia d’anomalies estructurals detectada amb FISH (1,4%) (Sloter et al.
2000) és inferior a la detectada amb la técnica de hamster-huma (1,9%-14,5%)
(Brandriff et al. 1988). Aquesta diferéncia pot ser deguda, en part, a que la técnica
de FISH en nuclis interfasics detecta Unicament les anomalies desequilibrades, a
diferéncia de la técnica de hamster-huma que detecta tant les anomalies
desequilibrades com les equilibrades i a que el sistema hamster-huma pot induir
algunes anomalies, degut a les condicions de cultiu d’aquesta técnica (Brandriff et
al. 1988; Estop et al. 1995; Martin et al. 1987).
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1.3. Origen patern de les anomalies cromosomiques

1.3.1. Origen patern de I'aneuploidia

L’origen parental de les aneuploidies, analitzades mitjangant polimorfismes de DNA
en avortaments i en nounats (Hassold et al. 2007) es representa a la taula 4. El 90%
de les trisomies autosdmiques s’originen durant la meiosi materna, mentre que la

resta dels

Taula 4. Origen parental i postzigotic de 'aneuploidia a I'espécie

humana °

Ne U e
2 18 66,6 27,8 5,6
7 14 42,9 0,0 57,1
8 12 50,0 0,0 50,0
13 74 90,5 8,1 1,4
14 26 63,6 19,2 7,7
15 34 85,3 14,7 0,0
16 104 100,0 0,0 0,0
18 150 92,0 0,0 8,0
21 782 93,3 4,0 2,7
22 130 96,4 1,8 1,8
XXX 46 80,4 0,0 19,6
XXY 224 40,6 50,9 8,5
XYY 19 0,0 84,2 15,8
45,X 93 25,8 74,2 -

@ Adaptat de Hall et al. 2006, 2007; Zaragoza et al. 1998, 2000; Page i
Shaffer, 1997
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casos son d’origen patern. Les trisomies autosomiques amb un major percentatge
d’origen patern soén les que afecten al cromosoma 2 (Zaragoza et al. 1998) i als
cromosomes acrocentrics, sobretot el 14 i 15 (revisat per Hassold et al. 2007). En el
cas de les trisomies dels cromosomes sexuals, el 50% dels casos amb trisomia
47 ,XXY i el 100% dels homes 47, XYY sén d’origen patern. En canvi, el 90% dels
casos de les dones 47,XXX sén d’origen matern. En el 70-80% dels pacients amb la
sindrome de Turner, la pérdua del cromosoma sexual és d’origen patern (Jacobs et
al. 1997; Martinez-Pasarell et al. 1999). Recentment, s’ha proposat que totes les
dones amb cariotip 45,X s6n mosaics amb una linia cel-lular normal no detectada en
els teixits estudiats (revisat per Hook i Warburton 2014).

L’estudi dels polimorfismes de DNA, a part de determinar I'origen parental de les
anomalies numeériques, també s’utilitza per coneéixer I'estadi meidtic on es
produeixen les aneuploidies (Abruzzo i Hassold 1995; Hassold 1998): les trisomies
d’origen matern es generen majoritariament per errors en la meiosi I, mentre que les
trisomies d’origen patern ho fan més freqlientment per errors en la meiosi Il
Aquestes diferéncies parentals en I'origen de les trisomies podrien indicar diferents
mecanismes de no disjuncié en cada sexe (Abruzzo i Hassold 1995) o diferents

punts de control durant la gametogénesi (Uroz i Templado 2012).

1.3.2. Origen patern de les anomalies cromosomiques estructurals

L’estudi d’heteromorfismes cromosomics va posar de manifest que el 84% de les
anomalies estructurals de novo s’originen durant la gametogénesis paterna (Olson i
Magenis 1988; Thomas et al. 2006). Estudis més recents (Page i Shaffer 1997;
Thomas et al. 2006, 2010) descriuen un origen patern de les anomalies estructurals
que varia entre 6,7% i 93,3%, depenent del tipus d’anomalia estructural (Taula 5).
Les anomalies estructurals desequilibrades d’origen patern més freqlients sén les
delecions intersticials (84%). En el cas de les translocacions equilibrades de novo, el
96,6% de les translocacions reciproques son d’origen patern, arribant al 100% en el
cas de la translocacio t(11;22) (Thomas et al. 2010). No obstant, el 3,3% de les

translocacions Robertsonianes son d’origen matern (Page i Shaffer 1997).

19



1. Introduccié

Taula 5. Origen parental de les anomalies estructurals de novo a l'espécie

humana ®
Anomalies estructurals A;lgrr:ae{i:s g g
detectades patern (%) matern (%)
Translocacions reciproques equilibrades 10 96,6 3,4
Delecions intersticials 44 84,0 16,0
Delecions terminals 39 69,0 31,0
Translocacions desequilibrades 21 62,0 38,0
Duplicacions 12 58,0 42,0
Translocacions Robertsonianes 15 6,7 93,3

@ Adaptat de Thomas et al. 2006, 2010; Page i Shaffer 1997
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1.4. Estudis citogenétics en individus d’edat avancada

L’augment de les expectatives de vida, factors socioeconodmics i la incorporacio de
la dona al mén laboral, ha suposat el retard en la paternitat en la majoria de parelles.
A més, 'avang en les tecnologies de reproduccié assistida fa que parelles d’edat
avancada que anteriorment no podien tenir fills, tinguin la possibilitat de tenir
descendéncia. Tot aix0, explica I'especial interés en coneixer si 'augment de I'edat
paterna és un factor de risc en l'aparici6 de anomalies cromosOmiques a la
descendéncia.

L’edat paterna s’ha relacionat amb problemes de fertilitat i d’avortaments espontanis
(Kushnir i Frattarelli 2009; Neusser et al. 2015), amb canvis en la funcié reproductiva
masculina (Sartorius i Nieschlag 2010), malalties monogéniques (Bray et al. 2006),
inclius amb patologies com l'autisme (Croen et al. 2007) i trastorns psiquiatrics
(D’Onofrio et al. 2014). No obstant, I'efecte de I'edat paterna sobre la freqliéncia
d’anomalies cromosomiques en l'espermatozoide encara no esta ben establerta,
donat que els resultats obtinguts fins el moment, sén escassos i controvertits, tant

per les anomalies numeériques com per les estructurals.

1.4.1. Aneuploidia i edat paterna

Fins al moment, I'edat materna és I'inic factor de risc conegut en l'etiologia de
'aneuploidia en humans (revisat per Hassold i Hunt 2001 i per Nagaoka et al. 2012).
Per determinar si I'edat paterna és un factor de risc per I'aneuploidia, s’han dut a
terme estudis epidemiologics en families i estudis citogenétics en I'espermatozoide

huma.

Estudis epidemiologics

Els estudis epidemiologics presenten la limitacié de que un possible efecte de I'edat
paterna es pot confondre amb I'efecte de I'edat materna, donat que l'edat en la
majoria de les parelles acostuma a ser similar.

Estudis en fetus o fills amb trisomies 13, 16, 18 i 21 no detecten cap efecte de I'edat
paterna en la incidéncia d’aquestes sindromes (revisat per Fonseka i Griffin 2011).
Recentment, s’ha descrit una correlacié negativa entre I'edat paterna i descendéncia
aneuploide. Parelles molt joves tenen una probabilitat dues vegades major de tenir

descendéncia afectada amb trisomia 21 (Steiner et al. 2015).
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En el cas dels cromosomes sexuals, els resultats obtinguts en relacié amb I'edat sén
més controvertits. No s’ha determinat cap relacié entre I'increment de I'edat paterna i
les trisomies XXX o XYY (Sloter et al. 2004). En quant a la trisomia XXY hi ha autors
que determinen que l'edat paterna avangada incrementa el risc de tenir
descendéncia o avortaments amb cariotip 47,XXY, mentre que altres autors no

observen aquesta relacio (Lorda-Sanchez et al. 1992; De Souza i Morris 2010).

Estudis en I'espermatozoide

Els estudis citogenétics en el espermatozoide permeten separar I'efecte de I'edat
paterna i materna en l'aneuploidia, ja sigui mitjancant la fecundacidé heterdloga
hamster-huma o la técnica de FISH.

Només dos treballs han estudiat I'efecte de l'edat paterna en la freqléncia
d’anomalies cromosomiques en series d’edat amb la técnica de hamster-huma

(Taula 6). Un d’ells va descriure un increment de disomia amb I'edat quan compara

Taula 6. Efecte de I'edat paterna en la freqiéncia de disomia analitzada en
cariotips de espermatozoides d’individus de la poblacié a

Nombre Rang edat Efecte edat

P donants (anys) paterna velerp
Martin i Rademaker, 1987 30 22-55 Si, p<0,01
correlacio
negativa
Prestes Sartorelli et al. 2001 12 23-74 Si p=0,02

#Només estan representades séries que inclouen donants amb edat superior a 50 anys

un grup de donants d’edat avangada (59-74 anys) amb un altre de més joves (23-39
anys) (Prestes Sartorelli et al. 2001). En canvi, els altres autors van observar una
correlacio negativa de I'aneuploidia amb I'edat (Martin i Rademaker 1987).

Els estudis de FISH en caps d’espermatozoides, al igual que els del cariotip de
'espermatozoide, han aportar resultats controvertits sobre I'efecte de I'edat paterna
en la freqiéncia de disomia (Taula 7). Pel cromosoma 1, un dels autosomes
analitzats en més treballs, la majoria dels autors (Guttenbach et al. 2000; Mclnnes et

al. 1998; Sloter et al. 2007) no observen cap efecte de I'edat sobre la disomia
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d’aquest cromosoma. Unicament Martin i col-laboradors (1995) descriuen un
increment de disomia 1 amb 'edat en espermatozoides d’'una serie de 10 individus
de 21-52 anys. No obstant, aquest increment de disomia podria ser degut a la
utilitzacié d’'una sonda per la regid heterocromatica 1q12 que té tendéncia a trencar-
se en caps d’espermatozoides (Schmid et al. 2004; Sloter et al. 2000).

El cromosoma 9 només s’ha analitzat en dos treballs. En un d’ells (Luetjens et al.
2002) no va observar cap augment de disomia associada a I'edat, mentre que en
l'altre es descriu un increment lineal de disomia 9 amb I'edat paterna (Bosch et al.
2003). Pel que fa referéncia al cromosoma 21, només un treball (Rousseaux et al.
1998) va descriure un increment de la freqiéncia de disomia 21 amb I'edat. En
canvi, altres autors (Bosch et al. 2001; Mclnnes et al. 1998) no detecten cap
increment de disomia 21 associada a l'edat. No s’han observat evidéncies
d’augment de disomia amb I'edat pels cromosomes 8 (Robbins et al. 1995), 12
(Martin et al. 1995), 13 (Mclnnes et al. 1998; Shi i Martin 2000), 14 (Rousseaux et al.
1998), 17 (Guttenbach et al. 1994, 2000) i 18 (Robbins et al. 1997).

Els resultats de I'analisi de disomia dels cromosomes sexuals amb la técnica de
FISH s6n encara més discrepants que els obtinguts pels autosomes (veure Taula 7)
(revisat per Fonseka i Griffin 2011). S’ha determinat un lleuger increment amb 'edat
paterna de la freqliéncia de disomia XX (Griffin et al. 1995; Robbins et al. 1997), YY
(Griffin et al. 1995; Martin et al. 1995) i XY (Griffin et al. 1995). Alguns autors
descriuen una tendéncia a l'increment de disomia XY amb I'edat paterna, pero
sense arribar a la significacié ( Guttenbach et al. 2000; Bosch et al. 2001). Altres
estudis no van observar cap increment de disomia pels cromosomes sexuals
(Kinakin et al. 1997; Luetjens et al. 2002; Bosch et al. 2003).

D’acord amb la majoria d’estudis de FISH realitzats en espermatozoide, I'analisi
meidtic de ratolins de diferents edats (Vrooman et al. 2014), no va detectar un
augment d’aneuploidia en espermatocits Il en relacié a I'edat. Segons aquest treball,
increment de I'edat paterna afectaria a I'aparellament, sinapsi i recombinacié dels
cromosomes homolegs, perd no a la frequéncia d’aneuploidia. La freqiéncia
d’aneuploidia estaria més relacionada amb la pérdua prematura de cohesié amb

I'edat que a errors de la recombinacio.
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Taula 7. Efecte de l'edat paterna en la freqliéncia de disomia en espermatozoides
d’individus de la poblacié en estudis de FISH °.

Rang Nombre Efecte

Cromosoma Nombre edat espermatozoi- edat
Autors analitzat donants (anys) des analitzats paterna Valor p
Martin et al. 1995 1 10 21-52 225,846 Si p=0,01
Mclnnes et al. 1998 18 23-58 360,000 No -
Guttenbach et al. 2000 3 >80 12,000 No -
Sloter et al. 2007 10 22-80 100,000 No -
Bosch et al. 2001 6 18 24-74 190,024 No -
Robbins et al. 1995 8 14 22-59 205,218 No -
Luetjens et al. 2002 9 23 <30i>60 190,117 No -
Bosch et al. 2003 18 24-74 335,665 Si p<0,0001
Martin et al. 1995 12 10 21-52 225,846 No -
Mclnnes et al. 1998 13 18 23-58 360,000 No -
Rousseaux et al. 1998 14 11 <30i>60 110,000 No -
Griffin et al. 1995 18 24 18-60 390,096 No -
Luetjens et al. 2002 23 <30i>60 335,665 No -
Rousseaux et al. 1998 21 11 <30i>60 110,000 Si p=0,001
Mclnnes et al. 1998 18 23-58 360,000 No -
Bosch et al. 2001 18 24-74 194,024 No -
Griffin et al. 1995 XX 24 18-60 390,096 Si p=0,02
Martin et al. 1995 10 21-52 225,846 No -
Kinakin et al. 1997 18 23-58 181,556 No -
Luetjens et al. 2002 23 <30i>60 184,000 No -
Griffin et al. 1995 XY 24 18-60 390,096 Si p=0,007
Martin et al. 1995 10 21-52 225,846 No -
Robbins et al. 1995 14 22-59 205,218 No -
Guttenbach et al. 2000 3 >80 12,000 No -
Bosch et al. 2001 18 24-74 194,094 No -
Martin et al. 1995 YY 10 21-52 225,846 Si p=0,04
Griffin et al. 1995 24 18-60 390,096 Si p=0,06
Bosch et al. 2003 18 24-74 190,117 No -

@ Només estan representades séries que inclouen donants amb edat superior a 50 anys
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1.4.2. Diploidia i edat paterna

Gracies a I'is de la técnica de FISH amb dos 0 més sondes, es pot diferenciar entre
un espermatozoide disomic i un diploide. No obstant aix0, els treballs que estudien
la freqiéncia de diploidia en espermatozoides d’individus d’edat avangada son

escassos i aporten resultats dispars (Taula 8).

Taula 8. Efecte de la edat paterna en la frequéncia de diploidia en espermatozoides
d’individus de la poblacié analitzats amb la técnica de FISH ®

Autors Nombre Rang edat Efecte edat Valor p
donants (anys) paterna

Rousseaux et al. 1998 11 <30i>60 Si p=0,001

Bosch et al. 2001, 2003 18 24-74 Si p=0,002

Robbins et al. 1995 14 22-59 Si® p=0,006

Martin et al. 1995 10 21-52 No -

Griffin et al. 1995 24 18-60 No -

Guttenbach et al. 2000 3 >80 No -

Luetjens et al. 2002 23 <30i>60 No -

@ Només estan representades séries que inclouen donants amb edat superior a 50 anys
® Correlacio negativa

Quatre dels treballs en individus control no troben cap correlacié entre la freqiéncia
de diploidia i 'edat del donant (Griffin et al. 1995; Martin et al. 1995; Guttenbach et
al. 2000; Luetjens et al. 2002). Bosch i col-laboradors (2001, 2003) van descriure un
increment lineal de la frequéncia de diploidia amb I'edat paterna utilitzant la técnica
de FISH amb 4 sondes en una série d’individus seleccionats per la seva edat (24-74
anys). Aquest increment amb I'edat paterna també ha estat observat en un estudi
amb individus menors de 30 anys i majors de 60 anys (Rousseaux et al. 1998). Per
contra, Robbins i col-laboradors (1995) van observar una correlacio negativa entre
'edat i la incidéncia de diploidia, amb una disminucio del percentatge de diploidia

amb l'edat paterna en individus amb edats compreses entre 22 i 59 anys.
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1.4.3. Anomalies estructurals i edat paterna
La relacié entre anomalies estructurals i edat paterna s’han dut a terme mitjangant

les técniques del sistema hamster-huma i FISH amb sondes multicolor (Taula 9).

Taula 9. Efecte de l'edat en les anomalies estructurals en espermatozoides d’individus
control utilitzant les técniques de fecundacié hamster-huma i FISH ®

Nombre Rang Efecte Tipus anomalies
Autors edat edat Valor p incrementades
donants )
(anys) paterna amb 'edat
Técnica hamster-huma
Martin i Rademaker, 1987 30 22-55 Si p<0,001 Incremgnt .trencaments
cromosomics
Brandriff et al. 1988 ° 20 19-65 Increment argomalies
estructurals
Prestes-Sartorelli et al. 12 23-74 Si p<0,011  Increment fragments
2001 acéntrics i figures
radials complexes
Técnica FISH
Mclnnes et al. 1988 18 20 a >45 Si p<0,05  Increment fragments
aceéntrics cromosoma 1
Bosch et al. 2003 18 24-74 Si p<0,002 Increment delidup
cromosoma 9
Sloter et al. 2007 10 22-80 Si p<0,001  increment delidup

cromosoma 1

@ Només estan representades séries que inclouen donants amb edat superior a 50 anys.

® No calcula la correlacio entre I'edat i la freqiéncia d’anomalies estructurals, pero els dos individus
més grans de la seva série (49 i 65 anys) presentaven la major incidéncia d’anomalies estructurals.
del, delecions; dup, duplicacions

La majoria d’estudis en cariotips d’espermatozoide troben una associacié entre
'edat paterna i 'increment de trencaments cromosomics i fragments acentrics.

Amb la técnica de FISH, utilitzant de manera simultania sondes centromériques i
telomeériques per un mateix cromosoma, només s’han estudiat els cromosomes 1i 9
en caps d’espermatozoide en relacido amb I'edat (Mclnnes et al. 1998; Bosch et al.
2003; Sloter et al. 2007). Pel cromosoma 1 s’ha descrit un increment significatiu amb

'edat paterna de fragments acéntrics (Mclnnes et al. 1998), duplicacions i delecions
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(Sloter et al. 2007). Bosch i col-laboradors (2003) van observant una tendéncia lineal
amb I'edat en duplicacions i delecions del cromosoma 9.

Els resultats en séries d'edat analitzades amb FISH s6n encara molt escassos per
determinar amb precisio I'efecte de I'edat paterna en la freqiéncia d’anomalies
estructurals, ni per determinar quins cromosomes estan més implicats en aquestes

anomalies.
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1.5. Objectius

Estudis previs sobre l'efecte de I'edat paterna en les anomalies cromosomiques
presents en el cariotip i nucli interfasic de I'espermatozoide huma, realitzats pel
nostre grup i altres grups, van aportar resultats contradictoris. Per aquest motiu, ens
vam proposar utilitzar la técnica de FISH amb un nou panel de sondes
subtelomériques per estudiar I'efecte de I'edat paterna en la freqliéncia d’anomalies
cromosOmiques numeériques i estructurals en espermatozoides d’individus de la

poblacio, separats en dos grups d’edat: menors de 40 i majors de 60 anys.

Aquest objectiu principal comprén els seglients objectius concrets:

1. Establir la freqiéncia d’anomalies cromosoOmiques numeériques i estructurals

per individu i per cromosoma

2. Determinar si hi ha diferéncies en la freqiéncia d’anomalies cromosoOmiques

numeriques i estructurals entre ambdds grups d’edat
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2. Material i métodes

2.1 Material biologic

En el present treball s’han analitzat espermatozoides procedents de mostres de
semen de 10 individus d’edat compreses entre 23 i 74 anys, dividits en dos grups
d’edat: un grup menor de 40 anys (<40 anys) i un altre major o igual a 60 anys (=60
anys). Cap dels 10 donants tenia historial conegut d’exposici6 a mutagens,
clastogens o drogues, i sis d’ells eren de fertilitat provada (Taula 10). Els individus
C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C9i C10 van analitzar-se préviament per a I'estudi de
la disomia dels cromosomes 6, 9, 21, X i Y i de les anomalies estructurals del
cromosoma 9 (Bosch et al. 2001 i 2003). La obtenci6 de la mostra de semen es va
realitzar mitjangant masturbacio, després d’'un periode d’abstinéncia de 3 a 5 dies.
Tots els donants que van facilitar les mostres al Servei d’Andrologia de la Fundacio
Puigvert de Barcelona van ser informats de l'estudi, donant el seu posterior
consentiment per escrit.

Aquest estudi va ser aprovat pel Comité d’experimentacié animal i humana de la

Universitat Autdnoma de Barcelona i el Comité d’Etica de la Fundacié Puigvert.

Taula 10. Edat, fertilitat i habit de fumar dels 10 individus analitzats en el present estudi.

Grup d’edat <40 anys Grup d’edat 260 anys
cs8 C3 C4 C9 C5 c7 Cc10 C2 C6 C1
Edat 23 24 25 30 37 60 62 64 72 74
Fertilitat - - - Si - Si Si Si Si Si
Fumador  No Si Si No No No No No No No

2.2. Congelacié de mostres

La mostra de semen es barreja homogeneitzant-se mitjangcant una agitacié suau
amb medi de criopreservacié (Yavetz et al. 1991) en proporcio 1:1. Posteriorment,
es reparteix en tubs de crioconservacio de 1 ml, els quals romanen en un
contenidor de congelacio (Nalgene Cryo 1°C) a -80°C, un minim de 4 hores. Durant

aquest temps s’ha aconsegueix una congelacié progressiva de la mostra que
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permet transferir-la a un contenidor de nitrogen liquid (-196°C), fins el moment del

seu processament.

2.3. Extensio d’espermatozoides

Per la obtencié de les extensions d’espermatozoides s’ha utilitzat el protocol ja
descrit anteriorment pel nostre grup (Bosch i col, 2001). Breument, la mostra de
semen, una vegada descongelada, es distribueix en dos tubs de centrifuga i es
sotmet a un tractament amb solucié hipotonica (KCI 0,075M) per augmentar el
volum cel-lular i afavorir lI'extensi6 de la cromatina dintre del nucli de
'espermatozoide. Després de 15 minuts de tractament hipotonic, a temperatura
ambient, es centrifuga 5 minuts a 600g. Es descarta el sobrenedant del tub de
centrifuga per decantacié i el botoé cel-lular resultant es resuspén en solucio fixadora
de Carnoy (3 metanol: 1 acid acétic). El primer rentat es realitza deixant caure gota
a gota el fixador, sempre en agitacié continua en un vortex i es centrifuga 5 minuts
a 600g. Es repeteix aquest rentat amb Carnoy tantes vegades com es consideri
oportd, fins obtenir un botd cel-lular nitid (normalment dos o tres rentats). Finalitzats
els rentats, es decanta el sobrenedant i es resuspén el bot6 cel-lular en 0,5 ml de
fixador acabat de fer. Es deixen caure ben separades, dues o tres gotes d’aquesta
suspensid sobre un portaobjectes, préviament desgreixat en alcohol, deixant
assecar a temperatura ambient.

Aquestes extensions d’espermatozoides es preserven a -20°C, fins el moment de

realitzar els tractaments previs a la hibridacié del DNA.

2.4. Tractaments previs a la hibridacié del DNA

Tractament enzimatic de les extensions

Abans de la hibridacio, les extensions d’espermatozoides es tracten amb una
solucié de pepsina al 0,005% en 0,01N HCI a 37°C, durant 7 minuts, per eliminar
les restes de citoplasma que podrien interferir en el procés d’hibridacié. Es renten
en una solucié de 2xSSC durant 3 minuts en agitacié i es deshidraten en série

d’etanols (70%, 85%, 100%, 1 minut cadascun). El temps de tractament amb
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pepsina es controla sota un microscopi optic de contrast de fases, fins aconseguir

eliminar de les preparacions les restes de material citoplasmatic.

Descondensacio de la cromatina dels nuclis dels espermatozoides

L’elevat nivell de compactacié de la cromatina en el nucli de I'espermatozoide
dificulta 'accés de les sondes durant la hibridacié. Per reduir aquest alt nivell de
compactacio s’utilitza una solucié de DTT (5mM dithiotreitol, 0,1M Tris, 0,1% Triton
X-100, a pH 7,4) que permet descondensar la cromatina dels caps dels
espermatozoides, trencant el punts disulfurs de les protamines.

Abans del tractament amb DTT, per tal d’eliminar les restes de fixador de les
preparacions d’espermatozoides, es submergeixen en solucié salina de 2xSSC
durant 3 minuts, es deshidraten en banys successius d’etanol (70%, 90% i 100%, 2
minuts cadascun) i s’assequen a temperatura ambient. Posteriorment, es
submergeixen en una solucié de DTT (préviament escalfat a 37°C) durant 15-35
minuts. Per eliminar les restes de DTT, els portaobjectes es col-loquen en solucio
salina (2xSSC) en agitacié durant 3 minuts i es deshidraten en banys successius
d’etanol (70%, 90% i 100%, 2 minuts cadascun), eixugant-se a temperatura
ambient. El temps d’incubacié en DTT varia segons I'envelliment de la mostra i la
mida de la sonda. El nivell de descondensacié de la cromatina dels caps dels

espermatozoides es controla sota el microscopi de contrast de fases.

2.5. Protocol de la técnica de FISH amb sondes subtelomériques

El protocol de la técnica de FISH en nuclis descondensats d’espermatozoides
aplicada en aquest treball és el descrit pel nostre grup (Bosch i col, 2001), seguint
les recomanacions de la casa comercial (Vysis TotelVysion, Inc) per adaptar-lo al
tipus de mostra i de sondes utilitzades (Figura 5).

Per desnaturalitzar la cromatina, els portaobjectes es tracten amb una solucié de
formamida al 70% en 20xSSC (pH=7,0) a 75°C, durant 5 minuts, es renten en
banys successius d’etanol (70%, 85% i 100%, 1 minut cadascun) i es deixen
assecar a temperatura ambient. Mentrestant, es desnaturalitza la barreja de
sondes, dispensant 3 uL de cada aliquota en un tub esplendor a 75°C, durant 5
minuts. Es dipositen les sondes, ja desnaturalitzades, a sobre de la regidé del

portaobjectes que volem hibridar. Es col-loca un cobreobjectes de 20mmx20mm i

37



2. Material i métodes

Mostra de semen

Extensions d'espermatozoides \ @

Passos previs a la hibridacio

Tractament enzimatic d’extensions amb » -
pepsina Descondensacio de cromatina dels
nuclis d’'espermatozoides amb DTT
Desnaturalitzaci6 DNA extensions
Desnaturalitzacié DNA sondes a 75°C

d’espermatozoides amb formamida al
70% a 75°C

e __ Sonda d’ADN fluorescent

o

%P %\ \
. ™ Desnaturalitzacio

\ “ . ™ _de lasonda

.

WA\R

\ 5
W

Hibridacié a 37°C durant 72 hores

&2

Rentats post-hibridacié i tinci6 amb DAPI

Visualitzaci6 i comptatge dels senyals al microscopi
de fluorescencia

Figura 5. Protocol de la técnica de FISH amb el panel de sondes subtelomériques

ToTelVysion en nuclis d’espermatozoides.
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es segella amb cola (Paniker). Es deixa hibridant a 37°C en una cambra humida
durant 72 hores, per assegurar la hibridacié de les sondes amb les seqléncies

especifiques del DNA del nucli de I'espermatozoide.

Tractament post-hibridacio

Passat el temps d’hibridacio, les extensions d’espermatozoides es renten primer
amb solucio salina (1xSCC) a 75°C durant 2 minuts i després amb solucié detergent
(Tween-20 0,1%/ 2xSSC) a temperatura ambient durant 1 minut, per eliminar les
sondes que no han hibridat. Es retira el cobreobjectes i la pasta selladora amb
'ajuda d’'unes pinces. Es submergeixen les preparacions en solucié salina 1XSCC a
75°C, durant 2 minuts, seguit d’'un minut en agitacié a temperatura ambient en
soluci6 detergent. Es deshidraten en banys successius d’etanol (70%, 90% i 100%,
2 minuts cadascun).

L’agitacio enérgica de les preparacions durant els rentats post-hibridacio es un pas
important per obtenir una hibridacié sense soroll de fons, facilitant aixi el recompte
de senyals al microscopi. Finalment, un cop assecades les preparacions, es
tenyeixen amb DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) diluit amb Vectashield (37ng/ml), i
es col-loca un cobreobjectes a sobre. Les preparacions es mantenen a 4°C i a les

fosques fins a la seva observacié al microscopi de fluorescéncia.

2.6. Panel de sondes subtelomériques ToTelVysion
El panel de sondes subtelomériques ToTelVysion multi-color FISH (Vysis) utilitzat
en aquest treball esta format per 15 aliquotes de sondes diferents, amb un total de
62 sondes (Figura 7):
- Sondes subtelomériques especifiques pels bragos cromosomics p i g dels
cromosomes 1 al 12 i del 16 al 20
- Sondes subtelomériques pel brag q dels cromosomes acrocentrics 13, 14,
15, 21 22.
- Sondes subtelomériques de les regions pseudoautosOmiques dels
cromosomes sexuals X i Y (Xp/Yp i Xq/YQq).
- Sondes centromériques (CEP) pels cromosomes 17, 18 i X

- Sondes locus especifiques (LSI) pels cromosomes 13, 15, 17, 18, 21§ 22
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Figura 6. Les 15 aliquotes de sondes que formen part del panel de sondes ToTelVysion multi-
color FISH (Vysis) i els fluorocroms utilitzats per a cada sonda (fluorocroms aqua, green,
orange i barreja de orange i green.
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Per aquest panel de sondes es necessari realitzar 15 hibridacions per cada individu
estudiat (Figura 6). En el nostre cas, s’han portat a terme un total de 150

hibridacions pels 10 individus analitzats.

150 hibridacions

Teee .
TeRE
$

15 hibridacions
per individu

Figura 7. Série d’hibridacions realitzades per individu i en el total
de I'estudi amb el panel de sondes ToTelVysion.

Aquest panel de sondes permet detectar les seglients anomalies cromosomiques
numeriques i estructurals:

Anomalies numériques

Disomia de 17 autosomes i dels cromosomes sexuals
Diploidia

Anomalies estructurals

Duplicacions (dup) dels 22 autosomes del cariotip huma (excepte bragos curts dels

cromosomes acrocentrics).
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Delecions (del) dels 22 autosomes del cariotip huma (excepte bragos curts dels
cromosomes acrocentrics).

Les duplicacions i les delecions detectades no estan limitades a les regions
subtelomériques, siné que també inclouen les que afecten a tot un brag cromosdomic
0 només a una part del brag. Les anomalies cromosomiques estructurals que poden
correspondre amb les duplicacions i delecions detectades s6n sempre anomalies
desequilibrades: translocacions reciproques, translocacions Robertsonianes,
cromosomes dicéntrics, isocromosomes, inversions, delecions i duplicacions
terminals i d’ambdds bragos cromosomics, fragments acéntrics i cromosomes en
anell. Les anomalies equilibrades no es poden analitzar en aquest treball mitjangant

la técnica de FISH perqué només detecta guanys o pérdues de material genétic.

2.7. Captura i analisi d’imatges

El recompte de les senyals d’hibridacié s’ha portat a terme amb un microscopi
d’epifluorescéncia Olympus BX70, equipat amb un joc de filtres especifics per
DAPI, FITC, Texas Red i Aqua, i d’un filtre triple per aquests tres ultims fluorocroms.
La captura d'imatges s’ha realitzat mitjangant una camera CCD (charge-coupled
device) d’alta sensibilitat (Photometrics Sensys/Olympus U-SPT) acoblada amb un

sistema de processament d’'imatges automatic (Cytovison Applied Imaging).

2.8. Criteris de recompte de senyals d’hibridacié

El recompte de senyals d’hibridaci6 només s’ha dut a terme en les extensions
d’espermatozoides amb una eficiencia minima d’hibridacié de 99%, nuclis ben
definits, intactes, no solapats i amb una cua visible. Per individu, s'ha comptat un
minim de 1.000 espermatozoides per cadascuna de les 15 aliquotes amb un minim
de 10.000 espermatozoides per cromosoma estudiat. Per tal que el recompte fos el
més objectiu possible, tots els senyals dubtosos eren analitzats, almenys, per un
segon observador.

A I'hora de comptabilitzar les senyals d’hibridacié s’han utilitzat el mateixos criteris
de recompte, préviament descrits pel nostre grup (Bosch et al. 2001; Templado et

al. 2011). Segons aquests criteris, es considera:
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Disomia o duplicacid, quan dues senyals per a una mateixa sonda tenen el mateix

color i brillantor, mida similar i es troben separades almenys per una distancia igual
0 major al seu diametre.

Delecié quan no es detecta senyal per una sonda especifica, perd el nucli conté la
resta de senyals que pertanyen a la aliquota corresponent.

Diploidia quan s'observen dues senyals per a cada una de les sondes que formen
part d’'una determinada barreja.

La nul-lisomia no s’ha incldos en aquest estudi per la impossibilitat de distingir-la de

la manca d’hibridacié.

2.9. Analisi citogenétic
Abans de comencar I'estudi es van codificar les mostres de semen, de manera que
no es conegués I'edat dels donants durant el recompte dels senyals. Aixi, I'analisi

citogenétic s’ha portat a terme a cegues.

Deteccioé d‘anomalies numériques (disomies i diploidies)

A la figura 8 s’observen exemples de la deteccié d’anomalies numeériques i
estructural utilitzant aliquotes amb 2, 3 i 4 sondes. Per I'analisi de les anomalies
numeriques s’han tingut en compte els seglents criteris:

Disomia: dues senyals per la sonda subtelomérica del brag p i dues senyals per
una sonda subtelomérica del q (o sonda CEP o LSI) pel mateix cromosoma quan
I'altre cromosoma de la aliquota es normal

Diploidia: dues senyals per totes les sondes que formen una aliquota. Les
aliquotes formades per 2 sondes per un mateix cromosoma no s’han inclos en
aquest estudi, ja que lanalisi d’'un sol cromosoma no permet diferenciar entre
disomia i diploidia. La diploidia unicament s’ha analitzat en aliquotes amb 4 6 5

sondes.
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A. Aliguota 5: subtel 5p

normal

del(5)(p) del(5)(q)

B. Aliquota 7: subtel 7p subtel 14q

normal dis(7) dup(7)(@)  dup(14)(q)

del(7)(p)  del(7)(q)  del(14)(q)

C. Aliquota 6: subtel 6p subtel 13q LSI 13

normal dis(6) dup(6)(p) dup(6)(q) dup(13q)  dup(13)(LSI)

del(6)(p del(6)(@)  del(13)(q) del(13)(LSI
) )

diploide

Figura 8. Deteccié d’anomalies numeériques i estructurals en nuclis
descondensats d’espermatozoides utilitzant FISH, amb aliquotes amb
A) 2 sondes (aliquota 5), B) 3 sondes (aliquota 7) i C) 4 sondes
(aliquota 6)
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Detecci6 d’anomalies estructurals (duplicacions i delecions)

La preséncia de dues senyals per una sonda subtelomeérica i una unica senyal per
laltre sonda (CEP, LSI o subtelomérica) del mateix cromosoma, es considera
duplicacié en el brag cromosdomic marcat. En canvi, 'abséncia d’'una senyal
subtelomérica amb preséncia de I'altre sonda (CEP, LSI o subtelomérica) del mateix

cromosoma, es considera delecid en el brag cromosomic marcat (veure Figura 8).

2.10. Analisi estadistic de les dades

Anomalies numeériques

Per establir si hi havia diferéncies en la freqliéncia de disomia i diploidia entre els
dos grups d'edat es va utilitzar una equacié d'estimacié generalitzada (métode
GEE) ajustada mitjangant la instruccié repetida en el procediment GENMOD. El
meétode GEE aplicat és una extensio dels models lineals generalitzats, dissenyat per
tenir en compte les mesures repetides dintre d’un individu. EI métode GEE es va
emprar enlloc de la prova exacta de Fisher, perqué el primer t¢ en compte la
possible correlacié dintre d’un individu, mentre que el segon assumeix que totes les
observacions son independents.

L’analisi de la diploidia es va dur a terme mitjangcant la comparacié de cada aliquota
amb la mitjana de les aliquotes restants per cadascun dels individus. En aquest cas,
es va utilitzar la prova no paramétrica de Wilcoxon en dues versions (prova de
rangs amb signe i prova de suma de rangs).

La significacio estadistica es va establir en p <0,05. L’analisi estadistic es va
realitzar amb SAS versio / STAT 9.02 (SAS Institute Inc, Cary, NC).

Anomalies estructurals

Les diferéncies de les anomalies estructurals (duplicacions i delecions) entre els
dos grups d’edat es van analitzar a través d’'una equacié d’estimacioé generalitzada
(GEE). Per estudiar la tendéncia de les anomalies estructurals per cromosoma
(respecte a una distribucié uniforme) es va aplicar la prova de X? on es va incloure

una correccio per la longitud de cada cromosoma. Per comparar la freqléncia de
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duplicacions envers delecions en cada individu es va utilitzar el test estadistic T-
Student (aparellat) i el test no parameétric de Wilcoxon.

S’ha considerat com a significacioé estadistica quan p<0,05. L’analisi estadistic s’ha
realitzat amb el programari SAS/STAT versio 9.1 (Institute SAS).
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3. Resultats

En el present treball s’ha portar a terme I'estudi de les anomalies cromosomiques
numeriques i estructurals en espermatozoides de 10 individus, separats en dos
grups d’edat: menors de 40 anys (edats compreses entre 23-37 anys) (grup <40
anys) i majors de 60 anys (edats compreses entre 60-74 anys) (grup =260 anys). Per
determinar diferencies entre ambdds grups d’edat s’ha utilitzat la técnica de FISH
multicolor amb el panel de sondes subtelomériques ToTelVysion, format per 15
aliquotes amb diferents barreges de sondes. S’han analitzat les anomalies
numeriques i estructurals en un minim de 15.000 espermatozoides per individu i
10.000 espermatozoides per cromosoma en els 10 individus, amb un total de
150.000 espermatozoides. La técnica de FISH utilitzada permet analitzar
simultaniament anomalies numériques i estructurals mitjangant el mateix panel
comercial. Els resultats obtinguts en aquest treball ha donat lloc a dues publicacions

en revistes cientifiques (veure Articles 1i 2 a ’Annex).

3.1 Analisi d’anomalies numériques en espermatozoides

S’ha analitzat la disomia de 19 cromosomes dels 24 presents en el cariotip de
I'espermatozoide. Els cromosomes 5, 14, 16, 19 i 20 no van poder ser estudiats per
les propies limitacions del panel de sondes ToTelVysion utilitzat en la técnica de

FISH, ja indicades en I'apartat de Material i métodes (pagina 9).

3.1.1 Freqiiéncia de disomia i diploidia per individu i grup d’edat

El percentatge de disomia i diploidia en espermatozoides per individu i grup d’edat
es mostra a la taula 11. La figura 9 il-lustra un exemple d’espermatozoides disomics
per diferents cromosomes, segons el tipus d’aliquota utilitzada.

El percentatge total de disomia oscil-lava entre 0,55% (individu C8) i 1,65%
(individu C5), amb una mitjana de 1,1% i el de diploidia entre 0,16% (individu C7) i
0,33% (individu C3), amb una mitjana de 0,23%.

Quan es van comparar les dades obtingudes en el grup <40 anys i en el grup =60
anys, no es van observar diferéncies significatives entre ambdds grups ni per la
mitjana de disomia (1,17% vs. 1,04%, respectivament), ni de diploidia (0,27% vs.

0,20%, respectivament).
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3. Resultats

Taula 11. Percentatge d’anomalies numériques en espermatozoides per
individu i grup d’edat.

0, 0, 0,
Individu Edat % Total B % Total

disomia Diploidia numeriques
cs 23 1,60 033 353
c3 24 065 0.26 1,56
c4 25 1,65 0.32 362
co 30 055 0.19 1,29
c5 37 1,40 0.23 3.03
Mitjana <40 o, ¢ 117 0,27 2,61
anys
c7 60 0.95 0.19 2.09
c10 62 1,40 0.27 3.07
c2 64 1,10 017 237
Cc6 72 075 0.16 1,66
c1 74 1,00 0.20 2.20
Mitjana 260 o 4 1,04 0,20 2.28
anys

@ Inclou disomies pels tots els cromosomes, excepte pels cromosomes 5, 14, 16,
19i20

A

normal normal diploide

disomia 4
disomia 7

disomia 2
Aliguota 4
Aliquota 7 ‘

- subtel 21q
subtel 14q LSIAML 1 (21)

Figura 9. Anomalies numériques (disomia i diploidia) en caps descondensats
d’espermatozoides hibridats amb la técnica de FISH, utilitzant (A) l'aliquota 7,
formada per 3 sondes i (B) I'aliquota 4, formada per quatre sondes
(Composicié fotografica).
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3. Resultats

3.1.2 Freqiiéncia de disomia per cromosoma, individu i grup d’edat
La figura 10 il-lustra graficament els valors detectats de disomia per cada
cromosoma en ambdods grups d’edat. La freqiéncia de disomia per a cadascun dels

cromosomes analitzats en ambdds grups esta representada a taula 12.

0,15

0,10
©
IS
o
0
[a)
0,05

0,00

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 15 17 18 21 22 X Y XY
Cromosoma
<40 anys > 60 anys

Figura 10. Percentatge de disomia per cada cromosoma estudiat en els dos grups d’edat

El percentatge de disomia per a cada cromosoma variava de 0% (cromosoma 7)
fins a 0,11% (parell cromosomic XY). Els cromosomes que van mostrar un
percentatge menor de disomia sén els cromosomes 7 (0,0%, p<0,001) i 18
(0,015%, p = 0,0046). No hi ha cap autosoma que mostrés una freqiéncia de
disomia estadisticament més alta que la resta d’autosomes.

La freqléncia de disomia per a cadascun dels 19 cromosomes estudiats va ser
similar en els dos grups d’edat. No obstant aixd, es va observar una tendéncia a
lincrement en la frequéncia de disomia pels cromosomes acrocéntrics més petits
(cromosomes 21 i 22) en el grup 260 anys.

La freqiéncia de disomia total dels cromosomes sexuals va ser el mateix en
ambdods grups d’edat (0,19%), amb valors molts similars per cadascuna de les

disomies sexuals per separats (XX, YY i XY) en ambdds grups.
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Taula 12. Percentatge de disomia en espermatozoides per cada cromosoma i per grup d’edat analitzat amb FISH

% disomia per cromosoma

Individu Edat Total Total
1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 15 17 18 21 22 autoso- X Y XY sex-

mes uals

C3 24 0,10 040 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,30 0,10 0,10 0,00 0,10 0,00 0,10 0,05 0,10 0,10 1,45 0,00 0,10 0,05 0.15
C4 25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 030 0,10 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,45 0,00 0,20 0,00 0.20
C5 37 0,10 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 040 0,10 0,00 0,00 0,10 0,10 0,20 0,05 0,00 0,20 0,00 1,35 0,00 0,00 0,30 0.30
C8 23 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,10 0,00 0,10 0,05 0,00 0,00 0,35 0,00 0,10 0,10 0.20
C9 30 0,10 0,10 0,10 0,00 0,20 0,00 0,10 0,00 0,20 0,00 0,10 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,20 1,30 0,00 0,00 0,10 0.10
Ti:)jaar:;s 278 0,08 0,0 0,04 0,00 0,70 0,00 0,70 0,08 0,06 0,08 0,06 0,06 0,08 0,06 0,02 0,06 0,06 0,98 0,00 0,08 0,11 0.19
C1 74 0,10 0,10 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,10 0,00 0,10 0,10 0,05 0,00 0,00 0,10 0,85 0,00 0,00 0,10 0.10
Cc2 64 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,10 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,10 0,05 0,10 0,20 1,05 0,00 0,15 0,20 0.35
Cé 72 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00 0,10 0,10 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,05 0,00 0,20 0,00 0,95 0,05 0,10 0,00 0.15
Cc7 60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,90 0,00 0,10 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,10 0,60 0,00 0,05 0,10 0.15
c10 62 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,20 0,20 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,80 0,00 0,05 0,15 0.20
!222?;5 66,4 0,06 0,02 0,02 0,04 0,02 0,00 010 0,06 0,70 0,170 0,06 0,04 0,02 0,04 0,01 0,10 0,0 0,85 0,01 0,07 0,11 0.19

Total disomia 0,07 0,06 0,03 002 003 0 0,90 0,07 006 0,09 0,06 0,05 005 0,05 0,02 008 0,08 092 0,01 008 0,11 0,19




3. Resultats

La freqléncia de disomia XY va ser la més alta, perd sense que aquesta diferencia
fos significativa, mentre que la de disomia XX va ser la menor (p=0,0004). Quan es
va comparar el percentatge de disomia autosdmica i el de disomia dels
cromosomes sexuals entre els dos grups d’edat, no van detectar-se diferéncies
significatives.

Si es tenen en compte les dades dels 10 donants, la mitjana de disomia dels
cromosomes sexuals (0,095%) va ser significativament superior (p=0,0175) a la

dels autosomes (0,054%).

Les dades de diploidia per aliquota en el conjunt dels 10 individus estan recollides a
la taula 13. Els valors de diploidia per individu va ser la mitjana dels valors obtinguts

en les 10 aliquotes amb 4 i 5 sondes, analitzades en cada individu.

Taula 13. Percentatge de diploidia en espermatozoides analitzada en aliquotes amb 4
sondes

% Diploidia per aliquota ®

Donant o

1 2 3 4 6 8 9 10 11 12 L2

Mitjana
Cromo- diploidia
1,X,Y 2, XY 3,22 4,21 6,13 8,17 9,17 10, 15 11,18 12,18

somes
c8 0,2 0,1 04 04 03 0,5 0,6 0,2 0,5 0,1 0,33
C3 0,1 0,2 02 02 03 0,4 0,4 0,2 0,3 0,3 0,26
C4 0,4 0,1 0,1 05 04 0,3 0,2 0,7 0,3 0,2 0,32
C9 0,0 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,4 0,1 0,19
C5 0,3 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 0,4 0,3 0,2 0,2 0,23
Cc7 0,2 0,3 0,1 04 01 0,2 0,3 0,3 0,0 0,0 0,19

C10 0,4 0,3 02 05 0,1 0,2 0,5 0,3 0,1 0,1 0,27

C2 0,1 0,3 02 03 0,0 0,3 0,2 0,1 0 0,2 0,17
C6 0,1 0,1 0 03 0,0 0,1 0,2 0,2 0,2 0,4 0,16
C1 0,2 0,2 03 03 0.2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,3 0,20

Mitiana 0,2 0,2 0,47 033 0,49 0,27 0,33 0,26 0,21 0,19 0,23

@S’han analitzat 1.000 espermatozoides per aliquota i un total de 10.000 espermatozoides per
individu
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3. Resultats

Tenint en compte que cada aliquota esta formada per una barreja de sondes
diferents, es va voler conéixer si els valors de diploidia varien segons les sondes
utilitzades. L’interval dels valors de diploidia detectat a cada aliquota era molt ample
en alguns individus, com va ser el cas del donant 8, en el qué els percentatges de
diploidia oscil-lava des de 0,1% per les aliquotes 2 i 12 fins 0,6% per 'aliquota 9.

En cada individu, es va a comparar el valor de diploidia obtingut en cada aliquota
amb la mitjana dels valors obtinguts en les 9 aliquotes restants analitzades a
individu. Els resultats van mostrar que les aliquotes 4 (sondes 4p, 4q, 21q i 21LSI)
i 9 (sondes 9p, 9q, 17CEN i 17q) presentaven un major percentatge de diploidia
(p=0,0132 i p=0,0269, respectivament) que la resta d’aliquotes.

3.2. Analisi d’anomalies estructurals en espermatozoides

Per analitzar les anomalies estructurals (delecions i duplicacions) es van estudiar
els 22 autosomes. Els cromosomes sexuals no van poder ser estudiats per
limitacions del panel de sondes utilitzat en la técnica de FISH (veure I'apartat de

Material i métodes, pagina 7).

3.2.1. Freqiiéncia d’anomalies estructurals per individu i grup d’edat

A la taula 14 es mostra el percentatge total d’anomalies estructurals en
espermatozoides per individu i grup d’edat. A mode d'exemple, a la figura 11 es
representen diferents anomalies estructurals detectades en espermatozoides,
utilitzant I'aliquota 12 en la técnica de FISH.

El percentatge de duplicacions oscil-lava entre 2,9% (individu C3) i 5,7% (individu
C10), amb una mitjana de 3,93% i el de delecions entre 1% (individu C1) i 2,7%
(individu C2), amb una mitjana de 1,85%. El total d’anomalies estructurals variava
entre 4,4% (individus C3 i C5) i 7,7% (individu C6), amb una mitjana de 5,8%.

Els valors de les anomalies estructurals detectades per individu han demostrat la
variabilitat interindividual dintre de cada grup d’edat. Si es descartava I'individu C9
del grup <40 anys, que presentava percentatges atipics dintre d’aquest grup,
s’incrementaven les diferéncies d’anomalies estructurals entre els grups de manera
significativa (p=0,0190). De la mateixa manera, si es descartava l'individu C1 del

grup =60 anys, que també presentava valors molt inferiors a la mitjana del seu grup
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3. Resultats

Taula 14. Percentatge d’anomalies estructurals en espermatozoides
per individu i grup d’edat

Individu 2! DupIiCO/:lcions Delgﬁions es(:/?u-lc—:?:?allls
C3 24 2,9 1,5 4,4
ca 25 3,5 1,1 4.6
C5 37 3,1 1,3 4,4
C8 23 2,9 1,7 4,6
C9 30 4,3 2,5 6,7
c1 74 35 1,0 45
c2 64 4.4 2,7 A
C6 72 53 24 7,7
c7 60 3,7 24 6,1
C10 62 57 1,9 7,6

del(12)(p)

Aliquota 12

subtel 18q
CEP 18

Figura 11. Anomalies estructurals del cromosoma 12 en caps
descondensats d’espermatozoides hibridats amb la técnica de FISH,
utilitzant l'aliquota 12 (Composicié fotografica) (dup= duplicacié; del =
delecio).
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d’edat, també augmenta les diferéncies en el total d’anomalies estructurals entre els
dos grups d’edat (p=0,0154).

Els 10 individus presentaven més duplicacions que delecions, independentment del
grup d’edat (grup <40 anys, 3,3% vs. 1,62%, p=0,0012; grup =60 anys, 4,5% vs.
2,1%, p=0,0053). La ratio de duplicacions i delecions es manté en ambdds grups
(2,1 en el grup <40 anys i 2,2 en el grup 260 anys). L’increment de duplicacions
enfront delecions es va observar en la majoria dels bragos cromosomics, excepte el
2q, 3q, 4p, 7p, 8p i 19q, que presentaven més delecions que duplicacions.

L’analisi estadistic va mostrar que el percentatge de les anomalies estructurals
totals en el grup 260 anys era major que la del grup <40 anys (6,6% vs.4,9%,
p=0,0499, GEE). La freqléncia de duplicacions en el grup =60 anys va ser major
que en el grup <40 anys (4,5% vs. 3,3%;p=0,040). El percentatge de delecions
també va ser superior en el grup 260 anys, encara que l'increment no arribava a ser

significatiu.

3.2.2. Distribuci6 de les anomalies estructurals per cromosoma

Les freqliencies de duplicacions i delecions per bra¢g cromosdmic i per cromosoma
en el total dels 10 individus es mostren a la taula 15. La mitjana d’anomalies
estructurals per cromosoma oscil-lava entre 0,43% i 0,12% (cromosomes 1 i 22,
respectivament) amb una mitjana per autosoma de 0,27%. El cromosoma que
presentava un percentatge més elevat d’anomalies estructurals va ser el 1 (0,43%),
seguit del 5 (0,37%) i el 9 (0,36%). Els cromosomes més grans mostraven una
tendéncia a presentar un major nombre d’anomalies estructurals, malgrat no tots
els cromosomes presentaven una proporcié directa entre el nombre d’anomalies
estructurals i la longitud del cromosoma. De fet, el percentatge d'anomalies
estructurals pels cromosomes 19 i 20 (0,32% i 0,35%, respectivament) estaven en
el mateix ordre que els cromosomes més grans, com son el 2, 5, 8 i 9 (0,34%,
0,37%, 0,35%, 0,36%).

Es va calcular el nombre esperat d'anomalies estructurals en cada cromosoma,
assumint una distribucié uniforme al llarg del cromosoma i realitzant una correccio

segons la seva longitud relativa (test de X?) (Figura 12).
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Taula 15. Percentatge d’anomalies estructurals per autosoma i per a cada brag
cromosomic en els 10 individus estudiats *

Cromosoma * e e esot/:u-lc-:?tt?allls
%dup %del % Total %dup %del % Total
1 0,15 0,10 0,25 0,06 0,12 0,18 0,43
2 0,09 0,02 0,11 0,07 0,16 0,23 0,34
3 0,11 0,01 0,12 0,04 0,05 0,09 0,21
4 0,08 0,08 0,16 0,07 0,06 0,13 0,29
5 0,14 0,02 0,16 0,12 0,09 0,21 0,37
6 0,10 0,02 0,12 0,06 0,04 0,10 0,22
7 0,02 0,08 0,10 0,10 0,06 0,16 0,26
8 0,04 0,09 0,13 0,12 0,10 0,22 0,35
9 0,08 0,06 0,14 0,15 0,07 0,22 0,36
10 0,11 0,04 0,15 0,05 0,03 0,08 0,23
11 0,05 0,04 0,09 0,18 0,03 0,21 0,30
12 0,12 0,04 0,16 0,07 0,00 0,07 0,23
13 NA NA NA 0,22 0,04 0,26 0,26
14 NA NA NA 0,14 0,07 0,21 0,21
15 NA NA NA 0,15 0,03 0,18 0,18
16 0,08 0,05 0,13 0,06 0,03 0,09 0,22
17 0,01 0,00 0,01 0,16 0,00 0,16 0,17
18 0,09 0,00 0,09 0,09 0,00 0,09 0,18
19 0,18 0,04 0,22 0,03 0,07 0,10 0,32
20 0,12 0,09 0,21 0,11 0,03 0,14 0,35
21 NA NA NA 0,13 0,04 0,17 0,17
22 NA NA NA 0,11 0,01 0,12 0,12

#10.000 espermatozoides analitzats per cromosoma en el total de 10 individus
NA= no analitzat
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3. Resultats

L'analisi estadistic va mostrar que els cromosomes 19 i 20, presentaven un

percentatge d'anomalies estructurals (0,32% i 0,35%, respectivament) més alt de

l'esperat (0,15% i 0,15%, respectivament) (p <0,05). Mentre que dos dels

cromosomes més grans, el 3 i 6, tenien un menor percentatge d'anomalies

0,22%,

respectivament) (p <0,05).

estructurals (0,21% i

respectivament) de [l'esperat (0,39%

i 0,34%,
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Figura 12. Percentatge observat i esperat d’anomalies estructurals per autosoma

en els 10 individus estudiats.

3.2.3. Efecte de I'edat en la distribuciéo de les anomalies estructurals per

cromosoma i grup d’edat

El percentatge d’anomalies estructurals per cada autosoma, comparant els dos

grups d’edat, estan recollits a la taula 16. La frequéncia d'anomalies estructurals

totals per a cada cromosoma va ser similar en ambdds grups, amb I'excepcid del

cromosoma 12, que presentava un increment d’anomalies estructurals en el grup
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Taula 16. Percentatge d’anomalies estructurals en espermatozoides per autosoma i grup d’edat °.
% Anomalies estructurals per autosoma

Individu

Edat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
c3 24 03 03 02 03 03 02 03 02 04 O0O1 03 00 02 03 00 00 O1 02 02 02 02 02
c4 25 04 04 02 03 02 02 00 02 01 03 02 00 04 02 00 O1 04 01 02 04 03 02
c5 37 04 02 00 00 O5 02 O00 O01 03 O1 O5 02 03 02 01 01 02 02 02 04 02 01
cs8 23 03 03 01 02 02 01 03 03 oO1 oO1 O1 03 00 01 02 02 02 01 03 02 02 02
c9 3 05 02 02 03 04 03 05 06 05 04 04 O1 03 01 04 03 02 01 05 05 O 0
Ti:)j::;s 27,8 038 028 014 0,22 032 0,20 022 028 028 020 030 0712 0,24 0,18 014 0,14 0,22 0,14 0,28 0,34 0,18 0,14
c1 74 05 02 01 02 04 02 03 06 05 02 00 04 01 01 00 O01 O1 03 02 02 00 01
C2 64 06 04 02 08 04 02 04 O01 05 03 03 03 02 03 03 04 O0O1 02 06 02 01 02
C6 72 o7 08 04 04 05 01 04 05 03 02 05 03 05 03 02 01 03 04 03 04 01 02
c7 60 05 02 01 O1 04 02 01 02 06 02 04 03 02 03 02 06 01 01 04 06 02 00
c10 62 01 04 06 03 05 05 03 07 O1 04 030 04 04 02 04 03 01 03 03 04 04 00
gggzr:;s 66,4 048 040 0,28 0,36 044 024 030 042 040 026 03 0,34 0,28 024 022 030 014 0,26 0,36 0,36 0,16 0,10

@S’han analitzat 1.000 espermatozoides per autosoma i per individu.



3. Resultats

260 respecte el grup <40 anys (0,34% vs. 0,12%;p=0,01). EI cromosoma 16
mostrava una tendéncia a I'increment d’anomalies estructurals en el grup 260 anys
(Figura 13).
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Figura 13. Percentatge d’anomalies estructurals per autosoma en el grup <40
anys i en el grup 260 anys.

En el grup <40 anys (Figura 14A), el cromosoma 3 mostrava un menor percentatge
d’anomalies estructurals (0,14%) del que s'esperava (0,34%), mentre que els
cromosomes 19, 20 i 21 (0,28%, 0,34%, 0,18%) presentaven percentatges més alts
dels esperats (0,13%, 0,13%, 0,09%, respectivament) (p <0,05). En el grup =60
anys (Figura 14B), els cromosomes 19 i 20 van mostrar un major percentatge
d'anomalies estructurals del que s'esperava (0,36% vs. 0,18%, respectivament) i
(0,36% vs. 0,17%, respectivament) (p <0,05).
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Figura 14. Percentatge d’anomalies estructurals per autosoma observat i
esperat en el grup <40 (A) i en el grup 260 anys (B)
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4. Discussio

En aquest treball hem analitzat si I'edat paterna és un factor de risc per les
anomalies cromosOmiques numeériques i estructurals presents en I'espermatozoide,
comparant les dades obtingudes en dos grups d’edat: grup <40 anys i grup =60
anys. La importancia d’aquest treball es basa en la utilitzacid, per primera vegada
en cél-lules germinals, de la técnica de FISH amb un panel de sondes
subtelomériques per a tots els cromosomes que ha permet estudiar simultaniament
la frequéncia d’aneuploidia en 19 dels 24 cromosomes del cariotip huma i de
diploidia, aixi com la frequiéncia de les anomalies estructurals en els 22 autosomes.
Els resultats ens han permés estudiar un possible efecte de I'edat en la freqliéncia

d’anomalies cromosomiques en espermatozoides d’individus d’edat avancgada.

4.1. Valoracions de la téecnica de FISH amb sondes subtelomériques

La tecnica de FISH amb el panel de sondes subtelomériques ToTelvysion (Knight et
al. 2000) utilitzada en aquest treball, ha estat aplicada principalment en diagnostic
prenatal, per la caracteritzacido de regions telomériques i per conéixer l'origen de
reordenaments cromosomics que impliquen aquestes regions cromosomiques. Fins
al moment, no s’han realitzat estudis de FISH amb aquest kit de sondes en nuclis
d’espermatozoides, per la qual cosa no es coneix la sensibilitat d’aquest panel en
I'analisi de les anomalies cromosomiques.

La principal avantatge de la técnica de FISH amb sondes subtelomeériques, respecte
a la técnica de FISH convencional préviament utilitzada en nuclis interfasics
d’espermatozoide, és la possibilitat d’estudiar, de manera simultania, les anomalies
numeriques i estructurals de la gran majoria dels cromosomes en una unica mostra
de semen. Per analitzar tots els cromosomes que ens permet aquesta técnica, és
necessaria la realitzacié de 15 hibridacions amb diferents combinacions de sondes,
en cadascun dels individus de la série. En canvi, la resta d’estudis amb la técnica
de FISH en caps d’espermatozoide realitzen només una hibridacio per mostra de
semen i individu, analitzant només 2 o 3 cromosomes ( Van Hummelen et al. 1996;
Mclnnes et al. 1998; Baumgartner et al. 1999; Bosch et al. 2003; Schmid et al.
2004; Sloter et al. 2000 i 2007). La técnica de FISH amb sondes subtelomeériques,
al igual que la de FISH convencional, detecta tot tipus d’anomalia numériques. En el
cas de les anomalies estructurals, aquesta técnica permet el recompte de

duplicacions i delecions, que poden correspondre a anomalies estructurals
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desequilibrades tals com translocacions, inversions, insercions, cromosomes
marcadors, fragments acéntrics, cromosomes en anell i isocromosomes, entre
d’altres. Amb la técnica de FISH utilitzada, a l'igual que la resta de técniques de
FISH en nuclis interfasics, no es pot determinar 'anomalia estructural a la que
corresponen les duplicacions i delecions observades en I'espermatozoide.

Altre avantatge d’aquesta técnica, respecte a la técnica de FISH convencional, és
que l'analisi de la disomia i diploidia és més restrictiva que la que es realitza amb
una unica sonda per cromosoma, normalment centromérica (Martin et al. 1995;
Griffin et al. 1995; Kinakin et al. 1997; Mclnnes et al. 1998; Martinez-Pasarell et al.
1999; Martin i Rademaker 1999; Estop et al. 2000; Shi i Martin 2000; Bosch et al.
2001; Bosch et al. 2003; Soares et al. 2001; Rubes et al. 2002). En el nostre treball,
per determinar la disomia, es requereix la preséncia de dues senyals per dues
sondes que marquen regions diferents d’'un cromosoma, analitzant-se dos o tres
cromosomes per aliquota.

La tecnica de FISH emprada en aquest treball presenta una alta especificitat de les
sondes de DNA ja que el 70% de les sondes del panel ToTelVysion utilitzat sén
sondes subtelomériques o locus especifiques, mentre que la resta de sondes soén
centromeériques. Els valors de disomia i diploidia es poden veure incrementats en
els estudis de FISH amb sondes centromériques, ja que aquest tipus de sonda
hibrida amb grans blocs d'ADN repetitiu (DNA a-satél-lit). Aquestes sequéncies
centromeériques repetitives poden variar entre individus, depenent del nombre de
repeticions, originant senyals poc visibles o, fins i tot dividides, que podrien induir a
error en la interpretacié (Egozcue et al. 1997).

Les sondes subtelomériques i LS| del panel ToTelvysion detecten sequliéncies
curtes no repetitives de DNA (60-200 kb), oferint senyals petites que dificulten la
seva visualitzacio. Per aconseguir que aquestes petites sondes puguin hibridar en
condicions optimes, és necessari el control exhaustiu de la decondensacié de la
cromatina dels nuclis d’espermatozoide (pas necessari abans de la hibridacid).

Per donar més validesa als resultats obtinguts a partir de la técnica de FISH
utilitzada en el present estudi, hem comparat la freqliéncia de disomia pels
cromosomes 6, 9, 21, diploidia i d’anomalies estructurals del cromosoma 9
obtinguda en el present treball amb I'obtinguda en treballs previs del nostre grup
(Bosch et al. 2001 i 2003) en els mateixos individus (9 dels 10 analitzats en aquest

treball) utilitzant la técnica de FISH (Taula 17). No s’observen diferéncies entre els
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resultats obtinguts per nosaltres i els obtinguts per Bosch i col-laboradors (2003), ni
per disomia, diploidia ni per duplicacions i delecions del cromosoma 9. Aquests
resultats indiquen la idoneitat de la técnica de FISH utilitzada en aquest estudi, com

també la validesa dels criteris de recompte aplicats pel nostre grup.

Taula 17. Percentatges de diploidia, disomia i anomalies estructurals detectats pel nostre
grup utilitzant FISH convencional i FISH amb el kit de sondes ToTelvysion en els mateix
individus

% Disomia % Estructurals
o
cromosoma 6 cromosoma 9 cromosoma 21 cromosoma 9 % Diploidia

Donants
(anys) Bosch Present Bosch Present Bosch Present Bosch Present Bosch Present

icol."? treball i col.? treball i col.! treball® i col.? treball icol."? treball
C3 (24) 0,03 0,00 0,03 0,00 0,04 0,00 0,28 0,40 0,30 0,26
C4 (25) 0,04 0,00 0,01 0,10 0,03 0,20 0,29 0,10 0,18 0,32
C9 (30) 0,01 0,00 0,01 0,00 0,03 0,00 0,20 0,30 0,17 0,19
C5 (37) 0,03 0,20 0,03 0,00 0,05 0,00 0,26 0,50 0,18 0,23
Mitjana 0,03 0,05 0,02 0,03 0,04 0,05 0,26 0,32 0,21 0,25
<40 anys
C7 (60) 0,03 0,00 0,13 0,10 0,10 0,00 0,53 0,50 0,44 0,19
C10 (62) 0,02 0,00 0,04 0,10 0,05 0,10 0,40 0,50 0,32 0,27
C2 (64) 0,06 0,10 0,08 0,10 0,13 0,20 0,59 0,30 0,47 0,17
C6 (72) 0,04 0,00 0,06 0,00 0,05 0,20 0,58 0,60 0,33 0,16
C1(74) 0,05 0,00 0,12 0,00 0,06 0,00 0,58 0,10 0,31 0,20
Mitjana 004 002 009 006 008 010 053 040 037 0,20
>60 anys

" Bosch et al, 2001
2Bosch et al, 2003

Per lI'estudi de la diploidia en el present treball s’han analitzat un total de 6-8
senyals per espermatozoide (dues senyals per 4-5 sondes situades en dos o tres
cromosomes). En dos treballs previs del nostre grup (Bosch et al. 2001, 2003), per
considerar un espermatozoide diploide, s'havien de comptabilitzar un total de 6-8
senyals (dues senyals per 3-4 sondes en 3 o quatre cromosomes), sent la major
part de les sondes centromériques. En la gran majoria d’estudis on s’ha analitzat la
diploidia només es valoren un total de 4-6 senyals, utilitzant sondes centromériques
(Martin et al. 1995; Griffin et al. 1995; Lahdetie et al. 1996; Kinakin et al. 1997;
Blanco et al. 1997; Shi i Martin 2000; Soares et al. 2001; Templado et al. 2005).
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Amb aquest criteri, es van trobar diferéncies en el percentatge de diploidia en
mostres de semen d’'un mateix individu, recollides en diferents moments (revisat per
Rubes et al. 2002). Per tant, per realitzar una analisi més fiable de diploidia es
convenient la utilitzacié, de manera simultania, de 3 o més sondes de FISH

presents en 2 0 més cromosomes (Bosch 2001, 2003).
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4.2. Variabilitat interindividual en la frequéncia d’anomalies

cromosomiques

Els 10 individus analitzats van mostrar diferéncies interindividuals en la freqliéncia
d’anomalies cromosOmiques presents en I'espermatozoide, tal i com va indicar
'analisi estadistic amb el model GEE, que inclou la variabilitat interindividual dins
dels parametres d’analisi. La gran majoria d’estudis en espermatozoides han descrit
també variabilitat interindividual en individus control (revisat per Templado et al.
2011) i en séries d’edat, tant per anomalies numeériques (Martin et al. 1995; Robbins
et al. 1995; Griffin et al. 1995; Kinakin et al. 1997; Mclnnes et al. 1998; Rousseaux
et al. 1998; Bosch et al. 2001 i 2003; Sloter et al. 2007) com per anomalies
estructurals (Bosch et al. 2003; Mclnnes et al. 1998; Sloter et al. 2007). El
cromosoma 21 i els cromosomes sexuals, son dels més estudiats en séries control
i d’edat, presentant un interval de disomia, entre els diferent estudis, de 0,03% a
0,37% pel cromosoma 21 ide 0,11% a 0,43% pels cromosomes sexuals (revisat per
Templado et al. 2011). Aquesta variabilitat interindividual també s’ha observat en
cél-lules meidtiques (espermatocits I) en individus fértils, on es va determinar que el
percentatge d’aneuploidia dels cromosomes sexuals variava de 3,2% fins a 43,7%
(Uroz et al. 2011).

S’ha descrit l'existéncia d’individus a la poblaci6 general amb una major
predisposiciéo a la produccié d’espermatozoides disomics. Rubes i col-laboradors
(2005) van estudiar els mateixos 10 donants 3 vegades, durant un periode de 5
anys, i van descriure en 3 donants un increment de disomia del cromosoma 18
respecte la freqliéncia de disomia que presentaven els altres individus. Aquests
valors incrementats d’aneuploidia per un cromosoma determinat en un mateix
individu, han sigut definits com variants estables. Tempest i col-laboradors (2009)
van identificar frequiéncies incrementades de disomia pels cromosomes 13 i 21 en
10 individus que van ser analitzades 4 vegades en 18 mesos. Aquest podria ser el
cas del nostre individu codificat com C8, que sent un individu jove presenta un dels
percentatges de disomia i diploidia més elevats en el grup <40 anys.
Malauradament, és I'inic individu que no es poden contrastar els resultats obtinguts
en aquest treball amb estudis previs del nostre grup, ja que no estava inclos en la
série anterior (Bosch et al. 2001, 2003). La existencia de mosaicisme germinal amb
diferents linies cel-lulars en el testicle seria una possible explicacié de I'increment

de disomia i diploidia present en el donant C8.
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La comparacié dels resultats obtinguts entre diferents laboratoris amb la técnica de
FISH en espermatozoides és dificil per la manca d'estandaritzacié de les técniques i
per la variabilitat interindividual. Les diferéncies en I'aplicacié de la técnica de FISH
que podrien interferir en [l'analisi de les senyals fluorescents inclou Ia
descondensacioé del nucli de I'espermatozoide, el numero d’espermatozoides totals
analitzats, els criteris de recompte i la experiéncia de la persona que fa el recompte,
la especificitat de les sondes utilitzades en la hibridacio i la possible existéncia de
polimorfismes, entre altres (Egozcue et al. 1997). A aquesta manca
d'estandaritzacié de la técnica, caldria afegir que en cada laboratori s’han estudiat
diferents cromosomes en diferents individus, en diferents moments i diferent mostra

de semen.
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4.3. Anomalies cromosomiques en espermatozoides d’individus de la

poblacioé

En aquest apartat discutirem els resultats obtinguts en el conjunt dels 10 individus

analitzats en aquest treball, sense separar-los en grups d’edat.

4.3.1. Freqiiéncia de disomia i diploidia

Un dels objectius del nostre treball va ser determinar la freqiéncia de disomia de 19
cromosomes (1, 2, 3,4,6,7,8, 9,12, 13, 15, 18, 21 22, X, Y) i de diploidia en una
unica mostra de semen per individu, per minimitzar la variabilitat intraindividual.

En general, el percentatge de disomia per cromosoma obtingut en aquest estudi és
inferior al d’altres séries utilitzant la técnica de FISH (revisat per Templado i col,
2005, 2011, 2013) (veure taula 18), probablement degut a la utilitzacié d’'un major

nombre de sondes per cromosoma e hibridacio en el present estudi. Per exemple,

Taula 18. Percentatges de disomia per cromosoma i de diploidia en espermatozoides
d’individus control, analitzats amb la técnica de FISH i percentatges de disomia i diploidia
obtinguts en el nostre treball.

%

% Disomia Diploidia

1 2 3 4 6 7 8 9 12 13 15 18 21 22 XY°

Series

= ,08 09 20 ,08 04 06 ,03 ,206 ,14 12 10 ,06 17 47 27 0,19
control

Present

07 06 ,03 ,02 ,03 ,00 ,00 ,07 ,06 ,05 ,5 ,01 ,08 ,08 ,19 0,24
treball

@ Dades recollides de séries control amb un minim de 5 donants i 10.000 espermatozoides per individu
(revisat per Templado i col, 2005, 2011, 2013)
® Inclou la disomia XX, YY i XY

en el nostre cas la taxa de disomia del cromosoma 21 va ser de 0,08% (rang de
0,00%-0,20%) molt similar a la descrita recentment per Iwarsson i col-laboradors
(2015) (0,13%, rang de 0,00%-0,25%), fent servir les mateixes sondes (una sonda
LSl i una sonda telomérica) pel cromosoma 21.

Els 17 autosomes analitzats en aquest treball mostren una freqliéncia de disomia
similar, excepte els cromosomes 7 i 18 que presenten una menor freqliéncia envers

la resta d’autosomes. Aquests dos autosomes també presenten una frequéncia
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mitjana reduida en individus control (veure taula 18). La baixa frequéncia de
disomia 18 observada en espermatozoides estaria d'acord amb que el 92% dels
casos de trisomia 18 presenten un origen matern (revisat per Hassold et al. 2007).
Pel que fa a la incidéncia de la disomia dels cromosomes sexuals, va ser
aproximadament el doble de la mitjana de disomia autosdmica. Aquest increment
d’aneuploidia sexual envers la dels autosomes ja s’ha reportat en estudis anteriors
de cariotips d’espermatozoides (Martin i Rademaker 1990) i en la majoria d’estudis
de FISH (Martin et al. 1996; revisat per Templado et al. 2013), els quals descriuen
una incidéncia de disomia sexual 2 o 3 vegades major que la observada en
autosomes.

Dintre del grup de disomies sexuals, la freqliéncia de disomia XY és la més alta,
mentre que la de disomia XX és la més baixa. El parell cromosdomic XY presenta
una regi6é d’aparellament de les més petites dels cromosomes i normalment mostra
un unic quiasma durant la meiosi | (Laurie i Hultén 1985), que incrementa la
susceptibilitat a la no disjuncid, ja que aquest Unic quiasma es necessari per
orientar correctament els cromosomes homolegs en el fus acromatic durant
l'anafase I. En un estudi meidtic d’espermatdcits d’homes fertils s’ha descrit un
increment d’univalents formats pel parell cromosdmic XY en metafase | i un
augment d’espermatocits disomics en metafase Il enfront espermatocits | (Uroz i
Templado 2012), suggerint que els cromosomes sexuals son més propensos a
errors meiodtics que els autosomes. Segons aquests autors, la disomia s’origina
principalment per la segregacio incorrecta de bivalents durant 'anafase |, mitjangant
dos mecanismes principals: no disjuncié aquiasmatica i separacié prematura de
cromatides germanes.

El percentatge de diploidia obtingut en aquest estudi és similar a la mitjana d’altres
series de FISH. El disseny del nostre treball ha permes, per primera vegada, la
comparaciéo de la freqiéncia de diploidia detectada per cada aliquota (4-5
sondes/aliquota) a cada donant. Les aliquotes 4 (4p, 4q, 21q i LSI 21) i 9 (9p, 9q,
17cen i 17q) van presentar nivells de diploidia incrementats respecte a la mitjana de
la resta d’aliquotes. Aquestes dades suggereixen, a l'igual que altres treballs (Finch
et al. 2008), que la combinaci6é de sondes podria afectar els resultats de la técnica
de FISH. No es pot desestimar la possibilitat de que les diferéncies en la freqiiéncia

de cada aliquota siguin degudes el numero d’espermatozoides analitzats per
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aliquota (1.000 espermatozoides) o a la inclusié d’espermatozoides dobles disdmics

com diploides.

4.3.2. Freqiiéncia d’anomalies estructurals

En el total dels 10 individus, la mitjana d'anomalies estructurals va ser de 5,8%,
similar a la obtinguda amb la técnica de hamster-huma (6,6%) (revisat per Estop et
al. 1995) i amb la técnica de FISH en nuclis d’espermatozoide, extrapolant les
dades del cromosoma 1 a tot el genoma (4,4-6,1%) (Schmid et al. 2004). Encara
que el nostre estudi només detecta les anomalies desequilibrades (duplicacions i
delecions) dels autosomes i la técnica de hamster-huma detecta tant anomalies
equilibrades com desequilibrades, el percentatge danomalies estructurals
equilibrades en caps d’espermatozoides és molt baix (Martin et al. 1987; Brandriff et
al. 1988; Benet et al. 1992; Estop et al. 1995).

La deteccié d’anomalies estructurals en espermatozoides d’individus control,
mitjangant la técnica de FISH, unicament s’ha portat a terme en dos cromosomes:
el cromosoma 1 (Van Hummelen et al. 1996; Mclnnes et al. 1998; Baumgartner et
al. 1999; Schmid et al. 2004; Sloter et al. 2000, 2007) i el 9 (Bosch et al. 2003). A la
taula 19 es comparen la frequiéncia d’anomalies estructurals per aquest dos

cromosomes observades en el present treball i les reportades per altres grups. Pel

Taula 19. Anomalies estructurals dels cromosomes 1 i 9
analitzades amb FISH en individus de la poblacio general

% anomalies estructurals

Autors cromosoma 1 cromosoma 9
Van Hummelen et al. 1996 0,06 -
Mclnnes et al. 1998 0,55 -
Baumgartner et al. 1999 0,13 -
Sloter et al. 2000 0,10 -
Bosch et al. 2003 - 0,39
Schmid et al. 2004 0,22 -
Sloter et al. 2007 0,17 -
Present treball 0,43 0,36
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cromosoma 1, el cromosoma més estudiat, el percentatge disomia observat per
nosaltres (0,43%) es troba dintre de l'interval descrit per altres autors (de 0,06% a
0,55%) (Baumgartner et al. 1999; Bosch et al. 2003; Van Hummelen et al. 1996;
Mclnnes et al. 1998; Schmid et al. 2004; Sloter et al. 2000, 2007) . Les duplicacions
i delecions del cromosoma 9 detectades en el nostre estudi només es poden
comparar amb els obtinguts anteriorment pel nostre grup (Bosch et al. 2003),
comparacio ja feta en I’ apartat 4.

La distribucié de les duplicacions i delecions al llarg dels cromosomes no és lineal,
hi ha una tendéncia cap a un increment d’anomalies estructurals en els
cromosomes meés grans, encara que no tots els cromosomes presenten una
proporcio directa entre el nimero d'anomalies i la seva longitud. En el total dels 10
individus, els cromosomes 19 i 20 presentaven un excés d'anomalies estructurals,
mentre que el 3 i 6 mostraven menys anomalies de les esperades. En cariotips
d’espermatozoides, els cromosomes amb major nombre d’anomalies estructurals
son el 1 (Van Hummelen et al. 1996; Mclnnes et al. 1998; Baumgartner et al. 1999;
Schmid et al. 2004; Sloter et al. 2000, 2007) i el 9 (Brandriff et al. 1988), mentre que
el cromosoma 4 presenta un menor nombre (Estop et al. 1995), encara que les
dades varien en els diferents laboratoris.

En tots els donants, tant en els joves com els d’edat avangada, la incidéncia de
duplicacions era major que la de delecions, i estava incrementada en tots els bragos
cromosOmics analitzats, excepte en 2p, 3q, 4p, 7p, 8p i 19q. Aquests resultats
coincideixen amb els obtinguts en séries d’edat (Sloter et al. 2007) i en séries
d’individus control (Baumgartner et al. 1999; Van Hummelen et al. 1996; Sloter et al.
2000).
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4.4. Efecte de la edat paterna en les anomalies cromosomiques de

I'espermatozoide

La majoria d’estudis que analitzen anomalies cromosomiques en I'espermatozoide
no van estar dissenyats per estudiar l'efecte de l'edat en les anomalies
cromosOmiques presents en I'espermatozoide. Les séries dissenyades
especificament per estudiar I'efecte de I'edat paterna son escasses, sobretot, les
que contenen individus majors de 60 anys (revisat per Templado et al. 2011).

Fins el moment, aquest és I'Unic treball que estudia I‘'efecte de I'edat paterna en la
disomia (19 cromosomes), diploidia i anomalies estructurals (22 autosomes),
analitzats a la mateixa vegada en una uUnica mostra de semen per donant, per
minimitzar la variabilitat intraindividual i optimitzar la técnica de FISH. Es van
seleccionar donants joves (<40 anys) i donants d'edat avancada (=60 anys) per tal

de posar de manifest un possible efecte de I'edat.

4.4.1. No efecte de I'edat paterna en les anomalies cromosomiques
numériques

Els nostres resultats mostren una disminucié en la freqliéncia de disomia dels
autosomes amb I'edat perd sense arribar a la significacio estadistica. Altres autors
amb la técnica de hamster-huma també van observar una menor freqiéncia de
disomia en homes d’edat avangada (Martin et al. 1987). D'acord amb aquests
resultats, a recent estudi retrospectiu de nens amb trisomia 13, 18 i 21 suggereix
qgue els pares més joves tenen un major risc de descendéncia aneuploid (Steiner et
al. 2015).

Cap dels 17 autosomes analitzats en aquest treball han presentat un increment de
la frequéncia de disomia amb l'edat paterna. La majoria d’estudis de FISH on
analitzen un possible efecte de I'edat paterna tampoc han mostrat cap associacio
entre I'edat i en els nivells de disomia en 6 dels 9 autosomes estudiats en
I'espermatozoide (revisat per Buwe et al. 2005): 6 (Bosch et al. 2001), 8 (Robbins et
al. 1995), 12 (Martin et al. 1995), 13 (Mclnnes et al. 1998), 14 (Rousseaux et al.
1998), i el 18 (Griffin et al. 1995). Només tres treballs han descrit un lleuger
augment de disomia per als cromosomes 1 (Martin et al. 1995), 9 (Bosch et al.
2001) i 21 (Rousseaux et al. 1998) amb I'edat paterna.

En estudis d’aneuploidia en I'espermatozoide (revisat per Templado et al. 2011) els

autosomes amb percentatges més alts disomia son el cromosoma 21 (0,17%) i el
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22 (0,47%, basat només en dos estudis). En el present treball, la freqiéncia de
disomia pels cromosomes 21 i 22 s’incrementava amb l'edat, encara que aquests
increments no va ser estadisticament significatius. Globalment, la disomia 21 és
aproximadament la meitat de disomia dels cromosomes sexuals (0,08% vs 0,19%),
d’acord amb les dades publicades en la literatura (revisat per Templado et al. 2011),
perd no esta clar, segons les nostres dades i les de la majoria de autors, que I'edat
paterna avangada sigui un factor de risc per la trisomia 21.

Els nostres resultats mostren que, encara que la incidéncia de la disomia dels
cromosomes sexuals és més alta que la disomia autosdmica, aquest increment no
esta relacionat amb I'edat paterna avangada. Els nostres resultats coincideixen amb
els descrits en altres séries d’edat (Martin et al. 1995; Robbins et al. 1995; Kinakin
et al. 1997; Guttenbach et al. 2000; Bosch et al. 2001, 2003; Luetjens et al. 2002).
No obstant aixd, altres autors van descriure un efecte de I'edat en la disomia XX
(Griffin et al. 1995; Robbins et al. 1995), disomia YY (Griffin et al. 1995; Kinakin et
al. 1997; Martin et al. 1995; Robbins et al. 1995) i disomia XY (Griffin et al. 1995).
Els resultats sobre la disomia sexual i 'edat paterna segueixen sent contradictoris a
causa, al menys en part, de les variacions interindividuals (Guttenbach et al. 2000).
La incidéncia de la disomia dels cromosomes sexuals va ser aproximadament el
doble de la mitjana de disomia autosomica en ambdds grups d'edat i quan
s’estudien a tots els donants col-lectivament. Aquest increment de disomia dels
cromosomes sexuals, versus la disomia autosomica, ja va ser descrita en cariotips
d’espermatozoides (Martin i Rademaker 1990) i en nombrosos estudis de FISH
(revisat per Templado et al. 2011, 2013), on la majoria dels autors observen que la
no disjuncié dels cromosomes sexuals és 2-3 vegades més freqlient que la
autosomica.

Estudis d’espermatocits en ratolins de diferents edats (Vrooman et al. 2014) van
observar un increment d’errors sinaptics del par XY amb I'edat, suggerint que els
espermatocits | amb errors sinaptics son eliminats en el punt de control de paquité i,
per tant, no sén detectats en meiosi Il. Estudis meiotics en humans van determinar
que els cromosomes sexuals poden ser més propensos a segregar-se
inadequadament durant la meiosi mitjangant la no disjuncié aquiasmatica i la
separacio prematura de cromatides germanes (PSSC) (Uroz et al. 2011; Uroz i
Templado 2012).
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Els nostres resultats van mostrar que I'edat paterna no afecta a la freqliéncia de
diploidia. La majoria dels estudis publicats que analitzen I'efecte de I'edat paterna
rares vegades analitzen la diploidia. Del total de treballs que estudien un possible
efecte de I'edat en la freqliéncia de diploidia, quatre no observen una associacié de
la diploidia amb I'edat paterna (Griffin et al. 1995; Martin et al. 1995; Luetjens et al.
2002; revisat per Buwe et al. 2005 i Fonseka i Griffin 2011) i un descriu una
disminucio de la diploidia amb I'edat (Robbins et al. 1995). Dos estudis anteriors
realitzats pel nostre grup en espermatozoides de 18 donants amb edats compreses
entre 18 i 74 anys (Bosch et al. 2001, 2003), van mostrar un increment lineal de
diploidia amb l'edat. El present treball comparteix 9 donants amb aquests dos
estudis. No obstant, no esta inclos un donant jove (C8) que presenta un alt
percentatge de diploidia, ni tampoc tres donants d’edat avancada dels estudis
anteriors (Bosch et al. 2001, 2003) que presentaven un alt percentatge de diploidia.
Aquesta seleccié de donants pot haver contribuit, junt a la utilitzacié del panel
sondes TelVysion, a les diferéncies en els percentatges de diploidia i posa de
manifest la dificultat de comparar resultats de FISH obtinguts en diferents séries i

laboratoris.

4.4.2. Increment de les anomalies cromosomiques estructurals amb I’edat
paterna

El grup de donants =60 anys presenta un percentatge major d’anomalies
estructurals (6,6%) que el grup <40 anys (4,9%). De manera similar, la resta
d’estudis amb FISH (cada estudi analitza un sol cromosoma). en séries d’edat han
descrit un increment de duplicacions i delecions associades a I'edat paterna per
cromosomes 1 (Mclnnes et al. 1998; Sloter et al. 2007) i 9 (Bosch et al. 2003)
(Figura 13). Malauradament, amb la técnica de FISH no es pot determinar el tipus
especific d'anomalia estructural que va originar les duplicacions i delecions
detectades en nuclis d’espermatozoide. Amb la técnica de hamster-huma, diversos
autors han descrit un increment de trencaments cromosomics (Martin i Rademaker
1999) i de fragments acéntrics (Prestes Sartorelli et al. 2001) amb l'edat del
donants. Altres autors. utilitzant la mateixa técnica, unicament van observar una
tendéncia a l'increment de de trencaments cromosomics i/o fragments acéntrics
amb l'edat (Estop et al. 1995; Brandriff et al. 1985; Rosenbusch et al. 1993; revisat
per Buwe et al. 2005).
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Figura 13. Percentatge d’anomalies estructurals dels cromosomes 1i 9 en séries
d’edat utilitzant la técnica de FISH

En el nostre treball, les duplicacions sén més freqients en el grup 260 anys,
respecte als més joves, mentre que les delecions presenten una tendéncia a
lincrement, sense arribar a la significaci6. En ambdds grups la proporciéo de
duplicacions i delecions va ser molt similar (2:1 en grup <40 anys i 2:2 en grup 260
anys). L’excés de duplicacions en nuclis interfasics podria correspondre a I'excés de
fragments aceéntrics descrit en cariotips d’espermatozoides (Brandriff et al. 1985;
Martin et al. 1987; Benet et al. 1992; Rosenbusch et al. 1993; Estop et al. 1995;
Prestes Sartorelli et al. 2001) i en metafase | d’espermatocits (Uroz et al. 2011). Els
fragments acéntrics podrien ser rescatats, mitjancant la formacié d’'un
neocentromer, o bé podrien perdre’s (Warburton et al. 2004). Al contrari que en
espermatozoides, estudis de FISH en pacients amb trastorns del desenvolupament
van detectar més delecions subtelomériques de novo que duplicacions
subtelomériques (Ravnan et al. 2006). Un factor que podria contribuir a explicar
aquestes diferéncies en estudis clinics podria ser que les duplicacions s’associen a
fenotips més lleus que passen desapercebuts a la poblacié.

Les anomalies estructurals no recurrents semblant ser més afectades per la edat
paterna que las recurrents. El 96% de les translocacions reciproques equilibrades
de novo no recurrents sén d’origen patern, mostren un fort efecte de I'edat paterna,

suggerint un origen mitotic durant la fase d’espermatogonia (Thomas et al. 2010).
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En canvi, la freqiéncia de la translocacio t(11;22) de novo recurrent, analitzada en
espermatozoides, és independent de I'edat del donant i s’originaria durant la meiosi
(Kato et al. 2007). De manera similar, CNVs de novo no recurrents originades per
diversos mutagens en cél-lules mitdtiques son més freqlients a la descendéncia de
pares d’edat avangada (Conover i Argueso 2016). Els estudis de FISH no poden
corroborar aquest resultats degut a que no poden distingir entre anomalies
estructurals recurrents i no recurrents.

La relacio entre anomalies estructurals i edat paterna podria ser causada per l'alt
numero de divisions a I'any de les espermatogonies, degut a una disminucio en la
eficiencia dels mecanismes de reparacié del DNA, acumulant-se DNA danyat per
I'exposicio a factors mediambientals (Martin et al. 1987). Aquests factors poden ser
externs, coneguts com a mutagens, o interns, com seria el progressiu deteriorament
de 'ambiental testicular en homes d’edat avangada (Egozcue et al. 2000; Mroz et
al. 1999). L’increment d’anomalies estructurals amb l'edat també podria ser el
resultat d’'un augment en la freqliéncia de lesions originades durant la
espermatogenesi, degut a I'abséncia de mecanismes de reparacié de 'DNA en les
espermatides i en els espermatozoides (Estop et al. 1995; Marchetti et al. 2015).

El nombre de divisions de les espermatogonies s'acumula amb I'edat (fins 840
divisions en homes de 50 anys), incrementant les possibilitats de dany en el DNA.
Errors en la replicacio del DNA de les espermatogonies durant les nombroses
divisions mitdtiques abans d’entrar a la meiosi pot contribuir a l'aparicié de
reorganitzacions de novo (Crow 2000).

Els espermatozoides sén cél-lules extremadament susceptibles a I'acumulacié de
lesions en I'ADN a causa de la disminucié de la capacitat de reparacid del DNA
durant | I'espermiogénesi. S’ha descrit un increment de fragmentacié del DNA en
espermatozoides de pacients inclosos en programes d’injeccid intracitoplasmatica
d’espermatozoides (ICSl) amb I'edat (Tarozzi et al. 2007). Aquest increment de
DNA fragmentat amb I'edat podria ser consequiéncia de I'estrés oxidatiu, processos
apoptotics defectuosos i de la preséncia danomalies meidtiques durant
'espermatogénesi. Garcia-Peird i col-laboradors (2011) van determinar que la
fragmentacio de DNA podria interferir en I'arquitectura nuclear de I'espermatozoide,
dificultant I'accés dels mecanismes de reparaci6 del DNA. D’aquesta manera,

augmentaria la susceptibilitat de lesions en el DNA que podrien no reparar-se.
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Estudis en ratolins on s'indueixen lesions en el DNA durant la meiosi masculina,
determinen que les lesions no reparades durant I'espermatogénesi persistien
després de la fecundacio. Aquestes lesions no reparades que persisteixen poden
ser mal reparades pels sistemes de reparacio de I'o0cit, donant lloc a un zigot amb

anomalies estructurals (Marchetti et al. 2015).
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5. Conclusions

1. La técnica de FISH amb el panel de sondes ToTelVysion ens ha permés, per
primera vegada en espermatozoides, l'avaluacié simultania d’anomalies
numeriques i estructurals de la majoria dels cromosomes en un Unic assaig,
reduint aixi la variabilitat intradonant i optimitzant I'analisi de FISH. A més, aquesta
técnica proporciona un major control intern de recompte de senyals, sent més

restrictiva que técniques préviament utilitzades.

2. Els nivells incrementats de diploidia en dues aliquotes, de les deu utilitzades en
aquest treball, podria indicar que algunes combinacions de sondes alteren els
resultats obtinguts amb la técnica de FISH. Aquest primer estudi és preliminar i
hauria de corroborar-se amb estudis similars per arribar a conclusions definitives

sobre les limitacio dels estudis de FISH.

3. Les variacions intra i interindividuals, no atribuibles a I'’edat, descrites en la nostre
série i en la majoria de séries de FISH, dificulten la comparacié dels resultats
obtinguts amb aquesta técnica en diferents laboratoris i, fins i tot, els obtingut en el

mateix laboratori, si els individus analitzats no sén els mateixos.

4. No s’ha detectat cap increment en els nivells de disomia ni diploidia associat a
I'edat paterna avangada, d’acord a la menor contribucié paterna a I'origen de gran
part de les trisomies. L'aneuploidia dels cromosomes sexuals és més comu que la

dels autosomes i aquesta relacié no canvia amb I'edat.

5. La distribucié de duplicacions i delecions no és lineal al llarg dels cromosomes,
encara que es va observar una tendéncia cap a una freqliéncia més alta
d’anomalies en els cromosomes més grans. Els nostres resultats demostren un
excés de duplicacions enfront de delecions en els dos grups d’edat amb una

proporcié de 2 a 1.

6. La frequéncia d’anomalies cromosomiques estructurals (delecions i duplicacions)
en l'espermatozoide incrementa amb I'edat paterna. Aquests resultats reforcen
l'origen majoritariament patern de les anomalies estructurals de novo descrit

préviament en estudis epidemioldgics i en cariotips d’espermatozoide.
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7. A partir dels resultats citogenétics descrits en I'espermatozoide i els obtinguts en
altres treballs recents que associen I'edat paterna amb un major risc de malalties
mendelianes, autisme i trastorns psiquiatrics, I'edat avangada del bardé hauria de
tenir-se en compte en la practica medica, sobretot en 'assessorament i prevencio

de malalties genétiques i en programes de reproduccio assistida.
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Advanced age increases chromosome structural
abnormalities in human spermatozoa

Cristina Templado*!, Anna Donate!, Jests Giraldo?, Merce Bosch! and Anna Estop?

This study explores the relationship between sperm structural aberrations and age by using a multicolor multichromosome

FISH strategy that provides information on the incidence of duplications and deletions on all the autosomes. ToTelvysion kit
(Abbott Molecular, Abbott Park, IL, USA) with telomere-specific probes was used. We investigated the sperm of 10 male donors
aged from 23 to 74 years old. The donors were divided into two groups according to age, a cohort of five individuals younger
than 40 and a cohort of five individuals older than 60 years. The goal of this study was to determine (1) the relationship
between donor age and frequency and type of chromosome structural abnormalities and (2) chromosomes more frequently
involved in sperm structural aberrations. We found that the older patients had a higher rate of structural abnormalities (6.6%)
compared with the younger cohort (4.9%). Although both duplications and deletions were seen more frequently in older men,
our findings demonstrate the presence of an excess of duplications versus deletions in both groups at a ratio of 2 to 1. We
demonstrate that the distribution of duplications and deletions was not linear along the chromosomes, although a trend toward a
higher rate of abnormalities in larger chromosomes was observed. This work is the first study addressing the frequencies of
sperm chromosome structural aberrations of all autosomes in a single assay thus making a contribution to the clarification of the
amount and origin of damage present in human spermatozoa and in relation to age.

European Journal of Human Genetics (2011) 19, 145-151; doi:10.1038/ejhg.2010.166; published online 3 November 2010

Keywords: paternal age; spermatozoa; chromosome duplications; FISH; structural chromosome abnormalities

INTRODUCTION

The causes of negative reproductive outcomes are poorly understood
but chromosome abnormalities are known to be a very significant
factor. In humans, it has been estimated that at least 8.1% of all
clinically recognized pregnancies have a numerical (~7%) or struc-
tural (~1%) chromosome abnormality. Chromosome abnormalities
are seen in 50% of spontaneous abortions, 6% still births and 1% live
births.! At birth, the incidence of aneuploidy (0.33%) is only slightly
higher than structural abnormalities 0.25%.2 Most chromosomally
abnormal conceptions are the result of an error in gametogenesis and,
less frequently, the result of a post fertilization event.

In a study of the origin of de novo structural chromosome
rearrangements using chromosome heteromorphisms, Olson and
Magenis® found that 80% of de novo reciprocal translocations and
deletions and 100% of duplication and ring chromosomes were of
paternal origin. The majority of 115 de novo unbalanced structural
chromosome abnormalities detectable by light microscopy are of
paternal origin! varying from 84% of interstitial deletions to 58% of
duplications and rings. Deletions of the long arm of chromosome
18 are disproportionately male® as well as the deletions that cause
Wolf-Hirschhorn syndrome® and Cri-du-chat syndrome.” More
recently, the parental origin of de novo microdeletions associated
with de novo reciprocal translocations and cases of complex chromo-
somes rearrangements was determined to be paternal in all cases.®
Similarly, all de novo deletions described by aCGH in carriers of
balanced translocations and abnormal phenotype turned out to be of

paternal origin.” Moreover, studies on the origin of the recurrent
de novo t(11;22) found that it was paternal in 100% of cases'®!! and
Thomas et al'?> confirmed a paternal origin of non-recurrent de novo
balanced reciprocal translocations in 96% of cases.

Despite the high paternal contribution of de novo rearrangements
compared with the low frequency of paternally derived numerical
abnormalities, the available information on structural aberrations in
human sperm is more limited. In sperm karyotypes, obtained after
in vitro penetration of hamster oocytes, structural chromosome
abnormalities have been observed far more frequently than numerical
aberrations.!*!> In a review, Templado et al'® reported a median
percentage of 6.6% of structural aberrations and 1.8% of numerical
abnormalities. Several authors have explored the relationship between
age of the donor and sperm structural aberrations (reviewed by Buwe
et al'’). Martin and Rademaker'® found positive correlations with
chromosomal breaks, and Sartorelli et al'® with acentric fragments and
complex radial figures. Other authors noticed a trend toward elevated
frequencies of breaks and/or acentric fragments with age but without
reaching statistical significance.!>?*2! There have been further reports
using multicolor FISH in decondensed human sperm heads but each
study has been limited to a particular chromosome. Using this
approach, a positive age effect on the frequencies of duplications
and deletions for the centromeric and subtelomeric regions of
chromosome 9 was reported by Bosch et al?? and, similarly, Sloter
et al?® found that sperm of older men carried more breaks and
segmental duplications and deletions of chromosome 1.
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In Western societies, women’s access to contraception and to the
work force coupled with the availability of new reproductive techno-
logies has resulted in couples delaying childbearing. Both the age of
the father and that of the mother are thought to influence reproduc-
tive outcome. It has long been known that the age of the female
increases the chances for meiotic errors in oogenesis resulting in
offspring with aneuploid chromosome abnormalities. There seems to
be a lesser impact for paternal than maternal age and the means by
which advanced paternal age affects human reproduction are poorly
understood.

The purpose of this study is to explore the relationship between
sperm structural aberrations and age by using a multicolor
multichromosome FISH strategy (ToTelvysion multicolor FISH,
Abbott Molecular, Abbott Park, IL, USA) that provides information
on the incidence of duplications and deletions on all the autosomes.
We investigated the sperm of 10 male donors aged from 23 to 74
years old. The donors were divided into two groups according to age,
a cohort of five individuals younger than 40 (between 23 and 37 years
old) and a cohort of five individuals older than 60 years of age
(ages 60-74). We analyzed 1000 spermatozoa per chromosome
with a total of 15000 spermatozoa per donor for a total of 150 000
cells. The multicolor multichromosome assay was used to explore
(1) the nature of the relationship between donor age and frequency

chromosomes involved in structural

aberrations.

more frequently sperm

MATERIALS AND METHODS

Sperm donors

We worked with spermatozoa from 10 healthy male donors ages from 23 to 74
years old from the Andrology Service of the Fundaci6 Puigvert (Barcelona,
Spain). Before the start of the research, all of the sperm donors signed their
consent to the study. The study was approved by the Institutional Ethics
Committee of the Universitat Autonoma of Barcelona, and the Ethics
Committee of the Fundacié Puigvert.

Our donors had no history of exposure to any known mutagens, clastogens,
radiation or recreational drugs. Six of our donors, namely C1, C2, C6, C7, C9
and C10, had children. The same donors had been used in previous studies on
the frequency of numerical abnormalities of chromosomes 6, 9, 21, X and Y2224
and the frequency of structural abnormalities of chromosoma 9%* in human
sperm. Sperm samples were obtained by masturbation after an abstinence
period of at least 3 days.

FISH with subtelomeric DNA probes
Slide preparation and pretreatments before hybridization were performed
following the protocols described elsewhere.?* Similarly, the supplier’s protocol
with slight modifications was followed for the hybridization procedure.?*

We used the panel of DNA probes ToTelvysion multicolor FISH

Figure 1 The 15 aliquots of the FISH probe panel used showing both the chromosome
green and spectrum aqua) from each aliquot.
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location and the color of the probes (spectrum orange, spectrum

and type of chromosome structural abnormalities and (2) (Abbott Molecular). Figure 1 depicts the chromosome location, color and
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aliquot distribution of the panel of probes used in this study. These include
subtelomeric probes specific for the short and long arms of all chromosomes
except the p arm of the acrocentrics (13, 14, 15, 21 and 22) and a number of
centromeric (CEP) probes (CEP X, CEP 17, CEP 18) and locus specific probes
(LSIs): LSI 13 (13q14), LSI PML, (15q22), LSI AML, (21q22), LSI BCR,
(22q11). For the sex chromosomes, the probe mix used in this study (Figure 1)
does not allow the discrimination between numerical and structural aberrations
nor the determination of structural aberrations present in each of the
sex chromosome, thus the sex chromosomes results have not been included
in this study.

This FISH protocol will measure duplications and deletions that include the
following chromosomal regions: (a) telomeres q of all autosomes, (b) telomeres
p of all autosomes except acrocentric ones and (c) centromere and LSI specific
for 6 out of 22 autosomes. The duplications and deletions detected are not
necessarily limited to subtelomeric ones but could be whole arm or partial.
They would correspond to chromosome structural aberrations, such as
unbalanced reciprocal translocations, unbalanced Robertsonian translocations,
unbalanced peri and paracentric inversions, isochromosomes, dicentric chro-
mosomes, terminal deletions and duplications, segmental deletions and dupli-
cations, whole arm deletions and duplications, acentric fragments, and ring
chromosomes. Interstitial deletions and/or duplications not including the
targeted probes, most microdeletions and microduplications, and balanced
structural aberrations would not be detected (Figure 2).

Data collection and scoring criteria

Only slides with a hybridization efficiency of at least 99% were scored. Only
intact and non-overlapped decondensed sperm, identified because of the
presence of a tail, were evaluated. For each probe, two signals were scored as
such only if they had the same intensity, size and color and were separated by a
distance equal to or higher than the probe signal diameter. If two signals were
recorded for a subtelomeric, centromeric or LSI probe it was considered a
duplication (partial or whole arm). When we observed the absence of one of
these signals for a chromosome, it was recorded as deletion (partial or whole
arm). The presence of two signals for subtelomere p and q regions and two
signals for the corresponding centromeric or LSI probe was considered disomy
and it was not scored as a structural duplication. In mixtures with only two

normal dup(12)(p)

.

dup(12)(q) del(12)(p)

Mixture 12

Figure 2 FISH in human decondensed sperm nuclei using one of the 15
mixtures of the FISH panel (mixture 12) showing structural aberrations for
chromosome 12: deletions for subtelomere 12p and duplications for
subtelomeres 12p and 12q.
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subtelomeric probes, the presence of two signals for both subtelomeric probes
was considered disomy. Slides were coded before the microscope scoring.

Statistical analysis

The propensity to duplications versus the propensity to deletions for each
individual was assessed by both the paired Student’s t-test and the non-
parametric Wilcoxon signed-rank test. The y>-test was used to analyze the
propensity of structural abnormalities for each chromosome relative to a
uniform distribution after including a correction for chromosome length. A
generalized estimating equation (GEE)? was used for assessing the differences
between the two age groups for the different types of chromosomal instability.
The GEE approach is an extension of generalized linear models designed to
account for repeated within-individual measurements. The GEE statistical
model has been proved instrumental for the comparison of chromosomal
instability between two groups (see De la Chica et al?® for further statistical
details). Statistical significance was set at P<0.05. Statistical analyses were
carried out with SAS/STAT release 9.1 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

RESULTS

We analyzed 1000 spermatozoa per chromosome (15 aliquots) with a
total of 15000 sperm for each donor for a total of 150 000 cells. The
donors were divided into two groups according to age: a cohort of
five individuals younger than 40 (between 23 and 37 years old) and a
cohort of five individuals older than 60 years of age (ages 60-74).

Frequency of structural abnormalities
Table 1 shows the percentages of structural chromosome abnormal-
ities (duplications and deletions) in each individual, and the mean
and standard error of the mean (SEM) of response variables for each
group age

The frequency of structural abnormalities ranged from 4.4%
(C3 and C5) to 6.7% (C9) in the younger group and from 4.5%
(Cl) to 7.7% (C6) in the older group. The SEM for the total of
structural abnormalities was higher (0.60) in the older group than in
the younger group (0.44) meaning that there was more heterogeneity
or interindividual variability within the older group. Two outliers
contribute significantly to the increase in variability within each
group. Indeed, the frequency of deletions (2.5%), duplications
(4.2%) and total structural abnormalities (6.7%) of donor C9 from
the younger group was at or above the mean for older donors.
Likewise, within the older group there was C1 whose percentages of
deletions (1.0%), duplications (3.5%) and total structural (4.5%) were
close to the mean of younger donors.

Table 1 Percentages of structural chromosome abnormalities in
spermatozoa from 10 healthy donors in each group of age

Donor Age % Duplications % Deletions % Total structural
C3 24 2.9 1.5 4.4
c4 25 3.5 1.1 4.6
C5 37 3.1 1.3 4.4
Cc8 23 2.9 1.7 4.6
Cc9 30 4.2 2.5 6.7
Mean (SEM) 28 3.3 (0.25) 1.6 (0.2) 4.9 (0.4)
Cl 74 3.5 1.0 4.5
c2 64 4.4 2.7 7.1
Cc6 72 5.3 2.4 7.7
c7 60 3.7 2.4 6,1
C10 62 5.7 1.9 7.6
Mean (SEM) 66 4.5 (0.4) 2.1(0.3) 6.6 (0.6)
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The mean frequency of duplications was statistically higher than
that of deletions in both the older (4.5%) vs (2.1%; P=0.0053) and the
younger group (3.3%) vs (1.62%; P=0.0012) when using the paired
Student’s t-test. However, under a more conservative approach (the
non-parametric Wilcoxon signed-rank test) the P-values switch to
P=0.0625 for both older and younger groups resulting in a lack of
statistical relevance. All men from both groups had higher frequencies
of duplications than deletions, regardless of age (see Table 1). The ratio
of duplications to deletions is maintained throughout the age groups,
2.1 in the younger cohort and 2.2 in the older, thus, in each group of
age, for each deletion observed we scored ~2 duplications. Table 2
shows the frequencies of duplications and deletions per chromosome
arm and the total of structural abnormalities per chromosome in all
donors studied. The higher frequency of duplications is observed
across the range of all chromosome arms with some exceptions, such
as 2q, 3q, 4p, 7p, 8p and 19q.

Structural abnormalities in the older and younger groups

We scored a total of 330 structural abnormalities in the older group
and 247 in the younger group. The older cohort had a higher
incidence of structural abnormalities across the board, including
deletions, duplications and total structural anomalies.

The statistical analysis showed a significant difference in the
incidence of total structural abnormalities between the older (6.6%)
and younger groups (4.9%) (P=0.0499, GEE analysis). If donor C9
from the younger group who has outlier values for the group, was
removed from the analysis, the P-value shifted to P=0.0190, increasing
the significance between older and younger. A similar trend was
obtained when removing instead the outlier in the older group
(donor Cl1), the P-value shifted to P=0.0154.). The frequency of

duplications was statistically different when comparing both groups of
age (4.5 vs 3.3%; P=0.0400 GEE analysis). As for deletions, although
more were found in the older group (2.1%) than in the younger
(1.6%), the difference was not statistically relevant.

Age effect on the distribution of structural abnormalities per
chromosome

Pooling all chromosomes together, the mean frequency of structural
abnormalities per chromosome was 0.31% in the older group and was
higher (P=0.004) than that of the younger group (0.23%).

The percentage of structural abnormalities for each chromosome
(Figure 3) follows the same trajectory in both groups with the
exception of chromosome 12 where there is a statistical divergence
between older and younger (0.34 and 0.12%, respectively; P=0.01,
GEE analysis). For chromosome 16 the frequency of structural
abnormalities also shows a divergent trajectory but it is not statistically
significant (Figure 3a). The percentage of duplications is statistically
different for chromosome 12 (0.28 older vs 0.1 younger; P=0.0286),
and for chromosome 19 (0.26 older vs 0.16 younger) in which there is
a clear divergence between the curves, (P=0.0239; Figure 3b). The
incidence of deletions follows a similar trajectory for both groups with
absence of statistical significance in any of the chromosomes
(Figure 3c).

When we pooled all donors together (Table 2), we observed a
percentage of structural abnormalities ranging from 0.12 for chromo-
some 22 to 0.43 for chromosome 1. The second chromosome in
number of structural abnormalities was chromosome 5 (0.37%)
followed by chromosome 9 (0.36%), which was third. A tendency
to a higher rate of abnormalities in larger chromosomes was
observed, however, a direct proportionality between the number of

Table 2 Percentages of structural abnormalities in each chromosome arm in spermatozoa from all of the 10 individuals studied

p arm q arm
Chromosome? % Duplication % Deletion % Total % Duplication % Deletion % Total % Total structural
1 0.15 0.10 0.25 0.12 0.06 0.18 0.43
2 0.09 0.02 0.11 0.07° 0.16P 0.23 0.34
3 0.11 0.01 0.12 0.04° 0.05P 0.09 0.21
4 0.08° 0.08° 0.16 0.07 0.06 0.13 0.29
5 0.14 0.02 0.16 0.12 0.09 0.21 0.37
6 0.10 0.02 0.12 0.06 0.04 0.10 0.22
7 0.02° 0.08° 0.10 0.10 0.06 0.16 0.26
8 0.04° 0.092 0.13 0.12 0.10 0.22 0.35
9 0.08 0.06 0.14 0.15 0.07 0.22 0.36
10 0.11 0.04 0.15 0.05 0.03 0.08 0.23
11 0.05 0.04 0.09 0.18 0.03 0.21 0.30
12 0.12 0.04 0.16 0.07 0.00 0.07 0.23
13 ND ND ND 0.22 0.04 0.26 0.26
14 ND ND ND 0.14 0.07 0.21 0.21
15 ND ND ND 0.15 0.03 0.18 0.18
16 0.08 0.05 0.13 0.06 0.03 0.09 0.22
17 0.01 0.00 0.01 0.16 0.0 0.16 0.17
18 0.09 0.00 0.09 0.09 0.0 0.09 0.18
19 0.18 0.04 0.22 0.03° 0.07° 0.10 0.32
20 0.12 0.09 0.21 0.11 0.03 0.14 0.35
21 ND ND ND 0.13 0.04 0.17 0.17
22 ND ND ND 0.11 0.01 0.12 0.12

Abbreviation: ND, not determined.
210000 spermatozoa analyzed/chromosome.
bChromosome arms for which the frequency of duplications is not higher than that of deletions.
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Figure 3 (a) Percentage of chromosome structural abnormalities per chromosome in each group of age. (b) Percentage of duplications per chromosome.

(c) Percentage of deletions per chromosome.

abnormalities and chromosome length was not maintained. Indeed,
the rate of abnormalities in chromosomes 19 and 20 (0.32 and 0.35,
respectively) were on the same order as larger chromosomes, namely
chromosome 2 (0.34), 5 (0.37), 8 (0.35) and 9 (0.36). In those donors
younger than 40 chromosome 3 had a lower (0.14%) than expected
(0.34%) percentage of duplications and deletions, whereas chromo-
somes 19 (0.28%), 20 (0.34%) and 21 (0.18%) had higher than
expected percentages (0.13, 0.13, 0.09%, respectively; P<0.05). In
those 60 or older, chromosomes 19 and 20 demonstrated a higher
percentage of structural abnormalities than expected (0.36 vs 0.18%,
respectively) and (0.36 vs 0.17%, respectively; P<0.05).

DISCUSSION

The multicolor multichromosome assay provides a measure of
the number of duplications and deletions (terminal, partial including
the subtelomere or other targeted areas, or whole arm) present in the
spermatozoa of an ejaculate. These duplications and deletions result
from presumably de novo structural chromosome rearrangements that
may arise during the spermatogonial divisions or in meiosis. The
specific type of structural aberration that lead to the duplications and
deletions observed by our assay could not be determined because the
multicolor multichromosome FISH assay does not discriminate
among these aberrations.

The overall mean of structural abnormalities was 5.8% which is in
line with what has been reported with the hamster oocyte assay for
normal donors (6.6%)'> and reports of FISH studies of structural
abnormalities of chromosome 1 extrapolated to the whole genome
(4.4-6.1%).%7 Although these numbers are comparatively similar it is
important to keep in mind that our study includes only unbalanced
rearrangements and direct chromosome studies with the hamster test
included both balanced and unbalanced aberrations.

The older patients had a higher rate of structural abnormalities
(6.6%) compared with the younger cohort (4.9%). Along these lines, a
positive age effect on the frequencies of duplications and deletions for
chromosome 9?2 and for chromosome 123 was reported in FISH
studies of spermatozoa. We demonstrate that distribution of duplica-
tions and deletions was not linear along the chromosomes. A tendency
toward a higher rate of abnormalities in larger chromosomes was
observed, however, direct proportionality between the number of
abnormalities and chromosome length was not detected. In both
younger and older patients, chromosomes 19 and 20 had an excess of
abnormalities, whereas chromosomes 3 and 6 had less than expected.
Non-random distribution of breaks on chromosome 9 has been
reported in sperm karyotypes!* and in FISH studies an age dependent
linear trend on chromosome 9 breaks was reported.?* Our observa-
tions show a propensity of chromosome 9 to break higher than
expected yet without statistical significance. Moreover, previous
reports of chromosome 4 having a lower than expected number of
breaks in sperm karyotypes!®> were confirmed in this study but
without reaching statistical significance.

Both duplications and deletions were seen more frequently in the
older men. The increase in duplications with age was statistically
significant as opposed to the increase in the frequency of deletions,
which, although higher in older men, was not significant. The ratio of
duplications to deletions was maintained around 2 in both groups,
meaning that for each deletion observed we scored 2 duplications
(2.1 in the younger cohort and 2.2 in the older). The higher frequency
of duplications was observed in all donors, younger and older,
and across the range of all chromosome arms with a few exceptions
(2q, 39, 4p, 7p, 8p and 19q). Sloter et al?® observed a slight trend
toward higher frequencies of sperm with segmental duplications vs
deletions in each man, regardless of age. Likewise, several authors?8-30
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showed that duplications of 1p were more frequent than deletions in
human spermatozoa. The excess of duplications observed in sperm
nuclei could be a reflection of the excess in acentric fragments
described in sperm karyotypes.!>!%2! and metaphase I spermato-
cytes.3! Acentric fragments can either acquire a neocentromere and be
rescued, or be lost.>> This could explain the excess of duplications
detected in spermatozoa with respect to the rate of subtelomeric
duplications in subjects with a clinical phenotype

The higher rate of duplications could be explained by a mitotic
origin rather than a meiotic origin for some of these de novo
abnormalities. Translocations, inversions, insertions, isochromosomes
and small deletions and duplications are considered stable rearrange-
ments and it has been postulated that they would originate in
spermatogenic mitotic divisions or during meiosis.'®

The number of spermatogonial divisions accumulates with increas-
ing age. In males, germ cells divide continuously. At the spermatogo-
nial phase a man of 50 years could accumulate 840 replications each
increasing the chances for DNA damage and errors in transcription.
Thomas et al'?> report a paternal origin in 96% of de novo non-
recurrent balanced reciprocal translocations. They all appeared to be
unique events not mediated by sequence homology (unlike meiotic
rearrangements) and showed a strong paternal age effect suggesting a
mitotic spermatogonial origin. On the contrary, the frequency of
recurrent de novo t(11;22) in sperm has been found to be independent
of the age of the donors* and it might be homology mediated and of
meiotic origin.

Environmental insults and age

Environmental insults and exposures over a lifetime may increase
DNA damage in sperm of older men and contribute to the incidence
of childhood diseases that increase with paternal age.>* Men over 50
have a higher pregnancy loss and decreased live birth rate.>> There is
increased DNA fragmentation with age, a consequence of defective
apoptosis, oxidative stress, meiotic and spermiogenic abnormalities.*
Singh et al’ report that the amount of DNA damage in sperm of men
aged 35-57 is three times that of men <35 years. The accumulation of
unrepaired DNA damage in male germ cells, plus a progressively
deteriorating testicular environment-host factors, could manifest as
an age-related increase in chromosomal structural abnormalities that
could be passed onto the zygote in the form of de novo structural
rearrangements.

Clinical significance

The sperm carrying de novo structural rearrangements may father
offspring with clinically significant de novo chromosome aberrations
(microscopic and submicroscopic) or de novo submicroscopic clinical
variants.

Contrary to that observed in sperm nucli, studies carried out in
selected populations of patients, have found that de novo deletions are
more frequent than duplications. Ravnan et al*® in a FISH study
limited to subtelomeric regions of a highly selected population of
patients with developmental disabilities and normal karyotypes,
detected more de novo clinically significant subtelomeric deletions
than subtelomeric duplications, and more subtelomeric deletion
variants than subtelomeric duplication variants. A contributing factor
to explain the differences between spermatozoa and clinical studies
could be that duplications are associated with milder phenotypes and
thus individuals with duplications are less likely to be included in
highly selected populations, such as patients with developmental
disabilities. Moreover, the FISH subtelomeric probes used in this
study can potentially detect benign polymorphic variants*»40 that
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do not result in pathologic phenotype. This could be another
contributing factor to explain the differences between spermatozoa
and clinical studies.

Conclusion

Our work shows an increase in structural abnormalities (duplications
and deletions) in the spermatozoa of older men. Our findings
demonstrate the presence of an excess of duplications versus deletions
in both groups at a ratio of 2 to 1 which can only be explained by
mechanisms other than meiotic recombination as their source or by a
negative selection of germinal cells carrying deletions during sperma-
togenesis. Partial or whole arm duplications exceeded deletions across
the board for most of the chromosome arms. Chromosome 12 rates of
structural abnormalities differ significantly in the two groups of age.
This work is the first study addressing the frequencies of sperm
chromosome structural aberrations of all autosomes in a single
assay thus contributing to clarify the amount of damage present in
human spermatozoa and in relation to age. The next challenge resides
in the elucidation of the specific types of chromosome abnormalities
that are produced at each stage of germ cell production, the relative
contributions of each mechanism involved in the production of sperm
with structural chromosome abnormalities, and how both processes
are affected by age.
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ABSTRACT

This study explores the relationship between sperm numerical chromosome
abnormalities and age in healthy men. We performed FISH in the spermatozoa of 10
donors from the general population: 5 men younger than 40 years old and 5 fertile men
older than 60. We analysed 1,000 sperm nuclei for each chromosome with a total of
15,000 sperm nuclei for each donor. We used a single sperm sample per donor thus
minimizing intra-donor variability and optimizing consistent analysis. FISH with a
TelVysion assay, which provides data on aneuploidy of 19 chromosomes, was used in
order to gain a more genome-wide perspective of the levels of aneuploidy. Aneuploidy
and diploidy rates observed in the younger and older groups were compared. There
were no significant differences in the incidence of autosomal disomy, sex chromosome
disomy, total chromosome disomy, diploidy, nor total numerical abnormalities between
younger and older men. This work confirms that aneuploidy of the sex chromosomes is
more common than that of the autosomes, and that the relationship between the two
does not change with age. Our results suggest that some probe combinations have a
tendency to show higher levels of diploidy thus potentially affecting FISH results and

highlighting the limitations of FISH.
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INTRODUCTION

In both males and females, an inefficient meiosis may result in germ cells with missing
or extra chromosomes, a chromosomal abnormality known as aneuploidy. The excess
chromosome 21 in trisomic foetuses and live births originates from the father only in 5-
10% of cases (Hassold and Sherman, 2000). The levels of aneuploidy in spermatozoa
are lower (1.8%-4.5%)(Templado et al. 2005, 2011a) than in oocytes (20%) (Angell,
1991). One reason for this difference may be the existence of a post-meiotic checkpoint
in spermatogenesis, arresting specifically either aneuploid spermatids or spermatozoa
(Uroz and Templado, 2012).

It has long been known that oocyte aneuploidy increases with advanced maternal age
(Risch et al. 1986) while the existence of a similar paternal age effect for aneuploidy
has been controversial. Cytogenetic studies focusing on paternal age and the risk of
abnormal offspring have revealed an increased incidence of structural chromosome
abnormalities (Olson and Magenis, 1988) and spontaneous abortions (Kushnir et al.
2010; Neusser et al. 2015). However, epidemiological studies have failed to show a
clear association between paternal age and aneuploidy. Initially this association is
observable because advanced maternal age is correlated with advanced paternal age.
However, when efforts are made to separate the confounding effects of maternal age,
a resulting paternal age effect on aneuploidy in the offspring has not been
demonstrated. Recently, a retrospective study (Steiner et al. 2015) showed an inverse
relationship between age and chances of fathering offspring with chromosome
aneuploidy, whereas others authors (De Souza et al. 2010) report a weak association
with paternal age and some aneuploidies in the offspring.

Sperm chromosome studies via the hamster-egg fusion and FISH protocols on sperm
have demonstrated that the male germ cell is more prone to chromosome breakage
than to aneuploidy (Estop et al. 1995). Moreover, paternal age is associated with an

increased risk for chromosome breaks in the spermatozoa (Templado et al. 2011b).

127



73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

The spermatozoa of normal men carry low levels of aneuploidy (1.8% to 4.5%)
depending on technical approach with some inter-donor variability (Rubes et al. 2005;

Templado et al. 2011a, 2013).

Studies on sperm (karyotypes and FISH) show no evidence for a paternal age effect on
sperm aneuploidy for most of the autosomes (reviewed in Buwe et al. 2005; Fonseka
and Griffin, 2011). A few FISH studies on sperm nuclei have shown slight increases in
autosomal disomies for chromosomes 1 (Martin et al. 1995), 9 (Bosch et al. 2003) and
21 (Rousseaux et al. 1998), whereas others have detected moderate increases in sex
chromosome aneuploidy usually involving 2-fold differences between the youngest and
the oldest (Griffin et al. 1995; Robbins et al. 1995; Kinakin et al. 1997; Rubes et al.
2005; reviewed in Buwe et al. 2005). Most of these FISH reports are based on the few
chromosomes viable in live birth trisomies, and rarely have touched on the topic of
diploidy. FISH yields an elevated number of cells quickly, but requires highly trained
observers, stringent scoring criteria and consistency of analysis. Comparisons between
laboratories of results obtained with this assay are difficult because of a lack of
standardization on sperm decondensation techniques, the size and location of probes,
and an abundance of use of centromeric probes, which may show split signals and
concentrate in the nuclear center, inter-scorer variability and scorer experience.
Moreover, different chromosomes may be studied in different individuals, at different

times and in independent sperm samples.

In this report we present the rates of disomy and diploidy observed in the spermatozoa

of 10 males with ages ranging from 23 to 74 years old divided into two age groups.

We performed FISH on 150,000 sperm nuclei with subtelomeric, centromeric and locus
specific probes of the TelVysion assay, which allows the simultaneous detection of
numerical abnormalities of 19 chromosomes and thus provides a genome-wide

appreciation of the levels of aneuploidy. The main goals were: 1) To establish the rates
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of aneuploidy in 17 autosomes and the sex chromosomes in a single study using a
single sperm sample/donor thus minimizing intra-donor variability and optimizing
consistent analysis and scoring standards, 2) To determine whether there is an
association between aneuploid and/or diploid sperm and age, and 3) To assess the
reliability of scoring for diploidy in multiple assays with different chromosome

combinations.
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MATERIALS AND METHODS

Sperm donors
We worked with spermatozoa from 10 healthy male donors aged between 23 and
74 years old. The donors were divided into two groups according to age: a group of
five individuals younger than 40 (between 23 and 37 years old, mean age 27.8,
SEM 2.6) and a group of five individuals older than 60 years of age (ages 60-74,

mean age 66.4, 2.8 SEM).

Our donors had no history of exposure to any known mutagens, clastogens, radiation
or recreational drugs. All of the older donors (C1, C2, C6, C7, and C10) and one young
(C9) were fertile. Nine of the ten donors (exception C8) had been included in previous
studies on the frequency of disomy of chromosomes 6, 21, X and Y (Bosch et al.
2001), chromosome 9 structural abnormalities and diploidy (Bosch et al. 2003) and in a
report on the relationship of chromosomal structural abnormalities and age (Templado

et al. 2011b).

The Institutional Ethics Committee of the Universitat Autdnoma of Barcelona and the
Ethics Committee of the Fundacio Puigvert of Barcelona approved this study and all

sperm donors signed the participating consent.

FISH with subtelomeric DNA probes

We used the panel of DNA probes TelVysion multicolour FISH (Vysis, Abbot). Slide
preparation and pre-treatments before hybridization were performed following the
protocols described elsewhere (27). Briefly, the slides were incubated in a pepsin

solution for 13 minutes at 37°C, washed in 2xSSC for 3 minutes, and dehydrated in an
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ethanol series. Sperm nuclei chromatin were decondensed in a DTT solution (5 mM
dithiothreitol, 0,1 M Tris, 0,1% Triton X-100) at 37°C for 15-35 min, washed in 2xSSC
for 3 min and dehydrated in an ethanol series. The decondensation level of the sperm
chromatin was controlled under the phase contrast microscope. Decondensation was
allowed up to when most of the sperm heads had acquired a rounded shape. Similarly, for
the hybridization procedure, the supplier's protocol with slight modifications was

followed (27).

Figure 1 depicts the chromosome location, colour and aliquot distribution of the panel
of probes used in this study. Our new FISH probe approach provides more internal
scoring control (with 2 probes per chromosome) compared to a single point of
reference that is more commonly utilized. The panel includes 43 subtelomeric probes
specific for the short and long arms of all chromosomes except the p arm of the
acrocentrics (13, 14, 15, 21 and 22), 3 centromeric (CEP) probes (CEP X, CEP 17,
CEP 18) and 4 locus specific probes (LSIs): LSl 13 (13g14), LSI PML (15qg22), LSI
AML (21g22), LSI BCR (22q11). Our FISH protocol (TelVysion multicolour FISH)
measures disomy in all autosomes with the exception of chromosomes 5, 14, 16, 19
and 20. For chromosomes 5, 16, 19 and 20 disomy and diploidy could not be
distinguished because the 2 probes for each of these chromosomes are in a stand-
alone mix. Due to the fact that aliquot 7 did not contain the 2 probes required for
scoring chromosome 14 disomy, it was not included in the calculations of disomy.

Aliquot 7, which had 3 probes only, was not included in the scoring of diploidy.

—Figure 1

Data collection and scoring criteria
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Only slides with a hybridization efficiency of at least 99% were scored. Only intact and
non-overlapped decondensed sperm, identified because of the presence of a tail, were
evaluated. For each probe, two signals were scored as such only if they had the same
intensity, size and colour and were separated by a distance equal to or higher than the
probe signal diameter. Slides were coded before the microscope scoring. We analysed
1,000 spermatozoa for each of the 15 aliquots with a total of 15,000 sperm for each

donor. The same observer scored all of the slides.

Disomy: The observation of 2 signals for subtelomeric p plus 2 signals for
subtelomeric q, or centromeric or LSI of the same chromosome was considered disomy
in an aliquot with probes for more than one chromosome. Disomy counts for the sex
chromosomes (aliquots 1 and 2) and for chromosomes 17 (aliquots 8 and 9) and 18
(aliquots 11 and 12) were measured from 2,000 sperm each because probes for these
chromosomes were present in 2 different aliquots (1,000 counts from each).

Diploidy: Diploidy was assessed in aliquots containing 4 or 5 probes (total 10
aliquots). When 2 signals were observed for all of the 4 probes in aliquots 3, 4, 6, 8, 9,
10, 11 and 12 in spermatozoa with one tail, it was scored as diploidy. In aliquots 1 and
2 (5 probes each), 2 signals for 3 or 4 probes were needed to score diploidy depending

on whether the sperm cell contained a Y (1 probe) or and X (2 probes) (see Figure 1).

Statistical analysis

Differences in the propensity for disomy and diploidy abnormalities between the two
age groups were evaluated using a generalized estimating equation, GEE method. The
GEE model was used because it takes into account the possible within-individual
correlation. The GEE model was fitted using the REPEATED statement in the

GENMOD procedure. The conservative Type 3 statistics score was used for the
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analysis of the effects in the model. For diploidy, aliquot analysis was conducted by
comparing in each individual each aliquot count with the mean of the remaining
aliquots. In this case, the non-parametric Wilcoxon test in two versions either the
signed-rank test or the rank-sum test was used. Statistical significance was set at
p<0.05. Statistical analyses were carried out with SAS/STAT release 9.02 (SAS

Institute Inc; Cary, NC).
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RESULTS

In the present study we analysed 15,000 spermatozoa for each of the 10 donors
and a total of 150,000 cells. The donors were divided into two groups according to
age: a group of five individuals younger than 40 (mean age 27.8) and a group of five

individuals older than 60 years of age (mean age 66.4).

Table | shows the percentages of disomy. Total autosomal disomy (17 autosomes) in
the younger group was 0.98 and lower in the older group (0.85), but the difference was
not statistically significant (p=0.5679). Likewise, when we compared disomy
frequencies for each autosome between the two donor age groups, no statistical
differences were observed for any of the chromosomes (Figure 2). However, when
looking at autosomal disomy collectively in the10 donors, our results show a decreased
frequency of disomy for chromosomes 7 (0) and 18 (0.015) with respect to the mean of
the remaining chromosomes (p=0.0020 and p=0.0078 Wilcoxon signed-rank test,
respectively). Total acrocentric (#13, 14, 15, 21 and 22) disomy was the same in the
young and older group (0.26). However, there was an increase in the frequency of
disomy for each of the small acrocentrics namely chromosomes 21 and 22, from 0.06

in the young to 0.10 in the older donors although it is not statistically significant.

—Table |

—Figure Il

The total percentage of sex chromosome disomy was 0.19 in the younger men as
well as in the older. Frequencies of XX, YY and XY were not statistically different in

the 2 groups of age, neither was total sex chromosome disomy.

Total chromosome disomy (17 autosomes plus sex chromosomes) was not

statistically different between younger (1.17) and older (1. 04) donors (p=0.5817).
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A 2-fold higher mean sex chromosome disomy (0.095 in both young and old)
compared to mean autosomal disomy of the 17 autosomes analysed (0.057 in
young and 0.05 in old) was observed. Likewise, when looking collectively at the
whole group, we observed a statistically higher rate (p=0.0273) of sex chromosome

disomy (0.095) compared with that of autosomal disomy (0.0538).

Diploidy

Table Il depicts the data on diploidy. In each individual, independent values on
diploidy were assessed for aliquots containing at least 4 probes for a total 10
independent values (Figure 1). Variations on the scoring of diploidy depending on
the aliquot were observed across all donors. In each individual, we calculated the
difference between the diploidy values in each aliquot and the mean of remaining
aliquots. Taken the whole group of 10 individuals together, our results indicate that
aliquots 4 (4p 4 21q 21LSI) and 9 (9p 9g 17CEN 17q) have a significant tendency

to show higher levels of diploidy (p=0.0195 and p=0.0332, respectively).

—Table Il

Diploidy as a mean of the values obtained from the 10 aliquots utilized to measure
diploidy, was (0.27) the younger group and (0.20) in the older. This decrease was not
statistically significant.

The percentages of all of the numerical chromosome abnormalities in each

individual and each group age are shown in Table IIl.

—Table Il
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There were no significant differences in the percentages of total numerical
chromosome abnormalities assessed as disomy (17 autosomes plus sex

chromosomes) plus diploidy between the two age groups.
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DISCUSSION

This study was designed to determine if numerical chromosome abnormalities in
human sperm are influenced by the age of the donor. An effort was made to include
young donors (<40 years) and older donors (>60 years) in order to highlight a
potential age effect. Our objectives were to determine the rates of aneuploidy in 17
autosomes and sex chromosomes in a single study using a single sperm
sample/donor thus minimizing intra-donor variability and optimizing consistent
analysis and scoring standards. We also set up to investigate the potential
association between aneuploid or diploid sperm and age and, finally, to test the
reliability of scoring for diploidy in multiple FISH assays with different chromosome
combinations. Despite of the sample size, the interindividual variability was taken

into account in the statistical analysis.

Our methods in the current study have been restrictive and may have contributed to
an overall observation of lower rates of disomy and diploidy. We needed 2 signals
for 2 different probes of the same chromosome (the majority subtelomeric or LSI
probes) to score disomy, whereas previous studies of the same authors (Bosch et
al., 2003) and the majority of reports on sperm chromosome disomy are usually
based on 1 centromeric probe/chromosome. Likewise, for the scoring of diploidy we
currently needed 2 signals of 3 or 4 probes (mostly non-centromeric probes) in 2
chromosomes whereas our previous report (Bosch et al. 2001) required 2 signals of
3 probes (mostly centromeric probes) in 3 chromosomes. It is well known that
centromeric or Satellite 1ll probes may display split signals as they detect large
blocks of repetitive DNA. Overall, our rate of chromosome 21 disomy using an LSI
and a telomeric probe was 0.08 (range 0.00-0.20), which compares with what was
recently described by Iwarsson et al (2015) using a chromosome 21 LSl and a

telomeric probe. They report disomy 21 of 0.13 %, with a range of 0.00 %-0.25%.
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Specificity and sensitivity of FISH in interphase somatic cells have been established
(Shaffer and Bui, 2007) but equivalent studies have not been carried out in sperm.
There is no technical standard for consistency in the degree of decondensation of
the sperm nucleus (a required step prior to hybridization), which may affect the
distance between signals. Alternatively, subtelomeric and LSI probes detect short
non-repetitive sequences (60-200 kb in TelVysion assay), offering frequently small

and faint signals.

Disomy and paternal age
There was a slight decrease in autosomal disomy (17 chromosomes) from the younger
to the older group, which was not significant. A significant decrease in disomy in older
men was noted in sperm complements obtained by the hamster technique (Martin and
Rademaker, 1987). Interestingly, a recent extensive retrospective report of live born
children with trisomy 13, 18 and 21 suggests that younger fathers have a higher risk of
offspring with chromosomal aneuploidies (Steiner et al. 2015).
Most of the published studies addressing paternal age effect on sperm aneuploidy
are based on observations of the few viable human aneuploidies and have rarely
touched on diploidy. Moreover, the age of the donors seems to fluctuate towards
late middle age and very few reports contain older donors in their 60’s and 70’s.
Interdonor variability on aneuploidy of healthy men is wide (Rubes et al. 2005;
Tempest et al. 2009) and transient intra donor variability has been reported as well
(Tempest et al. 2009) rendering the study of frequency of aneuploidy with age
difficult to assess. Hidden germ cell line mosaicism could be a cause of inter-
individual differences in the rates of sperm aneuploidy. Known environmental
exposures that affect the rate of aneuploidy in spermatozoa include smoking, to a

lesser extent alcohol and caffeine (Robbins et al. 1997) and exposures to some
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pesticides. DNA-damaging agents such as chemotherapy also affect the rate of

aneuploidy (Martin et al. 1999).

Previous FISH studies have found no evidence of a paternal age effect on sperm
aneuploidy for most autosomes (reviewed in Buwe et al. 2005). Only few reports have
shown slight increases in autosomal disomy for chromosomes 1 (Martin et al. 1995), 9
(Bosch et al. 2003) and 21 (Rousseaux et al. 1998). We have found that for both
chromosomes 21 and 22 the frequency of disomy increases with age from 0.06 in the
young to 0.10 in the older group (for both chromosomes) although these increases are
not statistically significant. Sperm aneuploidy for chromosome 21 is 0.17% (based on
numerous studies reviewed in Templado et al., 2011a) and for chromosome 22 is
reported at 0.47% (based only on 2 studies) and these two frequencies are the highest
among all autosomes. Overall, our disomy 21 (0.08) is about half of the disomy of the
sex chromosomes (0.19), which is in line with that reported in the literature (Templado
et al., 2011a). It is not clear whether advanced paternal age is a risk factor for trisomy
21 (reviewed in Fonseka and Griffin).

In the current study, there were no significant differences in the incidence of sex
chromosome disomy between younger donors and older donors. Some authors have
detected moderate increases in sex chromosome aneuploidy between younger and
older men (Griffin et al. 1995; Kinakin et al. 1997; Guttenbach et al. 2000). The
differences observed for the sex chromosomes in the different studies could be
attributed to interindividual variations (Guttenbach et al. 2000)

The incidence of sex chromosome disomy was approximately double that of mean
autosome disomy in both groups of age and when looking at all donors collectively.
Elevated sex chromosome aneuploidy compared to autosomal disomy has been
reported in sperm karyotypes (Martin and Rademaker, 1990) and numerous FISH

studies (reviewed in Templado et al. 2011a, 2013) where most authors report a 2-fold -
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3-fold increase compared to autosomal non-disjunction. This work confirms that
aneuploidy of the sex chromosomes is more common than that of the autosomes and
suggests that the relationship between the two does not change with age. The sex
chromosomes might be more prone to meiotic errors, such as achiasmate non-
disjunction or premature separation of sister chromatids, the two mean mechanisms

described in human spermatogenesis (Uroz and Templado, 2012).

Diploidy and paternal age

In our study there is a small decrease in the frequency of diploidy with paternal age,
although it is not statistically significant. Similarly, Robbins et al (1995, 1997)
described a decrease of diploidy with age, however, their results showed statistical
significance. The majority of authors do not observe an age effect on diploidy (Griffin
et al. 1995; Martin et al. 1995; Litjens et al. 2002; reviewed in Buwe et al. 2005 and

Fonseka and Griffin, 2011).

Our earlier studies (Bosch et al. 2001, 2003) in 18 donors from 18 to 74 years of
age, we found a lineal increase of diploidy with age. In the current report 9 of 10
donors were common with our earlier study. However, here we have a new young
donor (C8) with high diploidy and in the earlier study 3 older ones (not studied here)
with high diploidy. Donor selection bias may also have contributed to the
differences in the rates of diploidy in the 2 reports, in addition to the different probe

mix used as discussed earlier.

The design of our study allows the comparison of the frequency of diploidy detected
by each aliquot of 4 probes or more and on each individual donor. Comparing the
frequency of diploidy of a particular aliquot with the mean result of the remaining
aliquots, we observed that aliquots 4 (4p 49 21q LSl 21) and 9 (9p 99 17CEN 17q)

display statistically significant levels of diploidy. This suggests that, in agreement
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with others authors (Finch et al. 2008), probe combinations may affect FISH results.
Moreover, due to the relatively low number of spermatozoa analysed per aliquot
small differences may be magnified. Alternatively, the possibility that some sperm
cells scored as diploid might, in fact, be double disomics cannot be ruled out (Godo

et al. 2013).

In summary, this is the only study addressing age with simultaneous assessment of
disomy in 19 chromosomes (17 autosomes and the sex chromosomes) in one
single study using a single sperm sample per donor thus minimizing intra-donor
variability and optimizing consistent analysis and scoring standards. In addition,
diploidy was assessed by multiple assays in each individual. Although a small
decrease in the incidence of autosomal disomy and diploidy was observed in the
older men, there were no significant differences on the incidence of autosomal
disomy, sex chromosome disomy, total chromosome disomy, diploidy, nor total
numerical abnormalities in healthy men. Our results show that although the
incidence of sex chromosome disomy is higher than autosomal disomy in both
young and old, the relationship between sex chromosome disomy and autosomal
disomy does not change with age. Our results indicate that some aliquots have a
significant tendency to show higher levels of diploidy suggesting that probe
combinations may affect FISH results thus highlighting the limitations of FISH.
Calculating a conservative measure of aneuploidy as twice the frequency of total
chromosome disomy (here extrapolated to 24 chromosomes), the younger men
have 2.69% and the older have 2.39%. These numbers are half of that seen in FISH
studies (4.5%) (reviewed in 18) and in the ranges of the conservative aneuploidy

quoted for sperm karyotypes (1.8%) (reviewed in Templado et al. 2005).

Alternatively, given that an increase of aneuploidy with age has not been clearly

demonstrated in spermatozoa of healthy men, we wonder whether in men with
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480  TITLES AND LEGENDS TO FIGURES

481

482

483  Figure 1. The 15 aliquots of the FISH probe panel used showing both the chromosome
484  location and the colour of the probes (spectrum Orange, spectrum Green and spectrum
485  Aqua) from each aliquot.

486

487  Figure 2. Percentage of chromosome disomy in each of the 17 autosomes analysed
488 and in each age group.

489
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Table I. Sperm disomy in each of the 17 autosomes and sex chromosomes per donor and age group

Donor Age % Disomy
(years)
Total Total
CR1CR2 CR3CR4CR6CR7CR8CR9CR10 CR11 CR12 CR13 CR15 CR17 CR18 CR21 CR22 auto- XX YY XY sex
somes chrom
C8 23 0.10 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30 0.10 0.10 000 010 0.00 0.10 0.05 0.10 0.10 1.45 0.000.100.05 0.15
C3 24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 030 010 000 000 005 000 0.00 0.00 0.45 0.000.200.00 0.20
C4 25 0.10 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.40 0.10 0.00 0.00 010 010 020 0.05 0.00 0.20 0.00 1.35 0.000.000.30 0.30
(0°] 30 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 010 0.00 0.10 0.05 0.00 0.00 0.35 0.000.100.10 0.20
C5 37 0.10 0.10 0.10 0.00 0.20 0.00 0.10 0.00 0.20 0.00 010 0.00 020 0.00 0.00 0.00 0.20 1.30 0.000.000.10 0.10
Mean
<40 27.8 0.08 0.10 0.04 0.00 0.04 0.00 0.10 0.08 0.06 0.08 0.06 0.06 0.08 0.06 0.02 0.06 0.06 098 0.000.080.11 0.19
years
Cc7 60 0.10 0.10 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.10 000 010 010 0.05 0.00 0.00 0.10 0.85 0.000.000.10 0.10
C10 62 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.20 0.10 0.00 0.20 000 000 000 010 0.05 0.10 0.20 1.05 0.000.150.20 0.35
Cc2 64 0.00 0.00 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 0.10 0.00 0.00 020 000 0.00 005 000 0.20 0.00 0.95 0.050.100.00 0.15
C6 72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.10 0.00 010 0.00 0.00 000 000 0.20 0.10 0.60 0.000.050.10 0.15
C1 74 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.20 0.20 000 010 0.00 000 0.00 0.00 0.10 0.80 0.000.050.15 0.20
Mean
>60 66.4 0.06 0.02 0.02 0.04 0.02 0.00 0.10 0.06 0.06 0.10 0.06 0.04 0.02 0.04 0.01 010 010 0.85 0.010.070.11 0.19
years
Mean 0.07 0.06 0.03 0.02 0.03 0.00 0.10 0.07 0.06 0.09 006 005 005 005 0.02 0.08 0.08 0.92 0.010.080.11 0.19

Total disomy




Table Il. Independent values of sperm diploidy observed in each donor and aliquot

Age % Diploidy
Donor o
(years) o
Aliquot 1* Aliquot 2°  Aliquot 3° Aliquot 4° Aliquot 6°  Aliquot 8°  Aliquot 9°  Aliquot 10° Aliquot 11°  Aliquot 12° d'_V'le?‘g
iploidy
Chromosomes studied
. ; 1,%Y  2,XY 3,22 4,21 6,13 8,17 9,17 10, 15 11,18 12,18
in each aliquot
c8 23 0.20 0.10 0.40 0.40 0.30 0.50 0.60 0.20 0.50 0.10 0.33
c3 24 0.10 0.20 0.20 0.20 0.30 0.40 0.40 0.20 0.30 0.30 0.26
c4 25 0.40 0.10 0.10 0.50 0.40 0.30 0.20 0.70 0.30 0.20 0.32
c9 30 0.00 0.30 0.10 0.20 0.20 0.20 0.30 0.10 0.40 0.10 0.19
C5 37 0.30 0.10 0.10 0.20 0.30 0.20 0.40 0.30 0.20 0.20 0.23
c7 60 0.20 0.30 0.10 0.40 0.10 0.20 0.30 0.30 0.00 0.00 0.19
C10 62 0.40 0.30 0.20 0.50 0.10 0.20 0.50 0.30 0.10 0.10 0.27
C2 64 0.10 0.30 0.20 0.30 0.00 0.30 0.20 0.10 0.00 0.20 0.17
C6 72 0.10 0.10 0.00 0.30 0.00 0.10 0.20 0.20 0.20 0.40 0.16
C1 74 0.20 0.20 0.30 0.30 0.20 0.10 0.20 0.20 0.10 0.30 0.20
Mean 471 0.20 0.20 0.17 0.33 0.19 0.26 0.33 0.26 0.21 0.19 0.23

®Diploidy values assessed in aliquots containing 5 probes son 4 regiones
®Diploidy values assessed in aliquots containing 4 probes



Table lll: Numerical chromosome abnormalities in spermatozoa
of 10 healthy donors and age group

Donor Age % Total % % Total
(vears) Disomy @ Diploidy numerical

Cs8 23 1.60 0.33 3.53
C3 24 0.65 0.26 1.56
C4 25 1.65 0.32 3.62
C9 30 0.55 0.19 1.29
C5 37 1.40 0.23 3.03
Mean

< 40 years 27.8 1.17 0.27 2.61
C7 60 0.95 0.19 2.09
C10 62 1.40 0.27 3.07
C2 64 1.10 0.17 2.37
C6 72 0.75 0.16 1.66
C1 74 1.00 0.20 2.20
Mean

> 60 years 66.4 1.04 0.20 2.28

?Includes percentage of disomy of all chromosomes with the
exception of chromosomes 5, 14, 16, 19 and 20
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