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1.1 CARACTERISTIQUES GENERALS DE L'ESPERMATOGENESI

L'espermatogéenesi és el procés pel qual les cel-lules germinals diploides masculines es
diferencien per donar lloc als espermatozoides. Es un procés continu que té lloc als

tubuls seminifers i s’inicia en assolir la pubertat.

Els tubuls seminifers tenen una estructura cilindrica i inclouen les cél-lules germinals i les
cel-lules de Sertoli. A I'espai intersticial que envolta els tubuls es localitzen les cél-lules
de Leydig tot formant grups que envolten els capil-lars sanguinis. Les céel-lules de Sertoli i
les de Leydig son les cel-lules somatiques de suport que arriben a la maduracio a l'inici
de la pubertat. Les cél-lules de Sertoli sén les responsables de la nutricio, I'adhesié i el
transport de les cel-lules germinals en el tubul seminifer. Les cel-lules de Leydig
subministren els androgens necessaris per al desenvolupament de les cel-lules germinals

durant les diferents etapes de I'espermatogénesi (Holstein et al. 2003).

El control endocri de I'espermatogéenesi (figura 1.1) s'inicia a I'hipotalem, on se segrega
I’hormona alliberadora de les gonadotrofines (GnRH). Aquesta és responsable d'induir a
la pituitaria anterior I'alliberament de I'hormona luteinitzant (LH) i I’hormona
fol-liculostimulant (FSH) que tenen com a diana les cel-lules de Leydig i les cel-lules de
Sertoli, respectivament. Les cel-lules de Leydig sintetitzen testosterona, que actua
principalment sobre les cel-lules de Sertoli. L'FSH, juntament amb la testosterona,
estimula la produccié de senyals de suport des de les cél-lules de Sertoli cap a les
cel-lules germinals. Per a la correcta regulacié de la produccid de les gonadotrofines cal
una retroalimentacid negativa sobre la secrecié d’LH, FSH i GnRH exercida mitjancant la

inhibina, que és produida per les cel-lules de Sertoli, i la testosterona (figura 1.1).

L'espermatogénesi es pot dividir en tres etapes: la proliferacio mitotica, la meiosi i
I’espermiogénesi. En finalitzar I'espermatogénesi els espermatozoides sén alliberats al
lumen dels tudbuls seminifers (procés d’espermiacid) i s’acumulen a I'epididim. La
regulacié de I'espermiacidé depéen de senyals provinents de les cel-lules de Sertoli, de les
cel-lules de Leydig i de les cel-lules peritubulars, i provoca el trencament de les
estructures i les unions d’ancoratge de I'espermatozoide amb les cel-lules de Sertoli.

(revisat per Amann 2008; revisat per Sofikitis et al. 2008).
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Figura 1.1. Control hormonal de la funcié testicular (adaptat de Silverthorn et al. 2009)
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1.1.1 Etapes de I'’espermatogeénesi

1.1.1.1 Proliferacié mitotica

La proliferacié mitotica fa referéencia a les divisions dels espermatogonis en els tubuls
seminifers. Durant la vida fertil de l'individu, els espermatogonis Afyscos, també
anomenats cél-lules mare d'espermatogonis, s’autorenoven per mantenir la reserva de
cel-lules mare germinals. Algunes divisions dels espermatogonis Asscos Originaran els
espermatogonis Apsligs. En el testicle adult la fase de proliferacié mitotica la duen a
terme els espermatogonis Apsiigs, que proliferen per mantenir una reserva constant

d’aquest tipus cel-lular. Alguns espermatogonis Apsigs sOn dirigits per donar lloc als



espermatogonis B (figura 1.2) els quals es diferenciaran en espermatocits primaris i

iniciaran la meiosi.

Figura 1.2. Patr6 de desenvolupament dels espermatogonis (adaptat de Amann 2008)

Les cel-lules que provenen d’un espermatogoni Apsig dirigit es mantenen connectades
mitjangant canals citoplasmatics i donen lloc a un sincici d’espermatocits primaris.
Actualment no es coneix exactament mitjangant quins senyals els espermatogonis Apai.iigs
son dirigits cap a la proliferacid, ni el nombre de divisions necessaries per donar lloc als

espermatogonis B (revisat per Amann 2008).

1.1.1.2 Meiosi

La meiosi consisteix en dues divisions cel-lulars consecutives després d’un cicle de
replicacié del DNA. La primera divisio és reduccional i implica la segregacid sintelica dels
cromosomes homolegs de manera que les cel-lules diploides (2n) passen a ser haploides
(n). La segona divisié és equacional i consisteix en una segregacido amfitelica de les

cromatides germanes, que déna lloc a cél-lules haploides amb una sola cromatide per
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cromosoma. Durant la primera divisid meiotica es produeix la recombinacio i la
segregacio independent dels cromosomes, dos esdeveniments que exploten al maxim la

variabilitat genetica de les cel-lules resultants.

L'entrada en meiosi implica la sortida del programa mitotic i una extensa fase S
premeiotica. Tot i que els mecanismes que regulen aquest esdeveniment sén forca
desconeguts en humans, en models animals s'ha observat que cal I'expressié del gen
Stra8 (Stimulated Retinoic Acid) per iniciar el procés i que és imprescindible la preséncia
d'acid retinoic (AR) per a la transcripcié d’Stra8 (Koubova et al. 2006; revisat per Handel i

Schimenti 2010).

A l'inici de la profase I, durant I'estadi de leptoté, comencen a condensar-se els
cromosomes i s’inicia I'alineament i el reconeixement dels cromosomes homolegs (Ding
et al. 2010). Per facilitar la recerca d'homologia s’estructuren els complexos
sinaptinemals (CSs). Aquestes estructures s’organitzen per I'associacio de les proteines
SYCP2 (Synaptonemal Complex Protein 2) i SYCP3 (Synaptonemal Complex Protein 3) i
donen lloc als elements laterals dels CSs. Durant aquest estadi també s’inicia la
recombinacié amb la induccié de trencaments de cadena doble (DSB, Double Strand
Break) a la molécula de DNA. La responsable d’aquests trencaments és I'endonucleasa
Spo1ll especifica de meiosi i es desencadena la maquinaria de resposta al dany del DNA
(Keeney i Neale 2006). Com a part de la reparacié del DSB, el complex multiproteic MRN
exposa extrems 3’-OH de cadenes senzilles de DNA (ssDNA, single strand DNA).
Seguidament les proteines RAD51 i DMC1 s’uneixen als extrems d’ssDNA i promouen la

recerca de cadenes de DNA homologues (San Filippo et al. 2008).

En l'estadi de zigote s’incorpora la proteina filamentosa transversal SYCP1
(Synaptonemal Complex Protein 1) la qual connecta els elements laterals dels CSs i
facilita I'aparellament dels cromosomes homolegs (Handel i Schimenti 2010; revisat per
Ollinger et al. 2010). Per reparar els trencaments, durant aquest estadi, es formen els
noduls de recombinacié primerencs quan les cadenes d’ssDNA lliures envaeixen la doble
helix del cromosoma homoleg. Aquesta interaccidé implica la sintesi i la unidé de les
cadenes senzilles, que formen un estadi intermedi de la recombinacié meiotica conegut

com doble unié de Holliday (dHJ). Al final d’aquest estadi s’inicia la inactivacié dels



cromosomes sexuals (MSCI, Meiotic Sex Chromosome Inactivation) com a part d’'un
fenomen generalitzat d’inactivacio de regions asinaptiques (MSUC; Meiotic Silencig of
Unsipapsed Chromsosome) (revisat per Turner 2007). El resultat final és
I’heterocromatinitzacié dels cromosomes sexuals, que provoca l'aparicié d’un domini

electrodens anomenat vesicula sexual (revisat per Burgoyne et al. 2009).

L’estadi de paquite és el més llarg de la profase I. El seu inici esta marcat per I'observacié
dels cromosomes homolegs condensats i completament aparellats, amb els CSs
completament estructurats. Durant aquest estadi es resolen les dobles unions de
Holliday en tallar i relligar les cadenes implicades, i aixi finalitza el procés de reparacid
dels trencaments del DNA. La majoria dels punts de recombinacié inicials sén reparats
sense que aixo0 impliqui l'intercanvi de material genetic entre les cromatides dels
cromosomes homolegs, i s’originen molécules no recombinats. En alguns casos el
sistema de reparacié provoca l'intercanvi reciproc entre dues cromatides homologues la

gual cosa déna lloc a molécules recombinants (Szekvolgyi i Nicolas 2010).

Finalment, al diplote, els CSs es desestructuren i els cromosomes homolegs queden units
Unicament per les regions distals dels llocs en que s'han produit els entrecreuaments
mitjancant les cohesines. Aquestes regions sén la manifestacid citologica de la
recombinacié i s'anomenen quiasmes. A l'estadi de diacinesi la majoria de les
estructures dels CSs s’han desmantellat i només queden alguns romanents d’elements

axials (figura 1.3).

Un cop finalitzada la profase | les cél-lules entren en metafase I. En aquesta fase els
bivalents totalment condensats se situen a la regié equatorial de la cellula, es
desorganitza I'embolcall nuclear i s’estructura el fus meiotic. La preséncia de quiasmes
entre els cromosomes homolegs manté la tensid entre ells (a través de les cohesines
distals als llocs de recombinacid) i aix0 ajuda a la correcta orientacié dels bivalents a la

placa metafasica (Page i Hawley 2003).

Durant lI'anafase | es produeix la segregacid sintélica dels cromosomes homolegs
mitjancant la unid dels cinetocors germans a microtubuls del mateix pol i a I’eliminacié

dels complexos de cohesines periquiasmatiques (Ishiguro i Watanabe 2007). Per contra,
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les cohesines centromeriques sén protegides per evitar la separacidé de les cromatides
germanes (Vogt et al. 2008). Seguidament té lloc la telofase |, en la qual s’agrupen els
cromosomes a cadascun dels pols i s’inicia la citocinesi. El resultat final de la meiosi | sén

dues céel-lules anomenades espermatocits secundaris.

Meiosi

.
-

Farve S premeidtica Profase | Anafave | Ansme

TP
1IN

Cohesines — Elements avials mm Complex
sinaptinemal

—_—
W Cromesomes = Cromosemes
homolegs =y homolegs replicats

Figura 1.3. Esquema de I'aparellament, sinapsi i segregacio durant la meiosi (adaptat de Wood et al.
2010).

El pas de la meiosi | a la meiosi Il es caracteritza per I'abséncia de replicacié del DNA. Els
cromosomes condensats novament es situen a la placa metafasica i es produeix la
segregacid amfitelica de cromatides germanes (figura 1.3). Les cromatides s'uneixen als
microtubuls dels pols oposats i son eliminades les cohesines centromeriques, la qual
cosa permet la segregacido de les cromatides (revisat per Handel i Schimenti 2010;
Shintomi i Hirano 2010). La segona divisié meiotica origina dues cél-lules haploides

anomenades espermatides a partir de cada espermatocit secundari.



1.1.1.3 Espermiogénesi

L'espermiogénesi es caracteritza per una morfogénesi complexa per la qual les
espermatides rodones es diferencien en espermatozoides. Els canvis inclouen Ia
formacié del flagel i de la vesicula acrosomica, el reposicionament de receptors i canals
d’ions a la membrana, la condensacié de la cromatina nuclear i I'eliminacié del
citoplasma. En humans, aquest procés consta de dotze fases; durant les set primeres es
basicament produeixen canvis en la morfologia acrosdmica, mantenint la forma esférica
del nucli (revisat per Amann 2008). Hi ha transcripci6 que produeix I'acumulacié
d’intermediaris i gens necessaris per tot el procés (revisat per Yan 2009). Entre els
estadis 8-12 es produeixen canvis que impliquen la remodelacié de la morfologia nuclear
i de la cua, i continuen els canvis per a la formacié de I'acrosoma. Un cop finalitzada
I’espermiogenesi els espermatozoides sén alliberats al lumen dels tubuls seminifers

(espermiacid) (revisat per Amann 2008).

1.2 CONTROL DE L’ESPERMATOGENESI

L'espermatogénesi és un procés molt complex on cada etapa té una funcié concreta que
requereix d'un control especific i acurat. Els diferents mecanismes de control depenen
de l'activacié dels complexos ciclina/Cdk per passar d’'una fase a la seglient. A

continuacio es descriuen els mecanismes principals implicats en cada etapa.

1.2.1 Proliferaciéo mitotica

Durant la proliferacid mitotica hi ha tres sistemes de control regulats per diferents
complexos ciclina/Cdk: el control de creixement a G1, el control del dany al DNA, que
opera en diferents fases, i el control d’assemblatge i posicid de fus o SAC (Spindle
Assembly Checkpoint) (figura 1.4). Per a una revisido exhaustiva del cicle cel-lular es
poden consultar diverses publicacions (Kastan i Bartek 2004; Jackson i Bartek 2009;

Wolgemuth i Roberts 2010).
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donara pas a la fase S. Si I'aturada s’allarga, la cél-lula abandona el cicle cel-lular i entra

en un estat no proliferatiu anomenat GO en el qual pot romandre durant dies, setmanes

i fins i tot durant tota la vida de I'organisme. Aquest és el cas de les cél-lules de Sertoli,

gue pateixen una diferenciacié i especialitzacié de la seva funcid i entren en un estadi GO

irreversible. En aquests casos el sistema de control del cicle cel-lular esta desmantellat i

desapareixen els complexos ciclina/Cdk o romanen inhibits.
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Figura 1.4. Punts de control del cicle cel-lular (adaptat de Lodish et al. 2008).
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El control del dany del DNA és operatiu a les fases G1, S i G2 en les quals es detecten
trencaments de cadena doble o DSB (figura 1.4). Els trencaments sén reconeguts pel
complex MRN, format per les proteines Mrell (Meiotic recombination 11), Rad50 (DNA
repair protein 50) i NBS1 (Nibrin). La unié d’aquest complex desencadena una cascada
de senyalitzacié que finalitza en I’activacio dels punts de control que asseguren que la
cél-lula no completi la fase ni comenci la seglient si presenta dany al DNA. Les proteines
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) i ATR (ATM- and RAD3-related), efectores de la
cascada de senyalitzacié davant el dany, provoquen un augment de la concentracié de
P53 (figura 1.5). Aquest regula la transcripcié de P21, que s’encarrega de bloquejar
I'activitat catalitica de les Cdk. Aixi, la cel-lula disposa de temps per reparar el DNA. No
obstant aixo, si 'anomalia no es pot reparar, P53 s’acumula i desencadena la ruta
intrinseca d'apoptosi a través de BAX (BCL2-Associated X protein), que és un
representant proapoptotic de la familia Bcl-2 (B-cell lymphoma / leukemia 2) (vegeu

I'apartat 1.3.2) (Zilfou i Lowe 2009; revisat per Shaha et al. 2010).

Al final de la fase G2 el control és doble (figura 1.4). A part de I'aturada per part de
ATM/ATR a través de P53 i P21, existeix un altre sistema de control que esta condicionat
des de la fase S. En aquest cas es manté bloquejada I'activitat del complex ciclina A/Cdk1
mitjancant un fosfat inhibitori a la Cdk1 per mantenir el complex bloguejat fins que es
compleixin els requisits per entrar en la fase M. Si hi ha dany al DNA la cinasa ATR
activara les Chk 1/2 (Checkpoint kinase 1/2) responsables d’inhibir la proteina fosfatasa
especifica Cdc25A (Cell division cycle 25 homolog A). Un cop activa, Cdc25A retira el
fosfat inhibitori de la Cdkl la qual cosa permet I'activacié del complex Ciclina A/Cdk1
gue ddna pas a la fase M (figura 1.4). Aquest complex, a banda de controlar el pas de G2
a M, també indueix la condensacié dels cromosomes i I'acoblament del fus mitotic

(Lobrich i Jeggo 2007).

El punt de control del SAC se situa en la transicié metafase-anafase controlant la unié
dels microtubuls als cinetocors i la correcta posicid dels cromosomes a la placa
metafasica (figura 1.4). L'objectiu d’aquest punt de control és la proteccido de les
cohesines, per evitar la segregacio precoc¢ de cromatides germanes, i el manteniment de

I’activitat del complex ciclina B/Cdk1, per impedir la sortida de metafase abans que els
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cromosomes estiguin correctament posicionats a la placa metafasica (figura 1.5). A fi
gue se separin les cromatides cal que la separasa actui sobre les cohesines. Aquesta esta
doblement inhibida pel complex ciclina B/Cdk1, que introdueix un fosfat inhibitori, i per

la proteina securina, que s’hi uneix tot bloquejant-ne I'activitat (Baker et al. 2007).
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Figura 1.5. Punt de control SAC mitotic.

En absencia d’unié amfitélica bipolar amb equilibri de forces, les proteines cinasa
aurora B i Mps1 recluten les proteines del punt de control Mad 1 i 2 (Mitotic arrest
deficient), Bub 1, R1 i 3 (Budding uninhibited by benzimidazole) i, Rael i Nup98
(Nucleoporin 98) cap als cinetocors (revisat per Vogt et al. 2008). Aquestes proteines
generen senyals inhibitoris de Cdc20 (Cell division cicle 20) i Cdhl (Cadherin 1)
mantenint inactiu el complex promotor de |'anafase (APC/C, Anaphase Promoting

Complex/Cyclosome). Un cop tots els microtubuls estan units correctament, s’alliberen



les proteines del punt de control i, per tant, Cdc20 i Cdhl activen APC/C tot

desencadenant una activitat diferencial de la ligasa (figura 1.5). APC/C*?° ubiquitinitza

cdhl ubiquitinitza la

la ciclina B inactivant el complex ciclina B/Cdkl, mentre que APC/C
securina i deixa lliure la separasa per trencar les cohesines. Aixi doncs, es produeix la
separacié de les cromatides germanes i la inactivacié del complex ciclina B/Cdkl que
permetra la progressié cap a anafase. El punt de control del SAC mantindra la cel-lula
aturada fins que no s'assoleixi I'orientacié adequada. Avui dia no s’ha relacionat aquest
punt de control amb una degeneracié de la cel-lula afectada. Diversos estudis demostren
qgue la reduccié o la deficiencia de les proteines del punt de control del SAC és un dels

factors responsables de I'aparicié d’aneuploidies (revisat per Vogt et al. 2008; Sun i Kim

2012).

1.2.2 Meiosi

Els mecanismes de control de la meiosi sén basicament els mateixos que actuen durant
la proliferacio mitotica: el control del dany al DNA i el control de formacié del fus o SAC
(figura 1.6). No obstant aix0, les maquinaries de control incorporen la deteccid
d’asinapsi i d'anomalies de recombinacid i asseguren la segregacid correcta dels

cromosomes homolegs durant la transicié de metafase | a anafase I.
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Figura 1.6. Punts de control durant les tres etapes de I’espermatogénesi (adaptat de Morelli i Cohen 2005).
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1.2.2.1 Punt de control de sinapsi i recombinacio

Aquest punt de control detecta regions asinaptiques aturant la cél-lula mitjangant el
procés de silenciament meiotic de la cromatina asinaptica (MSUC, Meiotic Silencing of
Unsinapsed Chromatin). Els trencaments de cadena doble produits per I'Spoll
produeixen la fosforilacid de diverses histones per part de ATM, entre les quals hi ha
I"'H2AX, que provoca l'aparicié de focus de BRCA1 (Breast Cancer 1) i ATR en el elements
axials. La fosforilacid de les histones en els focus asinaptics provoca I'adquisicié de
modificacions repressives de la cromatina que fan que la zona adopti una estructura
d’heterocromatina que desencadena el silenciament genic de la regié afectada. Si els
gens clau per a la meiosi es veuen implicats en aquest silenciament es desencadenara el
bloqueig del procés meiotic (revisat per Burgoyne et al. 2009). En les regions aparellades
les proteines BRCA1, ATR i YH2AX s’alliberen dels elements axials evitant el mecanisme

de silenciament cel-lular (Turner 2007).

Dins d’aquest procés generalitzat de silenciament de la cromatina asinaptica o MSUC es
troba especificament la inactivacié dels cromosomes sexuals (MSCl, Meiotic Sex
Chromosome Inactivation). Els cromosomes sexuals sén heteromorfics, per tant,
presenten una seqiéncia limitada d'homologia (regié pseudoautosomica). L’exposicié de
regions asinaptiques durant l'estadi de paquité activen els mecanismes descrits al
paragraf anterior tot produint I'heterocromatinitzaciéo del cromosomes sexuals, que es
manifesta amb la formacié de la vesicula sexual. En aquest cas la cinasa ATM es
transloca cap als loops de DNA on adquireix una distribucié lineal i provoca la fosforilacié
de la histona H2AX i el manteniment de la MSCI (Turner 2007). La inactivacid dels
cromosomes sexuals també inhibeix la transcripcié dels gens continguts als cromosomes

XiY, un esdeveniment essencial per al procés de I'espermatogénesi (Royo et al. 2010).

Aixi doncs, aquest mecanisme de control identifica regions asinaptiques i atura les
cel-lules amb la finalitat de reparar I'anomalia. Si no es pot reparar, la cél-lula s’elimina
durant l'estadi de paquité (revisat per Burgoyne et al. 2009). S'ha observat que la
mutacié de gens implicats en els processos clau durant la profase | (cohesid,
recombinacié, formacié del complex sinaptinemal, entre altres) desencadena I'activacié

de l'apoptosi i mostra una caracteristica recurrent que és la presencia d'asinapsi i de



trencaments de doble cadena derivats de punts de recombinacid no resolts (revisat per
Ollinger et al. 2010). L’eliminacio cel-lular durant I'estadi de paquité es produeix via
apoptosi independent de P53 (revisat per Cohen et al. 2006). S’ha proposat que el
mecanisme d'eliminacid és comu tant per a cél-lules aturades per problemes de
recombinacié com per problemes d’aparellament i sinapsi. L'eliminacié respondria a un
llindar que faria acumular cel-lules aturades fins a la recepcié d’un senyal extracel-lular
paracri que provocaria la induccié de la mort cel-lular de les cel-lules aturades dissociant

el punt en queé es veuen aturades les cél-lules i la seva eliminacié (Hamer et al. 2008).

1.2.2.2 Punt de control d’assemblatge del fus meiotic (SAC meiotic)

Molts dels components de la maquinaria del punt de control de fus mitotic (Mad2,
ciclina B, securina, Bub 1 i APC/C), també participen en el punt de control del fus meiotic
(revisat per Morelli i Cohen 2005; Jeganathan i van Deursen 2006) (figura 1.7). A la
primera divisi6 meiotica la separasa fosforila Rec 8, que forma part del complex de
cohesines meiodtiques, i aixd provoca la separacié del complex. Tanmateix, les cohesines
centromériques estan protegides per la proteina shugoshina (Sgol i Sgo2) associada a la
fosfatasa de serines PP2A (Protein Phosfatasa 2A), que evita la separacidé dels
centromers i la segregacio de les cromatides durant la primera divisié mitotica. La PP2A
fa que les cohesines quedin fosforilades en llocs critics que eviten el seu reconeixement
per la separasa durant la primera divisié meiotica (Kitajima et al. 2006; Riedel et al.

2006; Tang et al. 2006; revisat per Vogt et al. 2008; revisat per Kateneva i Higgins 2009).

Les proteines Mad i les Bub també participen en el SAC meiotic, juntament amb les
cinases aurora C (especifica de meiosi) i aurora B, responsables de regular la dinamica
del fus i el punt de control (figura 1.7). Totes aquestes proteines sén reclutades cap a la
part externa del cinetocor durant la profase I, en qué persisteixen i s'acumulen tot
produint un senyal d’aturada (complex MCC) fins que s'assoleixi I'orientacio sintelica. El
punt de control, juntament amb I'activitat que té sobre la integritat de les cohesines
centromeériques, també regula el manteniment del complex ciclina B/Cdk1 actiu per

evitar la sortida prematura de meiosi (revisat per Vogt et al. 2008; Sun i Kim 2012).
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Figura 1.7. Punt de control del SAC meiotic a la meiosi I.

Durant la segona divisio meiotica la segregacid és amfitelica i el punt de control del SAC
és similar al mitotic (figura 1.7). Les cohesines centromeriques no sén marcades pel
complex Sgol-PP2A i, per tant, la separasa pot degradar-les mentre s’allibera la unio

entre cromatides germanes (Vogt et al. 2008).

1.2.3 Expressio postmeiotica

S’ha descrit que dels aproximadament 600 gens que codifiquen per a proteines
especifiques per a I'espermatogénesi, 350 s’expressen exclusivament durant
I'espermiogénesi. Tot i aixd hi ha poques dades sobre els gens, la seva expressid i la
regulacié. Recentment, Yan (2009) ha fet una revisid exhaustiva de gens implicats en
I’espermiogénesi en model muri, en la qual proposen la preséncia d'un punt de control
qgue controla la correcta expressié genica durant estadis inicials de I'espermiogénesi.

Aguest punt detectaria nivells d'expressié insuficient o erronis d'una serie de gens (per



exemple: Crem, Tbpll, Papolb o Piwill) que determinen el desenvolupament de
I'espermiogenesi durant estadis inicials (fins a I'estadi 8, corresponent a espermatida
rodona en model muri). Aquestes anomalies d’expressid provocarien |’eliminacié de les
cél-lules afectades (revisat per Yan 2009). L'eliminacié d'aquest tipus cel-lular s’esdevé
per processos apoptotics, per la formacié de cel-lules multinucleades gegants, o per la
separacid de les Sertoli prematurament i el seu alliberament al lumen dels tubuls

seminifers (revisat per Yan 2009; Aitken i Koppers 2011).

1.3 CONCEPTES GENERALS DE LA MORT CEL-LULAR PROGRAMADA

Des d'estadis inicials del desenvolupament embrionari, la mort cel-lular programada esta
implicada en I'homeostasi tissular. La regulacié de la mort cel-lular programada i la
supervivencia cel-lular depenen de factors de creixement i de contacte amb les cél-lules
veines i/o amb la matriu extracel-lular que desencadenen les diferents vies de
senyalitzacié. L'objectiu principal d’aquest procés és I'eliminacié i reabsorcid dels
components cel-lulars sense malmetre les cel-lules veines. Els processos controlats de

degradacid que porten a I’eliminacié de la cel-lula reben el nom d’apoptosi.

1.3.1 Canvis morfologics

Els canvis cel-lulars més importants tenen lloc al citoplasma, al nucli, als mitocondris i a
la membrana plasmatica. Les cel-lules es retrauen, perden el contacte amb les cél-lules
veines i comencen a formar protuberancies que se separaran per formar unes vesicules
anomenades cossos apoptotics. Paral-lelament aquestes cél-lules exposen a la part
externa de la membrana plasmatica la fosfatidilserina (PS); un fosfolipid que és
reconegut pels fagocits. L'exposicié de la PS forma part de la desestructuracié del
citosquelet el qual també és responsable de la formacié de les protuberancies (revisat
per Shaha et al. 2010). D'altra banda, es produeix la condensacié de la cromatina i la
fragmentacio del DNA. També es desestructura la xarxa de connexié de I'aparell de Golgi

amb el reticle endoplasmatic i amb els mitocondris, mentre s’alliberen nombroses
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proteines al citoplasma. Una de les més importants és el citocrom C, emmagatzemat a
I'espai intermembrana dels mitocondris. La preséncia del citocrom C al citoplasma
desencadena I'assemblatge del complex activador de caspases (apoptosoma) i I’activacio

de la cascada de caspases (figura 1.8) (revisat per Taylor et al. 2008).
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Figura 1.8. Rutes apoptotiques intrinseca i extrinseca.

1.3.2 Mecanismes moleculars

La induccid dels processos apoptotics es pot originar per senyals extracel-lulars (ruta
extrinseca) o intracel-lulars (ruta intrinseca) tot i que ambdues vies convergeixen en un

procés comu (figura 1.8). Les molécules efectores principals son les caspases i els



representants proapoptotics de la familia Bcl-2. Les caspases son una familia de dotze
proteases que tenen residus de cisteina en el centre actiu i trenquen els residus d’acid
aspartic a la proteina diana. Se sintetitzen com a precursors inactius (procaspases) que
es converteixen en la forma activa mitjancant el trencament proteolitic per altres
caspases, la qual cosa desencadena una reaccié irreversible. Son els efectors ultims de la
mort cel-lular programada en produir la majoria dels canvis morfologics mitjangant el
trencament de més de quaranta proteines cel-lulars diferents. En la regulacié de
I'apoptosi és molt important la familia Bcl-2, ja que els seus representants (tant
proapoptotics com antiapoptotics) regulen la permeabilitat de la membrana del
mitocondri i I'alliberament del citocrom C situat a I'espai intermembrana (Hengartner

2000; revisat per Taylor et al. 2008).

La ruta intrinseca s’activa per dany al DNA i, per tant, majoritariament s’indueix via P53.
Aquesta activa BAX, representat proapoptotic de la familia Bcl-2, que es transloca a la
membrana mitocondrial i allibera el citocrom C (figura 1.8). Un cop al citoplasma, el
citocrom C provoca el canvi de conformacié d’Apaf-1 que s’associa amb la procaspasa 9.
Aixo fa que s’activin mdtuament i formin el complex activador de caspases anomenat
apoptosoma. Les caspases activen indirectament la DNAsa responsable de Ia
fragmentacid del DNA. A més, també degraden les lamines nuclears i les proteines del
citosquelet, que donen lloc a la fragmentacié del nucli i la desestructuracié de la

membrana plasmatica.

La ruta extrinseca es desencadena en resposta a senyals extracel-lulars. Aquests senyals
normalment van associats a receptors especifics que activen directament la procaspasa
8, la qual un cop activa desencadena tant la cascada de caspases com l'activacié de Bid
(Bcl interacting domain), representant proapoptotics de la familia Bcl-2 (figura 1.8). Aixi
doncs, ambdues rutes d’induccié d’apoptosi (intrinseca o extrinseca) convergeixen a
través dels membres de la familia Bcl-2 i les caspases en resposta a les diferents vies de
senyalitzacié que controlen la supervivéncia o la mort cel-lular (revisat per Huerta et al.

2007).
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1.3.3 Deteccioé d’apoptosi

Hi ha diferents técniques que permeten identificar processos apoptotics i que incideixen

sobre les diferents estructures cel-lulars implicades (figura 1.9).

Al nucli es pot detectar la fragmentacid del DNA. La técnica més utilitzada és el marcatge
terminal in situ mediat per la transferasa de desoxinucleotids a I'extrem terminal
(TUNEL, TdT-meiated dUTPbiotin Nick End Labeling) (Gavrieli et al. 1992). Es basa en la
deteccié de nucleotids marcats incorporats als extrems lliures 3’ produits per la DNAsa
especifica CAD (Caspase-Activated DNAse). També es pot detectar la fragmentacid del
DNA mitjangant el marcatge de cadenes senzilles de DNA (ssDNA staining: Frankfurt et

al. 1996).

Figura 1.9. Tecniques més utilitzades per detectar processos apoptotics (adaptat de Huerta et al. 2007)

Al citoplasma es detecten les proteines implicades en el procés apoptotic. Es pot valorar
la preseéncia d’efectors com P53, IAPs (Inhibitor of Apoptosis), o d’intermediaris com Bid,
o components de vies de senyalitzacié (NFkB activa) (figura 1.9). Una de les técniques
més utilitzades es la deteccid de les caspases actives és mitjancant immunocitoquimica

(revisat per Said et al. 2004).

Al mitocondri s'analitza la preséncia de les proteines que regulen l'alliberament del

citocrom C al citoplasma, ja siguin proapoptotiques o antiapoptotiques. També es pot



avaluar la preséncia de SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of
Caspase/Direct IAP-binding Protein with Low pl) o del citocrom C que se situen a I'espai
intermembrana del mitocondri i sén alliberats al citosol per fer la seva activitat

proapoptotica.

Els canvis morfologics que afecten la membrana plasmatica també permeten detectar la
presencia d’apoptosi. Una de les técniques més utilitzades és la immunofluorescencia
amb annexina V (AV), una molécula que s’uneix especificament a la fosfatidilserina
translocada a la monocapa externa de la bicapa lipidica (Vermes et al. 1995; Van
Engeland et al. 1997; Schutters i Reutelingsperger 2010). Altres tecniques detecten
receptors actius de senyalitzacié de mort cel-lular i els seus lligants (TNF L/TNFR, TRAIL

L/TRAIL-R, Fas L/Fas-R) (figura 1.9).

1.4  APOPTOSI EN TEIXIT TESTICULAR

El nombre de cél-lules en els tubuls seminifers es determina per un balang¢ dinamic entre
proliferacié i degeneracid. En ratolins, la pérdua s’ha estimat que suposa fins a un 75 %
de les cél-lules germinals (revisat per Shaha et al. 2010). La majoria dels estudis
demostren que en humans la degeneracid espontania de cél-lules germinals, com la
induida per agents externs, alteracions hormonals o anomalies durant el procés
espermatogenic es produeixen via apoptosi (Sinha Hikim et al. 2003). Tot i aix0 els
mecanismes moleculars que controlen aquest procés no estan totalment elucidats. A la
figura 1.10 es resumeixen els punts principals d'activacido d'apoptosi en les cél-lules

germinals.

Durant el desenvolupament embrionari les cel-lules de Sertoli expressen el factor de
cel-lules mare (SCF, Stem Cell Factor) que té el seu receptor tirosina-cinasa C-kit en les
cél-lules germinals. La interaccié SCF/C-kit és necessaria per a la migracié i 'adhesié a la
cresta genital, i per afavorir la proliferacid de les cel-lules primordials germinals (revisat
per Shaha et al. 2010). Les cél-lules germinals que no migren correctament cap a la

cresta s’eliminen via apoptosi (figura 1.10). La unié amb SCF provoca la fosforilacié de C-
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kit que desencadena una via de senyalitzacié antiapoptotica a través de Bad. El C-kit
fosforilat provoca que Bad sigui retingut al citoplasma i, per tant, que no pugui
translocar-se cap a l'espai intermembrana del mitocondri, on provocaria I'alliberament

del citocrom C.

Figura 1.10. Activacié de processos apoptotics en la linia germinal masculina (adaptat de Shaha et al.
2010).

En etapes prepuberals i coincidint amb una primera diferenciacié de les cél-lules mare
cap a espermatogonis, es produeix una onada massiva d’apoptosi sobre espermatogonis
i espermatocits primaris (Rodriguez et al. 1997). En ratoli s’"ha observat que I'apoptosi
esta relacionada amb les caspases 2, 3, 8 i 9; la qual cosa mostra la implicacié de les vies
intrinseca i extrinseca. S’ha observat que aquesta onada d’apoptosi respondria a

I'aparicié de I'expressido de BAX i Bad (efectors proapoptotics de la via dependent de



P53) al testicle que no va acompanyada de la de representats antiapoptotics de la
familia Bcl-2 per compensar-ho. Es creu que aquest procés té la finalitat de controlar la
ratio entre ceél-lules de Sertoli i céelllules germinals per tal d'assegurar el
desenvolupament de les cel-lules germinals (figura 1.10). També s’ha descrit la
implicacié del control hormonal, ja que aquesta primera ronda d’espermatogénesi, tot i
gue forma part del procés normal de I'espermatogenesi, es produeix en un moment en
gue el suport hormonal no és suficient per continuar el procés (Rodriguez et al. 1997;
Shaha et al. 2010). En aquest sentit, s’"ha descrit que qualsevol alteracié hormonal (FSH,
LH, testosterona, HCG), tant si forma part del procés normal com si s’esdevé per alguna
patologia, provoca apoptosi en el teixit testicular (revisat per Shaha et al. 2010). La via
responsable d’aquesta induccio és la del Fas/FasL en estar estretament regulada per les
gonadotrofines (Francavilla et al. 2002; Tesarik et al. 2002; revisat per Sofikitis et al.
2008). La severitat dels simptomes i les possibles conseqliéncies sobre la fertilitat sén
directament proporcionals al moment i a la magnitud en qué es produeixi |'alteracio

(Huynh et al. 2002).

L'apoptosi al testicle també forma part de la resolucid dels punts de control que regulen
esdeveniments clau de I'espermatogenesi (proliferacio, sinapsi i recombinacié, expressié
génica). Els punts de control, com hem descrit en apartats anteriors, actuen sobre
espermatogonis que estan proliferant, sobre espermatocits primaris en fase de paquite i
en la transicié6 de metafase a anafase (tant en la primera com en la segona divisié
meiodtica), i sobre espermatides rodones durant els primers estadis de I'espermiogénesi
(figura 1.10). La funcié dels punts de control és la d’aturar les cel-lules amb errors per
donar temps a les diferents maquinaries de reparacié per solucionar I'anomalia. En el
cas que les anomalies no poguessin ser reparades es desencadenaria I’eliminacié de les

cel-lules via apoptosi.

Finalment, durant I'espermiogénesi es produeix la remodelacié de la membrana
plasmatica i de la cromatina, que impliquen processos semblants a I'apoptosi (figura
1.10). Un exemple és la substitucio d'histones per protamines la qual provoca I'exposicid
temporal de trencament de doble cadena (Leduc et al. 2008). A més, al final de la

diferenciacié de l'espermatozoide el citoplasma s'acumula en cossos residuals. Aquest
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cossos presenten caracteristiques morfologiques apoptotiques com son I'externalitzacio
de la fosfatidilserina i I'activacio de la caspasa 3 (revisat per Shaha et al. 2010; Aitken i
Koppers 2011). Aixi doncs, cal tenir en compte que la preséncia de marcadors d’apoptosi
en espermatozoides, la fragmentacié del DNA, [l'activitat de la casapasa 3 i

I’externalitzacié de la PS no sempre impliquen un procés apoptotic real.

1.5 INFERTILITAT MASCULINA, ANOMALIES CROMOSOMIQUES | APOPTOSI

Estudis meiotics en biopsies testiculars de pacients inféertils han posat de manifest que
un percentatge significatiu dels individus presenten errors en processos clau de la meiosi
com sén ara la sinapsi, la recombinacié i/o la segregacié dels cromosomes homolegs
(Egozcue et al. 2005). L'alteracid d’aquests processos sovint va lligada a bloquejos
parcials (Guichaoua et al. 2005; Ferguson et al. 2007; Sun et al. 2007; Sun et al. 2008) o
totals de I'espermatogénesi (Gonsalves et al. 2004; Topping et al. 2006) i es manifesten

en azoospermies o oligozoospérmies severes (Vendrell et al. 1999; Egozcue et al. 2000).

Com s'ha descrit a l'apartat 1.2, els processos clau de I'espermatogenesi estan regulats
per punts de control adrecats a detectar la preséncia d'anomalies en les cél-lules
germinals i activar les diferents maquinaries de reparacié (figura 1.11). Malgrat
I'eficieéncia dels sistemes de reparacid, es presenten situacions en que les cél-lules no
poden resoldre les anomalies detectades. En aquests casos, i davant la incapacitat de
reparacid, els sistemes de control desencadenen I'activacid dels mecanismes
d'eliminacio cel-lular, majoritariament via apoptosi (Braun 1998; Hamer et al. 2008; Li et
al. 2009; Yan 2009). Aquest fet es posa en evidencia en els treballs que descriuen
increments significatius de processos apoptotics en cél-lules germinals (Lin et al. 1997,
Tesarik et al. 1998) i en espermatozoides de pacients infértils (Sun et al. 1997; Sakkas et
al. 1999; Sinha Hikim i Swerdloff 1999; Paasch et al. 2003; Wang et al. 2003; Chen et al.
2006; Zhang et al. 2008).
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Figura 1.11. Esquema del processament dels errors.

En altres situacions els punts de control no actuen correctament, ja sigui per la manca
d'activacio dels processos d’eliminacié cel-lular, o per una eliminacié no eficient de les
cél-lules (Eaker et al. 2001). En aquests casos, |'evasié dels punts de control causaria la

transmissio d'anomalies cromosomiques a la generacié seglent (figura 1.11).

Les implicacions de les aneuploidies en la viabilitat cel-lular no estan clarament
establertes. En cel-lules somatiques s'ha observat un efecte negatiu sobre la proliferacio
durant el desenvolupament embrionari i en I'etapa adulta (revisat per Hernando, 2008).
Aguests efectes estarien determinats per alteracions en el metabolisme i en I'expressid
génica (Torres et al. 2007; revisat per Gordon et al. 2012) que activarien I'eliminacié via
apoptosi dependent de P53-ATM (Li et al. 2010; revisat per Fang i Zhang 2011). No
obstant aix0, s'han observat diferéncies clares en funcid del cromosoma afectat i del
tipus cel-lular (Williams et al. 2008). Un exemple és el teixit neuronal que presenta una
alta freqiiéncia de neurones i neuroblasts aneuploides (Rehen et al. 2001; Rehen et al.
2005) que contribueixen en les xarxes de senyalitzacié neuronal (Kingsbury et al. 2005;

revisat per Compton 2011).
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En les ceél-lules germinals no s’ha identificat cap mecanisme responsable de detectar i
d’eliminar les aneuploidies. Tot i aix0, dades experimentals recolzarien una relacié entre
ambdds esdeveniments. En primer lloc, diversos autors han observat un increment
d’anomalies cromosomiques numeériques en espermatozoides de pacients infértils
(Hassold i Hunt 2001; Egozcue et al. 2005; Ferguson et al. 2007; Martin 2008; Sun et al.
2008). D’altra banda, s’ha descrit en pacients infértils la presencia d’increments de
processos apoptotics en les cel-lules germinals en les diferents etapes de
I'espermatogenesi (Paasch et al. 2003; Wang et al. 2003; Chen et al. 2006; Zhang et al.
2008; Aitken et al. 2011). Altres estudis han posat de manifest una correlacié positiva
entre la preséncia d'aneuploidies i la de processos apoptotics en espermatozoides
(Carrell et al. 2003; Schmid et al. 2003; Liu et al. 2004; Brahem et al. 2011; Perrin et al.
2011). Finalment, cal destacar el treball de Muriel et al. (2007) en els quals es demostra
gue un percentatge significatiu dels espermatozoides aneuploides sén apoptotics, la
qual cosa suggereix la presencia d’'un mecanisme dissenyat per inactivar geneticament

els espermatozoides amb una constitucié cromosomica anomala.
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Les cel-lules germinals i les cel-lules de Sertoli aneuploides activen mecanismes de

control cel-lular que desencadenen processos de mort cel-lular programada.

OBJECTIUS

1. Desenvolupar una metodologia seqiiencial que permeti la deteccid, I'aillament i

I'analisi citogenética de cél-lules testiculars apoptotiques.

2. Avaluar la relacié entre la preséncia d’anomalies cromosomiques i la induccié de

3.

processos apoptotics en cel-lules germinals prereduccionals, postreduccionals, fases
meiotiques, espermatozoides i cel-lules de Sertoli procedents de biopsies testiculars

d'individus inféertils.

Analitzar la frequencia d’anomalies cromosomiques observades en les diferents
etapes de [I'espermatogénesi i contrastar aquesta informacié amb les
caracteristiques seminals, I’estudi meiotic i I'analisi de FISH en espermatozoides a fi

d’identificar pacients amb un comportament similar.
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3.1 MOSTRES BIOLOGIQUES

Es van obtenir fragments de biopsies testiculars diagnostiques de 31 pacients que van
consultar per problemes de fertilitat (/nstituto de Fertilidad CEFER, Barcelona). Totes les
mostres es van obtenir sota anestésia local seguint el protocol quirdrgic del centre.

Posteriorment es van enviar al nostre laboratori en PBS (Phosphate Buffer Saline) a 4 °C.

Amb la finalitat de posar a punt la metodologia es van utilitzar 17 de les 31 biopsies
testiculars. El protocol optimitzat es va aplicar sobre les 14 mostres restants, que en

endavant anomenarem poblacidé d’estudi. Les dades cliniques dels pacients participants

en l'estudi es mostren a les taules 3.1 3.2.
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Taula 3.1. Dades cliniques dels pacients utilitzats per a la posada a punt de la técnica.
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Taula 3.1 (continuacid). Dades cliniques dels pacients utilitzats per a la posada a punt de la técnica

Motiu de la o . Estudi FISH en
Cariotip Seminograma o )
consulta meiotic |espermatozoides

527 42 Esterilitat1a  46,XY Azoospérmia Normal -

537 35 Esterilitatla  46,XY Teratozoospérmia Alterat Alterat
538 34 Esterilitat 1a 46,XY Normozoospérmia Alterat Normal
554 33 Esterilitat 1la = 46,XY Oligoteratozoospérmia Normal Normal
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Taula 3.2. Dades cliniques dels pacients que conformen la poblacié d’estudi.

Motiu de la ... . Estudi FISH en
Cariotip Seminograma . .
consulta meiotic |espermatozoides

555 52 Vasectomia 46,XY Azoospérmia - -
560 - - - - - -
567 - - - - - -
576 37  Esterilitatla  46,XY Normozoospérmia Alterat Normal
577 - - - - - -
578 36 Esterilitat1la  46,XY Azoospérmia Alterat -
579 36 Esterilitat 1a - - Alterat -
585 50 Vasectomia 46,XY Azoospérmia - -
586 38 Esterilitatla  46,XY Astenoteratozoospermia  Normal Normal
597 35  Esterilitatla  46,XY Normozoospérmia Normal Normal
598 35 Esterilitat 1a - Astenozoospérmia Normal -
599 -  Esterilitatla  46,XY Normozoospérmia Alterat Normal
600 38 Esterilitatla  46,XY Oligozoospérmia Normal Normal

602 40 - 46,XY Oligosatenozoospermia Alterat Normal




Els individus participants van ser informats del projecte de recerca mitjancant el
corresponent consentiment informat. Els protocols utilitzats van ser aprovats pel comite

d’ética del centre col-laborador.

3.2 METODOLOGIA

La metodologia aplicada consta de cinc etapes: 1) Disgregacié enzimatica, 2) Marcatge
especific d’apoptosi i necrosi, 3) Selecci6 mitjancant citometria de flux, 4) Fixacié

cel-lular, 5) Hibridacié in situ fluorescent (FISH).

Les biopsies testiculars es van processar de manera individual seguint 'esquema de la

figura 3.1.

3.2.1 Disgregacié enzimatica

El protocol de disgregacié enzimatica es basa en el descrit per Brook et al. (2001)
adaptat al processat de teixit testicular huma. El protocol complet es detalla a

continuacio:

— Trossejar la bidpsia en 3-4 fragments de 3 mm?® per facilitar-ne la disgregacio.

— Posar els fragments en 4 ml de medi RPMI complementat amb col-lagenasa | (medi 1,
annex ) i incubar en agitacio (60 rpm) durant 30 minuts a 35 °C.

— Aspirar i deixar anar el material diverses vegades amb una pipeta Pasteur per separar
els tubuls seminifers del teixit intersticial i deixar sedimentar durant 5 minuts.

— Guardar el sobrenedant a 4 °C i continuar treballant amb el sediment.

— Resuspendre el pellet amb 3 ml de medi amb tripsina, piruvat sodic, EDTA,
hialuronidasa i DNAsa (medi 2, annex |) i incubar durant 20 minuts a 35 °C en
agitacio.

— Aspirar i deixar anar amb una pipeta Pasteur per resuspendre agregats i alliberar les

cel-lules.
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Figura 3.1. Esquema del processament de les biopsies testiculars.

Neutralitzar I'activitat de la tripsina afegint 3 ml de medi RPMI amb serum bovi fetal
al 10 % (medi 3, annex 1) i centrifugar a 500 g durant 5 minuts a 4 °C.

Descartar el sobrenedant, resuspendre el pel-let en 3 ml del medi 3 i afegir el
sobrenedant de la primera disgregacié que s’havia mantingut a 4 °C.

Centrifugar la suspensio cel-lular obtinguda a 500 g durant 5 minuts a 4 °C.

Descartar el sobrenedant i resuspendre el pel-let en 3 ml de medi 3.

Deixar sedimentar 5 minuts i obtenir el sobrenedant (~ 2,5 ml) on es troba la

suspensio cel-lular d’estudi. Descartar el sediment amb les restes de teixit.



— Avaluar la viabilitat mitjangant la tincié vital de blau tripan (solucié aquosa, 1:1).

3.2.2 Marcatge especific d’apoptosi i necrosi

La identificacid de les cél-lules apoptotiques, necrotiques i viables es va fer mitjangant la
combinacié d’annexina V conjugada amb fluoresceina (AV-FITC) i iodur de propidi (IP)
(Annexin-V-FLUOS Staining Kit. Roche Diagnostics GmbH, Alemanya). El protocol de

marcatge utilitzat és el seglient:

— Centrifugar la suspensié cel-lular a 200 g durant 5 minuts i posteriorment
resuspendre el pel-let amb 2,5 ml de PBS.

— Separar les suspensions cel-lulars en quatre fraccions: tres fraccions de 300 ul per fer
els controls de marcatge del citometre (control doble negatiu, control annexina V i
control iodur de propidi); el volum restant s’utilitzara com a mostra d’analisi
(figura 3.1).

— Afegir a cadascuna de les fraccions el volum de tampd, IP, i/o solucié AV-FITC que

s’indica a continuacio per cada 1 - 10° cél-lules:

- Control doble negatiu: 100 pl de tampé.

- Control annexina V: 2 ul de la solucié d’AV-FITC i 100 ul de tampé.

- Control iodur de propidi: 2 ul de la solucié de IP i 100 pl de tampé.

- Mostra d’analisi: 2 pl de la solucié d’AV-FITC, 2 ul de la solucié de IP i 100 ul de

tampd.

— Incubar tots els tubs a les fosques com a minim durant 15 minuts.
— Estendre 5 pl de la mostra d’analisi sobre un portaobjectes i avaluar el percentatge de

les poblacions apoptotica, necrotica i viable per cada pacient.

La mostra d’analisi es va separar en dues fraccions (figura 3.1): la primera (~ 1,6 ml)
correspon a la fraccié d’analisi i es va utilitzar per la separacié de les poblacions
apoptotica i viable. La segona (~ 300 pul), que és la fraccid no seleccionada, es va reservar

i no es va processar al citometre per ser utilitzada com a control de la seleccié. Les cinc
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fraccions (els tres controls de marcatge, la fraccié d’analisi i la fraccié no seleccionada)
es van transportar en gel picat al servei de citometria de flux per descartar diferencies

induides pel temps i la temperatura de transport respecte a la fraccié no seleccionada.

3.2.2.1 Criteris d’analisi

La valoracid de les poblacions cel-lulars seleccionades es van fer mitjangant un
microscopi de fluorescéncia Olympus BX-60 (Olympus Barcelona) equipat amb un filtre
multibanda (DAPI/FITC/Texas Red) i filtres especifics per a FITC i Cy3. Per detectar les
cél-lules apoptotiques es va utilitzar annexina V conjugada amb FITC (AV-FITC).
L’annexina estableix unions especifiques en preséncia de Ca?* amb la fosfatidilserina
(PS). Per detectar la necrosi es va utilitzar iodur de propidi; un agent intercalant del DNA

no permeable a la membrana plasmatica (figura 3.2).

Poblacions Marcatge | Marcatge
cellulars | ESAuema AV-FITC | 1P Imatges
o o [
Apoptotical . + -
- e
1 ep
Necrdtica |ggee \eeceses| + 2
AY
- .
e . ™
P %
Viable . > Y - -
COOOOCOOOOQ
@069V B8O
Figura 3.2. Esquema per identificar les poblacions apoptotica, necrotica i viable. La barra d’escala
representa 10 um.




Durant els estadis inicials de I'apoptosi, la PS es transloca de la monocapa interna a
I'externa de la membrana plasmatica i aixo possibilita la unié d’AV-FITC. La integritat de
la membrana plasmatica evita I’entrada de I'IP i, per tant, el marcatge nuclear. Per
contra, les cel-lules necrotiques presenten la membrana alterada i, per tant, permeable
a I'IP. En aquest cas podem observar la fluorescéncia provinent de I'IP i la fluorescencia
del FITC provinent de la unié de ’AV-FITC a la PS d’ambdues monocapes (figura 3.2). Les
cel-lules viables no presenten cap marcatge ja que son impermeables a I'lP i no
presenten la PS translocada. Per identificar aquestes ultimes es va fer una valoracié amb
camp clar combinada amb fluorescencia que permet identificar tots tres tipus cel-lulars

(figura 3.3).

Es van analitzar 100 cel-lules de la mostra d’estudi de cada pacient per corroborar la

seleccid de les poblacions al citometre de flux.

‘.

Necrotica
Viable

Apoptotica

Figura 3.3. Imatge obtinguda de la combinacid de fluorescencia i camp clar que permet la identificacié
de totes tres poblacions cel-lulars.
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3.2.3 Seleccié mitjangant citometria de flux

Els experiments es van fer a la Unitat de Citometria de Flux (Centres Cientifics i
Tecnologics de la Universitat de Barcelona; Barcelona). La identificacio i la seleccid de les
poblacions es van dur a terme mitjancant un citometre de flux Moflo (DakoCytomation,
Fort Collins, Colorado, EUA). L'excitacié de la mostra es va fer amb un laser d’argé

Coherent Enterprise .

El funcionament de citometre es basa en la dispersid dels fotons de laser que incideix
sobre les estructures cel-lulars i en la variacié de la longitud d’ona en incidir sobre els
fluorocroms (figura 3.4). L'emissié de fluorescéncia es captada per una serie de
detectors associats a un programari que tradueix la longitud d’ona i el grau de dispersié

en parametres d‘intensitat de fluorescéncia, mida i complexitat cel-lulars.

Quan els fotons del laser incideixen en les cel-lules es dispersen en diferents direccions i
amb diferents longituds d’ona (figura 3.4, A i B). Els receptors frontals i laterals capten
els fotons corresponents a la llum d’excitacié (488 nm) que aporten informacié
relacionada amb la mida (dispersio frontal o Forward Scatter; FS) i a la complexitat
cel-lular (dispersié lateral o Side Scatter; SS) (figura 3.4, C). Al mateix temps els detectors
de fluorescéncia capten els fotons emesos en verd (FITC; 530nm) i vermell (IP; 630 nm)
(figura 3.4, A i B). L'alineacid optica es va basar en el senyal optimitzat proporcionat per
esferes de latex fluorescents de 10 um de diametre (Flowcheck, Coulter Corporation,

Miami, Florida, EUA).

Abans de fer els processaments de les mostres i amb I'objectiu d'evitar la preséncia
d'agregats, les suspensions cel-lulars es van filtrar amb una malla de nytal de 70
micrometres de diametre (Sefar Mayssa; Cardedeu, Barcelona). La purificacido de les
cel-lules es va basar en un sistema de formacié de gotes i separacié per carrega
electrostatica. Es va utilitzar un TIP de 70 micrometres i una pressio de la coberta i de la
mostra de 10 PSI (Pounts per Square Inch). Els agregats cel-lulars es van descartar

utilitzant I'amplada del pic del senyal d’inici.
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Figura 3.4. Funcionament del citometre de flux A) Esquema del cami optic usat per a la seleccid de les

poblacions cel-lulars. B) Esquema dels dos tipus de dispersid que analitza el citometre: La dispersié
frontal o FS (Forward Scatter) i la dispersio lateral o SS (Side Scatter). Cada longitud d’ona esta
representada amb el color de fluorescéncia en I'espectre visible. C) Representacié de la dispersio del
laser incidint sobre una cél-lula. Representacio de la dispersié frontal i lateral que determinen la mida i

la complexitat cel-lular, respectivament.
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Per establir els parametres de seleccid i les posicions de les poblacions cel-lulars en cada
pacient es va analitzar les poblacions detectades amb el citometre. El protocol aplicat és

seglent:

— Determinar la poblacié corresponent a cél-lules informatives (poligon R1) a partir dels
valors de dispersio lateral (SS lineal) i frontal (FS log) (figura 5, A). Aquesta regié
permet descartar agregats (dreta) i fragments cel-lulars (esquerra).

— Posicionar les poblacions apoptotica, necrotica i viable mitjangant els controls de
marcatge especifics doble negatiu, el control d'annexina V i el d’iodur de propidi
(figura 3.5, B;3 / figura 3.1). Aquesta operacid es va fer a partir de les cél-lules

informatives situades dins el poligon R1.

Un cop determinat el poligon R1 i establerts els perfils de fluorescéncia dels

fluorocromes, es fa la seleccio de les poblacions cel-lulars:

— Seleccionar les poblacions apoptotiques (R2; AV positiu, IP negatiu) i viables (R3;
doble negatiu) de la fraccié d’analisi (figura 3.5, C).
— Recollir les cél-lules apoptotiques i viables en dos tubs amb 500 ul de medi 3 (annex )

a temperatura ambient.

En el decurs del procediment de seleccid, la fraccid6 no seleccionada es va
emmagatzemar a les fosques i a temperatura ambient per emular les condicions de la

fraccio processada a través del citometre (figura 1.1).

Finalment, les dues fraccions seleccionades (apoptotica i viable) i la fraccié no

seleccionada es van transportar al nostre laboratori a 4 °C en gel picat.

La puresa de la seleccié es va avaluar al microscopi de fluorescéncia remarcant una
aliquota de les fraccions seleccionades amb annexina V-FITC / iodur de propidi (vegeu

I"apartat 3.2.2). Les fraccions es van emmagatzemar a 4 °C.



FL Lll:rrfal

Bi _ B Bs_

630 nm IP
630 nm IP
.*-:'
-5*5. ;
o i
620 am IP

1 T
ST Ll

530 nm FITC > " 530 ren FITC

164

1334

630 nm IP
]

167

ioe

530 nm FITC

Figura 3.5. Grafics de citometria de flux. A) Finestra on es representa dispersio lateral (SS-Side Scatter) i
frontal (FS-Forward Scatter). El poligon R1 selecciona la poblacid d’estudi sense fragments cel-lulars
(esquerra) ni agregats (dreta). Els grafics seglients mostren unicament la fluorescencia de les cél-lules incloses
al poligon R1. B.1) Control doble negatiu: poblacid cel-lular sense marcatge (en blau). B.2) Control d’iodur de
propidi: poblacié necrotica (en vermell), poblacié sense marcatge (en blau). B.3) Control annexina V: poblacio
apoptotica (en verd) i poblacié sense marcatge (en blau). C) Fraccié d’analisi (annexina V-FITC combinat amb
iodur de propidi): s’hi distingeixen les poblacions apoptotica (R2; verd), viable (R3; en blau) i necrotica (R4; en
vermell). Les poblacions seleccionades corresponen als poligons R2 i R3 de la finestra C.
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3.2.4 Fixacio cel-lular

El protocol de fixacié es va aplicar sobre mostres esteses amb una citocentrifuga
(Cytospin 3. Shandon Scientific Limited, Anglaterra) de velocitat baixa que permet
dipositar suspensions cel-lulars sobre portaobjectes tot mantenint la integritat cel-lular.
Quan la citocentrifuga és en repos (és inactiva) la inclinacié que adopta el conjunt ABCD
(figura 3.6) no permet la sortida de la suspensio cel-lular. Quan s’inicia la rotacié (és
activa) la forca centrifuga fa que el conjunt canvii a posicié vertical. Aquest moviment
permet la sortida de la suspensié cel-lular a través del conducte situat sota el pouet de la
columna de carrega que impacta sobre el portaobjectes, la qual cosa produeix I'extensio

del material en una area de 28 mm? de diametre.
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Figura 3.6. Esquema de la citocentrifuga. A) Muntatge de la pinga amb el portaobjectes, el filtre i la
columna per posar el conjunt a la citocentrifuga. B) Esquema del funcionament de la citocentrifuga.




Les etapes del protocol es detallen a continuacio:

— Centrifugar les suspensions cel-lulars (fraccions seleccionades i no seleccionades) a
500 g durant 5 minuts.

— Resuspendre el pel-let amb solucié hipotonica (KClI 0.075 M) fins a assolir una
concentraci6 d'1,25 - 10° cél-lules/ml i incubar durant 25 minuts a 37 °C.

— Afegir-hi fixador de Carnoy gota a gota i en agitacidé per assolir una concentracio
d’1 - 10° cél-lules/ml.

— Muntar els portaobjectes sobre les pinces de subjeccid de la citocentrifuga amb els
filtres i les columnes de carrega (figura 3.6, A).

— Carregar 500 pl al pouet de les columnes de la citocentrifuga i centrifugar 5 min a
1.000 rpm.

— Desmuntar el conjunt, enretirar el portaobjectes i deixar-lo assecar en posicid
horitzontal.

— Fixar la mostra submergint el portaobjectes en una solucié de paraformaldehid 4 %
(annex I) durant 10 minuts.

— Rentar dues vegades amb una solucié de 2xSSC (Sodium Saline Citrate) durant 3
minuts.

— Deshidratar amb una bateria de solucions d’etanol amb aigua destil-lada (al 70 %, 90
% i 100 %) durant 2 minuts cadascun i deixar assecar en posicié vertical.

— Emmagatzemar els portaobjectes a —20 °C durant almenys 48 h abans d’aplicar el

protocol de FISH.

3.2.5 Hibridacié in situ fluorescent (FISH)

La fixacio de les mostres amb paraformaldehid requereix I'aplicacié dels tractaments
seglients previs al procediment de FISH amb la finalitat d’obtenir una bona eficiéncia

d’hibridacio de les sondes:

1) Permeabilitzacié de la membrana cel-lular:
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Rentar amb la solucié de 2xSSC durant 5 minuts.

Permeabilitzar amb la solucié de 2xSSC amb 0,5 % de Triton X-100 durant 10 minuts.
Rentar amb la solucid de 2xSSC durant 5 minuts.

Deshidratar la mostra amb una bateria de solucions d’etanol amb aigua destil-lada al
70 %, 85 % i 100 % durant 1 minut cadascuna.

Deixar assecar en posicio vertical.

2) Eliminacio de les restes citoplasmatiques:
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Aplicar 20 pl d’una solucié d’RNasa A (annex I) damunt la mostra, cobrir amb un
cobreobjectes i incubar durant 30 minuts en una cambra humida a 37 °C.

Treure els cobreobjectes i rentar dues vegades consecutives amb la solucié de 2xSSC
durant 5 minuts.

Incubar els portaobjectes en una solucié de pepsina (annex 1) preescalfada a 37 °C
durant 5 minuts.

Rentar dues vegades consecutives amb la solucié de 2xSSC durant 5 minuts i deixar

assecar en posicio vertical.

3) Refixacié de la mostra:

— Submergir els portaobjectes en una solucié de formaldehid 1 % (annex I) durant 2

minuts.

— Rentar amb la solucié de 2xSSC i deixar assecar en posiciod vertical.

Les hibridacions es van fer amb sondes de DNA especifiques de les regions

pericentromériques dels cromosomes X, Y i 18 (CEP Y, Spectrum Orange; CEP X,

Spectrum Green; CEP 18, Spectrum Aqua. AneuVysion multicolor DNA Probe kit, Vysis;

Abbot molecular, Abbot Park, IL. EUA).

El protocol d’hibridacié utilitzat és el segiient:

— Desnaturalitzar la mostra amb una solucié de formamida 70 % (annex 1) durant 2

minuts a 73 °C.



— Deshidratar amb una bateria de solucions d’etanol al 70 %, 85 % i 100 % durant 1
minut cadascun i deixar assecar en posicio vertical.

— Afegir al cobreobjectes 2-5 pl de la sonda (depenent de I'area que calgui cobrir).

— Col-locar el cobreobjectes sobre la zona a hibridar i segellar amb cola d’enquadernar.

— Incubar a 37 °C en cambra humida durant un minim de 12 hores.

— Retirar la cola i el cobreobjectes amb cura, desplagant-lo lateralment.

— Rentar el portaobjectes amb una solucié de 0,4xSSC amb 0,3 % NP-40 durant 2
minuts a 73 °C.

— Rentar amb una solucié de 2xSSC amb 1 % NP-40 durant 1 minut a temperatura
ambient.

— Deixar assecar en posicio vertical.

— Afegir 2-5 ul de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) i segellar el cobreobjectes amb
esmalt d’ungles.

— Emmagatzemar a —20 °C.

Per a la hibridacid dels espermatozoides, es va practicar un tractament de
descondensacio de la cromatina espermatica. La hibridacié es va fer amb la combinacio

de sondes descrita anteriorment. Es va aplicar el protocol seglient:

— Rentar els portaobjectes dues vegades consecutives amb la solucié de 2xSSC durant 3
minuts.

— Deshidratar amb una bateria de solucions d’etanol amb aigua destil-lada al 70 %, 85 %
i 100 % durant 2 minuts.

— Incubar el portaobjectes durant 1 hora a 37 °C en una solucié de DTT 5 Mm (annex I).

— Rentar dues vegades amb la solucié de 2xSSC durant 3 minuts i deshidratar amb una
bateria de solucions d’etanol en aigua destil-lada al 70 %, 85 % i 100 % durant 1
minut.

— Deixar assecar en posicio vertical i afegir 2-5ul de sonda damunt el cobreobjectes.

— Col-locar el cobreobjectes damunt la zona que cal hibridar i segellar amb cola
d’enquadernar.

— Codesnaturalitzar el portaobjectes amb les sondes a 72 °C durant 2 minuts (Hybrite.

Vysis, Inc. Drowners Grove, IL. EUA).
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— Incubar a 37 °C en cambra humida durant un minim de 12 h.

— Enretirar la cola i el cobreobjectes amb cura, desplacant-lo lateralment.

— Rentar el portaobjectes amb una solucié de 0,4xSSC amb 0,3 % NP-40 durant 2
minuts a 73 °C.

— Rentar amb una solucié de 2 x SSC amb 1 % NP-40 durant 1 minut a temperatura
ambient.

— Deixar assecar el portaobjectes en posicid vertical i afegir 2-5 pul de DAPI sobre el
cobreobjectes.

— Col-locar el cobreobjectes sobre la zona hibridada i segellar amb esmalt d’ungles.

— Emmagatzemar a —20 °C.

L'avaluacid de la dotacié cromosdomica es va fer amb el microscopi de fluorescencia,
Olympus BX-60, equipat amb un filtre de triple banda (DAPI/FITC/Texas Red) i filtres
especifics per a FITC, Cy3 i Aqua. Per a cada fraccio (apoptotica, viable i no seleccionada)
es va valorar el nombre de cél-lules euploides i aneuploides per als cinc tipus cel-lulars
analitzats: cél-lules germinals prereduccionals, cel-lules germinals postreduccionals,
fases meiotiques, espermatozoides i cel-lules de Sertoli. Es va avaluar un portaobjectes

de cada pacient per a cadascuna de les tres fraccions.

3.2.5.1 Criteris d’analisi

L’analisi citogenética es va practicar segons criteris de valoracié que combinen I'analisi
de la morfologia nuclear i cromosomica amb la valoracid dels senyals obtinguts de la

FISH.

1) Identificacid cel-lular segons la morfologia nuclear i cromosdmica:

— Cél-lules germinals en interfase: nuclis de morfologia arrodonida, cromatina
descondensada i mida variable.
— Céllules de Sertoli: nuclis de morfologia ovalada i cromatina descondensada. Es

caracteritzen per la preséncia de nucléols prominents.



— Figures meiotiques: cel-lules amb les caracteristiques propies dels estadis de
profase |, metafase | i metafase II.

— Espermatozoides: nuclis amb morfologia ovalada, cromatina condensada.
Preséncia de cua.

— Metafases somatiques: cel-lules amb morfologia metafasica caracteristica.

2) Valoracio dels senyals d’hibridacié.

— Cél-lules germinals interfasiques, espermatozoides i cél-lules de Sertoli: |a valoracié
dels senyals d’hibridacié es va fer utilitzant els criteris de mida, distancia i
intensitat descrits previament al nostre grup (Blanco et al. 1996). Aixi doncs, en el
cas de cel-lules portadores de més d’un senyal d’hibridacié pel mateix cromosoma,
per ser considerats senyals independents, aquest havien de tenir la mateixa mida i
mateixa intensitat, i estar separats entre ells per una distancia superior al diametre
de cada senyal.

— Figures meiotiques: la valoracié dels senyals d’hibridacid es va fer basant-se en la
dinamica i la morfologia cromosomica per a cadascuna de les etapes analitzades

(figura 3.7):

- Leptoté/zigote: preséncia de senyals d’hibridacié independents indicatius de
I’'abséncia d’aparellament.

- Paquité: colocalitzacié dels senyals pels cromosomes sexuals, indicatius de
presencia de la vesicula sexual. Senyals d’hibridacié solapats per I'autosoma que es
visualitzen amb una intensitat i mida superiors a la d’un sol senyal d’hibridacid.

- Metafase I: preséncia d’'un senyal d’hibridacié per a cadascun dels cromosomes
sexuals, que estan formant un bivalent. Dos senyals d’hibridacié solapats per
I'autosoma que es visualitzen amb una intensitat i mida superiors a la d’un sol
senyal d’hibridacio.

- Metafase II: presencia d’un senyal d’hibridacié per un dels cromosomes sexuals i

un senyal d’hibridacié per I'autosoma.
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- Metafase mitotica: presencia de senyals independents pels cromosomes sexuals i

per I'autosoma.

Metafase mitotica Estadi de leptoté Estadi de zigote
Estadi de paquité Mefafase | Metafase ||

Figura 3.7. Imatges representatives de les figures meiotiques avaluades mitjangant FISH amb sondes
pericentromeriques pels cromosomes X (verd), Y (vermell) i 18 (blau) (la barra representa 10 um).

3.3  ANALISI DELS RESULTATS

L’analisi estadistica es va fer amb el suport especialitzat del Servei d’Estadistica Aplicada
de la Universitat Autonoma de Barcelona (annex Il). El programari utilitzat va ser el SAS
v9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) i es va establir el nivell de significacié en 0,05.Es
van agrupar el nombre de cel-lules euploides i aneuploides observades a totes tres
fraccions (apoptotica, viable i no seleccionada) en els cinc tipus cel-lular analitzats
(cel-lules germinals prereduccionals, figures meiodtiques, cél-lules germinals
postreduccionals, espermatozoides i cél-lules de Sertoli) per a cadascun dels pacients (n
= 14). Aquesta agrupacio va permetre obtenir el nombre total de cél-lules, el nombre

total d’anomalies i el percentatge d’anomalies de cadascuna de les mostres d’analisi.



3.3.1 Analisi estadistica poblacional

3.3.1.1 Estudi bivariant

Per a cada tipus cel-lular es va comparar el percentatge d’anomalies entre les tres
fraccions utilitzat un model no parametric (test de Kruskal-Wallis). En cas que
s’obtingués un resultat significatiu, es van fer els contrastos 2 a 2 a posteriori. Aquesta
accio va permetre determinar quines fraccions presentaven diferencies i en quin grau de

significacio.

L'analisi dels percentatges no té en compte el nombre total de cél-lules observades a
cada pacient ni les mesures repetides entre individus. Per superar aquesta limitacié es
va considerar un model lineal generalitzat amb mesures repetides per modelar el
nombre de cél-lules anomales en funcié del grup tenint en compte el total de cél-lules de
cada individu (aquesta informacié s’ha considerat com a offset). Es va corregir el

problema de sobredispersié en la variable resposta.

Per a cadascuna de les fraccions es van obtenir els percentatges de cel-lules anomales

estimats pel model amb un interval de confianga del 95 %.

3.3.1.2 Estudi longitudinal

Es va considerar un model lineal generalitzat amb mesures repetides per analitzar el
nombre de cel-lules amb anomalies segons el tipus cel-lular i la fraccid, conjuntament. Es
va descartar de l'analisi les cel-lules de Sertoli (cel-lules en GO i, per tant, sense
possibilitat d’acumulacié d’anomalies). Com a variables explicatives es van fer servir els
tipus, la fraccié i la interaccid entre totes dues variables. Es va analitzar la distribucid
lineal de les anomalies i 'acumulacié en els diferents tipus i fraccions per determinar si

la seleccié va ser uniforme en els diferents tipus.

Per a cadascun dels grups es van obtenir els percentatges de cél-lules anomales estimats
pel model amb un interval de confianga del 95 % i es van fer comparacions 2 a 2 per

determinar el grau de significacid de les diferéncies.
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3.3.2 Analisi estadistica individual

Amb la finalitat de detectar grups d’individus amb percentatges similars de cel-lules
anomales es va fer una analisi de clusters mitjangcant un algoritme de classificacid. La
unitat de comparacid son els percentatges de cel-lules germinals amb anomalies,
ordenats cronologicament com a conjunt de variables, que anomenem perfils
d’anomalies. L’algoritme ens agrupa els individus amb percentatges similars per a totes

les variables del perfil.

Es van fer perfils amb les dotze dades de cada pacient (percentatges de cel-lules amb
anomalies en els quatre tipus cel-lulars per cadascuna de les tres fraccions). Es van
agrupar els perfils en clusters per determinar agrupacions de pacients segons els

percentatges d’anomalies que presenten conjuntament a les tres fraccions.
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4.1 OPTIMITZACIO DE LA METODOLOGIA

La disgregacié enzimatica del teixit testicular va permetre obtenir concentracions
cel-lulars entre 1,7 - 10° i 9,1 - 10° cél-lules (taula 4.1). La viabilitat de les cél-lules

disgregades es va avaluar amb blau tripan donat valors mitjans de 80,2 % + 9,1 %.

Taula 4.1. Resultats de la disgregacio i el marcatge especific d'apoptosi i necrosi en les disset biopsies
testiculars utilitzades per a I'optimitzacié de la metodologia.
Ceél-lules Cel-lules Cel-lules Cel-lules Cel-lules
disgregades viables' apoptotiques necrotiques viables’
446BT 1,8-10° - 11% 40,2 % 48,9 %
4528BT 1,5-10° - - - -
453BT 5,7 -10° - - - -
454BT 4,6 -10° - 16 % 42,2 % 39,8 %
455BT 8,2-10° - - - -
478BT 9,1-10° - - - -
480BT 1-10° - 16 % 30 % 54 %
486BT 4,4 -10° - 15% 27 % 58 %
487BT 5.10° - 14 % 46 % 39%
492BT 1,1-10° - 3% 46 % 51%
498BT 1,7 -10° - 14 % 7% 79 %
501BT 4,7 - 10° 87 % 48 % 13% 39%
526BT 1,1- 10° 81,4 % 21,1% 0% 78,9 %
527BT 2,8-10° 65,6 % 16 % 18 % 66 %
537BT 6,2 10° 88,3 % 26,2 % 0% 73,8 %
538BT 8,9- 10° - 39,3% 4,5% 56,2 %
554BT 1,3 10° 78,6 % 12 % 12 % 75 %
Mitjana 2,5 10° 80,2 % 19,4 % 22 % 58,4 %
SD 2,6 10° 9,1% 12,1 % 17,5 % 14,9 %
(1)Viabilitat analitzada amb blau tripan; (2)Viabilitat analitzada amb annexina V i iodur de propidi.
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El marcatge especific amb AV i IP va permetre identificar al microscopi totes tres
poblacions, amb valors (mitjana + SD) del 19,4 % + 12,1 % per a la poblacié apoptotica,
del 22 % + 17,5 % per a la poblacié necrotica i del 58,4 % + 14,9 % per a la viable (taula
4.1).

Un cop optimitzats els protocols de disgregacié i marcatge especific, les suspensions
cel-lulars marcades es van utilitzar per a la posada a punt de la separacié mitjancant
citometria de flux. Aquesta va ser eficient utilitzant un tip de 70 micrometres i abaixant
la pressié de la mostra i de la coberta fins a 10 PSI. Amb aquestes condicions es van
analitzar les mostres 537, 538 i 554 per quantificar els percentatges mitjans de cél-lules
apoptotiques (taula 4.2) i es va observar que s’ajustaven als avaluats préviament
mitjancant microscopia de fluorescéncia (taula 4.1). La puresa de les fraccions
seleccionades es va situar entre el 62 % i el 77 % per a la fraccié apoptotica i entre el 74

i el 100 % en la viable (taula 4.2).

Taula 4.2. Resultats de les poblacions analitzades al citometre de flux.
Viable Apoptosi
Ceél-lules L, Cel-lules .
Fraccio Puresa Fraccio Puresa
recuperades recuperades
537BT 1,8-10° 53,7 % 74 % 1,1-10° 22 % 77 %
538BT 1,9 -10° 42,7 % 74 % 1,5-10° 27,3% 72 %
554BT 2,9-10° 40 % 100 % 9,3-10° 16,6 % 62 %
Mitjana 2,2-10° 45,5 % 82,7% 4-10° 22% 70,3 %
SD 6,2 - 10" 7,3% 15 % 4,6 -10° 53 % 7,6 %

La utilitzacié de la citocentrifuga per estendre les fraccions seleccionades i la fixacié

posterior amb paraformaldehid va donar valors de péerdua cel-lular inferiors al 10 %.



Els tractaments que es van fer a les mostres abans de la FISH (permeabilitzacié de la
membrana, eliminacié del citoplasma i refixacié de la mostra) van permetre obtenir
hibridacions sense soroll de fons, amb senyals puntuals i avaluables a través del
microscopi (figura 4.1). Les extensions, tant a la fraccié apoptotica com a la fraccié
viable, van mostrar cél-lules representatives de totes les fases de I'espermatogenesi i

cél-lules de Sertoli (figura 4.1), a més a més d’eficiencies d’hibridacié superiors al 98 %.

POBLACIO
APOPTOTICA

v

POBLACIO
VIABLE

Figura 4.1. FISH amb sondes centromeériques pels cromosomes X (verd), Y (vermell) i 18 (blau). Les
imatges A-C corresponen a la fraccid apoptotica. Les imatges D-F corresponen a la fraccid viable. La
barra d'escala equival a 10 um. (CS: cel-lula de Sertoli; Sg/Sp: espermatogoni / espermatocit primari en
preleptoté; Pl: profase I; Ss/St: espermatocit secundari / espermatida; Spz: espermatozoide).

4.2  ANALISI DE LA POBLACIO D’ESTUDI

4.2.1 Disgregacié enzimatica

Els resultats de la disgregacié en les mostres d’analisi es detallen a la taula 4.3. La
mitjana de cél-lules disgregades obtingudes va ser de 2,9 - 10° + 1,2 - 10°. La viabilitat

cel-lular avaluada amb blau tripan va superar el 70 % en tots els casos analitzats.
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4.2.2 Marcatge especific d'apoptosi i necrosi

A tots els pacients es va analitzar la proporcié de cadascuna de les tres poblacions en la
mostra d’analisi. Els percentatges observats van variar entre el 6 - 40 % de cél-lules

apoptotiques, entre I'1 - 17 % de necrotiques i entre el 56 - 89 % de viables (taula 4.3).

Taula 4.3. Resultats de la disgregacio i del marcatge especific.
Ceél-lules el Cel-lules . Ceél-lules
disgregades apoptotiques viables’
555BT 2,3-10° - 6% 5% 89 %
560BT 2,7-10° - 27% 15 % 60 %
567BT 4,6 -10° 74 % 24 % 17 % 59 %
576BT 4.4 . 106 87 % 27 % 12 % 61 %
577BT 5,5 - 10° 71% 30% 13 % 57 %
578BT 1,6 - 10° 78 % 40 % 4% 56 %
579BT 1,7 -10° 89,4 % 32% 10 % 58 %
585BT 3,4 10° 100 % 22 % 9% 69 %
586BT 2,3 10° 95,6 % 36 % 3% 61 %
597BT 1,8 10° 91,2 % 24 % 10% 66 %
598BT 2,1 10° 98,4 % 32% 2% 66 %
599BT 2,3 10° 94,3 % 25% 1% 74 %
600BT 2-10° 95,7 % 26 % 2% 72 %
602BT 3,4 10° 99,4 % 20% 2% 78 %
Mitjana 2,9 10° 89,5 % 27 % 7,5 % 66,1 %
SD 1,2 10° 10% 8% 5,4 % 9,5%
(1)Viabilitat analitzada amb blau tripan; (2)Viabilitat analitzada amb annexina V i iodur de propidi.




4.2.3 Seleccié mitjangant citometria de flux

El percentatge de cel-lules informatives que configuraven el poligon R1 es va situar entre
el 26,9 % i 79,5 % de les cél-lules introduides al citometre (taula 4.4). Es van separar les
dues poblacions (apoptotica i viable) en els catorze pacients analitzats. EIl nombre de
cél-lules recuperades va variar entre 1 - 10° i 7,8 - 10° cél-lules apoptotiques i entre 1,3 -

10°i 1,6 - 10° cél-lules viables.

Taula 4.4. Resultats del procediment de seleccié mitjangcant citometria de flux.

Cél-lules Cel-lules Cel-lules Viabilitat Apoptosi

fracci6 analisi informatives | informatives EFFYRETIS Cel-lules

Fraccid Fraccid
(R1) (R1) recuperades raccio recuperades raccio
555BT 1,4-10° 8,5 10° 60,4 % 2-10° 63,49 % 2,3-10° 16,3 %
560BT  1,2-10° 6,5 - 10° 54,1% 5.10° 62,53 % 3,4-10° 9,8%
567BT  3,1-10° 2,3-10° 75,2 % 1,6 - 10° 60,75 % 7,3-10° 28,8 %
576BT  2,9-10° 1,6 - 10° 56,6 % 8-10° 42,75 % 4,3-10° 30,6 %
577BT 4-10° 2,5-10° 62,7% 1,2 - 10° 44,2 % 7,8 10° 20,3 %
578BT 1-10° 2,7-10° 26,9 % 1,3-10° 52,1% 1,3-10° 14,3 %
579BT  1,3-10° 8,6-10° 66,6 % 2,5-10° 41,5 % 1,2 -10° 12,1 %
585BT  3,1-10° 2-10° 63,8 % 8,5 10° 44,6 % 2,5-10° 25,3 %
586BT 2-10° 7,3-10° 36,4 % 3,6-10° 54,1 % 1-10° 10,3 %
597BT  1,5-10° 1-10° 69,7 % 52 -10° 43,5 % 1,8-10° 8,4 %
598BT 2-10° 1,3-10° 64,1% 4,4 -10° 24 % 1,5-10° 8,7 %
599BT 2-10° 1,1-10° 54,5 % 51-10° 38,3% 4-10° 6,3 %
600BT  1,8-10° 1,1-10° 61,4 % 6,3-10° 40,8 % 3-10° 4,6 %
602BT  3,1-10° 2,5-10° 79,5 % 3,4-10° 26,3% 3,7-10° 12,3%
Mitjana 2,2 -10° 1,3-10° 59,4 % 5,5-10° 45,6 % 3,5-10° 14,9 %

SD 2-10° 7,2-10° 13,9 % 54-10° 11,6 % 59-10° 8%
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4.2.4 Fixacio cel-lular i hibridacié in situ fluorescent (FISH)

La fraccié de la suspensié cel-lular inicial no seleccionada i les fraccions apoptotica i

viable es van estendre i fixar paral-lelament per a cadascun dels pacients.

Es va avaluar el nombre de cel-lules euploides i aneuploides per a cada tipus cel-lulars en
les tres fraccions dels catorze pacients (Taules 4.5, 4.6 i 4.7). En el cas de figures

meiotiques només es van observar profases I.
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Taula 4.5. Nombre de cél-lules euploides i aneuploides per pacient i per a cadascun dels tipus cel-lulars
analitzats en la fraccié no seleccionada.

Prereduccional Profase | Postreduccional | Espermatozoides |Ceél-lules de Sertoli
No Inf.

Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide fora
555BT 245 11 173 2 491 19 11 0 18 0 55 1.025
560BT 223 6 145 1 479 32 23 0 12 2 89 1.012
567BT 388 5 104 9 358 21 29 0 87 3 57 1.061
576BT 174 13 126 0 609 22 25 3 10 0 67 1.049
577BT 197 16 57 0 614 17 76 1 - - 45 1.023
578BT 456 5 151 3 290 15 5 0 20 0 63 1.008
579BT 801 3 2 0 61 33 - - - - 112 | 1.012
585BT 368 10 115 2 370 31 44 1 2 0 72 1.015
586BT 362 7 223 1 304 21 - - 64 0 65 1.047
597BT 277 13 78 0 514 20 69 0 13 1 48 1.033
598BT 428 12 112 1 278 28 44 5 28 0 77 1.013
599BT 174 12 43 2 427 35 269 3 9 1 49 1.024
600BT 297 10 54 0 390 32 157 1 6 0 67 1.014
602BT 523 22 60 0 237 34 27 1 - - 122 | 1.026
Total 4.913 145 1.443 21 5.422 360 703 14 345 8 988 [14.362

No Inf.: Cél-lules no informatives




Taula 4.6. Nombre de cél-lules euploides i aneuploides per pacient i per a cadascun dels tipus cel-lulars

analitzats en la fraccid viable.

Prereduccional Profase | Postreduccional Sertoli

Espermatozoides

Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide

555BT 37 5 9 0 453 5 142 1 1 0 23 | 676
560BT - - - - - - - - - - - -

567BT 497 7 14 0 209 12 16 0 98 2 150 | 1.005
576BT 3 0 - - 18 0 18 3 - - 0 42

577BT 21 1 1 0 34 2 24 5 - - 2 90
578BT 463 3 15 1 174 67 64 3 24 0 186 | 1.000
579BT 764 9 2 1 31 47 - - 6 0 157 | 1.017
585BT 268 20 212 0 467 24 18 1 12 0 86 |1.108
586BT 442 9 21 0 122 8 17 0 43 0 32 | 694
597BT 10 0 - - 10 0 6 0 - - 1 27
598BT 501 2 19 0 88 26 37 3 64 0 260 |1.000
599BT - - - - - - 22 3 - - 0 25

600BT 50 0 - - 25 4 29 0 - - 26 | 134
602BT 392 8 4 0 72 21 27 1 - - 57 | 582
Total 3.448 64 297 2 1.703 217 420 20 248 2 980 |7.400

No Inf.: Ceél-lules no informatives
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Taula 4.7. Nombre de cél-lules euploides i aneuploides per pacient i per a cadascun dels tipus cel-lulars
analitzats en la fraccié apoptotica.

Prereduccional Profase | Postreduccional Sertoli

Espermatozoides
No Inf. Total

Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide Euploide Aneuploide

555BT 42 3 15 0 603 18 103 13 - - 203 | 1.000
560BT 56 14 7 0 590 20 207 7 - - 102 | 1.003
567BT 113 10 31 1 781 14 4 0 32 1 28 1.015
576BT 44 20 19 0 709 31 138 8 - - 41 1.010
577BT 46 14 11 0 662 31 209 15 - - 36 1.024
578BT 49 5 44 2 120 13 14 1 14 0 36 298

579BT 614 28 1 0 119 37 - - - - 202 | 1.001
585BT 133 29 78 0 362 56 202 6 6 2 149 | 1.023
586BT 43 7 62 1 867 15 0 0 17 1 30 1.043
597BT 123 16 113 2 603 28 115 1 9 0 89 1.099
598BT 141 6 83 1 461 40 151 6 18 0 102 | 1.009
599BT 15 0 26 0 47 24 98 6 - 32 248

600BT 277 12 28 2 420 43 175 6 23 0 85 1.071
602BT 1 2 - - 6 1 - - - - 3 13

Total 1.697 166 518 9 6.350 371 1.416 69 119 4 1.138 |11.857

No Inf.: Ceél-lules no informatives




4.3 ANALISI DELS RESULTATS
4.3.1 Analisi estadistica poblacional

4.3.1.1 Estudi bivariant

L’agrupacié del percentatge d’anomalies observat en cadascun dels tipus cel-lulars dels
catorze pacients en les tres fraccions va aportar una dada poblacional per cada

parametre que es presenta a la figura 4.2.

A)

Fraccide Mo weleccionada Fraceig: Viakle Fraccsh: Apeptdtics

40

% Cebules aneuploides
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B)
Fraccio Prereduccionals | Postreduccionals Profase | ’ Sertoli ‘ Espermatozoides
No seleccionada| 3,5%*2,2% 8,3%+8,1% 1,4%+2,3% 3%+4,9% 2,6%+4,1%
Viable 26%+36% 145%+173% 44%+11% 0,3%+0% 55%+6,1%

Apoptotica 15,8% 17 % 9,6%+9,3% 1,4%+2,1% 48%+92% 45%+3,1%

Figura 4.2. Percentatges poblacionals d’anomalies per fraccions. A) Diagrama de caixes per a cadascuna de
les tres fraccions. B) Mitjana + desviacié estandard dels percentatges de cél-lules anormals per a cada fase
cel-lular en les tres fraccions (Pre-R: prereduccionals, Post-R: postreduccionals, Spz: espermatozoides).

Les cel-lules germinals prereduccionals, I'analisi poblacional va mostrar que els
percentatges de cél-lules amb anomalies eren diferents entre les tres fraccions (x* =
14,29; p-valor = 0,0008). Concretament, la fraccié apoptotica va mostrar un increment

significatiu d'anomalies respecte les fraccions no seleccionada i viable (figura 4.3).
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B) No seleccionada Viable Apoptotica
Fraccions Fraccions Estimacio Khi quadrat P-valor Ratio d’error
Apoptotica Viable 1,5871 38,74 <0,0001 4,89
Apoptotica No seleccionada 1,1340 36,36 <0,0001 3,11
Viable No seleccionada -0,4531 2,38 0,1227 0,64

Figura 4.3. A) Diagrama de caixes del percentatge de cél-lules prereduccionals amb anomalies a totes
tres poblacions. B) Comparacions dos a dos del percentatge de ceél-lules prereduccionals amb

anomalies (en negreta es marquen els p-valors que indiquen diferencies significatives).

El percentatge d’anomalies observat a les cel-lules en profase | no va ser diferent entre
les tres fraccions ()(2 = 0,96, p-valor = 0,6185). Tampoc no es van observar diferencies
significatives en comparar dos a dos mitjangant la prova de khi quadrat (x°) a totes tres
fraccions (annex Il: apartat 2.2.2). El mateix resultat es va observar a les cel-lules
postreduccionals (x> = 0,073; p-valor = 0,9642) i a les cel-lules de Sertoli (x* = 2,16; p-

valor = 0,3430) (annex II: apartats 2.2.3 i 2.2.5, respectivament).

L'analisi estadistica bivariant no va mostrar diferéncies significatives entre els
percentatges d’anomalies en els espermatozoides (x* = 3,14; p-valor = 0,2075) de totes
tres fraccions analitzades. No obstant aix0, les comparacions dos a dos es van mostrar
gue el percentatge d'anomalies en la fraccié apoptotica i el de la fraccid no seleccionada

eren significativament diferents amb un p-valor de 0,0487 (figura 4.4).
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No seleccionada Viable Apoptotica
B)
Fraccions Fraccions Ratio d’error

Apoptotica Viable 0,0220 0,00 0,9601 1,02
Apoptotica No seleccionada 0,8670 3,89 0,0487 2,38

Viable No seleccionada 0,8450 2,92 0,0875 2,33

Figura 4.4: A) Diagrama de caixes del percentatge d’espermatozoides amb anomalies en les tres
poblacions. B) Comparacions dos a dos del percentatge d’espermatozoides amb anomalies (en negreta

es marquen els p-valors que indiquen diferencies significatives).

4.3.1.2 Estudi longitudinal

Per analitzar com es distribueixen les anomalies al llarg de la linia germinal es va
comparar dos a dos els percentatges d’anomalies de cada tipus cel-lular per a cadascuna
de totes tres fraccions. Es van observar diferéncies significatives (p < 0,005) entre els
mateixos tipus cel-lulars entre la fraccié no seleccionada i la viable (taula 4.8). Les
diferéncies es van presentar sempre entre les cel-lules postreduccionals i els altres tres
tipus cel-lulars. A més, es va observar que el percentatge de cél-lules postreduccionals

amb anomalies era superior en les tres comparacions.

D’altra banda, a la fraccié apoptotica les diferéencies significatives no coincidien amb les
de les altres dues fraccions. En aquest cas hi havia diferéncies significatives entre tots els

tipus cel-lulars exceptuant-ne les comparacions entre prereduccionals i
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postreduccionals, i entre el percentatge d'anomalies en cel-lules postreduccionals i en

espermatozoides (taula 4.8).
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Taula 4.8. Resultats de I'estudi longitudinal en que es comparen dos a dos els quatre tipus de cél-lules

germinals en cada fraccié (en negreta es marquen els p-valors, que indiquen diferéncies significatives).
Fraccio Tipus 1 Tipus 2 Estimaciéo* | Khi quadrat| P-valor
No seleccionada | Prereduccionals  Postreduccionals -0,7756 6,87 0,0088
No seleccionada | Prereduccionals Profase 0,6924 1,97 0,1605
No seleccionada | Prereduccionals  Espermatozoides 0,3840 0,68 0,4090
No seleccionada | Postreduccionals Profase 1,4680 12,72 0,0004
No seleccionada | Postreduccionals Espermatozoides 1,1596 6,86 0,0088
No seleccionada Profase Espermatozoides -0,3084 0,23 0,6304
Viable Prereduccionals  Postreduccionals -1,8208 8,42 0,0037
Viable Prereduccionals Profase 1,0022 0,67 0,4147
Viable Prereduccionals  Espermatozoides -0,9140 3,15 0,0757
Viable Postreduccionals Profase 2,8230 14,74 0,0001
Viable Postreduccionals  Espermatozoides 0,9068 5,12 0,0237
Viable Profase Espermatozoides -1,9163 3,37 0,0663
Apoptotica Prereduccionals Postreduccionals 0,4788 1,70 0,1929
Apoptotica Prereduccionals Profase 1,6520 13,95 0,0002
Apoptotica Prereduccionals  Espermatozoides 0,6511 4,80 0,0285
Apoptotica Postreduccionals Profase 1,1732 10,33 0,0013
Apoptotica Postreduccionals Espermatozoides 0,1723 0,34 0,5579
Apoptotica Profase Espermatozoides -1,0009 9,15 0,0025

(*Estimacid: és la resta del valor estimat la khi quadrat del tipus 1 menys el valor estimat en el tipus 2)




4.3.2 Analisi estadistica individual

Amb la finalitat d'obtenir I'agrupacié dels pacients en clusters es va treballar amb un
perfil per pacient que contenia les dades de cada fase cel-lular per a totes tres fraccions.
La fraccio viable del pacient 560 no es va poder valorar per abséncia de céel-lules. Per a
I'analisi de clusters se’n van excloure els pacients 579, 599 i 602 perqué presentaven un
valor atipic o més d’un (interval de confianga del 99 %; figura 4.5). A més, es va observar
qgue els seus perfils d’anomalies eren molt variables i molt diferents dels perfils que

presentaven els altres pacients.
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Figura 4.5. Representacio dels percentatges d’anomalies cromosomiques per a cadascuna de les fases
i fraccions per determinar els valors atipics (interval de confianga del 99 %).

L'agrupacidé més eficient per als onze pacients inclosos en I’analisi va ser en cinc clusters
(figura 4.6). Es va observar que els pacients 555, 578 i 598 es distribuien en un clUster
cadascu i presentaven un perfil de percentatges d’anomalies clarament diferenciat

(annex I1).
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Figura 4.6. Agrupacié mitjangant clusters. A) Representacié de tots cinc clusters formats. B) Grafics dels clusters

individuals amb els perfil d’anomalies per als quatre tipus cel-lulars de cada fraccié dels pacients inclosos. (Pre:

prereduccionals; Prf: profases; Post: postreduccionals; Spz: espermatozoides; NS: fraccid no seleccionada; V:

fraccio viable; A: fraccio apoptotica).




El pacient 555 es caracteritzava per presentar percentatges d’anomalies entre el 15 % —
20 % en cél-lules prereduccionals (fraccid apoptotica i viable), i als espermatozoides
(fracci6 apoptotica). Els pacients 578 i 598 presentaven percentatges elevats
d’anomalies cromosomiques en ceél-lules postreduccionals (fraccié viable), i una
distribucié uniforme per a la resta de parametres. La separacié en dos clusters dels
pacients 578 i 598 s'explica perqué el pacient 598 presentava aproximadament un 10 %
d’anomalies en espermatozoides en la fraccid no seleccionada que no es va observar en

el pacient 578 (figura 4.6).

Els vuit pacients restants van formar dos clusters. El clUster 2 agrupava els pacients 567,
586, 597 i 600 caracteritzats per presentar un perfil uniforme sense percentatges elevats
d’anomalies. En canvi, el cluster 4 contenia els pacients 560, 576, 577 i 585. Aquests
individus presentaven percentatges elevats d’anomalies en cel-lules prereduccionals de

la fraccio apoptotica (figura 4.6).

4.3.3 Relacio entre I'analisi de clusters i les dades cliniques

Hi ha una gran variabilitat entre les dades dels pacients que conformen la poblacid
d’estudi. No es va observar cap relacié entre el seminograma i |'analisi de FISH en

espermatozoides dels pacients estudiats i la distribucié dels pacients en clusters.

En relacio amb I'estudi meiotic, s'observa una relacié amb les agrupacions mitjancant
clusters. Els pacients agrupats al cluster 2 (pacients 567, 586, 597 i 600), caracteritzats
per una abséncia d'anomalies cromosomiques, en tots els casos presenten un estudi
meiotic normal. En canvi, en els pacients que van ser exclosos de |'analisi de clusters
(pacients 579, 599 i 602), en presentar valors extrems en els percentatges
d'aneuploidies i, en general, patrons molt dispars respecte de la resta de pacients,

presenten un resultat de I'estudi meiotic alterat.
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5.1 CONSIDERACIONS METODOLOGIQUES

Per analitzar la relacié entre les anomalies cromosomiques i la induccié de processos
apoptotics en cel-lules de teixit testicular huma s'ha desenvolupat una metodologia
sequencial. Aquesta metodologia ha permés obtenir una suspensio cel-lular a partir de la
disgregacio de biopsies testicular diagnostiques tot mantenint la integritat i la viabilitat
de les cel-lules. La incorporacié d'un marcatge especific de mort cel-lular, compatible
amb la integritat de les membranes, va permetre seleccionar les diferents poblacions
cel-lulars mitjangant citometria de flux. Finalment, les modificacions sobre el protocol de
fixacié aixi com sobre el protocol estandard de FISH van permetre assolir els objectius
plantejats. A continuacio es discuteixen aspectes relacionats amb les caracteristiques del

metode aplicat.

5.1.1 Disgregacid enzimatica

La disgregacio del teixit testicular s'aplica amb I'objectiu de recuperar espermatozoides
aptes per tecniques de reproduccid assistida. La majoria dels laboratoris utilitzen
protocols de disgregacido mecanica, pero, s’ha descrit que la utilitzacié d’'una disgregacié
enzimatica podria millorar la quantitat d'espermatozoides recuperats sense afectar el
seu potencial de fecundacid (Crabbe et al. 1998). A més, en estudis de transplantament
de cél-lules germinals s'ha demostrat que la disgregacié enzimatica del teixit testicular
és eficient per a la recuperaciéo dels diferents tipus cel-lulars (espermatogonis,
espermatocits, espermatides i cel-lules de Sertoli), mantenint la integritat i la viabilitat
cel-lulars (Schlatt et al. 1999; Ogawa et al. 2000; Brook et al. 2001). Tenint en compte
aquest precedents, en el nostre treball es va optar per aplicar un protocol de disgregacid

enzimatica.

Els métodes de disgregacid enzimatica tissular utilitzen combinacions de diferents
enzims que sempre inclouen la col-lagenasa i la hialorunidasa (Durham i Grogan 1984;
Watanabe et al. 1984; Ogawa et al. 1997; Schlatt et al. 1999; Ogawa et al. 2000; Brook et

al. 2001; Schlatt et al. 2002). Atesa la gran complexitat cel-lular del teixit testicular, es va
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optar per utilitzar una col-lagenasa d’ampli espectre d’actuacié, com és la col-lagenasa
tipus IA. Aquest enzim actua sobre el col-lagen tipus |, que és el component estructural
majoritari dels teixits amb suport fibrés i garanteix un alliberament cel-lular maxim.
També es va utilitzar hialuronidasa, un enzim que desestructura els glicosaminoglicans,
gue donen suport mecanic a la matriu extracel-lular. A més, es va incloure DNAsa per
eliminar les molecules de DNA alliberades al medi, que incrementen I'aglutinacio
cel-lular (Navapurkar et al. 1998). Altres components com I'EDTA (agent quelant), i la
tripsina (proteasa que trenca unions cel-lulars Ca® dependents) van facilitar la
disgregacio del teixit. Aquesta combinacié ha permes I'alliberament dels diferents tipus

de cel-lules presents en els tubuls seminifers tot preservant-ne la viabilitat.

5.1.2 Marcatge especific d’apoptosi i necrosi

Amb l'objectiu d'identificar les cél-lules apoptotiques i diferenciar-les de les cél-lules
necrotiques i viables es va considerar la utilitzacié de diferents tecniques. Es va optar pel
marcatge especific amb annexina V (AV-FITC) / iodur de propidi (IP) ja que possibilita la
valoracié previa de les poblacions al microscopi de fluorescéncia i la seva posterior
seleccid mitjancant citometria de flux. A més, es compatible amb una valoracié final de
la puresa i la constitucié cromosdmica de les cel-lules seleccionades, i és una tecnica

sensible i metodologicament poc complexa (Vermes et al. 1995).

5.1.3 Seleccié mitjangant citometria de flux

Per fer una bona seleccié de les poblacions cel-lulars cal tenir en compte la diversitat de
morfologies i complexitats de les cel-lules analitzades. La morfologia cel-lular es
determina per la mida de la dispersid frontal dels fotons que incideixen sobre les
cel-lules (una obertura més gran es relaciona amb una mida cel-lular superior) (figura
5.1). La complexitat cel-lular és un reflex de la quantitat d'organuls, la condensacidé de la
cromatina i la densitat del citosol. Es detecta per la lectura que fan els receptors laterals

dels fotons del laser dispersats per les estructures cel-lulars (figura 5.1). A més, també



cal considerar els requeriments especifics de la téecnica per a la seleccié de les
poblacions, com sén el manteniment de la integritat cel-lular i del marcatge especific de

membrana.
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Figura 5.1. Esquema de la dispersio dels fotons del laser en funcié de la mida i la complexitat cel-lulars.

El citometre de flux treballa amb valors d’intensitat de fluorescéncia a escala logaritmica
per determinar la intensitat del marcatge. Abans de la selecciéd s’han d'establir els
llindars per fer la seleccid a partir dels controls de marcatge, del coneixement dels
percentatges de cada poblacié avaluats préviament al microscopi de fluorescencia i dels
perfils de fluorescencia que presenta la mostra d’estudi durant la valoracio inicial al

citometre.

Per tal que els diferents tipus de cel-lules d’estudi estiguessin representats en les

fraccions seleccionades, es van haver d’ajustar les finestres de la dispersid lateral
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(relativa a la complexitat cel-lular) respecte de la dispersié frontal (relativa a la mida
cel-lular) (figura 3.2,A R1). Aquest ajustaments van permetre descartar fragments i
agregats cel-lulars. D’altra banda, s'ha de tenir en compte que, tot i que la unié annexina
V-fosfatidilserina és una unid de gran afinitat, la pressioé estandard de la coberta de 50
PSI (Pound per Square Inch) provocava |'afebliment de la unid. Aixi doncs, va caldre
disminuir la pressio fins a 10 PSI per preservar el marcatge durant la seleccié. Aquest
canvi de pressi6 va fer variar la freqiiéncia de trencament de gota i, per tant, vam haver
d’utilitzar un tip més gran (70 um en lloc de 30 um) per assegurar la preséncia d’una sola
cel-lula per gota. L'optimitzacid de les variables esmentades ha permés seleccionar
correctament les poblacions apoptotica i viable, i es van obtenir fraccions amb pureses

superiors al 70 %.

5.1.4 Fixacio cel-lular

Les fraccions seleccionades contenen un nombre reduit de cel-lules. Per agquest motiu es
va treballar en el desenvolupament d'un protocol de fixacid que minimitzés la perdua
cel-lular oferint unes condicions optimes per fer I'analisi citogenetica mitjangant FISH. Els
meétodes utilitzats classicament per fer extensions cel-lulars es basen en la fixacié amb
Carnoy i donen com a resultat extensions amb nuclis ben aillats i sense restes
citoplasmatiques. No obstant aixo, impliquen una péerdua cel-lular significativa a causa
dels diversos rentats, centrifugacions i recuperacions del material, i a la realitzacié de les
extensions citogenetiques mitjancant el métode d’assecament a l'aire (> 90 % de
pérdua, dades del nostre laboratori). Amb la finalitat de reduir la pérdua cel-lular es va
optar per desenvolupar un protocol per estendre les suspensions cel-lulars
seleccionades amb una citocentrifuga i seguidament fixar les cél-lules amb
paraformaldehid. Aquesta metodologia permet fixar de manera eficient poblacions
cel-lulars de concentracions molt baixes tot minimitzant la pérdua cel-lular (10 %, dades
del nostre laboratori). La utilitzacié de la citocentrifuga també va permetre estendre un
nombre constant de cél-lules (5 - 10* cél-lules) sobre una superficie de 28 mm?Z. Per tant,
podem obtenir preparacions similars, en termes de concentraciod i distribucié cel-lular,

indistintament del nombre de cel-lules presents a la poblacié de partida.



5.1.5 Hibridacid in situ fluorescent (FISH)

La presencia d’extensions cel-lulars amb nuclis aillats, I'abséncia de restes
citoplasmatiques i I'absencia de residus de fixador son tres caracteristiques que
determinen la qualitat d’una extensié cel-lular per a I'aplicacié de protocols d’analisi
citogenética. Aquestes caracteristiques asseguren una accessibilitat correcta de les
sondes al DNA diana i donen com a resultat senyals d’hibridacié optims. Els métodes de
fixacié basats en la utilitzacié de paraformaldehid van dirigits a la preservacié de les
estructures cel-lulars, que obviament inclouen la membrana plasmatica i el citoplasma.
La preséncia d'aquestes estructures cel-lulars condicionen I'accés de les sondes al DNA.
Per superar aquesta limitacio es van aplicar tres tractaments previs al protocol de FISH
per facilitar I'accessibilitat al nucli i eliminar les restes citoplasmatiques. Es important
remarcar que en abséncia d’aquest tractaments les taxes d’hibridacié no assolien els
valors estandards del nostre laboratori. El protocol de FISH desenvolupat presenta una
elevada eficiencia d’hibridacié i una optima qualitat de les hibridacions que validen la
seva utilitzacié per a la valoracié de cel-lules testiculars fixades mitjancant el metode

utilitzat en aquest treball.

En resum, els resultats obtinguts demostren que la metodologia desenvolupada és
eficient per avaluar I'associacié de processos apoptotics i anomalies cromosdomiques en
cel-lules testiculars. Aixo0 no obstant, cal destacar que per assolir aquest proposit és
necessari |'aplicacié seqtiencial de cinc protocols sobre una mateixa mostra que, en
general, impliquen procediments llargs i laboriosos. Obviament, aquest métode
requereix el domini de diferents protocols, com sén la disgregacio tissular, el marcatge
especific de processos de mort cel-lular (apoptosi i necrosi) i I'extensid i fixacidé de
suspensions cel-lulars per I'analisi citogenetica. Tanmateix, cal coneéixer el funcionament
del citometre de flux per detectar i seleccionar les poblacions desitjades. A més, s’han
d’aplicar criteris estrictes de valoracié microscopica que incloguin les variables relatives

a la morfologia i a la citogenetica cel-lulars.
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5.2 ANALISI DE LA POBLACIO D'ESTUDI

L'analisi de I'associacié entre la inducci6 de processos apoptotics i la presencia
d’anomalies cromosdomiques en les cel-lules germinals ha posat de manifest una seleccié
de les cel-lules amb anomalies cromosomiques cap a les fraccions apoptotiques en les
cel-lules germinals prereduccionals i en espermatozoides. En els altres tres tipus
cel-lulars (cél-lules de Sertoli, cel-lules germinals postreduccionals i cél-lules en profase I)

no s'ha observat aquesta associacio.

5.2.1 Cel-lules germinals prereduccionals

Les fraccions corresponents a les cél-lules prereduccionals contenen espermatogonis i
espermatocits primaris en preleptote. L’analisi citogenética d’aquestes cel-lules
suggereix que durant la proliferaci6 mitotica s’estan generant anomalies
cromosomiques que s’acumulen a la fraccié apoptotica, la qual cosa posa de manifest

que les cél-lules amb aneuploidies sén eficientment eliminades via apoptosi.

En relacié amb els espermatogonis, els mecanismes de control del cicle cel-lular no estan
dissenyats per identificar i eliminar les aneuploidies. Els punts de control del dany
detecten trencaments de cadena doble, mentre que el punt de control del SAC detecta
la correcta orientacid dels cromosomes a la placa metafasica. No obstant, estudis
recents en llevats han proposat que la preséencia d’aneuploidies incrementen el
metabolisme cel-lular (Williams et al. 2008; Li et al. 2010) tot provocant I'activacié de
processos apoptotics via ATM i P53 (Fang i Zhang 2011; revisat per Gordon et al. 2012).
Aqguest resultat mostra una relacié preferent amb el guany de cromosomes, en que
I'alteracié de la proliferacié seria deguda a la sobrepressid génica (Torres et al. 2007;
Williams et al. 2008). En aquest sentit, s'ha observat que el 80—90 % dels gens presents
als cromosomes extres es transcriuen, pero hi ha errors en la seva traduccid i plegament
gue desencadena en la degradacié dels transcrits (Torres et al. 2007). L'excés de
transcripcid i eliminacié s'ha relacionat amb un increment del metabolisme que podria

alterar l'expressié de proteines relacionades amb la sintesi i la reparacié del DNA



(Hernando 2008; Fang i Zhang 2011). Com a conseqiiéncia es provocarien defectes de
proliferacié i I'eliminacié via apoptosi de les cél-lules aneuploides (revisat per Gordon et
al. 2012). Tanmateix, no tots els guanys de cromosomes causen els mateixos efectes
sobre la proliferacié (Weaver i Cleveland 2008) i sovint sdn necessaris defectes en la
cascada supressora de tumors de P53 per fer que una aneuploidia sigui tolerada

(Matijasevic et al. 2008; Thompson i Compton 2010).

D’altra banda, les cél-lules prereduccionals observades podrien correspondre a
espermatocits primaris en estadi de preleptote que s'eliminen via apoptosi abans
d’iniciar la primera divisié meiotica. Esta descrit que l'inici prematur de la meiosi en
etapes prepuberals esta lligat a una onada d’apoptosi (Rodriguez et al. 1997; Shaha et al.
2010). Aquesta situacioé s'explica per una manca de suport hormonal i un desajustament
de la ratio entre cél-lules de Sertoli i cel-lules germinals. En models animals s’ha observat
qgue l'inici de la meiosi esta mediat per I'acid retinoic (AR), que provoca la transcripcié
del gen Stra8. En la linia germinal masculina I'entrada en meiosi també esta controlada
per I'inhibidor CYP26B1 expressat per les cel-lules de Sertoli que bloqueja I'activacié de
STRA8 (Handel i Schimenti 2010). L’AR se sintetitza a partir de la vitamina A i els seus
receptors modulen |'expressid de gens, entre els quals hi ha els HOX i Stra8. Errors en el
receptor RAR (Retinoic Acid Receptor) desencadenarien la mort cel-lular via apoptosi ja
gue no sols és el responsable de la decisid d’iniciar la meiosi en els espermatocits
primaris, sind que també esta implicat en la supervivéncia i el desenvolupament dels
espermatocits en estadis inicials de la profase | (revisat per Doyle et al. 2007). A més,
s’ha observat que I'expressid de stra8 és suficient per induir la sintesi d'intermediaris de
la meiosi com la proteina SYCP3 (Synaptonemal Complex Protein 3) o la recombinasa
especifica de meiosi DMC1 (revisat per Hogarth i Griswold 2010). Aixi doncs, en el cas
gue I'aneuploidia impliqués els cromosomes que contenen gens necessaris per I'entrada
en meiosi i que produis una lalteraciéd dels nivells d’expressid6 de RAR podria

desencadenar la mort cel-lular via apoptosi.
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5.2.2 Cél-lules de Sertoli

Els nostres estudis no mostren associacié dels processos apoptotics amb les
aneuploidies en les cel-lules de Sertoli. S’ha descrit que I'abséncia de marcadors
d’apoptosi en cel-lules de Sertoli (Lin et al. 1997a; Tay et al. 2007; Hassan et al. 2009;
Stiblar-Martincic 2009) podria ser degut a mecanismes que les protegeixen contra la
mort cel-lular programada (Johnson et al. 2008). Aquest fet s'explica perqué les cel-lules
de Sertoli son cél-lules quiescents i estan en un estadi GO irreversible. En aquesta
situacié la maquinaria i els complexos ciclines/Cdk estan inhibits, desestructurats o bé
no hi sén presents. Aixi doncs, I'absencia dels mecanismes de control impedeixen el

reconeixement d’anomalies cromosomiques.

Es important remarcar que les cél-lules de Sertoli sén eliminades via apoptosi en
resposta a senyals hormonals (Tesarik et al. 2002). S’ha observat que les alteracions dels
receptors d’estrogens (Royer et al. 2012) aixi com dels nivells hormonals (Aksglaede et
al. 2006) desencadenen en la mort cel-lular programada de les cel-lules de Sertoli
(Tesarik et al. 2002). Un exemple que demostra aquesta relacié el veiem en els individus
amb cariotip 47,XXY. En model muri s’ha observat que les cél-lules de Sertoli amb el
complement genétic XXY presenten nivells inferiors d’expressié del receptor
d’androgens (AR, Androgen Receptor) (Lue et al. 2005) que explicaria I’hipogonadisme
hipergonadotrofic relacionat amb [I'activacid d'apoptosi que presenten els individus

47,XXY (Aksglaede et al. 2006).

5.2.3 Cel-lules en profase |

Durant la profase | la preséncia d’aneuploidies afavoreix I'exposicié de regions
asinaptiques i, per tant, lactivacié del MSUC (Meiotic Silencing Unsinapsed
Chromosome) que, a través del reconeixement d'aquestes regions, provoca el seu
silenciament i I'aturada de les cel-lules (revisat per Burgoyne et al. 2009). En cas que no
es puguin reparar, les anomalies de sinapsi i recombinacié desencadenaran I'eliminacié

de les cél-lules afectades via apoptosi (Hamer et al. 2008; Burgoyne et al. 2009). No



obstant aix0, el nostre estudi no mostra cap associacié de les anomalies cromosomiques

amb la induccié de processos apoptotics durant la profase I.

Aguesta manca d’associacid es pot explicar per diferents factors. El primer esta
relacionat amb el baix nombre de profases | amb anomalies (32 profases amb anomalies
de 2.290 profases totals) de les quals tan sols 10 eren paquitens. Com hem descrit a
I'apartat 5.2.1, les cel-lules prereduccionals amb aneuploidies sén eliminades
eficientment pels punts de control mitotics. En aquest sentit, considerem que la nostra
poblacié de paquitens amb aneuploidies és insuficient per determinar I'associacié entre

la preséncia d’aneuploidies i I'activacid de processos apoptotics.

En segon lloc, les cél-lules aneuploides presenten mecanismes per evitar I'exposicié de
regions asinaptiques (formacio de trivalents o sinapsi heterodloga) i no activar el punt de
control de sinapsi i recombinacié. Aquesta habilitat per presentar una aparenca
sinaptica adequada podria ser la responsable que els paquitens amb aneuploidies
escapessin de I'eliminacié, més que per una reduccid o alteracié de la restrictivitat dels
punts de control (Morelli i Cohen 2005). S’ha observat en pacients 47,XYY la formacié
d’un trivalent entre els cromosomes sexuals que permet superar el punt de control de
sinapsi i recombinacid (Blanco et al. 2001; Burgoyne et al. 2009). Una situacio similar
s’observa en oocits primaris de dones amb trisomia 21 on els tres cromosomes
s’observen formant un trivalent sense exposar regions asinaptiques (Speed 1984; Robles
et al. 2007; Hulten et al. 2008). En el cas de monosomies, s’ha observat que els oocits de
pacients amb sindrome de Turner (45,X) presenten fenomens d’autosinapsi al
cromosoma X per evitar I'exposicié de regions asinaptiques i el consegiient silenciament

per part de MSUC (Turner et al. 2005; Burgoyne et al. 2009).

Finalment, cal esmentar que I’eliminacié de les cél-lules per part del punt de control de
sinapsi i recombinacié respon a I'acumulacié de cel-lules aturades. Aixi doncs, la falta
d’associacié entre aneuploidies i processos apoptotics podria explicar-se pel baix
nombre de paquitens amb anomalies presents en la poblacié d’estudi que no assoleixen
el llindar cel-lular que desencadenara I'eliminacié via apoptosi (Hamer et al. 2008).

Aguesta eliminacid estaria determinada per un senyal paracri provinent de les cél-lules
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de Sertoli que produiria la induccié de processos apoptotics independents de P53

(Hamer et al. 2008).

5.2.4 Cel-lules germinals postreduccionals

Les fraccions corresponents a les cel-lules postreduccionals contenen des
d’espermatocits secundaris fins a espermatides. Els nostres resultats mostren

percentatges elevats d’anomalies no vinculats amb processos apoptotics.

Tenint en compte que la nostra poblacié d’estudi no presenta espermatocits primaris
amb aneuploidies (apartat 5.2.3) els percentatges elevats de cel-lules germinals
postreduccionals aneuploides observades han de provenir d'errades de distribucié dels
cromosomes durant la primera divisi6 meiotica. Actualment no hi ha cap estudi que
mostri la via molecular d’eliminacié dels punt de control del SAC meiodtic associada a una
cascada de senyalitzacié de mort cel-lular programada. Aixd0 no obstant, Eaker et al.
(2001) observen en ratolins amb translocacions robertsonianes una associacié entre
errors d’alineacié a la placa metafasica del trivalent i fenomens d’apoptosi. Tanmateix,
troben una eficiencia limitada del punt de control en I'eliminacié de les cél-lules amb
problemes d’alineacié deduida a través d'increments d'anomalies cromosomiques en els
espermatozoides. Aquests resultats, igual que els nostres i els d’altres autors (Ferguson
et al. 2007; Sun et al. 2008) posen de manifest que el punt de control del SAC, tot i
detectar cél-lules amb problemes d’alineacié cromosomica, presenta una eficiencia
d’eliminacié limitada i, per tant, es tradueix en increments d’anomalies cromosomiques

en cél-lules postreduccionals.

L'absencia d’associacié d’anomalies cromosomiques amb processos d’apoptosi podria
estar relacionada amb altres vies d’eliminacié de les cél-lules amb anomalies o bé amb
una induccié d’apoptosi que no impliqués I'externalitzacid de la fosfatidilserina. Tot i que
I'apoptosi és la via d’eliminacio principal de les cél-lules germinals (Sinha Hikim et al.
2003) no totes les cél-lules germinals en degeneracié presenten la morfologia classica

d’apoptosi (Sofikitis et al. 2008). A més, en pacients infértils s’"ha observat de manera



freqlient I'alliberament prematur de les espermatides o la fagocitosi per part de les
cél-lules de Sertoli per eliminar les cél-lules (Print i Loveland 2000; Francavilla et al. 2002;
Sofikitis et al. 2008; Yan 2009). Una altra possible via d’eliminacié de les cél-lules amb
anomalies és la formacié de cél-lules gegants (Sofikitis et al. 2008; Yan 2009). Aquesta
via d’eliminacié no s'ha pogut avaluar en el nostre estudi ja que, com hem descrit
anteriorment, una cél-lula multinucleada o gegant, tot i presentar externalitzacié de la
fosfatidilserina, mostraria valors extrems de dispersio lateral i frontal que no es podran

diferenciar d’agregats cel-lulars durant la seleccié mitjancant citometria de flux.

5.2.5 Espermatozoides

Els espermatozoides de la nostra poblacio d’estudi presenten dos resultats destacables.
En primer lloc s’observa que entre el 53 % i el 68 % de les cél-lules postreduccionals amb
aneuploidies no arriben a espermatozoides i sdn eliminades per vies no apoptotiques.
No obstant aix0, una fraccié de cel-lules amb aneuploidies escapen a aquesta eliminacié

i progressen al llarg de I'espermiogénesi.

En segon lloc s’observa una associacié entre la preséncia d’anomalies cromosomiques i
la induccié de processos apoptotics. Aquestes dades concorden amb I'estudi de Muriel
et al. (2007) que mostra que un percentatge significatiu d’espermatozoides aneuploides
son apoptotics. Altres estudis també observen una correlacid positiva entre la preséncia
d'apoptotics i aneuploidies amb una valoracié independent del dos processos (Carrell et
al. 2003; Schmid et al. 2003; Liu et al. 2004; Perrin et al. 2011). A partir d’aquest estudis
s’ha proposat que les aneuploidies serien les que induirien els processos apoptotics. Ja
sigui, com a part d'un mecanisme dissenyat per inactivar genéticament els
espermatozoides amb una constitucié cromosomica anomala (Muriel et al. 2007). O bé,
perque la preséncia d’aneuploidies estigués alterant la transcripcié dels gens clau o
alterant la dosi genica que s’ha descrit que desencadenaria I'activacié del punt de

control d’expressié (Yan 2009).
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5.3  RELACIO ENTRE L'ANALISI DE CLUSTERS | LES DADES CLINIQUES

La poblacié analitzada presenta una gran heterogeneitat individual respecte dels perfils
d’anomalies cromosdomiques en les cel-lules germinals que es manifesta amb la formacié
d'un elevat nombre de clisters. Aquesta diversitat és un reflex de I'ampli ventall d'errors
gue poden originar les aneuploidies tant durant la sinapsi (Vendrell et al. 1999; Egozcue
et al. 2000b; Guichaoua et al. 2005; Sun et al. 2007), la recombinacio (Gonsalves et al.
2004; Codina-Pascual et al. 2005; Ferguson et al. 2007; Sun et al. 2007) o la segregacié
cromosomica (Uroz et al. 2008; Sun i Kim 2012). A més, aquest errors sovint son produits
per mutacions en gens clau meiodtics o bé per polimorfismes que incrementen la gran

diversitat de causes d'una infertilitat idiopatica (revisat per Matzuk i Lamb 2008).

En la poblacié analitzada no es van trobar grups de pacients amb comportaments
similars quant al percentatges d'aneuploidies i el seminograma i/o I'analisi de FISH en
espermatozoides. En canvi, es va observar una relacié entre dos de les agrupacions
formades i I'estudi meiotic. En el primer grup, que engloba els pacients caracteritzats per
no presentar percentatges elevats d'aneuploidies, s'observa un estudi meiotic normal.
En el cas del segon grup, corresponent als pacients amb una alteracié important dels
perfils d'anomalies cromosomiques, els tres pacients presentaven un estudi meiotic
alterat. Aquests resultats estarien reafirmant que els errors produits durant la
segregacid mitotica (revisat per Gordon et al. 2012) i meiotica (revisat per Tempest
2011; revisat per Templado et al. 2011) causarien |'aparicié d'aneuploidies en la linia
germinal de pacients infertils. Tot i aix0, la preséncia d'un estudi meiotic normal no és
exclusiu del clister sense percentatges elevats d'aneuploidies. Aixi doncs, en la poblacid
analitzada, l'estudi meiotic, igual que el seminograma i I'analisi de FISH en
espermatozoides, no és un factor indicatiu de 'agrupacio de pacients realitzada, fet que
entraria dins del que s'esperava, atesa la gran diversitat de processos implicats en

I'origen de les aneuploidies i la infertilitat.
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La metodologia desenvolupada permet la deteccid, I'aillament i I’analisi citogenetica
de cel-lules apoptotiques en les diferents fases de I'espermatogenesi i en les

cel-lules de Sertoli de biopsies testiculars diagnostiques.

Les aneuploidies observades en céel-lules prereduccionals s’originen per errors de

segregacio durant la proliferacié mitotica i sén eficientment eliminades via apoptosi.

La poblacié d’espermatocits primaris en profase | és majoritariament euploide i no

s'observa una relacié entre la preséncia d'aneuploidies i els processos apoptotics.

No s'ha trobat correlacid entre la preséncia d’aneuploidies i d'apoptosi a les cél-lules

de Sertoli.

El punt de control del SAC no és eficient, fet que es reflecteix en un increment
d’aneuploidies en cél-lules postreduccionals. No s'ha observat correlacié entre la
presencia d'aneuploidies i processos apoptotics en cel-lules postreduccionals.

Aqguestes cel-lules sén eliminades per vies independents de processos apoptotics.

S'ha observat una relacié entre els processos apoptotics i la preséncia d'anomalies

cromosomiques en els espermatozoides.
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7. Lla poblacio analitzada és molt heterogénia pel que fa als percentatges d'anomalies
cromosomiques i a les dades cliniques. La qual cosa no ha permes determinar
caracteristiques cliniques comunes en les agrupacions realitzades en funcié dels
percentatges d’anomalies cromosomiques en els diferents etapes de
I'espermatogenesi. Aquestes dades reflecteixen la diversitat citogenética i

fenotipica de les poblacions infertils.
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Annex I:

medis i solucions de treball






MEDIS DE DISGREGACIO

- Medi 1
Complementar el medi de cultiu RPMI 1640 + L-Glutamina (GibCo, Invitrogen. Paisley,
Regne Unit) amb:

— 1 mg/ml col-lagenasa tipus | (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Alemanya)

- Medi 2
Complementar el medi de cultiu RPMI 1640 + L-Glutamina amb:
— 6 pg/ml de tripsina 1X (0,3 pl/ml) (GibCo, Invitrogen)
— 2 mM de EDTA disodic dihidratat (Fluka Chemie GmbH, Suissa)
— 16 ug/ml d’hialorunidasa tipus IV (Sigma-Aldrich GmbH)

— 0,4 pg/ml de DNAsa | recombinant (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Alemanya)
— 0,2 mM de piruvat sodic (Sigma-Aldrich GmbH) _
>
2
Z
. Z
- Medi 3 <
Complementar el medi de cultiu RPMI 1640 + L-Glutamina amb: 109

— Sérum bovi fetal al 10 % (PAA Laboratories GmbH. Pasching, Austria)

SOLUCIONS DE FIXACIO

- Paraformaldehid 4 % en PBS a pH 7,4
Dissoldre en agitacio a 50 °C:
— 1,6 g de paraformaldehid (Sigma-Aldrich GmbH)
— 30ml d'H,0 destil-lada.

Afegir-hi a poc a poc NaOH (Merk KGaA. Darnstadt, Alemanya) controlant el pH i

dissoldre amb:
— 4 mlde 10 x PBS i deixar refredar.

— Aigua destil-lada fins a 40 ml.



SOLUCIONS PREHIBRIDACIO
-RNasa A (1ug/ul)
Dissoldre:
— 10 pl de 2 x SSC (Abbot Molecular inc. Des Plaines, IL. 60018)
— 1 mg d’RNAsa A (Roche Diagnostics GmbH).
— 990 pl de 2 x SSC.

- Pepsina (50 ug/ml)
Dissoldre:
— 50 mg de pepsina (Sigma-Aldrich GmbH)
— 0,5 ml d’H,0 desionitzada a 37 °C
— 990 ml d’H,0¢

— 10 ml d’HCI (Panreac Quimica Sau. Castella del Vallés, Barcelona. Espanya) 1,0 N a

— 37°C

>

[Sa]

Z

Z

< - Formaldehid 1 %
110 Dissoldre:

— 32,9 ml d'H,0 desionitzada

— 2 ml MgCl, (Sigma-Aldrich GmbH)

— 4 ml 10 x PBS

— 1,08 ml formaldehid 37 % (Sigma-Aldrich GmbH)

SOLUCIONS HIBRIDACIO

- Formamida 70 %
Dissoldre:
— 28 ml formamida (Roche Diagnostics GmbH)
— 4 ml 20 xSSC

— 8 ml H,0 desionitzada



- DTT (dithiothreitol, 5mM)

Dissoldre:

0,604 g tris (Roche Diagnostics GmbH)

1 ml tritr6-X100 (Sigma-Aldrich Gmbh)

0,0772 g DTT (sense humitat) (Roche Diagnostics GmbH)

100 ml d’H,0 desionitzada
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1 Material i métodes

Per facilitar I'analisi dels pacients i de les poblacions es va assignar a cada pacient un codi
ordinal i es va simplificar les terminologies per els tipus cel-lular i les fraccions.

Codificacié Pacients

555 1 | 576 4 ‘ 579 7 ‘ 597 10 600 13
560 2 ‘ 577 5 ‘ 585 8 ‘ 598 11 602 14
567 3 | 578 6 ‘ 586 9 ‘ 599 12

Terminologies

Fraccio apoptotica Anexina + A+/AP
Fracci6 viable Anexina - A-IAN
Fracci6 no seleccionada Control C
Pre-reduccionals Diploides Dip
Post-reduccionals Haploides Hap
Espermatozoides Zoides Zoi
Profase | Profase Pro

1.1 Analisi descriptiva

S’han representat graficament mitjangant diagrames de caixa el total de c¢l-lules segons la
fase 1 segons la fase en cadascuna de les fraccions. També s’han representat el total de
cel-lules anormals i el percentatge de cel-lules a normals.

1.2 Analisi bivariada

Per a cadascuna de les valoracions (Diploides, Profase, Haploides, Zoides i Sertoli) s’ha
calculat el percentatge de ccllules anormals. Aquests percentatges s’han representat
graficament mitjangant histogrames i diagrames de caixa per a cadascuna de les fraccions
(Control, Anexina- i Anexina+).

S'han obtingut taules resum amb els estadistics de resum: N, Mediana, Quartils, i Valors
Maxim i Minim per a cada fraccié. Per comparar els percentatges de cél'lules anomales
entre les tres fraccions s'ha utilitzat un model no parameétric (Test de Kruskal-Wallis). En
cas d'obtenir un resultat significatiu, s'han realitzat els contrastos 2 a 2 a posteriors.
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Ianalisi dels percentatges no té en compte el nombre total de cel-lules observades en cada
pacient ni les mesures repetides entre individus. Per evitar aquests problemes s’ha
considerat un model lineal generalitzat amb mesures repetides per modelar el nombre de
cel-lules anomales en funcié de la fraccid tenint en compte el total de cel'lules de cada
individu (aquesta informacié s’ha considerat com a gffse/). S’ha corregit el problema de
sobredispersi6 en la variable resposta (over dispersion).

Per a cadascuna de les fraccions s’han obtingut els percentatges de cél'lules anomales
estimats pel model amb l'interval de confianca al 95% 1 s’han realitzat comparacions 2 a 2.

1.3 Analisi longitudinal

Per analitzar el nombre de cel'lules anormals segons la fase (Diploides, Haploides, Profase i
Zoides) 1 la fraccié conjuntament s’ha considerat un model lineal generalitzat amb mesures
repetides. Com a variables explicatives s’han fet servir la fase, la fracci6 i la interaccié entre
les dues variables. Per a cadascuna de les fraccions s’han obtingut els percentatges de
cel-lules anomales estimats pel model amb I'interval de confianga al 95% 1 s’han realitzat
comparacions 2 a 2.

1.4 Analisi de clusters

Per tal de detectar grups d’individus amb perfils similars pel que fa al percentatge de
cel-lules anormals en les fases Diploides, Haploides, Profase i Zoides s’ha realitzat un
analisi de clasters.
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2 Resultats

2.1 Analisi descriptiva
Distribuci6 del nombre total de cel-lules segons la fase:

1000
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Total

400

200

Diploides Haploides Profase
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Distribuci6 del nombre total de cel-lules anormals segons la fase:
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Distribuci6 del percentatge de cel-lules anormals segons la fase:
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2.2 Analisi bivariada

2.2.1 Diploides

Control
Percent
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Analysis Variable : Diploides

N N Lower Upper
Fraccio Obs | Miss | Minimum | Quartile | Median | Quartile | Maximum
14 0 0.4 1.9 3.0 4.5

Control 7.5
Anexina - 14 2 0.0 0.2 1.3 3.3 11.9
Anexina + 14 0 0.0 4.4 10.4 20.0 66.7

Kruskal-Wallis Test
Chi-Square 14.2921

2

Pr > Chi-Square

S’observen diferéncies estadisticament significatives (y°=14,29, p-valor=0,0008). Per veure
entre quines fraccions hi ha diferéncies s’han realitzat comparacions 2 a 2:

0.1050 0.0019

0.0024
Modelitzacio:
1
Score Statistics For Type 3 GEE
Analysis
Source Chi-Square | Pr > ChiSq
Fraccié 2 10.85 0.0044
Lower Upper
Confidence | Confidence
Fraccié Estimate Limit Limit
Anexina + 8.9104 5.4995 14.4367
Anexina - 1.8223 1.0275 3.2319
Control 2.8667 1.9554 4.2028
Fracci6 | _Fraccio | Estimate | ChiSquare | Pr>Chi
Anexina + Anexina - 1.5871 38.74 <.0001 4.89
Anexina + Control 1.1340 36.36 <.0001 3.11

Anexina - Control -0.4531 2.38 0.1227 0.64
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2.2.2 Profase

Control
Percent

Anexina -
Percent

Anexina +
Percent

0 3.0 6.0 90 120 150 180 21.0 240 270 300 330
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Fracci6
Control
Anexina -

Anexina +

Analysis Variable : Profase

N N Lower Upper
Obs | Miss | Minimum | Quartile | Median | Quartile | Maximum
14 0 0.0 0.0 0.6 1.7

8.0
0.0 0.0 0.0 0.0 33.3
0.0 0.0 0.0 1.7 6.7

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square

Pr > Chi-Square

No s’observen diferéncies estadisticament significatives (y°=0,96, p-valor=0,6185).

Modelitzacio:

Score Statistics For Type 3 GEE

Analysis

Source Chi-Square | Pr > ChiSq
2

Fracci6 1.59

0.4510

Lower

Confidence

Fracci6 Estimate Limit
Anexina + 1.7078 0.9894
Anexina - 0.6689 0.0986
Control 1.4344 0.6559

Upper
Confidence
Limit

2.9477
4.5387
3.1368

Fracci6 | _Fraccio | Estimate | ChiSquare | Pr>Chi
Anexina + Anexina - 0.9373 1.26 0.2622
Anexina + Control 0.1744 0.15 0.6962
Anexina - Control -0.7629 0.52 0.4699

2.55

1.19
0.47

1
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2.2.3 Haploides

Control
Percent

Anexina -
Percent

Anexina +
Percent
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Fracci6
Control
Anexina -

Anexina +

Analysis Variable : Haploides

N N Lower Upper
Obs | Miss | Minimum | Quartile | Median | Quartile | Maximum
14 0 2.7 3.7 6.4 7.7

35.1
0.0 3.0 5.9 22.7 60.3
17 3.3 6.2 134 33.8

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square

Pr > Chi-Square

No s’observen diferéncies estadisticament significatives (x*=0,073, p-valor=0,9642).

Modelitzacio:

Score Statistics For Type 3 GEE

Analysis

Source Chi-Square | Pr > ChiSq
2

Fracci6 2.50

0.2859

Lower

Confidence

Fracci6 Estimate Limit
Anexina + 5.5200 3.7362
Anexina - 11.2559 5.3558
Control 6.2262 4.7751

Upper
Confidence
Limit

8.1555
23.6555
8.1183

Fracci6 | _Fraccio | Estimate | ChiSquare | Pr>Chi
Anexina + Anexina-  -0.7125 3.72 0.0538
Anexina + Control -0.1204 0.51 0.4754
Anexina - Control 0.5921 2.97 0.0847

0.49

0.89
181

1
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2.2.4 Zoides

Control
Percent

Anexina -
Percent

Anexina +
Percent
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Fracci6
Control
Anexina -

Anexina +

Analysis Variable : Zoides

N N Lower Upper
Obs | Miss | Minimum | Quartile | Median | Quartile | Maximum
14 3 0.0 0.0 0.6 3.6

10.7
0.0 0.0 4.0 9.8 17.2
0.0 2.9 3.8 6.7 11.2

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square

Pr > Chi-Square

No s’observen diferéncies estadisticament significatives (y’=3,14, p-valor=0,2075).

Modelitzacio:

Score Statistics For Type 3 GEE

Analysis

Source Chi-Square | Pr > ChiSq
2

Fracci6 2.85

0.2404

Lower

Confidence

Fracci6 Estimate Limit
Anexina + 4.6465 3.3576
Anexina - 4.5455 2.1847
Control 1.9526 0.8563

Upper
Confidence
Limit

6.4301
9.4572
4.4524

Fracci6 | _Fraccio | Estimate | ChiSquare | Pr>Chi
Anexina + Anexina - 0.0220 0.00 0.9601
Anexina + Control 0.8670 3.89 0.0487
Anexina - Control 0.8450 2.92 0.0875

1.02

2.38
2.33

1
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2.2.5 Sertoli
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Analysis Variable : Sertoli

] 5

Fraccio Obs | Miss | Minimum | Quartile | Median | Quartile | Maximum
Control 14 2 0.0 0.0 0.0 5.2 14.3
Anexina - 14 7 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0
Anexina+ 14 7 0.0 0.0 0.0 5.6 25.0

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square

Pr > Chi-Square

No s’observen diferéncies estadisticament significatives (y’=2,16, p-valor=0,3430).

Modelitzacio:

Score Statistics For Type 3 GEE

Analysis

Source Chi-Square | Pr > ChiSq
2

Fracci6 4.52

0.1042

Lower Upper

Confidence | Confidence

Fracci6 Estimate Limit Limit
Anexina + 3.2520 1.1636 9.0886
Anexina - 0.8000 0.2095 3.0544
Control 2.2663 1.1178 4.5949

Fracci6 | _Fraccio | Estimate | ChiSquare | Pr>Chi

Anexina + Anexina - 1.4024 2.64 0.1042 4.06
Anexina + Control 0.3611 0.31 0.5782 1.43
Anexina - Control -1.0413 3.20 0.0735 0.35
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2.3 Analisi longitudinal

Score Statistics For Type 3 GEE Analysis

6.59
5.62
12.04

Fracci6

Fase*Fraccié

0.0861
0.0603
0.0611

Source Pr > ChiSq
3
2
6

Lower

Confidence

Fracci6 Estimate

Limit

Upper
Confidence
Limit

Diploides  Anexina + 8.9104 5.4995 14.4367
Diploides Anexina - 1.8223 1.0275 3.2319
Diploides Control 2.8667 1.9554 4.2028
Haploides Anexina + 5.5200 3.7362 8.1555
Haploides Anexina - 11.2559 5.3558 23.6555
Haploides Control 6.2262 47751 8.1183
Profase Anexina + 1.7078 0.9894 2.9477
Profase Anexina - 0.6689 0.0986 4.5387
Profase Control 1.4344 0.6559 3.1368
Zoides Anexina + 4.6465 3.3576 6.4301
Zoides Anexina - 4.5455 2.1847 9.4572
Zoides Control 1.9526 0.8563 4.4524
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Comparacions 2 a 2:

Fase Fracci6 |_Fracci6 | Estimate | ChiSquare | Pr>Chi
Diploides Anexina + Anexina - 1.5871 38.74 <.0001
Diploides Anexina + Control 1.1340 36.36 <.0001
Diploides Anexina - Control -0.4531 2.38 0.1227
Haploides Anexina+ Anexina-  -0.7125 3.72 0.0538
Haploides Anexina + Control -0.1204 0.51 0.4754
Haploides Anexina - Control 0.5921 2.97 0.0847
Profase Anexina + Anexina - 0.9373 1.26 0.2622
Profase Anexina + Control 0.1744 0.15 0.6962
Profase  Anexina- Control -0.7629 0.52 0.4699
Zoides Anexina + Anexina - 0.0220 0.00 0.9601
Zoides Anexina + Control 0.8670 3.89 0.0487
Zoides Anexina - Control 0.8450 2.92 0.0875
Fracci6 Fase _Fase Estimate | ChiSquare | Pr>Chi
Control Diploides Haploides  -0.7756 6.87 0.0088
Control Diploides  Profase 0.6924 1.97 0.1605
Control Diploides Zoides 0.3840 0.68 0.4090
Control Haploides Profase 1.4680 12.72 0.0004
Control Haploides Zoides 1.1596 6.86 0.0088
Control Profase  Zoides -0.3084 0.23 0.6304
Anexina - Diploides Haploides  -1.8208 8.42 0.0037
Anexina - Diploides Profase 1.0022 0.67 0.4147
Anexina - Diploides Zoides -0.9140 3.15 0.0757
Anexina - Haploides Profase 2.8230 14.74 0.0001
Anexina - Haploides Zoides 0.9068 5.12 0.0237
Anexina - Profase  Zoides -1.9163 3.37 0.0663
Anexina + Diploides Haploides 0.4788 1.70 0.1929
Anexina + Diploides Profase 1.6520 13.95 0.0002
Anexina + Diploides Zoides 0.6511 4.80 0.0285
Anexina + Haploides Profase 1.1732 10.33 0.0013
Anexina + Haploides Zoides 0.1723 0.34 0.5579
Anexina + Profase Zoides -1.0009 9.15 0.0025

1

ANNEX I

w
w



1

ANNEX 11

w
~

Servei d'Estadistica UAB

2.4 Analisi de clusters

2.4.1 Classificaci6 en 5 grups

Cluster

o ST
CLUSTER | Frequency | Percent| Frequency Percent

7 17.07 7
4 9.76 11 26.83
21 51.22 32 78.05
7 17.07 39 95.12
2 4.88 41 100.00

Frequency Missing = 1

Distribucio de les fraccions en els clusters:

Table of CLUSTER by fraction

Cluster Fraccié

Frequency Anexina | Anexina
Row Pct Control - A

1 4 2
1429  57.14 2857

0 0 4 4
0.00 0.00  100.00

10 6 5 21
47.62 2857 2381

3 3 1 7
42.86  42.86  14.29

0 0 2 2
0.00 0.00  100.00

14

Frequency Missing = 1
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Descripci6 dels clusters:

Analysis Variable : PCT

Diploides 1 1.28 151 0.00 4.36
2 4 0 1881 3.91 14.00 23.33
3 21 0 435 3.49 0.00 11.90
4 6 1 473 2.93 0.00 7.51
5 2 0 48.96 25.04 31.25 66.67

Haploides 1 7 0 32.30 13.36 22.58 60.26
2 4 0 571 5.25 1.70 13.40
3 21 0 6.22 3.42 0.00 13.79
4 6 1 3.96 3.10 0.00 9.15
5 2 0 9.24 7.14 4.19 14.29

Profase 1 7 0 5.65 12.43 0.00 33.33
2 4 0 0.40 0.79 0.00 1.59
3 19 2 186 2.40 0.00 7.96
4 5 2 0.18 0.40 0.00 0.88
5 1 1 0.00 0.00 0.00

Zoides 1 4 3 533 1.70 3.57 7.50
2 3 1 428 2.10 2.88 6.70
3 20 1 141 2.03 0.00 6.67
4 6 1 1261 2.68 10.20 17.24
5 1 1 548 5.48 5.48

Sertoli 1 3 4 0.00 0.00 0.00 0.00
2 2 2 15.28 13.75 5.56 25.00
3 18 3 221 4.14 0.00 14.29
4 3 4 043 0.75 0.00 1.30
5 0 2

1
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Grafic de perfils:
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Cluster=2
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2.4.2 Classificaci6 en 6 grups

Cluster

Cumulative | Cumulative
CLUSTER | Frequency | Percent| Frequency Percent

7.32 3
6 14.63 9 21.95
2 4.88 11 26.83
7 17.07 18 43.90
15 36.59 33 80.49
8 19.51 41 100.00

Frequency Missing = 1

Distribucio de les fraccions en els clisters:

Table of CLUSTER by fraction

CLUSTER(Cluster) Fraction
Frequency Anexina | Anexina
Row Pct Control - 4
0 0 3
0.00 0.00 100.00
1 3 2 6
16.67 50.00 33.33
0 0 2 2
0.00 0.00 100.00
3 3 1 7
42.86 42.86 14.29
7 5 3 15
46.67 33.33 20.00
3 2 3 8
37.50 25.00 37.50
14 13 14

Frequency Missing =1

1
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Descripci6 dels clusters:

Analysis Variable : PCT

N
3 0

Diploides 1 20.41 2.74 17.90 23.33
2 6 0 1.16 1.62 0.00 4.36
3 2 0 48.96 25.04 31.25 66.67
4 6 1 3.80 2.75 0.00 6.95
5 15 0 557 4.40 0.00 14.00
6 8 0 3.68 2.65 0.00 9.26
Haploides 1 3 0 7.05 5.53 3.28 13.40
2 6 0 33.92 13.86 22.81 60.26
3 2 0 924 7.14 419 14.29
4 6 1 459 3.17 0.00 9.15
5 15 0 399 2.16 0.00 7.58
6 8 0 1141 5.05 7.58 22.58
— Profase 1 3 0 0.00 0.00 0.00 0.00
Eé 2 6 0 6.60 13.33 0.00 33.33
% 3 1 1 0.00 0.00 0.00
140 4 5 2 027 0.40 0.00 0.88
5 14 1 162 2.28 0.00 7.96
6 7 1 199 2.58 0.00 6.67
Zoides 1 3 0 428 2.10 2.88 6.70
2 3 3 592 1.52 4.48 7.50
3 1 1 548 5.48 5.48
4 6 1 1261 2.68 10.20 17.24
5 13 2 061 1.45 0.00 5.26
6 8 0 2098 2.07 0.00 6.67
Sertoli 1 1 2 25.00 25.00 25.00
2 3 3 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0 2
4 3 4 0.00 0.00 0.00 0.00
5 14 1 333 4.44 0.00 14.29
6 5 3 0.00 0.00 0.00 0.00
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Grafic de perfils:
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Cluster=4
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Cluster=6
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2.5 Analisi de clasters segons la fraccio

En aquest apartat s’ha realitzat un analisi de clasters per a cadascuna de les fraccions per
separat (control, Anexina- i Anexina+).

fracci6=Anexina +

- Cumulative
Frequency | Frequency
9
3
2

fracci6=Control fracci6=Anexina -

Cluster Cluster

Cumulative Cumulative
Frequency | Frequency Frequency | Frequency

Observem que el nimero d’individus per clister no és el mateix en cada fraccio, és a dir,
pacients amb un perfil similar en la fraccié control no tenen el mateix perfil en les fraccions
d’Anexina.

Fracci6é=Control

Analysis Variable : PCT

Diploides 1 412 2.22 1.08 7.51
2 3 0 238 1.86 0.37 4.04
3 1 0 1.27 . 1.27 1.27
Haploides 1 10 0 542 1.93 2.69 7.73
2 3 0 18.93 14.11 9.15 35.11
3 1 0 554 . 5.54 5.54
Profase 1 10 0 1.04 1.40 0.00 4.44
2 3 0 0.29 0.51 0.00 0.88
3 1 0 7.96 . 7.96 7.96
Sertoli 1 10 0 327 5.27 0.00 14.29
2 1 2 0.00 . 0.00 0.00
3 1 0 333 . 3.33 3.33
Zoides 1 8 2 183 3.67 0.00 10.71
2 2 1 6.89 4.69 3.57 10.20
3 1 0 0.00 . 0.00 0.00
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Fracci6é=Anexina -

Analysis Variable : PCT

Diploides 0 371 4.76 0.00 11.90
2 4 0 1.05 0.71 0.40 2.00
3 2 1 227 3.21 0.00 4.55

Haploides 1 6 0 523 4.87 0.00 13.79
2 4 0 33.36 18.09 22.58 60.26
3 2 1 278 3.93 0.00 5.56

Profase 1 4 2 0.00 0.00 0.00 0.00
2 4 0 9.90 15.90 0.00 33.33
3 1 2 0.00 . 0.00 0.00

Sertoli 1 4 2 050 1.00 0.00 2.00
2 3 1 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0 3

Zoides 1 6 0 0.99 2.11 0.00 5.26
2 3 1 518 2.06 3.57 7.50
3 3 0 1451 2.63 12.00 17.24

Fracci6é=Anexina +

Analysis Variable : PCT

Diploides 0 10.63 5.72 4.08 20.00
2 3 0 40.42 23.08 23.33 66.67
3 2 0 218 3.08 0.00 4.36

Haploides 1 9 0 6.06 4.18 1.70 13.40
2 3 0 765 5.75 4.19 14.29
3 2 0 28.76 7.13 23.72 33.80

Profase 19 0 207 2.27 0.00 6.67
2 2 1 0.00 0.00 0.00 0.00
3 2 0 0.00 0.00 0.00 0.00

Sertoli 17 2 480 9.16 0.00 25.00
20 3
30 2

Zoides 1 8 1 4.00 3.53 0.00 11.21
2 2 1 6.09 0.86 5.48 6.70
31 1 577 . 577 5.77
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Fraccié=Control

PCT
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Perfils individuals:

‘Control Cluster=1
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Fase
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Anexina - Cluster=1
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:Anexina + Cluster=1
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2.6 Analisi de clusters individual

2.6.1 Analisi amb tots els pacients

CLUSTER

Cluster

Cumulative

Frequency | Frequency

N

Cluster | Variable | N | Miss | Mean

1 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

2 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
Z0iAN
ZoiAP

3 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

FPFRPFEPNMNEFENMNNENMNNNREDN OTOOOO0O0O0T0O0O0OWOOO0TO. RPFREFRPERPEPRERPEPERPEPERER

PRPPRPOFRPOORFRPROORFRO FRPPRPPRPOFPOOWOORPRO OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOCDOOOO

4.30
11.90
6.67
1.14
0.00
0.00
3.73
1.09
2.90
0.00
0.70
11.21

2.70
2.07
12.62
1.80
0.00
2.19
6.22
6.05
5.64
0.57
1.05
2.07

341
1.16
2.18
2.22
33.33
0.00
21.34
60.26
28.76
1.10
12.00
577

Std Dev | Minimum | Maximum

111
2.86
5.96
3.08
0.00
2.49
1.47
4.96
471
0.96
2.35
1.53

4.30

3.08
3.14

0.00
19.47

713

4.30
11.90
6.67
1.14
0.00
0.00
3.73
1.09
2.90
0.00
0.70
11.21

1.27
0.00
4.15
0.00
0.00
0.00
3.75
0.00
1.70
0.00
0.00
0.00

0.37
1.16
0.00
0.00
33.33
0.00
7.58
60.26
23.72
1.10
12.00
5.77

4.30
11.90
6.67
1.14
0.00
0.00
3.73
1.09
2.90
0.00
0.70
11.21

4.48
6.94
20.00
7.96
0.00
6.67
7.73
13.79
13.40
2.22
5.26
3.31

6.45
1.16
4.36
4.44
33.33
0.00
35.11
60.26
33.80
1.10
12.00
5.77
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4 DipC 3 0 617 1.87 4.04 7.51
DipAN 3 0 218 2.28 0.00 455
DipAP 3 0 4042  23.08 23.33 66.67
ProC 3 0 0.00 0.00 0.00 0.00
ProAN 2 1 0.00 0.00 0.00 0.00
ProAP 2 1 0.00 0.00 0.00 0.00
HapC 3 0 6.24 5.47 2.69 12.55
HapAN 3 0 938 11.77 0.00 22.58
HapAP 3 0 765 5.75 4.19 14.29
ZoiC 2 1 7.4 5.05 3.57 10.71
ZoiAN 3 0 11.70 7.19 3.57 17.24
ZoiAP 2 1 6.09 0.86 5.48 6.70
5 DipC 2 0 191 1.16 1.08 2.73
DipAN 2 0 052 0.17 0.40 0.64
DipAP 2 0 6.67 3.66 4.08 9.26
ProC 2 0 1.42 0.75 0.88 1.95
ProAN 2 0 313 4.42 0.00 6.25
ProAP 2 0 277 2.23 1.19 4.35
HapC 2 0 7.03 2.99 4.92 9.15
HapAN 2 0 25.30 3.53 22.81 27.80
HapAP 2 0 888 1.27 7.98 9.77
ZoiC 2 0 5.10 7.22 0.00 10.20
ZoiAN 2 0 5.99 2.14 4.48 7.50
ZoiAP 2 0 5.24 2.01 3.82 6.67
<
[
Z.
Z.
< PCT
152

DipC ProC HapC ZoiC DipAN ProAN HapAN ZoiAN DipAP ProAP HapAP ZoiAP

Fase

Cluster o9 ] ©660 2 ©0603 o006, o005
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Perfils individuals:

Cluster 1

PCT
70 7
65
60 -
55 1
50 1
45 A
40
35 1
30 1
25 1
20 4
154
10 T
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0
rrrrr [ rrr T[T T[T T T T[T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T]
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id o0 ]
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PCT

60 1 1
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Cluster 3

PCT
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Cluster 5
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2.6.2 Analisi sense els pacients 71 14

Cluster

Cumulative
CLUSTER | Frequency | Frequency

N
Cluster | Variable | N | Miss | Mean | Std Dev | Minimum | Maximum

1 DipC 1 0 4.30 . 4.30 4.30

DipAN 1 0 11.90 . 11.90 11.90

DipAP 1 0 6.67 . 6.67 6.67

ProC 1 0 114 . 1.14 1.14

ProAN 1 0 0.00 . 0.00 0.00

ProAP 1 0 0.00 . 0.00 0.00

— HapC 1 0 3.73 . 3.73 3.73
; HapAN 1 0 1.09 . 1.09 1.09
23] HapAP 1 0 290 . 2.90 2.90
% ZoiC 1 0 0.00 . 0.00 0.00
< ZoiAN 1 0 0.70 . 0.70 0.70
ZoiAP 1 0 11.21 . 11.21 11.21

156 2 DipC 4 0 273 1.43 1.27 4.48
DipAN 4 0 0.85 1.01 0.00 2.00

DipAP 4 0 945 4.27 4.15 14.00

ProC 4 0 210 3.91 0.00 7.96

ProAN 2 2 0.00 0.00 0.00 0.00

ProAP 4 0 3.28 2.36 1.59 6.67

HapC 4 0 5.83 1.62 3.75 7.58

HapAN 4 0 6.34 5.67 0.00 13.79

HapAP 4 0 4.30 3.56 1.70 9.29

ZoiC 3 1 021 0.37 0.00 0.63

ZoiAN 4 0 0.00 0.00 0.00 0.00

ZoiAP 3 1 1.39 1.72 0.00 3.31

3 DipC 2 0 377 3.80 1.08 6.45

DipAN 1 1 064 . 0.64 0.64

DipAP 2 0 4.63 6.55 0.00 9.26

ProC 2 0 320 1.77 1.95 4.44

ProAN 1 1 6.25 . 6.25 6.25

ProAP 2 0 217 3.07 0.00 4.35

HapC 2 0 6.25 1.88 4.92 7.58

HapAN 1 1 27.80 . 27.80 27.80

HapAP 2 0 21.79 16.99 9.77 33.80

ZoiC 2 0 0.55 0.78 0.00 1.10

ZoiAN 2 0 824 5.32 4.48 12.00

ZoiAP 2 0 6.22 0.63 5.77 6.67
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PCT

4 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

5 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

RPRRPRRPRPRPRRPREPRPRPREPRE DOWDMWARMNADMWLSN

4.93
3.83
23.12
0.60
0.00
0.00
5.04
3.48
6.33
4.31
12.26
4.58

2.73
0.40
4.08
0.88
0.00
1.19
9.15
22.81
7.98
10.20
7.50
3.82

QOO0 O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O0 OFRPPFPOFLPOONOORO

2.67
3.53
5.86
0.81
0.00
0.00
2.36
3.03
4.74
5.65
6.24
1.81

2.62
0.00
17.90
0.00
0.00
0.00
2.69
0.00
3.28
0.00
5.26
2.88

2.73
0.40
4.08
0.88
0.00
1.19
9.15
22.81
7.98
10.20
7.50
3.82

7.51
6.94
31.25
1.71
0.00
0.00
7.73
5.56
13.40
10.71
17.24
6.70

2.73
0.40
4.08
0.88
0.00
1.19
9.15
22.81
7.98
10.20
7.50
3.82
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Perfils individuals:

Cluster=1

PCT
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Cluster=3

PCT
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Cluster=5
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2.6.3 Analisi sense els pacients 7, 121 14

Cumulative
CLUSTER | Frequency | Frequency
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\|
Cluster | Variable | N | Miss | Mean | Std Dev | Minimum | Maximum

1 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
Z0iAN
ZoiAP

2 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

3 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

4 DipC
DipAN
DipAP
ProC
ProAN
ProAP
HapC
HapAN
HapAP
ZoiC
ZoiAN
ZoiAP

RAWWAWRANDAWD PRRPPPPPPPPPPEP ODMORADMAMRANAIRMDIDN PRPRPRPPRPRPPRPRPRPPE

OFRPPFPOPFRPOONOORFRO OOO0OO0OO0OO0O000000 RPOPFRPOOOONOOOO OOO0OO0OOOOOOOO0OO

4.30
11.90
6.67
1.14
0.00
0.00
3.73
1.09
2.90
0.00
0.70
11.21

2.73
0.85
9.45
2.10
0.00
3.28
5.83
6.34
4.30
0.21
0.00
1.39

1.08
0.64
9.26
1.95
6.25
4.35
4.92
27.80
9.77
0.00
4.48
6.67

4.93
3.83
23.12
0.60
0.00
0.00
5.04
3.48
6.33
4.31
12.26
4.58

1.43
1.01
4.27
3.91
0.00
2.36
1.62
5.67
3.56
0.37
0.00
1.72

2.67
3.53
5.86
0.81
0.00
0.00
2.36
3.03
4.74
5.65
6.24
1.81

4.30
11.90
6.67
114
0.00
0.00
3.73
1.09
2.90
0.00
0.70
11.21

1.27
0.00
4.15
0.00
0.00
1.59
3.75
0.00
1.70
0.00
0.00
0.00

1.08
0.64
9.26
1.95
6.25
4.35
4.92
27.80
9.77
0.00
4.48
6.67

2.62
0.00
17.90
0.00
0.00
0.00
2.69
0.00
3.28
0.00
5.26
2.88

4.30
11.90
6.67
114
0.00
0.00
3.73
1.09
2.90
0.00
0.70
11.21

4.48
2.00
14.00
7.96
0.00
6.67
7.58
13.79
9.29
0.63
0.00
3.31

1.08
0.64
9.26
1.95
6.25
4.35
4.92
27.80
9.77
0.00
4.48
6.67

7.51
6.94
31.25
1.71
0.00
0.00
7.73
5.56
13.40
10.71
17.24
6.70
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\|

Cluster | Variable | N | Miss | Mean | Std Dev | Minimum | Maximum
5 DipC 1 0 273 . 2.73 2.73
DipAN 1 0 0.40 . 0.40 0.40
DipAP 1 0 4.08 . 4.08 4.08
ProC 1 0 0.88 . 0.88 0.88
ProAN 1 0 0.00 . 0.00 0.00
ProAP 1 0 1.19 . 1.19 1.19
HapC 1 0 9.15 . 9.15 9.15
HapAN 1 0 22.81 . 22.81 22.81
HapAP 1 0 7.98 . 7.98 7.98
ZoiC 1 0 10.20 . 10.20 10.20
ZOiAN 1 0 7.50 . 7.50 7.50
ZOiAP 1 0 3.82 . 3.82 3.82

>=< PCT

E 50 ]

< 40
162 351

[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[\\\\[
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Perfils individuals:

Cluster=1

PCT
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Cluster=3

PCT
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Cluster=5
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