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El limfocit periféric té la propietat d’ésser estimulat «in vivo» i «in
vitron per molt diverses substancies antigéniques. Ha estat comprovat expe-
rimentalment que la fitohemaglutinina és capag d’estimular la sintesi de
I’ADN i de provocar la divisié mitotica dels limfocits periférics cultivats
«in vitron. De fet, el limfocit petit és la c¢Hula fonamental dels fenomens
immunitaris. Aixd ha permes d’estudiar la dotacié cromosomica dels in-
dividus humans mitjan¢ant els cultius «in vitron de limfocits estimulats
per la fitohemaglutinina.

A la primera part d’aquesta comunicacié exposarem les nostres inves-
tigacions sobre la sintesi de '’ADN en el nucli dels limfocits, la qual sintesi
¢s de fet, la fase previa a la divisié mitotica. A la segona part resumirem
els resultats dels estudis cromosomics obtinguts en 254 casos estudiats per
mitja del cultiu de limfocits «in vitro». Aquestes aportacions formen part
de la nostra tesi doctoral.

I

SinTESI DE L’ADN. ESTUDI AUTORADIOGRAFIC

Material i Métodes. Els limfocits periférics obtinguts per punci6 ve-
nosa i separats dels eritrocits per sedimentacié sén colocats en un medi
de cultiu 199 TC amb 20 9, de s¢erum huma i en pres¢ncia de fitohema-
glutinina. Sis hores abans d’acabar el cultiu, s’hi afegeix timidina radioctiva
marcada amb triti a la dosi final d’'un microcurie per ml. de cultiu. Al
final del cultiu hom fixa les c¢Hules amb acid acetic glacial i alcohol etilic,
en proporci6 1:g. Un cop suspeses les ceHules en el fixador, hom fa les
extensions deixant caure dues o tres gotes de la suspensié ceHular sobre el
porta, el qual s’asseca immediatament a la flama.

Autoradiografia. Fetes les extensions, hom coloca una pellicula sensible
a les radiacions ¢ (Kodak stripping fil AR-10), i després de 14 dies de
temps d’exposicio, hom revela la preparacié amb revelador D-19b Kodak i
fixador acid. Seguidament hom tenyeix les preparacions amb soluci6é tam-
ponada de Giemsa, al 5 %,.
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Resultats. La sintesi de 'ADN de la cromatina nuclear no segueix una
evolucié a l'atzar, sind que presenta tres fases o patrons de sintesi ben defi-
nits per l'estudi autoradiografic, els quals no havien estat descrits pre-
viament.

A les 42 hores de cultiu, el 59 % de les ceHules que sintetitzen ADN,
presenten un marcatge de timidina difts, distribuit uniformement per tot
el nucli, tot deixant sense marcatge els nucleols. Aquest patr6 de sintesi,
I'hem denominat nucléol-negatiu. E1 38 %, de les célules presenten un mar-
catge intens i difts que cobreix nucli i nucléols. Aquest patré, el denomi-
nem intermedi. Tan sols en el §9, de les ceHules que sintetitzen ADN,
a les 42 hores de cultiu hom troba el marcatge limitat exclusivament als
nucleols i a les zones periféeriques del nucli. Aquest és el patré nucléol-
positiu.

En les hores successives del cultiu la distribucié d’aquests patrons varia
sensiblement. A les 50 hores, els percentatges corresponents a aquests tres
patrons, son respectivament 19 %, 75 % 1 8 %,; a les 56 hores: 16 9, 62 9, i
22 9 a les 72 hores: 159, 589, i 27%; a les g6 hores: 11 Os 6919
1209,

A les 24 hores de cultiu menys del 0,3 9, de les ceHules cultivades sin-
tetitzen ADN. A les 42 hores, el 6 9, de les céHules sintetitzen ADN; a
les 50 hores el 27 %, a les 56 hores el 40 9, a les 72 hores el 51 %, i a les
96 hores el 48 %, Aixo indica que durant les primeres 24 hores del cultiu
el nombre de céHules que inicien la sintesi de 'ADN és molt petit. Per
aquest motiu no hem pogut valorar la distribucié dels patrons de sintesi
a les 24 hores.

De les 42 a les 56 hores aproximadament, una tercera part de les cel-
lules del cultiu inicien la sintesi de I'’ADN, ja que del 6 9, de -céHules mar-
cades hom passa al 40 9, Aquesta fase semisincronitzada del cultiu és la
que ens ha permes de coneixer 'evoluci6 en el temps dels tres patrons de
sintesi de ’ADN.

Comentari. Aquests resultats ens indiquen:

1) Que els tres patrons de marcatge corresponen a tres fases de la
sintesi de 'ADN :

a) Fase nucléol-negativa: Sintesi de ’ADN nucleal difusa sense
que hi hagi sintesi de ’ADN nucleolal.

b) Fase intermédia. Sintesi de 'ADN intensa en nucli i nu-
cleols.

c) Fase nucléol-positiva: Sintesi de 'ADN localitzada exclusiva-
ment en els nucleols i en les zones perifériques del nucli.
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Livmina I. — A) Fase nucleol-negativa. B) Fase intermedia. C) Fase nucleol-positiva



GSae ke HR R0 oW
o u € K3Np by qp ) W R ol B o6&

NCAD 0a K% B #A TR X A s
XX Bx Ab Aa 4 x5 i Ad Al

My» %
LI AR LR LI 1

A0 rd Ao k3 &8 ot

" LR -
Xy Aw AL ar

w-» 5o

LAmiNa II. — 1. Cariotipus masculi normal. — 2. Cariotipus femeni normal. 3. Cario-
tipus 47, XXY d'una sindrome de Klinefelter. — 4. Mitosi encaploide amb dos cromo-
somes en anell produits probablement per radioterapia esplenica. — 5. Sintesi tardana

de I'ADN de cromosomes X (autoradiografia)
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Limina III. — 1. Cariotipus de mongolisme femeni. — 2. Cariotipus de mongolisme
femeni amb translocaci6 D-G. — §. Cariotipus de «cri du chat» amb deleccié parcial
dels bracos curts del cromosoma 5. — 4. Cariotipus 45.X, d'una sindrome de Turner.
5. Cariotipus 44.X d'una sindrome de Turner amb translocacio6 D-D. — 6. Cariotipus

46,XX g d'una sindrome dels bragos llargs del cromosoma X
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2) Que la fase nucléol-negativa és la fase inicial de la sintesi de
I’ADN nucleal, mentre que la fase nucléol-positiva és la fase
final del procés de sintesi. Aixd vol dir que 'ADN nucleolal
sintetitza al final de la fase S.

Aquests resultats s'oposen en part als conceptes admesos fins ara des
dels treballs de Harrris, fets el 1959, segons els quals la sintesi de 'ADN
s'inicia en el nucleol.

Les nostres investigacions han estat confirmades independentment per
KasTEN i per STRAsserR de la Universitat de Palo Alto, California, 1
posteriorment per BUCHNER i per PFEIFFER de la Universitat de Miinster,
Alemanya.

Segons els nostres calculs, els temps de sintesi de les tres fases descrites
son: fase nucleol-negativa: 2-2,7 hores; fase intermedia: 6,5-8,8 hores;
fase nucleol-positiva: 0,5-3,5 hores. La fase total de sintesi és aproximada-
ment de 14 hores. Aquests temps es refereixen exclusivament als cultius
de limfocits «in vitro» estimulats per la fitohemaglutinina.

II

EsTupis croMosOMIcS

En 254 casos estudiats mitjancant el cultiu de limfocits «in vitro» hem
pogut comprovar que les alteracions cromosomiques més freqiients en la
clinica humana sén les alteracions dels cromosomes sexuals, i la trisomia 21
o sindrome de DowN (mongolisme).

I) Alteracions dels cromosomes sexuals.

Disgenésia gonadal. ¥n 21 casos de disgenesia gonadal hem registrat
els segiients cariotipus: 4 casos de 45,Xo; 6 casos de 45.X0/46,XX;
2 casos de 46,XisoX; 1 cas de 45,X0/46,XisoX; 2 casos de 46,XX/47,
XXX; 1 cas de 45,X0/46,XY; 1 cas de 46XY; 1 cas de 46, XX; 1 cas
de 45X0/46,XX/47XXX; 1 cas de 45,X0/46,XX/47,XXY i 1 cas de
44,Xo amb translocacié D-D. Aquest darrer cariotipus és el primer cas
descrit en la literatura de disgenésia gonadal amb aquesta constitucié
cromosodmica.

La correlacié clinico-cromosomica d’aquests 21 casos de disgenésia
gonadal, la cinquena possiblement de la literatura pel seu nombre de
casos, ens permeté d’establir que I'alteracié cromosomica fonamental cau-
sant de la disgenésia gonadal és la monosomia dels bragos curts del cro-
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mosoma X. Segons el caridtipus trobat i la clinica de cada cas, podem
establir els segiients grups:

Grup ¢45,Xo; 45.X0/46,XisoX; 46,XisoX. El fenotipus d'aquests casos
presenta en general les alteracions propies de la sindrome descrita primera-
ment per TURNER. En els casos amb 46,XisoX, els estigmes Turner poden
¢ésser menys marcats, pero la talla curta i la disgenésia gonadal sén cons-
tants. Si no és aixi, cal sospitar un mosaic cromosomic no detectat. El cas
de 44,Xo amb translocacié D-D presentava un fenotipus tipic de sindrome
de Turner.

Grup 45Xo0/46,XX; 46,XX; 45X0/46, XX /47, XXX; 45Xo0/47,XXX.
El fenotipus oscilla entre la classica sindrome de Turner, i la de la disgene-
sia gonadal pura, adhuc de vegades amb signes de feminitzaci6. Dos dels
nostres casos tingueren menarquia espontania, malgrat presentar estig-
mes Turner. Possiblement la série celular 46,XX normal del mosaic, actua
disminuint o inclis anuHant alguns dels aspectes patologics caracteristics
de la serie cellular 45,Xo.

Grup 45X0/46,XY; 46,XY; 45X0/46XX /47, XXY. El fenodtipus va-
ria des de la sindrome de Turner a la disgenésia gonadal pura, segons sigui
el predomini de la serie ceHular 45,Xo. La série 46,XY caracteritza aquest
grup, ja que pot induir a la formacié d'una gonada testicular disgenética,
insuficient pero, per a la masculinitzaci6 de la malalta. El cas amb carioti-
pus 45,X0/46,XX/47,XXY presentava un fenotipus femeni normal amb
menstruacions espontanies des dels 21 anys.

Segons aquests resultats, cal ampliar el concepte de disgenésia gonadal
fins a aquells casos de menarquia tardana o menopausia precog, amb estig-
mes Turner o sense ells, que presenten mosaics cromosomics amb una
serie ceHular 45,Xo0. Considerem aquests casos com a disgenésies gonadals
«minor».

Pseudo-hermafroditisme masculi. El caridtipus 45,X0/46,XY adqui-
reix una personalitat particular en l'estudi dels estats intersexuals, ja que
ens permet de comprendre el pas gradual dels diversos casos clinics, des de
la disgenésia gonadal, passant per la disgenésia gonadal pura i la disgene-
sia gonadal mixta, fins al pseudo-hermafroditisme masculi. Segons que pre-
domini en les ceHules germinals primitives, la serie ceHular 45,Xo o la série
celular 46,XY, el fenotipus correspondra a la disgenética gonadal amb
major o menor diferenciaci6 testicular disgenética, o al pseudo-hermafro-
ditisme masculi amb capacitat masculinitzant del testicle.
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En 4 casos de pseudo-hermafroditisme masculi trobem dos casos amb
cariotipus 46,XY, un cas amb mosaic 45,X0/46,XY i un amb caridtipus
46,XX.

Hermafroditisme ver. El cariotipus fonamental de I'hermafroditisme
ver és el de 46,XX/46,XY. Descrivim un cas amb cariotipus 46,XX/
47, XY /47, XXY.

La feminitzaci6 testicular i el pseudo-hermafroditisme femeni no sén
deguts a alteracions cromosomiques. Hem estudiat 5 casos de feminitzacié
testicular, tots ells amb cariotipus 46,XX masculi normal, i 6 casos de
pseudo-hermafroditisme femeni, amb cariotipus 46,XX femeni normal.

La sindrome de Klinefelter presenta un cariotipus de 47,XXY tipic en
tres dels 7 casos estudiats. Altres tres casos presenten un mosaic cromoso-
mic 46,XY/47,XXY. Un darrer cas presentava un cariotipus 46,XX femeni
normal, perd sospitem que es tracta d’'un mosaic no detectat, 46,XX/
47, XXY.

IT) Alteracions dels autosomes.

Trisomia 21. De 56 casos en que hom sospitava clinicament un
mongolisme, hem comprovat en j0 la tipica trisomia 21. En dos casos
hi havia un mosaic amb una série celular normal, i l'altra trisdmica
regular. En dos casos hi havia una trisomia 21 per translocacid, en un cas
D-G i en l'altre G-G, i, per tant, amb 46 cromosomes. Els altres dos casos
presentaven un cariotipus normal i possiblement no es tractava de mon-
golisme.

Entre 44 casos de malformacions congénites multiples només trobem
dos casos amb alteracions cromosdniques. Un d’ells presentava clinica-
ment anoftalmia bilateral, imperforacié anal i lesions microquistiques
renals. L'estudi cromosomic demostra un cariotipus de 46 cromosomes,
amb un cromosoma del grup C anormal. Es tracta del primer cas descrit
en la literatura amb aquestes alteracions cliniques i citogenétiques. L’altre
cas corresponia clinicament a un quadre tipic de sindrome de «cri-du-chat».
L’estudi cromosomic revela un mosaic amb una seérie celular normal i amb
una altra de patologica amb la caracteristica deleccié parcial dels bragos
curts del cromosoma 5.

AGRATMENT

Agraim als doctors Jordi Prats i Jaume Antich llur coHaboracié en els
estudis cromosomics.
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DISCUSSIO
Dr. ALEMANY

Pregunta al doctor Ribas si les ceHules blastoides poden reversibilitzar-se
i esdevenir novament limfocits, i si ha fet estudis amb persones afectades
per allergies.

Dr. GRINYO

Creu que la sindrome de Klinefelter és especialment freqiient en els
malalts mentals.

Diu que les alteracions dels heterocromosomes ocasionen, amb més
freqliencia que les dels normals, trastorns mentals. En les dones XXX és
freqiient la disminucié mental. Algunes persones especialment agressives
recloses en presons presenten un cariotipus XYY. Aquesta alteracié cro-
mosomica ¢s possiblement la causa, si més no en part, de llur comportament
agressiu.

Dr. PREVOSTI

S'interessa per la possible significacié de I'ADN nucleolal, i per les
possibles relacions d’aquest ADN amb els mecanismes de duplicacio, a
partir d'un patr6, dels acids nucleics.

Dr. RIBAS

Contesta al doctor Alemany que si no persisteix 'estimulacié un cop
reduplicada la céHula, tant «in vivo» com «in vitron, sobrevé la regressié
a limfocit. «In vivoy, un estimul antigénic que ateny un gangli limfatic,
produeix cc¢Hules immunoblastiques, les quals esdevenen limfocits en
desaparcixer I'estimul. Aquests limfocits passen a la circulacié periférica,
sembla que circulen durant molts dies, potser durant anys, i es redupli-
quen cada cop que hi ha estimulacié antigénica. Quant als estudis
d’allergia, el doctor Ribas manifesta que no ha treballat en aquest cas.
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Manifesta al doctor Prevosti que desconeix les possibles significacions
de I'ADN nucleolal. La literatura és en aquest sentit confusa, perqueé fins
fa poc hom no acceptava I'existéncia ’ADN al nucléol. E1 doctor Ribas
constata que I'’ADN per ell trobat al nucleol era de procedéncia perinu-
cleolal. Creu que la duplicacié de la cromatina perinucleolal i nucleolal
planteja un problema de pérdua d’'informacié si realment, com sembla,
la cromatina nucleolal és de procedencia perinucleolal.



