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Amb les técniques habituals es va veure que es podien reconéixer una
série de sindromes citogenétics molts d’ells amb reconeixement clinic. La
identificacié6 dels cromosomes es basava en criteris morfoldgics ja prees-
tablerts i citats en la conferéncia de Chicago el 1966 °. Perd quedaren
molts problemes per resoldre. Un d’ells, el principal, era la total i de-
finitiva identificacié dels cromosomes, especialment els del grup CF i G.
L’autorradiografia va permetre arribar a identificar-ne per les seves ca-
racteristiques patrons de replicacié de I’ADN.

Perd amb les técniques habituals moltes vegades no es solucionaven
els segiients problemes:

¢ Dificultats per identificar un cromosoma anormal i establir una rela-
cié amb el fenotipus del pacient.

¢ Identificar petites anormalitats cromosdmiques no visibles fins ara.

e Identificar petites parts d’'un mateix cromosoma.

Per tant, la citogenética humana va restar, per espai d’uns anys, es-
tancada com si no hi hagués noves perspectives d’expansi6 i de diagnostic.

Perd heus aqui que 1’any 1968, CAsPERsSON i el seu grup ¢ de I'Institut
Karolinska d’Estocolm, publicaren una série de treballs veritablement re-
volucionaris. En el seu primer treball, descriuen les observacions fetes
sobre I'aspecte dels cromosomes del Chinese Hamster tenyits per un colo-
rant fluorescent (la mostassa quinacrinica) i la seva visualitzacié amb el
microscopi de fluorescéncia i iHuminacié amb llum ultraviolada.

* Tots els estudis citogenétics on s’han aplicat les noves técniques d'identificacié
per a obtenir bandes han estat fets al Departament de Genética Humana de I'Institut
Provincial de Bioquimica Clinica, Diputacié de Barcelona. «Fundaci6 Joan March».
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Aixd permeté observar una série de bandes amb unes quantitats va-
riables de fluorescéncia al llarg de cromosomes. Aquesta distribucié era
constant a cada parell de cromosomes, de manera que reflectia diferéncies
en la composicié6 quimica de les desiguals parts del cromosoma i per tant
en la diferent composicié de les bases al llarg de 'ADN.

La técnica de la fluorescéncia era emprar un fluorocrom, la mostassa
quinacrinica o el hidroclorur de quinacrina. La técnica en si és senzilla:
es renten les preparacions amb aigua destiHada o bé una solucié tampo-
nada i tot seguit es tenyeix amb quinacrina durant uns minuts, es munta
la preparacié i ja pot observar-se al microscopi de fluorescéncia.

Els tintatges amb mostassa quinacrinica o hidroclorur de quinacrina
sén técnicament tant senzills com poden ésser els meétodes de tintatge
habituals de la sang, com pot veure’s perfectament en la segiient meta-
fase (fig. 1).

Aquesta técnica permet, a més, d'identificar amb tota exactitud el cro-
mosoma Y per la seva peculiar fluorescéncia i també a les c¢Hules en
interfase d’'un baré pot veure’s un corpuscle fluorescent petit i brillant
que s'anomena corpuscle Y %, que constitueix la cromatina Y.

Igualment es podien observar en els altres cromosomes una série de
bandes fluorescents que feien possible la identificaci6 de tots els cromoso-
mes i, per tant, la descripcié detallada del cariotip huma, descripcié6 que
es va adoptar en la Quarta Conferéncia Internacional de Genética Huma-
na sobre actualitzaci6 de la terminologia en citogenética (Paris 1971) com
a norma internacional **. (fig. 2).

El descobriment que tots els cromosomes humans normals, poseien un
espectre de bandes de fluorescéncia especifica i reproductible, feia possi-
ble identificar les anomalies cromosdmiques amb molt més detall que fins
al present; aix{ s’establiren uns patrons normals d’identificacié i, a la ve-
gada, unes variants comunes en els cromosomes que els poden transmetre
d’una forma mendeliana, per exemple, la fluorescéncia brillant en un cro-
mosoma D, la regié pericéntrica del 3, el brag llarg del cromosoma 4,
que pot mostrar una banda brillant a nivell del centromer; finalment en
els cromosomes acrocéntrics s’observen els sat¢Hits o els bragos curts més
brillants en especial una regié centromérica brillant en el 13.

Els cromosomes supernumeraris es poden identificar d’'una manera
més especifica en lloc d’ésser simplement assignats a un determinat grup
de cromosomes.

Les petites anomalies, no passen desapercebudes amb tanta facilitat
i pot aclarir-se amb molta major exactitud la naturalesa de les anomalies
estructurals.

Aixi mateix , el diagnostic citogenétic o cromosdmic més exacte ens
permet un estudi més detallat de la correlacié entre el genotipus i el
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fenotipus en els casos de subnormalitat, intersexes o altres transtorns que
cursen multiples malformacions congenites.

Amb aquest metode s’han pogut definir les trisomies, 21, 18 i 13;
s’ha arribat a identificar una nova sindrome, el de la trisomia 8 en in-
dividus amb un C supernumerari, i s’han detectat anormalitats estructurals
fins ara no identificables, tals com el cromosoma Filadelfia que ara es re-
coneix com a pertanyent al parell 22.

Una altra gran aplicacié es produeix en el cas de las translocacions
i, finalment, en els casos d’intersexes per a identificar el cromosoma Y.

La introduccié de la técnica de la fluorescéncia ha obert noves pers-
pectives, ja que es poden identificar tots els cromosomes i les seves parts,
perd aquesta técnica no és aplicable en aquells centres o laboratoris que
no disposin d’un microscopi de fluorescéncia.

D’aqui va venir que comencessin a aparéixer altres noves técniques
d’identificaci6 dels cromosomes, técniques que es basaven en tractaments
previs dels cromosomes amb solucions alcalines a diferents tempera-
tures i temps, en digestions enzimatiques dels cromosomed i que do-
naven unes bandes superposables en ocasions a les obtingudes per fluores-
céncia.

Una de les primeres que aparegu¢ fou la descrita per PARDUE i GALL 1%,
els quals desenrotllaren técniques d’hibriditzacié del RNA en els cromo-
somes de la rata, i observaren que les regions centromériques es tenyien
intensament mentre que la resta dels cromosomes tenyien débilment.
ArriGHI { Hsu 2 modificaren aquesta técnica, 1’aplicaren als cromosomes
humans i observarem que en tots ells unes arees properes als centromer es
tenyien més intensament. En general, aquesta arees corresponien a les
constriccions secundaries dels cromosomes 1, 9 i 16, a algunes parts del
cromosomes 3 i 4, als acrocéntrics i també al cromosoma Y, que mostraven
un tintatge intents a nivell de la part dels seus bragos llargs (fig. 3).

Una variant d’aquesta técnica ¢és 'aportada per BoBrow i MADEN ?
els quals empren una dilucié al 1/50 de Giemsa en una solucié de pH 11
ajustada amb NaOH. Amb aquesta técnica obtenen un tintatge més
intens a nivell d’alguns centrdmers, 1q, 5q, 7q, 99, 10q, 17q i 20q i en
ocasions 4p i 3. També els bragos curts de tots els acrocéntrics, la part
distant de I'Y i el seu centromer.

Tot seguit aparegueren algunes modificacions d’aquesta técnica dels
centromers que sotmetin els cromosomes a processos de desnaturalitzacié
i renaturalitzacié mitjangant tractaments previs amb solucions salines a
temperatures i temps donats; després del tintatge apareixien una série de
bandes superposades moltes vegades a les obtingudes per la fluorescéncia
de la quinacrina.

Igualment va passar en sotmetre els cromosomes a digestié enzimatica
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amb pronasa o amb tripsina '’. El tractament amb tripsina déna unes
bandes molt marcades de forma molt espectacular (fig. 4).

Totes aquestes técniques no sén necessariament alternatives, poden
ésser complementaries, de vegades la descripcié completa d’un catiotipus
precisa 1'is de més d’'una d’elles. La major part dels laboratoris han de-
senvolupat les seves propies variants, ja que les condicions de treball s6n
diferents d’un laboratori a I'altre.

Era d'urgéncia i indispensable unificar totes aquestes técniques i els
patrons de bandes que s’hi havien obtingut.

Per tal de poder donar un criteri d’uniformitat a les publicacions
que apareguessin amb I'aplicacié de les noves técniques es va establir en
I'dltim Congrés Internacional de Genética Humana celebrat a Parfs 1
una nova nomenclatura per designar les técniques més recents i uns nous
sistemes de representacié de les anormalitats cromosdmiques. La nomen-
clatura depén fonamentalment de quatre técniques que mostren cadas-
cuna d’elles uns patrons de bandes caracteristiques (quadre I).

Les bandes obtingudes per tenyit amb quinacrina i examen per fluo-
rescéncia es varen anomenar bandes Q. A les bandes obtingudes després
de tractaments previs i tenyits amb Giemsa se’ls déna el nom de bandes G
(bandes G que apareixen després del tractament previ amb solucions sa-
lines citratades o amb tripsina).

Dins de les bandes G tenim les segiients técniques:

1. Técnica ASG en la qual s’obtenen unes bandes similars a les ban-
des Q, perd es diferencia en el fet que les regions de les constric-
cions secundaries dels cromosomes 1 i 16 mostren una fluorescéncia
debil i amb la técnica ASG mostren uns tenyits més remarcables.
El cromosoma Y mostra una fluorescéncia intensa amb la quina-
crina i es tenyeix poc amb el Giemsa. Els cromosomes 11 i 12
mostren una regié poc tenyida '8

2. Técnica del Giemsa 9, que és dificil d’aconseguir, en la qual s’em-
pra Giemsa diluit i 2 un pH de 9. Segons el temps d’actuacié obte-
nen uns patrons de bandes similars als de les bandes Q <.

3. Teécniques de desnaturalitzacid i renaturalitzacid, se n’han descrit
unes quantes que donen uns patrons similars als que le bandes G,
perd tenyeixen la part distal de I'Y més intensament ¢ &,

Després hi ha les bandes C, que sén les que tenyeixen les zones d’hete-
rocromatina dels centromers? i les bandes R que s'obtenen per tracta-
ment amb calor i que donen unes bandes que s6n les reciproques de les
bandes G o Q ™.



F1G. 1. Metafase d’una c¢Hula masculina tenyida amb quinacrina a on es pot veure la
fluorescéncia brillant del cromosoma Y, situat a la dreta de la fotografia a I'angle senyalat
per les dues fletxes.
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Fi1G. 2.

Cariotip d'una metafase d’'un baré 46XY tenyida amb quinacrina. Es poden obser-
var els patrons de bandes a cada parell de cromosomes i la fluorescéncia brillant de la part
distal dels bragos llargs del cromosoma Y.

Fic. g. Cariotip d’'una metafase d’un bar6 46XY tenyit amb el patré de bandes C.
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F16. 4. Cariotip d’una metafase d’'un bar6 46XY després del tractament amb tripsina i tin-
ci6 amb Giemsa mostrant les caracteristiques bandes G.
Fic. 5. Cariotip mostrant la fluorescéncia simétrica dels dos bragos del cromosoma
Y dicéntric.
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Fic. 6. Cariotip de la mare portadora de la translocaci6 14;16.
FiG. 7. Cariotip del malalt afecte de trisomia 8, identificat amb el patr6 de bandes G.
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QUADRE 1. — NOVES TECNIQUES D’IDENTIFICACIO CROMOSOMICA

BANDES Q. Tinci6 10 minuts amb soHuci6 CASPERSON, LOMAKKA
aquosa de quinacrina o de M.Q. i Zecu®
Microscopi de fluorescéncia.

BANDES C. o2 N HCl, go minuts; RNasa ARRIGHI i Hsu?
Técnica 87°C, 1 h; o,2 N NaOH, 2 mi-
Giemsa-11 nuts; 10 minuts a 2XSSC a 65 °C.

Tinci6 en Giemsa. Tenyir 10 mi- BoBROW i MADAN
nuts en Giemsa diluit 1/50 en
tamp6 a pH 11.

BANDES G v
1-Técnica 1 hora a 2xSSC a 65°C, tinci6 SUMMER i EvANsS®
ASG amb Giemsa.
2-Teécnica Tinci6 amb Giemsa en soHuci6 PATIL, MERRICK i
Giemsa-g tamp6 a pH g. Luss 1
g-Desnaturalitzacié- 0,07 N NaOH, 2 minuts.
realitzacié a) SCHNELD: 24 hores en fosfat  SCHNELD ¢
tampé a 59°C pH 6,8. Tin-
ci6 amb Giemsa.
b) DrRers i SHAW: 72 hores a  DRETS i SHAW 8
65°C en 12xSSC. Tincié
amb Giemsa.
4-Técnica de H;0; 10-50 volums, 5-10 minuts;  SEABRIGHT ¥
Tripsina solucié tripsina-EDTA al 0,02 9,
mixim, 1 minut. Tinci6 amb
Giemsa.

BANDES R. 0,02 M fosfat tampé, pH 6,5 a  DUTRILLEAUX i
87°C, 10 minuts; refredar len- LEJEUNE
tament a %0°C. Tinci6 amb
Giemsa.

BANDES T. Fosfat tamp6é6 pH 6,7 a 87°C. DUTRILLEAUX *?
Tinci6 amb Giemsa, 5 hores i
mitja. Destenyir, tenyir amb ta-
ronja d’acrinina, microscopi fluo-
rescéncia.

BANDES N. 5 % acid tricloroacétic a 8y- MATSUI i SASARI U
go°C, 30 minuts; o,1 N HCI
$0-45 minuts a 6o °C. Tinci6 amb
Giemsa.

ANTI A. 1 hora en g5 9, formamida a Dev i coH.’

65 °C. Tinci6 amb antiguanosi-
na o antiadenosina. Microscopi
fluorescéncia.

Per altra banda s’han descrit uns altres tipus de bandes i aix{ tenim
les bandes T '* en les quals s6n tenyides les zones terminals o teleméri-
ques dels cromosomes i les bandes N que donen lloc a un tenyit diferen-
cial dels satéHits dels cromosomes humans !, Finalment, una altra técnica
consisteix en la utilitzacié d’anticossos fluorescents, com és I’antiguano-
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sina (anti-G) o I’antiadenosina (anti-A) !*. Les bandes de fluorescéncia que
s’observen en els cromosomes tenyits amb anti A sén molt similars a les
obtingudes per la quinacrina.

Aquests métodes que tenyeixen una regié en particular, permeteren
d’establir un nou sistema d’identificaci6 i representacié dels cromosomes
i de les seves anormalitats, que consisteix fonamentalment en dos siste-
mes: el simplificat i el detallat *- 7. En el sistema simplificat s’identifica
les bandes o regions on han tingut lloc els trencaments. En el sistema
detallat, ultra identificar el tipus de canvi estructural, es defineix cada
cromosoma anormal en termes de Ia composicié de les seves bandes.

Els dos sistemes no s’exclouen i poden emprar-se ensems per a com-
pletar-se.

L’anotacié emprada per identificar els canvis estructurals i métodes
per especificar els punts de trencament o ruptura sén comuns per a amb-
dés sistemes.

Aquests es basen en el fet que el bragos curts (p) i els bragos llargs (q)
es divideixen en una série de regions i cada regié a la vegada en séries
de bandes. Les bandes i les regions s’identifiquen per nimeros consecuti-
vament des del centromer al llarg de cada brag cromosdmic fins arribar
al seu extrem distal.

La regié adjacent al centrdmer es designa amb el n.° 1, la més llunya-
na com a n.° 2, i aix{ successivament; de la mateixa manera es fa amb
les bandes. Per tant, per designar cada banda calen quatre elements:
cromosoma, el seu brag, regié i banda dins la regié. Aixi 5q3 significara
la part distal dels bragos llargs del cromosoma p. La 5q34 significara
banda 4 des de I'extrem centrométric de la regié 5q3.

A continuaci6 s'exposen alguns casos en els quals hem aplicat aquestes
técniques perqué puguin veure la seva utilitat en el diagnodstic cromosd-
mic i clinic *.

1. CROMOSOMA Y DICENTRIC EN UN PSEUDOHERMAFRODI-
TISME MASCULL

L.M.P.R,, de 10 anys d’edat, admes a I'hospital de Sant Joan de Déu
perqué presentava una série d’anomalies genitals consistents en:

e Escrot enfonsat.

¢ Criptorquidia bilateral, no es palpen testes, tant en bosses com en
el canal inguinal.

e Membre minuscul.
Hipospadies escrotal.
La resta de l'exploracié fisica normal.
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La naturalesa de I'alteracié estructural i els punts de ruptura mitjan-
cant l'estudi citogenétic va posar de manifest que el frotis bucal i tincié
amb orceina acética no demostraven cap corpuscle de Barr. Cromatina X
negativa: Amb la tincié amb quinacrina i examen al microscopi de fluo-
rescencia s'observaren un cos Y fluorescent i en alguna ctHula dos cos-
sos Y fluorescents. L’estudi dels cromosomes en sang periférica demos-
tra una poblaci6 ceHular uniforme de 46 cromosomes i s’observari un
cromosoma Y anormal omb dos bragos simeétrics units a un segment
que mostrd dos centromers i suggeria l'existéncia d’'un cromosoma Y di-
céntric.

Amb la finalitat de poder confirmar aquesta possibilitat i identificar el
cromosoma Y anormal, aplicirem les técniques de les bandes Q (de fluo-
rescéncia) i les técniques de les bandes C (del tenyit diferencial de la hete-
rocromatina).

Amb la técnica de la fluorescéncia, observirem que la meitat distal
d’ambdés bragos d’aquest cromosoma anormal mostra una fluorescéncia
intensa brillant corresponent cada una d’elles a la fluorescéncia obser-
vable en la part distal del cromosoma Y normalment. Es tractava per tant
d'un cromosoma Y dicéntric (fig. 5).

Mitjangant la técnica del tenyit diferencial de I'heterocromatina d’ARrri-
cHI i Hsu? per a aconseguir les bandes C observirem que aquest cro-
mosoma anormal mostrava també a cada bra¢ una zona d’heterocroma-
tina que es tenyia més intensament.

Per tant, per les caracterfistiques morfologiques obtingudes amb les téc-
niques habituals, amb les técniques de fluorescéncia i la técnica de les
bandes G, es pogué concloure que aquest cromosoma Y anormal no era
res més que un cromosoma Y dicéntric la férmula cromosdmica del qual
era de 46, X, dic (Y).

2. TRISOMIA 14 PARCIAL EN UN NEN MALFORMAT

Nen de 7 mesos d’edat, vist en la consulta de Genética Médica de
PInstitut de Bioquimica Clinica perqué¢ presentava muiltiples malforma-
cions congénites.

La historia familiar descobria I'antecedent de dos avortaments ante-
riors. ,

A l'exploracié s’observava: microcefalia, front ample, orelles d’im-
plantacié baixa, displasiques, grans i prominents, micrognatia i fisura
palatina. A les mans, dit index encavalcat sobre el dit tercer, punys tan-
cats amb dificultat a I'extensié, peu en perxa, cavus amb dosiflexié del
dit gros.
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L’aspecte clinic recordava una mica el de la sindrome d’Edwards o
de trisomia 18. L’estudi citogenétic demostra un cariotipus de 47 cromo-
somes, amb un cromosoma supernumerari amb unes caracteristiques mor-
fologiques que recordaven un del grup G (21-22), com si es tractés d’'una
trisomia G. Pero l'aspecte del pacient anava en contra d'una sindrome
de Down per trisomia 21.

Practicarem estudis per fluorescéncia i aquests descartaren l'existéncia
de doble Y. La fluorescéncia que mostrava el cromosoma supernumerari
tampoc corresponia a la del 21.

Aleshores férem un estudi citogenétic dels pares, el qual va mostrar
els segiients cariotipus: El pare tenia una férmula cromosdmica normal
de 46 XY, mentre que la mare mostrava en el seu cariotipus dos cromo-
somes anormals, un cromosoma D deleccionat i un cromosoma 16 més
gran. Aixi trobarem que la mare era portadora d’una translocacié entre
un cromosoma D i un cromosoma 16.

Amb aquestes troballes suposirem que el fill havia heretat el cromo-
soma D deleccionat de la mare. Interessava llavors arribar a una identi-
ficaci6 dels cromosomes afectats.

Amb la técnica de la fluorescéncia i de les bandes G (tripsina-Giemsa)
arribarem a la conclusié que es tractava d'una translocacié a nivell de la
banda g de la regié 1 dels bragos llargs del cromosoma 14 i de la ban-
da g de la regié dels bragos curts del 16, que amb el nou sistema de
identificacié6 i d’expressié podriem manifestar-ho de la segiient manera

(fig. 6).

e la mare era: 46, XX, 149—, +t (14q16p)
pel sistema simplificat: 46, XX, del (14) (q18), +t (14;16) (q13 p13)
pel sistema detallat: 46, XX, del (14) (pter — qi13), +t (14;16
(i4qter — 14q13: :16p13 —> 16pter)

e iel fill era: 44, XY, + (149—)
pel sistema simplificat: 47,XY, + (149—)(q13)
pel sistema detallat: 47,XY,del(14)(pter —> q13)

Es a dir, que el fill presentava una trisomia 14 parcial.

8. TRISOMIA 8 AMB MOSAICISME

J-.CF., de 8 anys d’edat i de sexe masculi, amb un marcat retard psi-
comotor. A l'exploraci6é fisica presenta unes orelles d’implantacié baixa
i sobresortides, retrognatia, defectes de posicié dentaria, torax estret i
allargat, asimetria d’extremitats, plec palmar bilateral.
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L’estudi citogenétic demostra una doble poblacié ceHular constituida
per 46 i 47 cromosomes. Les c¢Hules del primer tipus mostraven un cario-
tipus masculi normal amb una férmula cromosdmica de 46,XY; les se-
gones presentaven un cromosoma supernumerari del grup C. Mitjangant
la técnica de la tripsina-Giemsa, s’ha pogut identificar aquest cromosoma
extra com pertanyent al parell 8¢ (fig. 7).

Es tracta, per tant, d'una trisomia 8 amb mosaicisme i amb una fér-
mula cromosdomica de 46,XY/47,XY,+8.
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DISCUSSIO

SARRET. — ¢Quan creu oporti el doctor Antich utilitzar técniques espe-

cials per a la clinica i quines?

ANTICH. — Per exemple, en €l cas que es diagnostiqui un mongolisme

clinicament, s’hauria de fer un estudi cromosomic llevat que la mare
fos jove, ara bé, en casos de trisomia 13, molt coneguts clinicament,
no val la pena fer técniques de bandes; en tots els altres malalts que
presentin subnormalitats o0 un quadre d’intersexe ¢és interessant fer
aquest estudi. Les técniques depenen dels cossos.

La fluorescéncia és facil de fer i es pot aplicar d’'una manera rutinaria
per tal de detectar I'existéncia d’'un doble cromosoma Y i també per
fer diagnostics d’intersexe.

Per les técniques de bandes, jo crec que cadasci ha d’emprar la que
li surti més bé. Nosaltres emprem la de la tripsina, que és la que ens
va millor. També¢ intentem les técniques de bandes G; sén molt bo-
niques, perd a nosaltres encara no ens surten bé del tot.

En els casos de translocacions també s’haurien d’emprar les bandes
R i les bandes T.

Ecozcut. — Les bandes R no em convencen géire, sén poc definides; jo

crec que potser sén per a qui hi té molta practica; perd em sembla
que els francesos les utilitzen més a causa del seu classic chauvinisme
que no pas per altre motiu.

ANTICH. — Potser les bandes T, si surten bé, sobretot quan s'utilitzen amb

taronja d’acrinina, deuen ser més definitives que les bandes R; jo
trobo molt dificils de fer les bandes R.

EGozcut. — S6n poc definides. Les G sén molt practiques.

AnTICH. — Les de tripsina i Giemsa s6n molt informatives.



