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Resum

El cromosoma Y conté moltes seqiiéncies repetides, anomenades amplicons, que fan que puguin produir-se delecions.
També conté diversos gens necessaris per a una espermatogénesi correcta. Concretament, la regié AZFc del
cromosoma Y huma és essencial per a una espermatogenesi normal. Recentment, s’han caracteritzat tres tipus de
microdelecions de la regio AZFc: la microdelecid gr/gr, la microdelecié b1/b3 i la microdelecio b2/b3. En aquest
estudi s’han analitzat les freqiiencies d’aquestes tres microdelecions en pacients amb problemes d’infertilitat, que
eren candidats a ICSI. El cribratge de la regié AZFc s’ha realitzat mitjangant vuit sequence-tagged site (STS) en
quatre-cents dos pacients i trenta-cinc controls. S’han trobat dinou pacients amb microdelecions gr/gr (4,73 %), dos
amb microdelecions b2/b3 (0,5 %), cap amb microdelecié b1/b3 i un amb una nova microdelecio (sY1191 1 sY 1291
delecionats; 0,25 %). Cap control ha presentat microdelecions. La delecié gr/gr és un factor de risc de defectes
espermatogenics. La delecio bl/b3 té una freqiiencia molt baixa i no s’ha trobat la relacidé que existeix entre la
presencia de la microdeleci6 i I’efecte a I’espermatogenesi. A més, s’ha identificat un pacient amb un nou tipus de
microdelecid del qual encara es desconeix el mecanisme molecular.

Paraules clau STS, microdelecions parcials, regié AZFc, cromosoma Y.

Abstract

Frequency of microdeletions gr/gr, b1/b3 and b2/b3 of the AZFc region in human Y chromosome. Y chromo-
some contains many repetitive sequences (called amplicons) that result in increased susceptibility of reorganizations.
It also contains several genes that are essential for spermatogenesis. Specifically, the AZFc region in human Y
chromosome is critical as its complete microdeletion results in azoospermia. Recently, three different type of partial
microdeletions of the AZFc region have been characterized: the gr/gr deletion, the b1/b3 deletion and the b2/b3
deletion. In the present work we have analyzed the frequencies of these three types of microdeletions in infertile
patients who were ICSI candidates through the screening with eight sequence-tagged site (STSs) along the AZFc
region. A total of 402 patients and 35 controls have been studied. 19 patients have been found with the gr/gr
microdeletion (4.73%), 2 with the b2/b3 microdeletion (0.5%), none with the b1/b3 microdeletion and one with a
new type of microdeletion (negative for sY1191 and sY1291; 0.25%). No microdeletions have been detected in any
of the control samples. The gr/gr microdeletion is a risk factor for spermatogenic failure. The b1/b3 microdeletion
occurs at a very low frequency and its clinical consequences are so far unknown. No molecular explanation is yet
available for the new type of microdeletion detected.

Key words STSs, partials microdeletions, AZFc region, Y chromosome.

INTRODUCCIO de la qual, aproximadament el 10 % sén Yq microdele-

cions (Oliva et al., 1998 ; Moro et al., 2002 ; Foresta et
La infertilitat masculina afecta el 5-10 % de la pobla-  al., 2001; Yen, 2001 ; Tyler-Smith i Mc Vean, 2003). El
cio. Lerror espermatogenic €s la forma més comuna,
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cromosoma Y conté molts amplicons que fan que pu-
guin apareixer delecions. També conté diversos gens
necessaris per a una espermatogenesi correcta. Les
microdelecions en Yq, que eliminen un o diversos d’a-
quests gens son les responsables d’alguns casos d’in-
fertilitat masculina. Concretament, la regio AZFc del
cromosoma Y huma és essencial per a una espermato-
genesi normal. La delecio b2/b4 elimina tota aquesta
regio AZFc, cosa que provoca un error espermatoge-
nic. Linterés en 1’analisi de les microdelecions del
cromosoma Y deriva de la possibilitat de la transmissio
d’aquestes microdelecions mitjan¢ant ICSI. Aquesta
analisi s’ha convertit en una eina diagnostica d’utilitat
per a poder donar un consell genétic adequat abans de
realitzar un tractament de reproduccio assistida.

Recentment, s’han caracteritzat tres tipus de micro-
delecions de la regié AZFc: la microdelecid gr/gr, la
microdelecio b1/b3 i la microdelecié b2/b3 (Repping
et al., 2004 ; Fernandes et al., 2004). S’ha vist que mi-
crodelecions de la regio AZFc son comunes en homes
infertils, perd de moment la seva analisi molecular no
forma part de les analisis de rutina. En aquest estudi
s’han analitzat les freqliéncies d’aquestes tres microde-
lecions en pacients amb problemes d’infertilitat amb
un cribratge de la regidé AZFc amb vuit sequence-
tagged site (STS) (Repping et al., 2004; De Llanos
etal.,2004).

MATERIAL I METODES

Pacients

Els pacients provenen de la Unitat de Reproduccid
Assistida de 1’Hospital Clinic de Barcelona i s6n can-

didats per a ICSI. Les mostres utilitzades en aquest
estudi son mostres de DNA aillat a partir de la sang
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Figura 1 Detall de la regid6 AZFc analitzada i els STS
utilitzats en el cribratge ordenats segons Skaletsky (2003).

dels pacients en la Unitat de Genética, de 1’Hospital
Clinic de Barcelona, mitjancant métodes estandards.

Les mostres analitzades en aquest estudi provenen
d’un estudi anterior on es va avaluar si el pacient estava
afectat d’una deleci6 total d’una de les tres regions
AZF (AZFa,bic) del cromosoma Y. Si el resultat va
donar una abséncia de delecid, la mostra s’ha inclos
en el present estudi. D’aquesta manera, s’han estudiat
quatre-cents dos pacients i trenta-cinc controls. S’ha
analitzat la preséncia de microdelecions en la regio
AZFc.

Analisi molecular de microdelecions en la regio
AZFc del cromosoma Y

Per a analitzar la presencia de microdelecions en la
regi6 AZFc, s’han estudiat vuit STS localitzats en
aquesta regio del Yq (vegeu la figura 1). Tots els pri-
mers utilitzats ja s’havien descrit. En una primera etapa
s’han coamplificat els STS sY1191 i sY1291 mitjan-
cant PCR (vegeu la taula 1). En el cas que algun o
ambdods d’aquests marcadors hagi estat negatiu ens
indica una possible microdelecié en la regid estudi-
ada. Per tal de determinar la mida i el tipus d’aquesta
microdelecid, la mostra s’analitza amb sis STS adi-
cionals: sY142, sY1258,sY1161,sY1197,sY1206 i
sY1201. Els marcadors sY142 i sY1161 es coampli-
fiquen en la mateixa reaccié de PCR, mentre que els
quatre marcadors restants s’amplifiquen en reaccions
independents.

Cada reaccié de PCR consisteix en 25 pl de volum
final i els segilients components: 2,5 pl de tampd 10X
(+tMg), 4 ul dNTPs, 2 pl de primer sentit a 10 pm/ pl,
2 ul de primer antisentit a 10 pm/ pl, 0,2 pl de Taq
polimerasa, 1 ul de DNA genomic; es completa fins a
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Figura 2 Fotografia d’un gel d’agarosa al 3 % dels pro-
ductes d’amplificacié corresponents als STS sY1191 i
sY1291. El carril M conté el marcador de pes molecular
d’1 Kb. Els carrils 1, 3, 4, 6, 7, 8, 91 10 corresponen a
pacients sense cap microdelecio en la zona estudiada. El
carril 2 correspon a un pacient amb 1’sY 1191 delecionat i el
carril 5 a un pacient amb 1’sY 1291 delecionat. El carril 11
és el control positiu, el carril 12 és el control negatiu (DNA
de dona) i el 13 és el blanc (aigua).
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25 pl amb aigua destillada. (Quan es posa més d’una
parella de primers es resta el volum afegit de més de
’aigua). Les condicions d’amplificacio6 per a cadascun
dels STS es detallen a la taula 1.

En tots els casos es realitzen trenta-cinc cicles d’am-
plificacié amb una desnaturalitzaci6 inicial a 95° C
durant cinc minuts i una extensio6 final a 72° C durant
deu minuts. Els productes de I’amplificacio se separen
en gels d’agarosa al 3 % tenyits amb bromur d’etidi i
es visualitzen en un transilluminador. Després es fa la
fotografia (vegeu la figura 2).

RESULTATS

La taula 2 recull el resum dels resultats. S’han trobat
dinou pacients amb la microdelecié gr/gr (4,73 %), 2
amb la b2/b3 (0,5 %), cap amb la microdelecié b1/b3
i un amb una nova microdelecié (sY1191 1 sY1291
delecionats; 0,25 %) (vegeu la figura 3). Totes aques-
tes microdelecions s’han trobat en el grup de pacients
i no s’ha trobat cap microdelecié en el grup control.
En total, vint-i-dos homes dels quatre-cents dos paci-
ents amb un defecte espermatogenic (5,47 %) tenen
microdelecions en la regio AZFc.

DISCUSSIO

En aquest estudi s’analitzen les microdelecions de la
regid AZFc de quatre-cents dos pacients candidats per
a ICSI. En total s’han trobat vint-i-dos pacients amb
microdelecid dels quatre-cents dos pacients analitzats
(5,47 %) mentre que no s’ha trobat cap microdelecid
en el grup control (n = 35).

Pel que fa a la microdelecio6 gr/gr, és la més abun-
dant en els pacients que presenten un defecte esperma-

AZFc
_ blb3 - g
b2/b3
«—> gr/gr
«—>

sY1191, sY1291 delecionats

(Nova delecio )

Figura 3 Esquema descriptiu de les diferents regions
delecionades.

togenic (De Llanos et al., 2004). Aquesta microdelecid
elimina més de la meitat de la regié AZFc, concreta-
ment, dues copies de les quatre copies existents del
gen DAZ. Afecta unes 1,6 Mb (Repping et al., 2003).
En el grup control no s’ha trobat cap pacient amb
aquesta microdelecid, cosa que concorda amb els re-
sultats de Repping et al. (2003), ja que en un grup
de cent quaranta-vuit homes amb espermatogeénesi
normal no van trobar cap microdelecio gr/gr. La fre-
qiiéncia de gr/gr que obtenim en els nostres pacients
(4,73 %) és superior a la freqiiéncia que obtenen Rep-
ping et al. (3,18 %; 15/471 en el cribratge inicial i
3,66 %; en I’estudi d’associacio). La diferéncia entre
freqiiéncies pot ser deguda a diferencies entre les po-
blacions estudiades o bé a diferéncies entre els tipus
de pacients inclosos en els dos estudis. Els resultats
obtinguts son consistents amb la idea que I’existéncia
de microdelecions en el cromosoma Y causa defec-
tes espermatogenics greus, pero la microdelecio gr/gr,
com que elimina només dues copies del gen DAZ, és
només un factor de risc de defectes espermatogenics.

Només un 0,5 % de pacients estudiats presenten la
microdelecié b2/b3. Aquesta microdelecio s’originaria
a partir d’una inversio6 gr/rg i després tindria lloc una
delecio6 entre els amplicons b2 i b3 (Repping ef al.,
2004 ; Fernandes et al., 2004). Elimina una regi6 de
1,8 Mb; per tant, la deleci6 és més gran que la delecid
gr/gr.

La delecio b1/b3 no s’ha trobat en cap pacient. La
seva freqiliencia és molt baixa i no s’ha trobat la rela-
ci6 que existeix entre la presencia de la microdelecid
i I’efecte a I’espermatogenesi, tot i que alguns autors
(Hucklenbroich et al., 2004) diuen que el seu paper
seria irrellevant en aquest procés. No es pot, pero, as-
segurar aquesta afirmacio, ja que com que €s tan poc
freqiient resulta dificil establir una relacio.

En el nostre estudi hem trobat un pacient que tenia
delecionats els STS sY1191 1sY1291; per tant, no se-
ria ni una microdeleci6 gr/gr (tindria el sY1191) ni una
microdelecid b2/b3 (tindria I’sY1291), ni una micro-
delecié b1/b3 (no tindria ni I’sY1161 ni I’'sY1197). En
un estudi anterior (Hucklenbroich et al., 2004) aquesta
microdelecid també s’ha presentat. Es tracta d’una
nova microdelecié que es desconeix com s’origina i
quins efectes pot tenir a I’espermatogenesi. Per tant,
resultara interessant aprofundir en el seu possible me-
canisme com a extensio del present treball.
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Taula1l Condicions de PCR per als vuit STS utilitzats en el cribratge de microdelecions de la regié AZFc del cromosoma

Y.

STS Desnaturalitzacio 94° C Hibridacio Extensio 72° C
sY1191 +

sY1291

sY1258 1 min I mina6l°C 1 min

sY1197

sY1201

sY142 +sY1161 30s 30sa64° C 30s

sY1206 30s 30sa60°C 30s

Taula 2 Descripcié de la mida de cada microdelecid, amb els STS que no han amplificat (—) i el nombre de pacients que
presenten la delecio (n).
Tipus delecio n 142 1258 1161 1197 1161 1191 254 254 1291 1206 254 254 1206 1201

gr/gr 19 + + + + + + + T ¥ ¥ T
b1/b3 0 + + — — — — — _ _ + + + + +
b2/b3 2+ + + + + - - - + + + + + +
Nova delecio 1 + + + + + - - _ - + + + + +
i Fondo de Investigaciones Sanitarias (V-2003-RED S. K.; Korver, C. M. Pyntikova, T.; KURODA-
CO7A-0)aR.O. KawacGucHi, T.; DE VRIES, J. W.; OATES, R. D.; SILBER,

S. [et al.](2003). «Polymorphism for a 1.6Mb deletion
of the human Y chromosome persists through balance
between recurrent mutation and haploid selection». Nat.
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