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Resum

El cromosoma Y conté tres regions importants per a la fertilitat: AZFa, AZFb i1 AZFc. Aquestes tres regions son
susceptibles de delecionar-se, cosa que produeix una alteracié de I’espermatogenesi. Des del seu descobriment
fins al 1996, aquestes tres regions son estudiades des del punt de vista molecular en els laboratoris de genética
pel seu interés diagnostic per a poder establir la causa de la infertilitat i, a més a més, aixo permet donar un con-
sell genétic adequat abans de realitzar un tractament de reproduccio assistida, ja que aquestes microdelecions po-
den ser transmeses mitjancant ICSI (intracytoplasmatic sperm injection, injeccid intracitoplamatica d’esperma).
En aquest estudi s’han analitzat les microdelecions completes de les regions AZFa, AZFb i AZFc en 2.173 paci-
ents amb problemes d’infertilitat, que eren candidats a ICSI. Els resultats de les analisis indiquen que 24 pacients
presentaven una microdelecio de la regio AZFc, 7 pacients presentaven una microdelecio de la regiéo AZFDb, 8 pa-
cients no tenien ni la regié AZFb, ni la AZFc i només un pacient presentava una microdelecio6 de la regio AZFa.
També, s’han analitzat les microdelecions parcials de la regié AZFc en un subgrup de 688 pacients. En concret,
s’han buscat tres tipus de microdelecions de la regio AZFc: la microdelecié gr/gr, la microdelecié b1/b3 i la mi-
crodeleci6 b2/b3. A falta de tipar 6 pacients, de moment, s’han trobat 19 pacients amb la microdeleci6 gr/gr, 2
amb la b2/b3 i cap amb la microdeleci6 b1/b3. S’ha trobat un cas amb una nova microdelecié amb els marcadors
genomics sY1191 i sY1291 delecionats.

Paraules clau microdelecions completes, microdelecions parcials, regions AZFa, AZFb i AZFc, cromosoma Y.

Abstract

The male chromosome Y have three important regions for fertility: AZFa, AZFb and AZFc. These regions could
be deleted resulting in spermatogenesis failure. From 1996, these three molecular regions are habitual screening
tests due to their diagnostic interest for infertility. Also the genetic analysis of the deletion from these regions is
part of the procedures for genetic counselling prior to assisted reproduction treatments by ICSI (IntroCytoplas-
matic Sperm Injection). In this study the complete microdeletions for the AZFa, AZFb and AZFc regions have
been analysed in 2173 patients featuring infertility problems and potentially candidates to ICSI treatment. The
genetic results indicates that 24 patients have a deletion of the AZFc region, 7 have a deletion of the AZFD re-
gion, 8§ patients have deletions of the AZFb+c regions, and an unique individual have a deletion of the AZFa re-
gion. Also, in a subgroup of 688 patients, the following partial microdeletion for the AZFc region have been
analysed: the gr/gr, the b1/b3 and the b2/b3 microdeletions. Pending the genotyping of 6 individuals, until
present 19 patients have a gr/gr microdelection, 2 have b2/b3 microdeletion, and any individuals with the b1/b3
microdeletion have been found. There is a case featuring a new microdeletion with the sY1191 and sY1291 ge-
netic markers deleted.

Key words complete microdeletion, partial microdeletion, AZFa, AZFb i AZFc regions, Y chromosome.

INTRODUCCIO I METODOLOGIA ospermies severes i de les azoospérmies no obstruc-

tives (Oliva et al., 1998; Moro et al., 2000; Foresta
Les microdelecions del brag llarg del cromosoma Y et al., 2001; Yen, 2001; Tyler-Smith et al., 2003). El
(Yq) representen la causa molecular més freqiient de  cromosoma Y conté molts amplicons, que fan que
la infertilitat masculina, com és el cas de les oligozo-  puguin aparcixer delecions. El 1976 es va observar
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citogenéticament ’existéncia de la regid AZF en el
brag llarg del cromosoma Y. Aquesta regio contenia
la preséncia d’un factor d’azoospérmia; d’aqui el seu
nom (azoospermia factor). Vint anys després, es va
veure que aquesta regid contenia en realitat tres regi-
ons AZF, les quals es van designar com a AZFa,
AZFb i AZFc, des de I’extrem proximal al distal del
Yq. Des d’aleshores aquestes tres regions han estat
incloses en les analisis de rutina dels centres di-
agnostics. D’una banda, 1’interés diagnostic d’aques-
tes microdelecions del cromosoma Y és poder esta-
blir la causa d’un fenotip determinat i, d’altra banda,
donar un consell genétic adequat abans de realitzar
un tractament de reproduccio assistida, ja que aques-
tes microdelecions poden ser transmeses mitjancant
la técnica ICSI. Més recentment, s’han caracteritzat
tres tipus de microdelecions parcials de la regio
AZFc: la microdelecié gr/gr, la qual seria un factor
de risc d’infertilitat, la microdelecié b2/b3, que seria
un polimorfisme sense efecte en la fertilitat, 1 la mi-
crodelecio b1/b3, de la qual no es coneix quin efecte
té en fertilitat (Repping et al., 2004; De Llanos et
al., 2004). L’analisi molecular d’aquestes microdele-
cions parcials no esta inclosa en les analisi de rutina.
En aquest estudi fem un resum de tots els casos de
pacients infértils dels ultims 10 anys que han passat
pel nostre centre.

SUBJECTES D’ESTUDI

Els pacients provenen de la Unitat de Reproduccio
Assistida de I’Hospital Clinic de Barcelona i sén
candidats per a ICSI entre els anys 1996 i 2006,
ambdos inclosos. Les mostres utilitzades en aquest
estudi son mostres de DNA aillat a partir de la sang
dels pacients en la Unitat de Genética, de 1’Hospital
Clinic de Barcelona, mitjangant metodes estandard.
El total de pacients analitzats pel que fa a les mi-
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crodelecions completes del cromosoma Y durant
aquests deu anys ha estat de 2.173. Un subgrup de
688 pacients ha estat estudiat per a analitzar-ne les
microdelecions parcials.

ANALISI MOLECULAR DE LES
MICRODELECIONS COMPLETES DE LES
REGIONS AZFa, AZFb i AZFc

Des de 1999, I’European Academy of Andrology
(EAA) 1 I’European Molecular Genetics Quality
Network (EMQN) encapgalen la qualitat diagnostica
dels assaigs, gracies a la publicacio de guies de refe-
réncia per al diagnostic molecular de les microdele-
cions del cromosoma Y (Simoni et al., 2004). Se-
guint la seva linia des de 2004, l’analisi de les
microdelecions es fa com es descriu a continuacio.

Per a analitzar la preséncia de microdelecions
completes en les regions AZFa, AZFb i AZFc es fa
un screening amb dos parells de marcadors geno-
mics (STS) per a cadascuna de les regions, els quals
cobreixen la deteccio del 95 % de les delecions en
els pacients azoospérmics o oligosoospérmics se-
vers. Els primers utilitzats son:

— Per alaregio AZFa: sY84 1sY86.

— Per alaregiéo AZFb: sY127 isY134.

— Per alaregié AZFc: sY254 1sY255.

Per a estudiar les microdelecions totals es fan du-
es PCR multiplex paralleles anomenades multiplex A
i B (figura 1). En la multiplex A es combinen els
marcadors sY254, sY86, sY127, ZFY i SRY. En la
multiplex B es combinen els marcadors sY8&4,
sY134, sY255, ZFY i SRY. Els marcadors ZFY i
SRY serveixen com a controls interns de la PCR.

Hulllpkea B:
ZFY : 4E5bp
SAY 472 bp
B4 536 bp [AZFg)
w1 501 bp
#Y2ES 126 bp ]

Multiplex A 1 B per a determinar microdelecions completes de les regi-

ons AZFa, AZFb i AZFc. Carril 1: marcador de pes molecular; carril 2: aigua; carril
3: DNA de dona; carril 5: DNA de pacient amb microdelecio de la regio AZFb; car-
ril 6: DNA de pacient amb microdelecio de la regi6o AZFc.
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Taula 1 Descripcié de la mida de cada microdeleci6 parcial de la regié AZFc, amb els STS que no han amplificat (-).

STS

Tipus delecié 142 1258 1161 1197 1161 1191 254 254 1291 1206 254 254 1206 1201
gr/ gr + + + + + + - - - + + + +

b1/ b3 + + - - - - - - - + + + + +
b2/ b3 + + + + + - - - + + + + + +
Nova delecié + + + + + - - - — + + + + +
ANALISI MOLECULAR amb la b2/b3, cap amb la microdelecié b1/b3 i un
DE LES MICRODELECIONS amb una nova microdelecid (sY1191 i sY 1291 dele-

PARCIALS DE LA REGIO AZFc

Les mostres analitzades en aquest estudi sén un sub-
grup de ’estudi anterior en qué es va avaluar si el
pacient estava afectat d’una microdelecié completa
d’una de les tres regions AZF (AZFa, b i c) del cro-
mosoma Y. Si el resultat va donar una absencia de
microdelecio, la mostra s’ha inclos en el present es-
tudi. D’aquesta manera s han estudiat 688 pacients i
35 controls. S’ha analitzat la preséncia de microdele-
cions en la regio AZFc.

Per a analitzar la preséncia de microdelecions par-
cials en la regio AZFc, s’han estudiat vuit marcadors
STSs localitzats en aquesta regio del Yq: sY142,
sY1258,sY1161,sY1197,sY1191, sY1291, sY1206
i sY1201. En una primera etapa s’han coamplificat
els STS sY1191 i1 sY1291 mitjancant PCR. El cas
que algun d’aquests marcadors hagi estat negatiu ens
indica una possible microdelecio6 en la regi6 estudia-
da. Per tal de determinar la mida i el tipus d’aquesta
microdelecid, la mostra s’analitza amb els sis marca-
dors STS addicionals: sY142, sY1258, sY1161,
sY1197, sY1206 i sY1201. Aixi podem caracteritzar
les microdelecions parcials en funcio de la combina-
ci6 de marcadors que amplifiquen (taula 1).

RESULTATS I DISCUSSIO

La taula 2 recull el resum dels resultats de les micro-
delecions completes estudiades en les analisi de ruti-
na. Dels 2.173 pacients estudiats, 24 pacients pre-
sentaven una microdelecié completa de la regio
AZFc, 7 pacients presentaven una microdelcidé com-
pleta de la regié AZFDb, § pacients no tenien ni la re-
gi6 AZFb, ni la AZFc i només 1 pacient presentava
una microdelecié completa de la regié AZFa.

En referéncia a les microdelecions parcials de la
regi6 AZFc, s’han estudiat 688 pacients. Queden
pendent de tipar sis microdelecions, perd de moment
s’han trobat 19 pacients amb la microdeleci6 gr/gr, 2

cionats). Totes aquestes microdelecions s’han trobat
en el grup de pacients i no s’ha trobat cap microdele-
ci6 en el grup control. En total, 28 homes dels 688
pacients amb un defecte espermatogenic (4,06 %) te-
nen microdelecions en la regio AZFc.

La regi6 AZF presenta tres loci (AZFa, AZFb i
AZFc) que contenen els principals gens responsables
de la produccioé d’espermatozoides. L’origen de les
microdelecions d’aquestes regions esta lligat directa-
ment a I’existéncia de seqiiencies repetides. En reali-
tat, les microdelecions responsables d’infertilitat
(AZFa, AZFb, AZFc i AZFb+c) sén la conseqiiencia
de la recombinacio entre blocs de seqiiéncies repeti-
des que flanquegen els intervals delecionats. Aques-
tes seqliencies repetides poden ser de diversos tipus:
elements retrovirals, seqiiéncies llargues palindromi-
ques de repeticions en tandem, o bé diversos gens en
multiples copies. Es el cas de les families de gens
com DAZ, RBMY i TSPY, que presenten un nom-
bre variable de copies segons els individus i son sus-
ceptibles d’estar implicades en la fertilitat masculina
(Chai et al., 1998).

Les microdelecions de la regio AZFc son les més
freqiients (24 pacients de 2.173). Tenen lloc després
d’una recombinacié homologa de dos elements repe-
tits de 229 kb. Les microdelecions d’aquesta regio
representen un 60 % (24/40) de les microdelecions
diagnosticades.

Per contra, les microdelecions de la regio AZFa,
localitzades en la regid pericentromeérica del brag
llarg del cromosoma Y, s6n molt més rares: nomes
s’ha diagnosticat un pacient en aquests deu anys.
Aquestes microdelecions son la conseqiiéncia d’una
recombinacié homologa entre elements repetits de
10 kb de llarg. La diferéncia en la mida de la micro-
delecié (229 kb envers 10 kb) podria explicar per
qué les microdelecions AZFa sén molt més rares que
les microdelecions AZFc.

Les microdelecions de la regio AZFb, que inicial-
ment van considerar-se com una regié diferent de la
regio AZFc, cobreixen 6,23 Mb i eliminen 1,5 Mb
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Taula 2 Resum de les microdelecions completes de les regions AZFa, AZFb, AZFc, classificades per any.

AZFa AZFb AZFc AZFb+c Sense delecions TOTAL %
1996 0 0 0 0 17 17 0
1997 0 0 7 1 173 181 4,6
1998 0 0 1 0 162 163 0,6
1999 0 1 2 1 197 201 2,1
2000 0 0 2 1 189 192 1,6
2001 0 2 3 0 334 339 1,5
2002 0 0 5 1 330 336 1,8
2003 0 4 0 1 259 264 1,9
2004 0 0 3 0 167 170 1,8
2005 0 0 2 2 142 146 2,8
2006 1 0 4 1 163 169 3,5
Total 1 7 24 8 2133 2173

de la porci6é proximal d’AZFc. Les microdelecions
completes d’AZFb estan lligades a recombinacions
entre seqiiéncies palindromiques.

Les microdelecions AZFb+c son també la conse-
qiencia de la recombinacié entre palindroms.
Aquestes dues ultimes microdelecions (AZFb i
AZFb+c) representen, respectivament, el 17,5 % i el
20 % de les microdelecions diagnosticades en els
nostres pacients.

La identificacio de la microdelecio pot ajudar en
la decisi6 de practicar una eventual biopsia testicular
en un pacient amb una azoospermia secretora per a
obtenir espermatozoides testiculars utilitzables en
ICSI. D’aquesta manera, el descobriment d’una mi-
crodelecio AZFa o AZFDb fa que la realitzacié d’una
biopsia testicular no sigui adequada, ja que la proba-
bilitat de trobar espermatozoides és gairebé nulla.
Per contra, en pacients amb la regi6 AZFc delecio-
nada, la biopsia té oportunitats de ser positiva.

En referéncia a les microdelecions parcials, la mi-
crodelecio gr/gr és la més abundant en els pacients
que presenten un defecte espermatogénic (De Llanos
et al., 2004). Aquesta microdelecio elimina més de
la meitat de la regi6 AZFc: concretament, elimina
dues copies de les quatre copies existents del gen
DAZ.

La microdelecié b2/b3 s’originaria a partir d’una
inversio gr/rg i després tindria lloc una delecio entre
els amplicons b2 i b3 (Repping ef al., 2004; Fernan-
des et al., 2004). S’elimina una regi6 de 1,8 Mb i,
per tant, la deleci6 és més gran que la delecio gr/gr.
Aquesta microdelecié s’ha postulat que seria un po-
limorfisme sense efecte en la fertilitat.

La delecio b1/b3 no s’ha trobat en cap pacient. La
seva freqiiencia és molt baixa i no s’ha trobat la rela-
ci6 que existeix entre la preséncia de la microdelecio

i 'efecte a I’espermatogenesi, tot i que alguns autors
defensen que el seu paper seria irrellevant en aquest
procés (Hucklenbroich et al., 2005). No es pot, pero,
assegurar aquesta afirmacio, ja que, com és tan poc
freqiient, n’hi ha poc casos i resulta dificil establir
una relacio concloent.
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