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Resum

La sindrome de Prader-Willi (SPW) és un trastorn genomic causat majoritariament per delecions de la regid
15q11q13 (70-80 %), i el risc de recurréncia s’ha establert com a inferior al 0,5 %. S ha observat que 1’arquitec-
tura genomica d’aquesta regio la predisposa a la recombinaci6 allélica no homologa en la meiosi, de manera que
dédna lloc a delecions. L’objectiu d’aquest treball és avaluar la incidéncia de delecions i duplicacions de la regio
15q11q13 en espermatozoides d’individus amb descendencia afecta per la SPW. S’han estudiat, mitjangant hibri-
daci6 in situ fluorescent (FISH) amb sondes de DNA especifiques, espermatozoides provinents de mostres de se-
men de 16 individus amb descendéncia afecta i 10 individus control. S’han observat diferéncies significatives en
la freqiiencia de delecions i duplicacions de la regié 15q11q13 entre els pares de SPW i els controls (P = 0,002).
Les comparacions individuals mostren un increment significatiu en 10 dels 16 individus analitzats (P < 0,01). No
s’ha observat correlacio entre 1’increment de reorganitzacions en espermatozoides i 1’origen genétic de la SPW.
Els resultats suggereixen que 1’increment de delecions i duplicacions observat és un reflex de la inestabilitat de la
regié 15q11ql3.

Paraules clau: delecions, duplicacions, FISH en espermatozoides, sindrome de Prader-Willi.

Abstract

Prader-Willi Syndrome (PWS) is a genomic disorder mostly caused by deletions of the 15q11q13 region (70-
80%) and the recurrence risk has been established in less than 0.5%. It has been observed that the genomic archi-
tecture of this region make it prone to Non-Allelic Homologous Recombination during meiosis giving rise to de-
letions. The aim of this study was to assess the incidence of deletions and duplications of the 15q11q13 region in
spermatozoa from fathers of PWS patient. Sperm samples from 16 PWS fathers and 10 control donors were ana-
lysed by fluorescent in situ hybridization (FISH) using specific DNA probes. Significant differences were ob-
served in the frequency of deletions and duplications of the 15q11q13 region between PWS fathers and control
donors (P = 0.002). Individual comparisons showed moderate increases in ten out of 16 PWS (P < 0.01). No cor-
relation was observed between the frequency of reorganization in spermatozoa and the genetic origin of the syn-
drome. Results suggest that the frequency of deletions and duplications is a reflection of the instability of the
15q11q13 region.
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INTRODUCCIO

15q11ql13 estan formats per duplicacions del
gen/pseudogén HERC2, i formen blocs anomenats

La sindrome de Prader-Willi (PWS) és un trastorn
genomic que presenta una incidéncia d’un de cada
15.000 naixements. La causa genética majoritaria
son delecions de la regié 15q11q13 (70-80 %) (Cas-
sidy et al., 2000). La regidé 15q11q13 esta flanqueja-
da per tres duplicacions segmentaries (low copy re-
peats, LCR), que es corresponen amb els punts de
trencament de la majoria de delecions causants de la
SPW (vegeu la figura 1). Els LCR de la regi6

END-repeats. Aquests blocs presenten una homolo-
gia superior al 98 % i actuen com a punts calents de
recombinaci6. Aquestes caracteristiques afavoreixen
la recombinaci6é allélica no homologa (non alle-
lic homologous recombination, NAHR) entre dife-
rents copies dels END-repeats, i aixo produeix di-
ferents reorganitzacions de la regié critica (Inoue,
2002). L’orientacié dels LCR és important, ja que
determina 1’aparellament de les regions implicades i
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Figura 1. Esquema de la regié 15q11q13. Amb fletxes s’assenyalen els LCR que flanquegen la regid critica de la
SPW. Es mostren els dos tipus de delecions majoritaries, la seva mida i la localitzacio dels punts de trencament (bre-

ak points, BP).

de les reorganitzacions que en resulten (vegeu la fi-
gura 2).

Es considera que les reorganitzacions causants de
la SPW, com les d’altres trastorns genomics, son
produides de novo amb un risc de recurréncia similar
al de la poblacid general, establert a partir d’estudis
poblacionals com a inferior al 0,5 % (Gardner i Su-
therlan, 2004). No obstant aix0, alguns autors han
descrit haplotips de regions critiques que s’han rela-
cionat amb un increment de la predisposicid a gene-
rar delecions en linia germinal (Gimelli et al., 2003;
Cusco et al., 2008).

Els estudis en gametes, i molt especialment, en
espermatozoides, per 1’avantatge quant al nombre i
la facilitat d’obtencié de les mostres, ens ofereixen
una alternativa per estudiar la freqiiéncia en que es
donen aquestes reorganitzacions i estimar riscs de
recurréncia. Aquest treball té com a objectius avalu-
ar la freqiiéncia de delecions i duplicacions de la re-
gi6 15q11ql3 en espermatozoides de pares d’indivi-
dus amb la sindrome de Prader-Willi, per estimar el
risc de recurrencia de la sindrome.

Figura 2. Recombinacié allélica no homologa en funcié de 1’orientacié dels LCR. al) NAHR en-
tre LCR directes de dues cromatides. a2) NAHR entre LCR directes d’una cromatida. b)) NAHR entre
LCR indirectes. A la part inferior de la figura s’indiquen els productes estables per a cadascuna de les

possibilitats.
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MATERIAL I METODES
Mostres biologiques

Es van obtenir mostres de semen de 16 pares d’indi-
vidus amb la SPW d’edats compreses entre 32 i 60
anys i 10 individus control entre 20 i 50 anys. Tots
els individus participants van ser informats de 1’estu-
di i van manifestar la seva voluntat de participar-hi
amb la signatura del consentiment corresponent.

Hibridacio in situ fluorescent (FISH)

El procediment de fixacio, descondensacié i hibrida-
cié de les mostres es va realitzar seguint el protocol
estandarditzat al nostre laboratori.

Es va utilitzar una sonda especifica de locus per a
la regid 15q11q13 (LSI 15ql1ql3 spectrum orange;
Vysis Inc., Downers Grove, IL, EUA), una sonda
centromerica per al cromosoma 15 (Locus D15Z74,
spectrum green, Vysis Inc.) com a control d’hibrida-
cio, 1 una sonda centromérica per al cromosoma 6
(Locus D6Z1, spectrum aqua, Vysis Inc.) com a con-
trol de ploidia.

Les valoracions es van realitzar mitjangant un mi-
croscopi d’epifluorescéncia Olympus BX60 equipat
amb un filtre de triple banda i filtres especifics per a
FITC, Cy3 i Aqua. La combinaci6 de sondes utilitza-

da va permetre identificar diferents genotips, que
van ser classificats en funcid del nombre i distribu-
cio dels senyals d’hibridacié.

Van ser analitzats un minim de 10.000 espermato-
zoides per individu. L’assignacié de genotips es va
realitzar d’acord amb els seglients criteris: a) esper-
matozoides normals: presentaven els tres senyals
d’hibridacio, b) delecions 15q11q13: espermatozoi-
des que no presentaven el senyal especific de la re-
gi6 15ql11ql3 i eren portadors del senyal centromé-
ric del cromosoma 15 i del control de ploidia i ¢)
duplicacions 15q11q13: espermatozoides que pre-
sentaven dos senyals d’hibridacio de la regid
15q11q13 d’acord amb els criteris estandard pel que
fa a mida, intensitat i distancia (Blanco et al., 1996),
1 que eren portadors d’un senyal centromeric del cro-
mosoma 15 i d’un senyal per al control de ploidia.

L’analisi de FISH en espermatozoides es va rea-
litzar a cegues respecte a I’origen genétic de la sin-
drome (delecid, disomia uniparental, defectes del
centre d’impressid genetica), que va ser facilitat pel
centre de diagnostic UDIAT del Consorci Hospitalari
Parc Tauli (Sabadell) un cop finalitzat I’estudi en ga-
metes.

Analisi estadistica

Es va dur a terme utilitzant el paquet estadistic SPSS

Figura 3. Diferéncies observades per a la freqiiéncia de delecions i duplicacions de la regid

15q11q13 en les dues poblacions analitzades.
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Taula 1. Resultats d’individus amb descendéncia afecta per la SPW

Casos Normals dell5q11q13 dup15q11q13 del/dupl Totals Etiologia
PW-1 10.027 (98,17) 54 (0,53) 32(0,32) 86 (0,84)* 10.214 DUP

PW-2 9.873 (98,42) 79 (0,79) 45 (0,45) 124 (1,24)* 10.032 Delecid
PW-3 10.554 (98,96) 32 (0,30) 27 (0,25) 59 (0,55) 10.665 Delecid
PW-4 10.037 (99,47) 18 (0,18) 15 (0,15) 33(0,33) 10.090 Delecio
PW-5 9.948 (98,57) 80 (0,80) 23 (0,23) 103 (1,02)* 10.092 Delecio
PW-6 10.120 (98,77) 42 (0,41) 36 (0,35) 78 (0,76)* 10.246 Delecio
PW-7 10.061 (99,08) 43 (0,42) 28 (0,28) 71 (0,70)* 10.154 Desconegut
PW-8 10.164 (99,07) 32(0,31) 27 (0,26) 59 (0,58) 10.259 Delecio
PW-9 10.049 (99,16) 28 (0,28) 32(0,32) 60 (0,59) 10.134 Delecio
PW-10 9.867 (96,56) 239 (2,34) 43 (0,42) 282 (2,76)* 10.219 DUP
PW-11 10.549 (99,04) 37(0,35) 30(0,28) 67 (0,63) 10.651 DUP
PW-13 9.986 (98,32) 81 (0,80) 26 (0,26) 107 (1,05)* 10.157 Delecio
PW-14 10.031 (99,22) 47 (0,46) 12 (0,12) 59 (0,58) 10.130 DUP
PW-15 9.918 (98,28) 51(0,51) 26 (0,26) 77 (0,76)* 10.092 Delecio
PW-16 10.177 (98,85) 46 (0,45) 39 (0,39) 85 (0,83)* 10.295 Delecio
PW-17 10.020 (98,12) 59 (0,58) 57 (0,56) 116 (0,14)* 10.212 Desconegut
% + SEM 98,63 % +0,17 0,59 %+0,12 0,31 %=+0,03 090%=+0,14

Controls 99,17 % £ 0,07 0,22 % +0,03 0,24%+0,04 047%+0,07

Es mostra I’etiologia de la SPW. Al peu de la taula es mostren els resultats obtinguts per a la poblacié control.
* Increments significatius respecte a la poblacio control (P < 0,01).

versid 14 (SPSS Inc., Wacker Drive, Chicago, IL,
EUA).

RESULTATS I DISCUSSIO

Es van analitzar un total de 101.505 espermatozoi-
des d’individus control (vegeu la taula 1) i 163.542
espermatozoides de pares amb descendéncia afecta
per la SPW (vegeu la taula 1). En termes poblacio-
nals, els pares d’individus amb la SPW presentaven
un increment significatiu de 15qllql3del+dup
(0,90 % =+ 0,14) respecte a la poblacido control
(0,47 % £+ 0,07) (P = 0,002) (vegeu la figura 3). En
aquest increment poblacional hi van contribuir deu
dels setze individus analitzats, els quals van mostrar,
de manera individual, increments significatius (ve-
geu la taula 1). S’ha suggerit que variacions estruc-
turals, com inversions de la regio critica (Gimelli et
al., 2003) o variacions en el nombre de repeticions
dels LCR (Cusco et al., 2008) podrien ser factors
que predisposin a 1’aparicié de delecions en la des-
cendeéncia. Els canvis numérics i estructurals podri-
en dificultar I’aparellament homoleg durant el
procés de recombinacio i afavorir ’aparellament he-
teroleg amb segments cromosomics propers que
comparteixen un grau d’homologia molt elevat, com
els LCR. Aixi, individus portadors de canvis d’a-
quest tipus podrien ser susceptibles en diferents
graus a fenomens de NAHR, amb el conseqiient in-
crement de reorganitzacions de la regio implicada.

Pel que fa a la comparacio dels resultats obtinguts
en espermatozoides amb 1’etiologia de la SPW en la
descendéncia, no s’ha observat una relacid entre un
increment de 15q11q13del+dup i descendeéncia afec-
ta per la SPW causada per delecid. A més, alguns
dels individus que presenten increments de
15q11q13 del+dup en espermatozoides son pares
amb descendéncia afecta per la SPW causada per
DUP materna (vegeu la figura 3). La utilitzaci6 tni-
cament de marcadors interns de la regiéo 15ql11ql3
per a I’analisi de I’origen genétic de la SPW va im-
pedir diferenciar entre DUP i DUP parcials. Aixi
doncs, els nostres resultats indiquen que la freqiién-
cia de delecions en espermatozoides €s un reflex de
la inestabilitat de la regid 15q11q13, que la predispo-
sa a diferents tipus de reorganitzacions: duplicaci-
ons, inversions i probablement DUP parcials. Aques-
ta ultima reorganitzacié cromosomica explicaria
I’increment de 15q11q13del+dup observat en els in-
dividus amb un fill afecte de la SPW causat per DUP
materna, i aix0 reforca la necessitat d’estudiar 1’ori-
gen parental, tant de la regid critica com de les regi-
ons externes del cromosoma, per discriminar DUP
de DUP parcials.

Tot 1 que els increments observats son moderats
(rang: 0,70-2,76 %), aquests individus s’haurien de
considerar com a individus de risc per transmetre la
SPW a la descendéncia. Situacions similars s’han
observat en altres poblacions analitzades, en qué
s’han trobat increments moderats d’anomalies cro-
mosomiques en espermatozoides de pares amb des-
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cendéncia afecta per diferents sindromes (Blanco e?
al., 1998; Martinez-Pasarell et al., 1999; Arnedo
et al., 20006).
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