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Abstract

Cytogenetic analysis of sperm from normal men

In recent times, the study of human sperm chromosomes has
become possible using a heterologous fertilization method
in which hamster oocytes and human spermatozoa are used.
This technique allows the direct determination of the
incidence of chromosome abnormalities present in human
sperm. This work describes our results on human sperm
chromosomes using the method described by Martin (1983) and
modified by us in cur laboratcry. The cytogenetic study of
spermatczoa from three normal males has demonstrated that
the mean incidence of chromoscome abnormalities was 17.2%
(6.9% structural anomalies; 2.0% hyperhaploidy; and 9.5%
hypohapleidy). This study was carried out using sperm
selected by means of a swim-up method, although this
selection based on the motility of the spermatozoa does not
involve a selection regarding the incidence of chromocsome
abnormalities. The high percentage of hypchaploid cells is
probably due to technical artifacts (chromosome loss during
fixation) or to anaphase lag. If the incidence of aneuploidy
is taken as twice the frequency of hyperhaplcidy, then the
incidence of chromoscme abnormalities of this control series

was 10.9%. Key words : human sperm chromosomes, chromosomal
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Introduccid

L'espécie humana sembla ser 1l'Unica que, en comparacidé amb.
altres espécies de mamifers estudiades, presenta una elevada
taxa d'anomalies cromosdmiques en el cigot (Chandley, 1981;
Bond i Chandley, 1983). Agquestes anomalies, gque poden
haberse produit durant la gametogénesi i la fecundacid, sén
la causa més important de fallades reproductives 1i se
manifesten com esterilitat, baixa fertilitaf i un elevat
percentatge de mortalitat en el procés reproductiu huma
(Bond i Chandley, 1983; Boué i col., 1985).

Fins fa poc 1l'estimacidé més usual de 1l1la freqiiencia de
anomalies cromosomigues en les concepcions, se ha realizat
indirectament. Afortunadament, la disponibilitat de
técniques de fecundacié in vitro (FIV) ha permes
desenvolupar un métode per l'estudi cromosdomic directe de
l'espermatozoide huma (Rudak i col., 1978; Martin, 1983).

Aquest métode, que inclou una FIV heterdloga huma-hamster,
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DlA 10-13 + Bandes G
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Figura 1. Protocol experimental per l'analisi citogenética

de l'espermatozoide huma
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Material i métodes

Les mostres de semen analitzades han estat donades per tres
individus normals (Cl1, C2 i C3) amb cariotip 46,XY.

El métode per a l'obtencidé de cromosomes d'espermatozoide
huma emprat en aguest treball (Figura 1) és una modificaciéd

(Benet i col, 1986 i 1989) del descrit per Martin (1983).

Resultats

Hem obtingut un total de 505 cariotips d'espermatozoide,
dels quals 254 erewn vortadors d'un cromosoma X, 250 d'un
cromosoma Y i un no duia cap cruwm~soma sexual (Taula 1). La
relacié X/Y global (50.4%:49.6%), no és cignificativament
diferent de 1la relacid 1:1 esperada (test de Xi quadrat,

p>0,05).

Taula 1. Relacid X/Y en espermatozoides d'individus normals.

Individu Metafases amb X amb Y k. S
.c1 205° 103 101 50.5 49.5
c2 152 78 74 513 48.7
c3 148 73 75 49.3 50.7

Total 505 2 254 250 50.4 49.6

a) Un espermatozoide presentava un cariotip 21,-X o -Y,-12

De aquestes 505 dotacions cariotipades, 31 espermatozoides
mostraven anomalies cromosomigques estructurals, 10

hiperhaploidia, 42 hipohaploidia 4 guatre anomalies

cromosomigques estructurals i hipohaploidia (Taula 2).
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La freqiiéncia d'espermatozoides amb anomalies estructurals
és de 6,9% (35/505), la d'hiperhaploidia és de 2.0% (10/505)

i la d'hipohaploidia de 9.1% (46/505).

Taula 2. Fregiiéncies d'anomalies cromosdomiques en esperma-
tozoides d'individus normals.

cariotips total anomalies® hiperha- hipoha-2

Individu edat totals normals estructurals ploidia ploidia
(%) (%) (%) (%)
C1l 31 205 25 10 3 13
(13.9%) (4.9%) (<1..:55%) {(6+:3%:)
Cc2 38 152 36 15 5 18
(23.7%) (9.9%) (3.3%) (11.8%)
Cc3 33 148 26 10 2 15"
(17.6%) (6.8%) (1.4%) (10.1%)
Total 505 87 352 10 262
(17:.2%) (6.9%) {:250%) (9.1%)

a) Quatre complements que presentaven anomalies numerigues 1
hipohaploidia han estat inclosos en ambdues categories.

Tenint en compte l'estimacid conservadora d'aneuploidia, 1la
incidéncia total d'anomalies cromosdomiques es de 10.9%. Aixi
mateix, la fregiiéncia de 1l'individu cC2 (16.4%) és
significativament diferent de la del C1 (7.8%) ( p<0.02,

test Z per proporcions independets) i més gran que la del C3

(4.5%) (p<0.04, test Z per proporcicns independents).
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Els tipus d'anomalies cromosomiques estructurals obtinguts
sén representats a la Taula 3. Els trencaments de cromosoma
(csb) (48.6%) i els fragments acéntrics (ace) (32.4%) sén
les categories més abundants. Altres aberracions, en ordre
decreixent de fregqiiéncies, sén: intercanvi de cromatides
(cte/tri), diceéntrics (dic), delecions (del) i trencaments
de cromatide (ctb).

Dos espermatozoides (0.4%) presentaven multiaberracions
estructurals, amb possibles cariotips 23,X,-2,-3,+mar,+r,
F3ace (C1) i= 23.Y, cshb3g2l ,delSpl2, E (318 (a2l ;pl3edic(a;7),

csb9pl13,dic(17;22)(g25;ql2) ,+mar,+4ace (C3).

ab

Taula 3. Tipus d'anomalies cromosomiques estructurals e
et c2 Go5] TOTAL
dic - - 1 1
del - - 1 1
csb 3 311 3 17
ace 4 5 4 13
cte/tri 3 - 1 4
cth - i - 1l
Total 10 17 10 37

"a) dic, diceéntric; del, delecid; csb, trencament de cromoso-
ma; ace, fragment acéentric; cte, intercanvi de cromatide;
tri, trirradial; ctb, trencament de cromatide.

b) No han estat inclosos dos complements amb multiaberracid.
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En els 46 espermatozoides hipohaploids, la perdua afectava
tots els cromosomes excepte el 8. Els cromosomes més
freqiientment implicats han estat el 21 (14%), el 12 (12%) i
el 22 i 17 (9.5% cadascin).

El nombre d'espermatozoides hiperhaploids, 10, ha estat molt
més baix. La distribucid de les freqgiiéncies d'hipohaploidia
i d'hiperhaploidia era significativament diferent de 1la
relacié 1:1 (p<0.05, Xi quadrat=26.7). En els complements
hiperhaploids, tan sols els cromosomes 9, 12, 16, 19, 20,

21 i 22 han estat afectats.

Discussid

La fregiiencia d'hipohaploidia en el nostre estudi era quatre
vegades superior a la d'hiperhaploidia. Aquest increment pot
ésser degut a un efecte artefactual de 1la técnica,
especialment durant el procés de fixacidé (Templado i. col,
1988). Per evitar introduir errors en el calcul de 1la
freqgiiéncia d'aneuploidia hem considerat aquesta com el doble
de la freqgiiéncia d'hiperhaploidia. Introduint aguesta
correccié, 1la freqiiéencia mitjana d'anomalies cromosdomiques
en el nostre estudi (10.9%) esta compresa en l'intérval de
freqiiéencies que han trobat altres autors (5.0%-13.7%) (Taula
4). No hi ha diferéencies significatives entre 1la nostra
freqiiéencia d'anomalies cromosomiques (10.9%) i les descrites
en les tres séries més grans (9.2%, 13.7% i 10.3%)
(Brandriff i col, 1986; Kamiguchi i Mikamo, 1986; Martin i

col, 1987) perd si amb la freqiiéncia (6.7%) descrita per

Pellestor (1988) (test 2z per proporcions independents,
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p>0.05). Tot 1 aixi, no es pot descartar gque les péerdues
anafasiques puguin augmentar la proporcié d'hipohaploidies.
Ford i Lester (1982) wvan descriure un fenomen de
desplagament cromosomic en la placa metafasica que
provocaria pérdues de cromosomes. Basant-se en aquest 1
posteriors estudis, Ford (1987) ha proposat el desplagament
cromosomic com un dels origens d'aneuploidia.

La nostra freqiiéencia d'anomalies cromosomiques presenta
variacions significatives entre individus. Altres autors
(Martin i col, 1983 i 1987; Brandriff i col, 1985, Kamiguchi
i Mikamo, 1986) també han trobat diferéncies significatives
entre donadors. Recentment, a partir dels resultats de la
série més amplia, Martin i col (1987) han proposat que
1'interval del 95% de confianga per els valors de
freqiiéncies d'anomalies cromosomiques individuals, seria de
0% a 22.4%. Aixi doncs, les variacions entre els valors
mitjans, observats en diferents laboratoris, podrien ésser
degudes, en gran part, a les variacions inter-individuals.
En el nostre estudi, tots els grups del cariotip huma han
estat involucrats en hipohaploidies, perd® la distribucié no
ha estat homogénia. Els grups E, F i G sén els dnics gque
presenten valors d'hipohaploidia superiors als esperats
considerant que tots els cromosomes tenen la mateixa
probabilitat de sofrir hipohaploidia. Els cromosomes més
freqiients en els espermatozoids nulisomics eren: el 21
(14%)5 "12(312%),: - T7(9.5%) 1 22(9.5%). Ségons el model de

desplacament cromosomic, (Ford, 1987) els cromosomes petits

(grups E, F 1 G) s6n els que presenten més risc de sofrir
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pérdues anafasiques. L'elevat percentatge d'hipohaploidia,
en comparacié al d'hiperhaploidia, obtingut en aquest
estudi, podria ésser el resultat no sols d'artefactes
produits en el procés de fixacié sino de pérdues
anafasiques, originades per desplacament cromosodomic.

El reduilt nombre de cél.lules hiperhaploides (10) trobades
en aquest estudi, no permet de fer una analisi en
profunditat, d'aquest fendmen; tan sols assenyalarem gue
entre els espermatozoides hiperhaploids hi ha diplosomies
pels c¢romosomes 21, 16, i 9, tots els implicats amb
trisomies viables o no, molt freqiients en l'espécie humana.
En agQuest treball, c<coincidint amb la majoria d'autors
t 1 ¢c0l,1987), 1les anomalies

(veure Taula 4 I revisio Bene

e © R LR

§.9%) sdén més fregiients que 1les

timaci conservadora

Les ancomalies estructurals mées frequents en cada individu
sén trencaments de cromosoma (csb) i fragments acéntrics
(ace). Si agrupem csb i ace, agquesta categoria abasta un
81.0% de totes 1les anomalies estructurals, mentre que
categories estructurals estables, (p.e. translocacions)
presenten percentatges molt reduits. Aix0, també és d'aquest
ordre en tots els estudis descrits fins ara (Martin i col,
1983 i 1987); Brandriff i col, 1985 i 1988; Kamiguchi i
Mikamo, 1986; Jenderny i R&Shrborn, 1987; Pellestor, 1988).

La preséncia d'espermatozoides amb multiaberracions

estructurals ha estat observada en la nostra série i en dues

0

més. La seva freqiliéencia és relativament baixa: 0,39% (2/505)
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en el nostre estudi, 0,19% (3/1582) en el de Martin i col.
(1987). i 0.26% (13/5000) en el de Brandriff i col. (1988);
perd més elevada que la trobada en limfocits, 0.023%
(24/102.170), (Awa 1 Neel, 1986). Aquests autors han
considerat aquest tipus de cél.lules com indicadors de dany
cromosdmic espontani. L'elevada freqgiiéncia d'espermatozoides
amb multiaberracions podria ésser el reflex de que 1la
freqgilidncia d'anomalies estructurals és, en general, més
elevada en cromosomes d'espermatozoide gque en limfocits
(Brandriff i col, 1988).

En la nostre serie, la proporcidé d'espermatozoides portadors
del cromoscoma X i portadors del cromosoma Y {(204:201) no
difereix significativament de la relacidé teoOrica esperada
(1:1), encara que el nombre de portadors d'X és lleugerament
superior. Aquestes dades coincideixen amb 1la majoria
d'autors (Brandriff i col, 1985; Kamiguchi i Mikamo, 1986;
Jenderny i ROhrborn, 1987; Martin i col, 1987). Unicament
Pellestor (1988) ha trobat una proporcié més elevada perd no
significativa d'espermatozoides portadors dty [ D2V
21275201 LEaxiia &)

Fins ara, totes les séries en individus normals, han estat
fetes amb espermatozoides no seleccionats, a excepcid de la
série japonesa (Kamiguchi i Mikamo, 1986), pero la
comparacidé dels seus resultats citogenéetics amb altres
séries es dificil de fer, ja gque també han modificat
substancialment la resta de la técnica (ionofor A23187, medi

TC199,). Donat que el nostre protocol no és essencialment

diferent al de Martin i col (1987) ni al de Brandriff i col
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(1985) i no hi ha diferéncies significatives entre els seus
resultats citogenétics 1 els nostres , podem dir gque una
seleccid per motilitat dels espermatozoides no comporta
seleccié ni en anomalies cromosdmiques ni en 1la relacid
X/Y (Benet i col 1988). Martin i Rademaker (1988), indiquen
gue no hi ha correlacié entre el percentatge de formes
anormals que presenta una mostra de semen 1 la seva
fregiiéncia d'anomalies cromosdomiques, obtinguda mitjancgant
el sistema hamster-huma. Aixi doncs, en individus normals,
les anomalies cromosomiques d'espermatozoide dificilment
comporten canvis detectables en les caracteristigues
fenotipiques tradicionalment analitzades en un seminograma.

Coneixer fins a quin punt 1les anomalies cromosomiques
cbservades en aquest sistema poden originar mermes en el
procés reproductiu huma, és una giiestidé que de moment es
manté oberta. Espermatozoides amb anomalies numérigques poden
comportar la formacid d'embrions amb aneuploidia, la majoria
dels gquals no sén viables; en aquest sentit, es sap que en
avortaments s'han detectat anomalies numérigques per tots els
cromosomes humans (Chandley, 1987). L'alta fregiiéncia de
anomalies estructurals cbservada en espermatozoides podria
explicar en gran part, l'elevada taxa de mortalitat descrita
en les primeres setmanes del embarac¢ (Boué i <c¢ol., 1985),
aixi com l'elevat percentatge de pérdues pre-
implantacionals causades per anomalies cromosomigues, que ha
estat suggerit per interpretar el reduit exit en la

implantacié de embrions en programes de FIV (Edwards, 1986;

Plachot ¥y icol.:i, "t1988)-
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