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Abstract

A comparison of techniques for obtaining prometaphase chomosomes in diffe­
rent Primate species.
Recently various techniques have been described for obtaining prometapha­
sie chromosomes which improve the resolution of the conventional G and C

banding techniques.High resolution chromosomic techniques were performed
in the species Cebus apella (F. Cebidae), C.mona campbelli (F. Cercopithe­
cidae) and H. sapiens (F. Hominidae), using the leukocyte cultures tech­
niques according to Viegas-Pequignot and Dutrillaux (1978), Camargo and
Cervenka (1980) and Antich i Gean (personal comunication) .In this work we

compare the results of four techniques (including the standard method)
using the parameters: lymphocyte stimulation, percentetge of prometapha�'
ses and band resolution. In conclusion, all four of these techniques may
be usefulto cytogenetic laboratories involved in comparative primate cyto­
genetic analysis.

Introducció.

En el nostre grup de treball, l'estudi dels cromosomes de diferents espè­
cies de Primats és, desde fa molts anys i encara en la actualitat, una de

,I

I les principals línies de recerca.

En el camp de la citogenètica, durant aquests darrers anys han aparegut una

sèrie de tècniques encaminades a aconseguir alta resolució en cromosomes.

Altrament s'ha dit (Goyanes i Méndez, 1981) que moltes de les subbandes

aconseguides per' alguns autors emprant tècniques d'alta resolució, es tro­

baven en el límit del poder resolutiu del microscopi òptic. Això, no ens

ha representat cap inconve�ient per a portar endavant el nostre estudi, i

creiem que malgrat tot val la pena comparar diferents aspectes del rendi­

ment que donen algunes d'aquestes tècniques.
Material i Mètodes

Hem ,treballat amb espècies pertanyents a tres grans fa'llilies del grup dels

Primats: Cebus apella, Cercopithecus mona campbelli i Homo sapiens, utilit-
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zant quatre tècniques de cultiu de limfòcits (Fig. 1): Tècnica clàssica

(Tl); Tècnica d'Antich i Gean (comunicació personal) (T2) ; Tècnica de Vie-

gas-Pequignot i Dutrillaux (1978)(T3); Tècnica de Yunis (1976) modificada

per Camargo i Cervenka (1980)(T4). Les tres últimes tècniques (T1,T2 i T3)

són específiques per a l'obtenció de profases i prometafases.
técniques
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Figural. Esquema on queden resumits els protocols de les quatre tècniques
de cultiu de limfòcits. S'assenyala el temps d'adició dels produc­
tes específics per aconseguir alta resolució cromosòmica que hem
fet servir per cada una de les tècniques T2, T3 i T4. (MTX: meto­
trexat. TdR: timidina. CdR: 2'-desoxicitidina). Indiquem entre

parèntesi els diferents medis de cultiu que hem fet servir per ca­

da una de les tècniques. (E: extracció del cultiu).

El MTX actua bloquejant o enlentin el cicle cel.lulár dels limfocits en l'

etapa de síntesi de l' ADN, j a que inhibeix competitivament. la dihidrofolat

reductasa. Aquest enzim té especial importància en la síntesi de dTPM. L'

efecte inhibidor induit pel MTX es pot revertir si afegim al medi de cultiu

un producte capaç de proveir dTPM a les cèl.lules(Td.R). D'altra banda, la

timidina afegida a un cultiu de cèl.lules animals en concentració suficient

(superior a lX10-3M) és caRaç també de bloquejar la síntesi d'ADN per inhi­

bició de la reducció del CDP a dCDP; aquest últim necessari com a precur­

sor de dCTP per la síntesi de l'ADN. El bloqueig es pot revertir afegint
CdR al medi.

Em les tècniques T3 i T4 és molt important el temps que transcorre desde que

s'allibera el bloqueig fins que es procedeix a l'extracció del cultiu, ja

que d ' ell depèn obtenir divisions amb cromosomes més o menys llargs.
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Resultats i Discussió

El grau de resolució obtingut (nombre de bandes) en els cromosomes profà­
sics i prometafàsics és sens dubte molt més alt que el de metafàsics (Fig.2)
Un examen cuidadós dels cromosomes en diferents estadis d'allargament,
mostra que els patrons de band�s són consistents. Generalment, cada ban-

da manté una posició constant respecte la longitud total del cromosoma.A

més algunes bandes permaneixen bastant visibles, servin�se de marcadors

per a � identificació de cromosomes i segments cromosòmics.
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Fig. 2. Compara�
ció de la resolu­

ció obtinguda per
el cromosoma 2 de

l'especie humana
desde l'estadi de

prometafase prime­
renca fins a l'es­

tadi metafàsic.

S'assenyalen el

nombre de bandes
i la tècnica de

cul tiu.

Per tal de poder comparar el rendiment de les quatre tècniques de cultiu de

limfòcits (una clàssica i tres per a conseguir alta resolució en cromosomes)

ens hem basat. en l' estudi dels següents paràmetrs: (veure Taula L)

1. Creixement (nombre de nuclis en divisió per portaobjectes)
2. Percentatge de profases i prometafases respecte al total de divisins

3. Resolució (nombre de bandes visualitzades per cariotip haploide)

4. Sincronització.

Les modificacions introduides en la tècnica T2 (canvi de medi de cultiu RPMl-

1640 per TC HAM F-lO i a méreryi'espècie CMC, una disminució del mitogen fito­

hemaglutinina)·, han permés augmentar i : index de creixement dels limfòcits.

A partir de les dades indicades en la taula l, hem construit la gràfica de

la figura 3. Fixant-nos en la f
í

gur-a 3a podem dir que el creixement obtingut

per l'espècie HSA no és superat per CMC ni per CAP, L'explicació es fàcil:

són tècniques que han estat posades a punt per HSA i per tant, estan millor

adequades a aquesta espècie que a d'altres. Per altra banda, comparant les
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Taula r. Resul!ats obtinguts quan s'estudien els paràmetres: creixement

mig (xl, percentatge mig de profases i prometafases (Yl i nombre
de bandes per cariotip haploid (2l, Cal destacar que els valors

que acompanyen les mitjes no són l'error estàndar d'aquestes, sinó
l'interval a límit de confiança de la mitja a un nivell de p�obabi
litat = 95% (HSA: Homo sapiens, CMC: Cercopithecus mona campbelli�
CAP: Cebus apella,),
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Figura 3 Gràfiques que mostren el creixement (al i percentatge de profases
i prometafases (bl obtinguts per diferents tècniques de cultiu de

limfòcits en les espècies HSA, CMC i CAP. Per la tècnica T2, que
hem modificat en alguns aspectes, representem en les tres espècies
els resultats que hem trobat al utilitzar TC HAM F-lO com a medi
i baixa concentració de fitohemaglutinina en CMC, (T2m: tècnica T2

modificada) ,

tècniques per a l'obténció de cromosomes amb alta resolució en les tres es-

II



2

pècies, i sobretot en HSA, s'observa que el creixement mig obtingut per la

tècnica T2 és el més baix. Aquest resultat concorda amb el que esperavem,

ja que mentre en les tècniques T3 i T4, el bloqueig induit sobre la síntesi

d'ADN és alliberat per la desoxicitidina i la timidina respectivament, en

la tècnica T2 no s'hi afegeix cap d'aquest segon tipus de productes ( Fig.1)
En el que es refereix al paràmetre percentatge mig de profases i prometa­
fases (Fig. 3b) s'observa que, dins d'una mateixa espècie, aquest aumenta

al substituir la tècnica clàssica (Ti) per qualsevol de les altres tècni�

queso Els resultats difereixen segons l'espècie, així doncs, tením que per

HSA la tècnica que dóna un percentatge més alt es la T2m, mentre que en

CMC i CAP és la T3.

La presència de nuclis en divisió al aplicar les tècniques T2 i T2m no es

pot explicar per resistència al MTX, (ja que cal optar per una selecció

esgraonada per obtenir una freqüència acceptable de cèl.lules resistents

(Schimke et al., 1983)), ni per un esgotament de la droga (ja que la con­

centració utilitzada és suficient per produir una inhibició total del crei­

xement dels limfòcits (Borsa i Whitmore, 1969)). Camargo i Cervenka (1980)
han demostrat que el MTX no inhibeix la síntesi d'ADN, sino que l'enlenteix;
les cèl.lules poden avançar, encara que lentament, per la fase S del seu

cicle vital. Aquesta explicació no és tampoc del tot satisfactòria, ja que

ens justifica la presència de divisions, però no l'obtenció d'un percentat­

ge de profases i prometafases superior al que s'aconsegueix amb la tècnica

clàssica de cultiu de limfòcits. Així doncs, no trobem una hipòtesi accep­

table que ens permeti interpretar els nostres resultats.

Creiem que és important destacar els diferents graus de sincronització ob­

tinguts per HSA amb les tècniques T3 i T4: baix per la primera i alt per

la segona. Això ens fa pensar que pot ésser millorat el rendiment de la

tècnica T4 (en quant al paràmetre percentatge mig de profases i prometa­

fases) si s'optimitzés el temps d'actuació de la timidina.

Una de les conclusions que s'extrau d'aquest treball és que s'han de tenir

a punt totes aquestes tècniques ja que una de sola no és d'ús generalitza­
ble a les diferents espècies de Primats.
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Tal i com a quedat reflectit en la figura 2, és evident que la resolució

incrementa quan s'utilitzen cromosomes llargs (en estadis previs al de me-

tafase) com a material d'estudi. A la figura 4 mostrem el cariotip proce­

dent d'una prometafase de l'espècie CMC .
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