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Resum

En cel-lules somatiques, el posicionament radial dels cromosomes no és aleatori i esta condicionat pel nimero de gens,
I"activitat transcripcional i el contingut de guanina-citosina. Aquestes associacions evidencien I’existéncia d’una relacié
funcional entre la territorialitat cromosomica i 1’expressié génica. Disposem de poques dades sobre el posicionament
cromosomic durant I'espermatogénesi, no obstant, alguns autors suggereixen que aquest podria condicionar el correcte
desenvolupament del procés espermatogenic i tenir implicacions en I’expressi6 génica de I'embri6. L'objectiu d’aquest
estudi va ser descriure el posicionament radial cromosomic en cel-lules germinals i espermatozoides i identificar els
factors que el condicionen. Es va utilitzar teixit testicular procedent d’individus de la soca C57BL/6J de Mus musculus.
La metodologia aplicada va consistir en: i) fixacié cel-lular preservant la tridimensionalitat nuclear, ii) hibridacié in situ
fluorescent de tots els cromosomes de ratoli, iii) captura d’imatges amb microscopia confocal, iv) identificacio cel-lular
mitjancant immunofluorescéncia, v) analisi d’imatges i vi) analisi estadistica. Aquesta metodologia va permetre analit-
zar el posicionament radial cromosomic en cinc estadis cel-lulars: espermatogoni-espermatocit [ a I'estadi de preleptote
inicial, espermatdcits I a I’estadi de preleptoté mitja-zigote, espermatocits I a I’estadi de paquite, espermatides rodones i
espermatozoides. Els resultats van posar de manifest que el posicionament radial no €s aleatori i que es veu condicionat
per I'activitat génica dels cromosomes. Concretament, la part interna del nucli va mostrar una concentracié de cromati-
na superior al valor esperat i més volum cromosdmic d’aquells cromosomes amb més quantitat de gens implicats en el
procés de I’espermatogénesi o espermiogenesi (en el cas de les espermatides rodones). Finalment, també es va observar
que els cromosomes sexuals presentaven un posicionament radial dinamic, directament relacionat amb els processos
d’inactivaci6 transcripcional que experimenten aquests cromosomes durant |’espermatogeénesi.

Paraules clau: Territoris cromosomics, FISH, espermatogénesi, analisi tridimensional.

Abstract

In somatic cells, the radial positioning of the chromosomes is not random and is conditioned by the quantity of genes, the
transcriptional activity and the content of guanine-cytosine. These associations demonstrate the existence of a functional
relationship between chromosomal territoriality and gene expression. We have little data on chromosomal positioning
during spermatogenesis, however, some authors suggest that this could condition the correct development of spermato-
genesis and have implications for the gene expression of the embryo. The objective of this study was to describe chromo-
somal radial positioning in germ cells and sperm cells and to identify the factors that condition it. Testicular tissue from
individuals of the C57BL/6J strain of Mus musculus was used. The methodology used consisted of: i) cell fixation pre-
serving nuclear tridimensionality, ii) fluorescence in situ hybridization of all mouse chromosomes, iii) capturing images
with confocal microscopy, iv) cellular identification through immunofluorescence, v) image analysis and vi) statistical
analysis. This methodology allowed to analyze the chromosomal radial positioning in five stages: spermatogonia-early
preleptotene spermatocytes I, spermatocytes I at mid preleptotene-zygotene stages, spermatocyles I at pachytene stage,
round spermatids and spermatozoa. The results showed that the radial positioning is not random and it is conditioned by
chromosome gene activity. Specifically, the inner part of the nucleus showed a higher concentration of chromatin than
the expected value and the most chromosome volume of those chromosomes with the highest number of genes involved
in the process of spermatogenesis or spermiogenesis (in the case of round spermatids). Finally, we have observed that
sex chromosomes present a dynamic radial positioning during spermatogenesis, directly related to the processes of
transcriptional inactivation they undergo throughout the spermatogenetic process.
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INTRODUCCIO

En les dltimes décades, nombrosos estudis han demos-
trat que els cromosomes ocupen regions no aleatories
del nucli anomenades territoris cromosomics.

En les cel-lules somatiques s’ha observat una distri-
buci6 radial especifica i evolutivament conservada dels
cromosomes, que esta directament relacionada amb al-
gunes caracteristiques intrinseques dels cromosomes
(revisat per Sarrate et al., 2018). Concretament, els cro-
mosomes amb un alt contingut génic es localitzen pre-
ferentment a la part interna del nucli, mentre que els que
tenen una baixa densitat génica es localitzen a la perife-
ria nuclear (Bridger et al., 2000; Boyle et al., 2001; Ta-
nabe er al., 2002; Cremer et al., 2003). Aixi mateix, s’ha
observat una localitzacié preferent dels cromosomes
amb una alta activitat génica a la zona interna del nucli
(Goetze et al., 2007; Cremer i Cremer 2010) i, de mane-
ra similar, una correlacié de la disposicié radial dels
cromosomes amb el contingut de guanina-citosina (GC)
i I'activitat transcripcional (Federico et al., 2008; Cre-
mer i Cremer 2010).

Tenint en compte aquestes evidencies i veient I’estre-
ta relaci6 funcional que tenen els parametres cromoso-
mics que defineixen el posicionament radial dels cro-
mosomes amb I’activitat génica, diversos autors han
suggerit que la distribucié radial especifica dels cromo-
somes podria veure’s implicada en la regulacié de I'ex-
pressié genica. En aquest sentit, el fet de concentrar la
cromatina amb més dominis potencialment actius a la
zona interna del nucli afavoriria I’ accessibilitat dels ele-
ments reguladors de la transcripci6 (Iborra et al., 1996;
Ioannou i Griffin 2011; Meaburn 1 Misteli 2007).

D’altra banda, s’han observat alteracions en el patré del
posicionament cromosomic en diverses patologies. Per
exemple, Cremer ef al., (2003) descriuen diferents patrons
de posicionament dels cromosomes 18 i 19 entre linies
cel-lulars normals i tumorals. També, s’ha observat una
alteraci6 del posicionament cromosomic en cel-lules amb
una trisomia del cromosoma 21 (Kemeny et al., 2018).

En conjunt, aquestes dades indiquen |’existéncia
d’una relacié funcional entre el posicionament radial
dels cromosomes i I’expressié génica. Tan és aixi que
diversos autors han proposat que la distribucié radial
dels cromosomes en les cel-lules espermatogéniques
podria condicionar el correcte desenvolupament de I'es-
permatogenesi (Garagna et al., 2001; Ioannou i Griffin
2011; Marshall 2003) i, en el cas de la organitzaci6 dels
territoris cromosomics en els espermatozoides, tenir
implicacions epigenétiques en l’expressié genica de
I’embrié (Greaves et al., 2003; Zalensky i Zalenskaya
2007; Mudrak er al., 2012).

No obstant, hi ha poques dades sobre la posicio ra-
dial dels cromosomes al llarg de I’espermatogénesi.
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Garagna i col-laboradors (2001) descriuen un posicio-
nament dels cromosomes 5, 11, 151 17 més periféric
que els cromosomes 13 i 16 i un posicionament perife-
ric dels cromosomes X 1Y en el nucli dels espermato-
gonis de ratoli. Pel que fa el nucli dels espermatozoi-
des, diversos autors han observat una distribuci6 radial
no aleatoria de certs cromosomes en diferents espécies
de mamifers (revisat per Sarrate ef al 2018). Tot i aixd,
la majoria d’estudis es focalitzen en cromosomes con-
crets i en certs estadis del procés de I’espermatogéne-
si. A més, la variabilitat existent entre les metodologi-
es aplicades en els diferents estudis no permet posar
en comd els resultats obtinguts ni establir relacions
entre ells.

Tot i les poques dades que es tenen de la distribuci6
radial dels cromosomes en les cel-lules germinals mas-
culines i els espermatozoides, alguns autors han obser-
vat alteracions de la distribucio radial dels cromosomes
en individus que presenten un procés d’espermatoge-
nesi alterat o problemes de fertilitat. Concretament,
Finch i col-laboradors (2008) han evidenciat que els
centromers dels cromosomes X, Y i 18 es localitzen a
la part central del nucli dels espermatozoides humans
de donants control i, en canvi, els cromosomes sexuals
es distribueixen aleatoriament en el nucli dels esperma-
tozoides d’homes infertils. També, s’ha observat una
variacié en el posicionament radial del centromer del
cromosoma 17 i en la formacié del cromocentre en es-
permatozoides immobils, respecte dels mobils (Alladin
et al., 2013).

Aixi doncs, tenint en compte les diverses evidéncies
que indiquen I’existéncia d’una relacié entre la territori-
alitat cromosomica al llarg de I’eix centre-periferia del
nucli i la fertilitat masculina, I’objectiu d’aquest estudi
va ser descriure el posicionament radial dels cromoso-
mes en les cel-lules germinals i els espermatozoides de
ratoli i identificar els factors que el condicionen.

MATERIALS I METODES

Es van utilitzar mostres biologiques de teixit testicular
procedents de quatre individus de I'espécie Mus muscu-
lus. La soca utilitzada va ser C57BL/6J, la qual mostra
un cariotip normal i una taxa de fertilitat dins dels para-
metres de normalitat.

Disgregacio i fixacio cel-lular

El teixit testicular es va disgregar enzimaticament i les
cel-lules obtingudes es van adherir en portaobjectes po-
lilisinitzats. Posteriorment, es va realitzar un procés de
fixacié amb 4 % de paraformaldehid i un tractament de
permeabilitzacié amb acid clorhidric 0,1 N i nitrogen li-
quid tot preservant la tridimensionalitat de les cel-lules.
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Identificacio cromosomica

Després de tractar les preparacions amb 0,005 % pep-
sina, es va seguir el protocol d’hibridacié in situ fluo-
rescent (FISH) detallat en el kit personalitzat Chromo-
probe Multiprobe® OctoChrome Murine System™
(Cytocell Ltd, Cambridge, UK). Aquest kit utilitza, en
un mateix portaobjectes, set combinacions diferents de
tres sondes de pintat cromosomic marcades amb un
fluorocrom diferent cadascuna (Aqua DEAC, FITC,
Texas Red) delimitades en set regions independents.
D’aquesta manera es poden identificar tots els cromo-
somes del cariotip de ratoli simultaniament en el ma-
teix portaobjectes.

Identificacio del tipus cel-lular

Amb la finalitat de distingir els diferents tipus cel-lulars
presents en el procés de I’espermatogénesi, es va identi-
ficar la proteina SYCP3 (synaptonemal complex pro-
tein 3), la histona HIT (testis-specific histone) i la pro-
especifica de TRA98
mitjancant la realitzacié de dues rondes de tincid per
immunofluorescéncia. La identificacié es va realitzar
mitjangant els anticossos primaris rabbit anti-SCP3,
guinea pig anti-HIT i rat anti-TRA98, i els anticossos
secundaris anti-rabbit FITC, anti-guinea pig Cy3 i anti-
rat FITC. La presencia, I’absencia i/o el diferent patré
de marcatge d’aquestes proteines i els diferents patrons
de tincié amb DAPI, van permetre classificar els nuclis
en cinc estadis cel-lulars: espermatogoni-preleptote ini-
cial, espermatocits I a ’estadi de preleptote mitja-zigo-
te, espermatocits I a I'estadi de paquite, espermatides
rodones i espermatozoides.

teina cel-lules germinals

Captura i analisi d’imatges

Després de cada ronda d’hibridacié, es van capturar
seccions Optiques seriades de tots els tipus cel-lulars
amb la utilitzacié del microscopi confocal TCS-SP5
acoblat a un sistema d’analisi d’imatges (LAS AF-
1.8.1). Les imatges seriades de cadascun dels nuclis es
van processar mitjangant scripts dissenyats dins I'en-
torn dels programaris Fiji (Schindelin et al., 2013)i
Matlab R2013b per tal d’obtenir la seva reconstruccié
tridimensional i extreure’n dades numeériques que per-
metessin descriure el posicionament radial dels cromo-
somes. Concretament, es va dividir el volum nuclear en
tres zones concéntriques de mateix gruix (zona externa,
zona mitja i zona interna) i, tot seguit, es va calcular el
percentatge de volum cromosomic present a cada zona
(Figura 1).
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Figura 1. Representacié grafica del métode utilitzat per esta-
blir el posicionament radial dels cromosomes. El con exem-
plifica un cromosoma. Els percentatges indiquen el volum
cromosomic present en cada zona del nucli.

Tractament de dades i analisi estadistica

En primer lloc, es va calcular la mitjana de volum cro-
mosomic present en cada zona del nucli i per cada cro-
mosoma. Aquestes dades es van representar en una gra-
fica ternaria, en la qual cada punt de I'interior d’aquest
triangle representa la composicié donada per aquestes
tres zones. En segon lloc, amb la finalitat d’ observar els
grups de cromosomes que presenten un patré de distri-
bucié de volum cromosomic similar en les tres zones
del nucli, es va realitzar una analisi d’agrupaments a
partir de I’escalament multidimensional (MDS, de I'an-
gles multidimensional scaling) de les dades. Els grups
es van definir segons el valor de r2. Finalment, per tal
d’observar si hi havia una relacié lineal entre les mitja-
nes de volum cromosomic present en cada zona del nu-
cli per cada cromosoma i pels diferents parametres in-
trinsecs dels cromosomes -concretament, les variables
quantitatives de contingut de GC, densitat génica i el
percentatge de gens implicats en el procés d’espermato-
genesi (i d’espermiogenesi en el cas de les espermatides
rodones) per cromosoma- es va realitzar el test de corre-
lacié de Pearson per a cadascun dels parametres estudi-
ats respecte les tres zones radials del nucli.

RESULTATS

La metodologia desenvolupada va permetre determinar
el posicionament radial de tots els cromosomes del ge-
noma de ratoli en cinc estadis cel-lulars que cobreixen
la totalitat del procés espermatogenic: I) espermatogo-
ni-espermatocit I a 'estadi de preleptote inicial, II) es-
permatocits I a Iestadi de preleptote mitja-zigote, III)
espermatocits I a I’estadi de paquite, IV) espermatides
rodones i V) espermatozoides. Es van analitzar una mit-
1200+£600,66 territoris cromosomics |

178,8+80,06 nuclis per cada tipus cel-lular. Els resultats
de la distribucid radial de cadascun dels cromosomes en
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Figura 2: Representaci6 grafica de la distribuci6 radial de cadascun dels cromosomes als diferents estadis cel-lulars estudiats:
I) espermatogoni-espermatocit I a I'estadi de preleptoté inicial, IT) espermatocits I a I'estadi de preleptoté mitja-zigote, III)
espermatocits I a 'estadi de paquite, I'V) espermatides rodones i V) espermatozoides. Amb linies discontinues es representen els
resultats de I'analisi d’agrupaments dels cromosomes en funci6 de la similitud dels percentatges de volum cromosdmic present
en les zones externa (ZE), mitja (ZM) i interna (ZI) del nucli per a cada cromosoma. Al requadre inferior dret es descriu la mit-
jana de la distribuci6 radial del volum cromosomic total al nucli dels diferents estadis cel-lulars.

funcié del volum cromosomic en les tres zones del nucli
es representen graficament a la Figura 2.

Es va observar una correlacié positiva i estadistica-
ment significativa entre el contingut de GC dels cromo-
somes i el seu posicionament intern en el cas dels esper-
matogoni-espermatocit I a I'estadi de preleptote inicial

(p=0,014), els espermatocits I a I’estadi de preleptote
mitja-zigote (p<0,001), els espermatocits I a I'estadi de
paquite (p=0,029) i els espermatozoides (p=0,009). De
manera similar, es va observar una correlacié positiva i
estadisticament significativa entre la densitat génica
dels cromosomes i el seu posicionament intern en el cas
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dels espermatocits I a I’estadi de preleptoté mitja-zigote
(p<0.001) i els espermatocits I a I'estadi de paquite
(p=0,002). Finalment, es va observar una correlacié po-
sitiva i estadisticament significativa entre la quantitat de
gens implicats en els processos d’espermatogénesi i
d’espermiogénesi de cada cromosoma i el seu posicio-
nament intern en tots els casos estudiats: espermatogo-
ni-espermatocit I a I'estadi de preleptoté inicial
(p=0,001), espermatocits I a I’estadi de preleptoté mit-
ja-zigote (p<0,001), espermatocits I a I’estadi de paqui-
e (p=0,002), espermatides rodones (p<0.001, en amb-
dos casos) 1 espermatozoides (p<0,001).

DISCUSSIO

La mitjana de percentatge de volum cromosomic present
en cada zona del nucli —externa, mitja i interna— va per-
metre coneéixer el posicionament radial dels diferents
cromosomes a cada tipus cel-lular estudiat. Els resultats
van revelar una clara tendéncia de posicionament no ale-
atori dels cromosomes respecte 1’eix centre-periféria del
nucli en els cinc intervals cel-lulars estudiats.

El metode de particié del nucli dividint el seu radi en
tres segments iguals resulta en la formaci6 de tres zones
nuclears concentriques de diferent volum: la zona exter-
na, la qual ocupa un 70,37% del volum nuclear total; la
zona mitja, la qual ocupa un 25,93% del volum nuclear
total i la zona interna, la qual ocupa un 3,70% del volum
nuclear total. En I’hipotétic cas de que el volum cromo-
somic estigués repartit equitativament dins el volum nu-
clear, s’esperarien uns percentatges de volum cromoso-
mic total a cada zona del nucli similars a aquests valors.
No obstant, en els cinc intervals cel-lulars analitzats es
va observar la preséncia de més volum cromosomic a la
zona mitja i interna del nucli respecte el volum esperat.
De fet, la part interna del nucli és una zona considerada
de caire transcripcionalment activa (Ioannou i Griffin
2011; Meaburn i Misteli 2007). Possiblement, I'expres-
si0 génica necessaria per dur a terme el correcte desen-
volupament del procés de I’espermatogénesi requereix
aquesta elevada concentracié de la cromatina a la part
interna del nucli per tal d’afavorir 1’accessibilitat dels
elements reguladors de la transcripcié talment com s’ha
suggerit en cel-lules somatiques en interfase (Ioannou i
Griffin 2011; Meaburn 1 Misteli 2007).

Donant suport a aquesta interpretacio, en general, els
nostres resultats van evidenciar un posicionament intern
preferent d’aquells cromosomes amb un alt contingut
de GC i també d’aquells cromosomes amb una elevada
densitat génica, ambdds parametres indirectament vin-
culats amb I’expressié génica. A més, quan de manera
més especifica, es va analitzar la correlacié entre la
quantitat de gens implicats en els processos d’esperma-

togenesi i espermiogenesi dels cromosomes amb el seu
posicionament radial, els resultats van revelar, de mane-
ra significativa per a tots els estadis cel-lulars analitzats,
que els cromosomes amb més quantitat de gens impli-
cats en aquests processos destacats mostren una localit-
zacié més interna que no pas aquells cromosomes que
en lenen menys.

Per tant, aquestes dades suggereixen que |’activitat
gtnica ¢s un parametre que condiciona el posiciona-
ment radial dels cromosomes en els cine tipus cel-lulars
estudiats. Aquesta interpretacio coincideix amb les da-
des descrites en el nucli de les cel-lules somatiques
(Bridger et al., 2000, Boyle er al., 2001; Tanabe et al.,
2002, Cremer et al., 2003, Goetze et al., 2007; Cremer
i Cremer 2010).

A més, un altre indici de que I’activitat genica €s un
parametre que condiciona el posicionament radial dels
cromosomes rau en el comportament dels cromosomes
sexuals. Els resultats de la distribucié radial del volum
cromosomic obtinguts en aquest treball evidencien que
aquests cromosomes experimenten una dinamica de po-
sicionament especifica directament relacionada amb el
seu estat d’activacio; la migracié que experimenten els
cromosomes sexuals cap a la zona externa a I’estadi de
preleptoté mitja-zigote i que es manté durant I’estadi de
paquité coincideix amb el seu estat d’inactivacié. En
canvi, en el cas de les espermatides rodones, els cromo-
somes sexuals ara es localitzen a la part interna del nucli
coincidint amb la reactivacié de diversos gens contin-
guts en aquests cromosomes (revisat a Turner 2010).
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