
INTRODUCCIÓ 22q 11.2 (She et al., 2004). S'han descrit vuit LCRs que

representen el 11 % d'aquesta regió: LCR22-2, LCR22-

3a, LCR22-3b, LCR22-4, LCR22-5, LCR22-6, LCR22-

7 i LCR22-8 (Babcock et al., 2007; Stankiewicz et al.,
2002; Vergés et al., 2014). L'elevada homologia entre

els LCRs promou la recombinació homòloga no al-
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Resum
La regió 22q 11.2 presenta una elevada densitat de low-copy repeats (LCRs). La presència de LCRs promou la recombi
nació homòloga no al-lèlica durant la meiosi que resulta en delecions cromosòmiques que es poden transmetre a la
descendència i causar la síndrome de la deleció 22qll.2 (S022qll.2). Aquest treball té l'objectiu de determinar el rise
de recurrència de la S022q 11.2 en pares d'individus afectats per la S022q 11.2. Mitjançant la tècnica d' hibridació in situ
fluorescent s'ha determinat la freqüència de delecions i duplicacions de la regió 22qll.2 en espermatozoides procedents
de mostres de semen de 9 pares amb descendència afectada per la S022q 11.2 d' origen patern. Els resultats no mostren

un increment de delecions i duplicacions en el conjunt de la població estudiada respecte la població control (0,32%±0,1 O

i 0,27%±0,05, respectivament). En canvi, a nivell individual, els individus OG2, OG6 i FI4 mostren increment de dele

cions i duplicacions (0,77%, 0,64% i 1,18%, respectivament). Aquests tres individus han de ser considerats individus

amb rise de transmissió de delecions a duplicacions de la regió 22q 11.2 als seus descendents i, conseqüentment, seguir
un procés d'assessorament genètic.
Paraules clau: LCR, NAHR, deleció, 22qll.2, espermatozoides.

Abstract
The 22qll.2 region shows a high density low-copy repeats (LCRs). The presence of LCRs promotes non-allelic ho

mologous recombination during meiosis resulting in chromosomal deletions that can be transmitted to the offspring and

cause the 22qll.2 deletion syndrome (22q II.20S). This study aims to determine the risk of recurrence of 22q 11.20S in

parents of individuals affected of 22q 11.20S. Fluorescence in situ hybridization has been used to determine the fre

quency of deletions and duplications of the 22q 11.2 region in spermatozoa from 9 fathers with offspring affected by
22qll.20S resulting from paternal origin. The results do not show an increase in deletions and duplications in the stud

ied population when compared to the control population (0.32% ± 0.10 and 0.27% ± 0.05, respectively). On the other

hand, individuals OG2, OG6 and F14 show an increase in the presence of deletions and duplications (0.77%, 0.64% and

1.18%, respectively). These three individuals should be considered individuals at risk for the transmission of deletions

or duplications of the 22q 11.2 region to their offspring and, subsequently, genetic counselling should be recommended.

Key words: LCR, NAHR, deletion, 22q 11.2, spermatozoa.

Els low copy-repeats (LCRs) són repeticions de blocs

de seqüències de DNA amb una homologia superior al

90% (Bailey et al., 2006). El cromosoma 22 presenta
una elevada proporció de LCRs localitzats a la regió
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lèlica (NAHR) durant la meiosi. Els productes de la
NAHR resulten en reorganitzacions cromosòmiques i

condueixen a la formació de gàmetes portadores de de

lecions (Dittwald et al., 2013; Ou et al., 2011).
La síndrome de la deleció 22q 11.2 (SD22q 11.2,

OMIM 611867), també coneguda com a síndrome de

DiGeorge (SDG, OMIM 188400) o Velocardiofacial

(SVCF, OMIM 192430), és un dels trastorns genòmics
més freqüents en humans amb una incidència de 1 cada

4.000 nounats (Botto et al., 2003). La causa d'aquesta
síndrome és deguda a una deleció en heterozigosi de la

regió 22ql1.2. La deleció majoritària es produeix en

més del 85% dels casos, i comprèn els LCR22-2 i

LCR22-4. Aquesta pèrdua representa 3Mb del cromo

soma 22 on es localitza, entre d'altres, el gen TBXl

(OMIM 602054). Al voltant del 7% dels casos s'origi
nen per una deleció menor, de l,5Mb, produïda entre

els LCR22-2 i LCR22-3a. La haploinsuficiència dels

gens localitzats en la regió delecionada ocasiona el fe

notip de la SD22ql1.2 (Carlson et al., 1997).
Estudis epidemiològics han determinat que el risc de

recurrència de la SD22q 11.2 és el mateix que el de la

població general, tot i que l'estudi d'aquest rise és

complex de determinar per certs factors, com la baixa
incidència de la síndrome (Rothlisberger et al., 2007).
Una alternativa als estudis poblacionals són els estudis
en gàmetes. En aquest sentit, l'estudi d'espermatozoi
des permet analitzar un elevat nombre de cèl-lules i es

tablir les freqüències de les reorganitzacions cromosò

miques produïdes per la NAHR de forma individual.
Per aquest motiu és convenient l'estudi en gàmetes
(Molina et a]., 2011).

L'objectiu d'aquest treball és determinar la freqüèn
cia de delecions i duplicacions en espermatozoides de

progenitors asimptomàtics amb descendència afectada

per la SD22q 11.2, els quals es coneix que són transmis
sors de la deleció, per tal de conèixer el rise de recurrèn

cia d'aquesta síndrome.

MATERIAL I MÈTODES

Mostres biològiques

Es van recollir 9 mostres de semen de pares d'individus
afectes de la SD22q 11.2, els quals es coneixia que l' ori

gen de transmissió de la deleció era patern. Les mostres

procedien de l'Hospital Sant Joan de Déu (n=7) i de la

Corporació Sanitària Parc Taulí (n=2).

Obtenció d'extensions d'espermatozoides

Les mostres de semen es van transferir a tubs de 15ml i

es van centrifugar a 1.000g durant 8 minuts. La fracció

cel-lular obtinguda es va tractar amb una solució hipotò
nica (KCI 0,075M) temperada a 37°C. Després d'una

incubació a 37°C durant 25 minuts i una altra centrifu

gació, es va decantar el sobrenedant i es va resuspendre
la mostra amb Carnoy (3:1 metanol:àcid acètid). Es van

realitzar 3 rentats amb Carnoy abans de preparar les ex

tensions cel-lulars,

Les extensions cel-lulars, es van processar segons el

protocol d'hibridació in situ fluorescent descrit al nos

tre laboratori (Sarrate et al., 2009). Es va realitzar una

mescla de diferents sondes comercials (Abbott Molecu
lar Inc., Des Plaines, IL, Estats Units): una sonda locus

específica per la regió 22q 11.2 (LSI TUPLE 1, Spec
trum Orange, Vysis), una sonda locus específica pel
cromosoma 22 (LSI ARSA, Spectrum Green, Vysis) i

una sonda centromèrica pel cromosoma 6 (CEP6, Spec
trum Aqua, Vysis). Les sondes LSI ARSA i CEP6 van

ser utilitzades com a controls d'hibridació i ploïdia, res

pectivament.

Anàlisi microscòpica

Els portaobjectes es van analitzar amb un microscopi de

fluorescència Olympus BX60 (Olympus, Barcelona, Es

panya) que disposa d'un multifiltre per DAPI/Spectrum
Orange/Conjugat de isotiocianat fluorescent (FITC) i de

tres filtres específics pels fluorocroms Spectrum Oran

ge, Spectrum Green i Spectrum Aqua. Es van analitzar

10.000 espermatozoides per mostra seguint els criteris

de valoració descrits prèviament pel nostre grup de re

cerca (Molina et a}., 2011).
Les diferents combinacions de senyals van perme

tre classificar els espermatozoides en quatre categories
diferents: genotip haploide (espermatozoides amb un

senyal vermell, un de verd i un de blau), genotip dele

ció regió crítica 22ql1.2 (espermatozoides amb cap

senyal vermell i un de verd i un de blau), genotip du

plicació regió crítica 22ql1.2 (espermatozoides amb

dos senyals vermells i un de verd i un de blau), altres

genotips (espermatozoides amb altres combinacions
de senyals).

Anàlisi estadística

Es va realitzar una comparació global de la població
estudiada respecte la població control (Molina et al.,
2011) mitjançant el test Mann-Whitney. La freqüència
de delecions i duplicacions de cada individu es va com

parar de manera individual amb el conjunt de la pobla
ció control mitjançant el test exacte de Fisher. Ambdós
tests es van aplicar amb un nivell de significança de

pcü.Ol. Les dades es van analitzar utilitzant el progra
ma R i386 3.3.2 (R Core Team, 2013).



Anàlisi de lafreqüència de delecions i duplicacions en espermatozoides de progenitors d'individus afectes... 77

Taula 1. Freqüències de delecions i duplicacions en espermatozoides.

Població Delecions (%) Duplicacions (%) Delecions+duplicacions C%)

DG1 0,24 0,11 0,35
DG2 0,57* 0,20 0,77*
DG3 0,19 0,13 0,32

Estudi DG6 0,52* 0,12 0,64*

DG8 0,18 0,07 0,25
DG10 0,13 0,10 0,23
F14 0,92* 0,25* 1,18*
F15 0.12 0.00 0.12

%SEM 0,23 ± 0,08 0,13 ± 0,02 0,32 ± 0,10

Control %SEM 0,17 ± 0,02 0,12 ± 0,03 0,27 ± 0,05

IC99% 0,10 - 0,24 0,05 - 0,20 0,15 - 0,43

RESULTATS

La freqüència de delecions i duplicacions de la regió
22q 11.2 va ser analitzades en un total de 80.779 esper
matozoides.

La freqüència mitjana de delecions (±SEM) va ser

de 0,23% (±0,08) amb un rang de 0,13 a 0,92%. La

freqüència mitjana de duplicacions (±SEM) va ser de

0,13% (±0,02) amb un rang de O a 0,25%. La fre

qüència mitjana de delecions i duplicacions (±SEM)
va ser de 0,32% (±O, I O) amb un rang de 0,12 a 1,18%
(Taula 1).

Es van detectar increments significatius de deleci

ons i duplicacions en 3 dels 9 pares SD22q 11.2 analit
zats (Test exacte de Fisher, p<O,OI) (Taula I). Els tres

casos van mostrar un increment del percentatge de de

lecions i del sumatori de delecions i duplicacions. En

canvi, només en l'individu F14 el percentatge de dupli
cacions es trobava fora del rang de normalitat de la po
blació control.

(presència de LCR que flanquegen la regió crítica),
com la síndrome de Prader-Willi (SPW, OMIM

176270), s'ha observat increment d'anomalies cromo

sòmiques en els espermatozoides d'un nombre signifi
catiu de pares transmissors (Molina et al., 2010; Ver

gés et al., 2014).
En aquests estudis, l'increment s'ha relacionat amb

un increment de la inestabilitat focalitzat en la regió
22q 11.2, causat per la presència de certs factors de

predisposició, com poden ser inversions de la regió
crítica (Osborne et al., 2001) o modificacions de l'ar

quitectura genòmica dels LCR22 involucrats en la de

leció (Cusco et al., 2008; Vergés et al., 2014). Aquests
factors podrien resultar en l'augment de la formació

d'aparellaments no al-lèlics o incrementar la freqüèn
cia de trencaments de doble cadena en les regions crí

tiques. Aquest fet ocasionaria, en última instància, la

deleció de la regió crítica (Baumer et al., 1998; Vergés
et al., 2017).

* Increments significatius respecte la població control (p<O,Ol) (Molina et al., 2011)

DISCUSSIÓ

Existeixen individus amb increment de la freqüència de

delecions i duplicacions, fet que incrementa el rise de

recurrència a transmetre la síndrome. Tot i que la pobla
ció analitzada és limitada, l'increment de delecions po
dria ser rellevant en l'avaluació del rise de transmissió.

És per aquest motiu que aquests individus han de ser

considerats individus de rise de transmetre la SD22q I 1.2

als seus descendents i, conseqüentment, seguir un pro

cés d'assessorament genètic particular.
En altres estudis sobre aquesta síndrome i altres

síndromes amb una arquitectura genòmica similar
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