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Resum

En el nucli interfasic de cel-lules somatiques, els cromosomes ocupen territoris concrets que tenen un paper fonamental
en la regulacio i el manteniment del genoma. Tot i que en cel-lules germinals hi ha dades preliminars que suggereixen la
importancia de la territorialitat cromosomica en la funcionalitat cel-lular, les caracteristiques del teixit testicular (presen-
cia de diferents tipus cel-lulars amb diferents caracteristiques morfologiques, en diferents estadis de desenvolupament i
amb diferent tipus de ploidia) dificulta la consecucié de resultats concloents. En aquest estudi hem desenvolupat una me-
todologia d’analisi tridimensional de territorialitat cromosomica en cel-lules germinals masculines procedents de testicle
de ratolins (Mus musculus) de la soca C57BL/6J. La metodologia contempla etapes clarament diferenciades: i) Fixacié
cel-lular optimitzada per preservar I’estructura tridimensional de les cel-lules; ii) Identificacié cromosomica mitjancant
FISH (Chromoprobe Multiprobe® OctoChrome™ Murine System; Cytocell) i microscopia confocal (TCS-SP5; Leica
Microsystems), iii) Identificacié cel-lular mitjan¢cant immunofluorescencia, iv) Analisi de les imatges mitjangant se-
qiiencies de comandaments Matlab, v) Obtencié de dades numeriques que defineixen els territoris cromosomics (dades
descriptives, posicionament radial i posicionament relatiu dels cromosomes). Aquesta metodologia permet la identifi-
cacié inequivoca i 1’analisi dels territoris cromosomics en totes les etapes de 1’espermatogenesi. Els resultats aportaran
informaci6 valuosa en relaci6 a les caracteristiques cromosomiques que determinen el posicionament, les associacions
preferents entre cromosomes i la relacié entre posicionament i regulacié del genoma.

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

Abstract

In somatic cells, chromosomes occupy specific nuclear regions called chromosome territories which are involved in the
maintenance and regulation of the genome. Preliminary data in male germ cells also suggest the importance of chromo-
some territoriality in cell functionality. Nevertheless, the specific characteristics of testicular tissue (presence of differ-
ent cell types with different morphological characteristics, in different stages of development and with different ploidy)
makes difficult to achieve conclusive results. In this study we have developed a methodology to approach the three-
dimensional study of all chromosome territories in male germ cells from C57BL/6J mice (Mus musculus). The method
includes the following steps: i) Optimized cell fixation to obtain an optimal preservation of the three-dimensionality cell
morphology, ii) Chromosome identification by FISH (Chromoprobe Multiprobe® OctoChrome™ Murine System; Cy-
tocell) and confocal microscopy (TCS-SP5, Leica Microsystems), iii) Cell type identification by immunofluorescence
iv) Image analysis using Matlab scripts, v) Numerical data extraction related to chromosome features, chromosome
radial position and chromosome relative position. This methodology allows the unequivocally identification and the
analysis of the chromosome territories of all spermatogenic stages. Results will provide information about the features
that determine chromosomal position, preferred associations between chromosomes, and the relationship between chro-
mosome positioning and genome regulation.

Key words: Chromosome territories, FISH, spermatogenesis, three-dimensional analysis.
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INTRODUCCIO

Els cromosomes ocupen regions especifiques, no alea-
tories, conegudes amb el nom de Territoris Cromoso-
mics (TC) (Cremer i Cremer 2010). Els mecanismes
que estableixen aquest posicionament estan relacionats
amb caracteristiques intrinseques dels cromosomes,
com la mida i la densitat genica. Els cromosomes amb
una alta densitat genica i els cromosomes petits es loca-
litzen preferentment a I’interior de I’espai nuclear, men-
tre que els que tenen una baixa densitat genica i els que
s6n més grans es localitzen a la periferia (Hiibner i
Spector 2010; Sun et al. 2000). Aix{ mateix, a nivell de
I’organitzaci6 interna dels territoris cromosomics, s’ha
trobat correlacié amb altres factors com I’activitat de
transcripcio i el contingut dels nucleotids de guanina i
citosina (revisat per Cremer and Cremer 2010).

El patr6 de distribucié dels cromosomes difereix se-
gons el tipus cel-lular, perd és similar entre cel-lules i
teixits que comparteixen vies de desenvolupament i esta
evolutivament conservat entre especies (Tanabe et al.
2002). Tant és aixi que s’ha suggerit una gran implica-
ci6 de I’organitzacié dels TCs en el manteniment i la
regulaci6 del genoma (Cremer et al. 2006), aixi com en
la regulaci6 de I’expressié genica (Cavalli 2007; Elcock
i Bridger 2010; Harewood et al. 2010; Hiibner et al.
2013). El posicionament dels cromosomes podria pro-
moure interaccions entre regions especifiques del geno-
ma per tal d’activar o reprimir la seva expressi6 (Cavalli
2007; Hiibner et al. 2013). Per tant, 1’alteraci6 del posi-
cionament dels cromosomes i en conseqiieéncia, 1’altera-
ci6 de la localitzaci6 dels gens podria, per una banda,
comprometre I’accessibilitat dels factors de transcripcid
a la cromatina i, per I’altra, dificultar les interaccions
fisiques entre regions especifiques del genoma que ac-
tuen de manera coordinada (Reddy et al. 2008; Wijchers
et al. 2015).

De fet, s’han observat alteracions en el patr6 de posi-
cionament dels cromosomes en nombroses malalties.
Cremer et al. (2003) descriuen diferents patrons de po-
sicionament dels cromosomes 18 1 19 en linies cel-lulars
normals i tumorals. Meaburn et al. (2007) descriuen
canvis en els territoris dels cromosomes 13 i 18 en paci-
ents amb mutacions del gen LMNA. També, s ha obser-
vat una alteracié del patré d’interaccions entre TC en
cel-lules mamaries tumorals (Fritz et al. 2014).

Pel que fa el teixit testicular, hi ha poques dades so-
bre la posici6 relativa dels cromosomes durant el trans-
curs del procés d’espermatogenesi. Tot 1 aix0, alguns
estudis han demostrat una distribucié no aleatoria dels
cromosomes en alguns estadis concrets: estudis en dues
dimensions en espermatocits humans mostren una pro-
ximitat preferent entre els bivalents 15 i XY en I’estadi
de paquite (Codina-Pascual et al. 2006) i metafase |

(Sarrate et al. 2012). Aixi mateix, 1’analisi de les relaci-
ons de posicionament entre tots els bivalents a I’estadi
de metafase I ha evidenciat una distribuci6

no aleatoria dels cromosomes mantenint agrupacions
preferents d’acord amb la mida, la densitat genica i la
morfologia acrocentrica dels cromosomes (Vergés et al.
2014). Tanmateix, diverses publicacions han informat
d’una organitzaci6 espacial no aleatoria dels cromoso-
mes en els nuclis dels espermatozoides (Foster i Bridger
2005; Hazzouri et al. 2000; Ioannou et al. 2011; Mu-
drak et al. 2012).

Tenint en compte aquestes observacions, s’ha sug-
gerit que la distribucié dels cromosomes en les cel-
lules espermatogeniques podria condicionar el correc-
te desenvolupament de 1’espermatogenesi i, en el cas
de la organitzacié dels TCs en els espermatozoides,
tenir implicacions epigenetiques en I’expressié génica
de I’embri6 (Greaves et al. 2003; Mudrak et al. 2012;
Zalensky i Zalenskaya 2007). En aquest sentit, diver-
sos estudis relacionen canvis en la territorialitat dels
cromosomes de les cel-lules espermatogeniques amb
problemes de fertilitat. Més concretament, Finch et al.
(2008) observen un posicionament alterat dels cromo-
somes sexuals en individus que presenten problemes
de fertilitat. Els cromosomes 15, 18 i X també experi-
menten un canvi de posicionament en pacients amb un
alt nivell d’aneuploidies (Olszewska et al. 2008). A
més a més, també s’ha observat un canvi de territoria-
litat cromosomica a 1’estadi de metafase I en portadors
de translocacions robertsonianes (Acloque et al. 2013;
Solé et al. 2016) i en nuclis d’espermatozoides humans
de portadors de translocacions reciproques (Wiland et
al. 2008). Tot i aix0, els estudis publicats de territoria-
litat cromosomica en cel-lules del teixit testicular sén
escassos 1 tan sols avaluen la relacié de posicionament
de cromosomes concrets, en estadis especifics de 1’es-
permatogenesi i mitjancant técniques bidimensionals
(Ioannou et al. 2011; Sarrate et al. 2012; Vergés et al.
2014; Zalenskaya i Zalensky 2004). Malgrat la valua
dels resultats d’aquests estudis, les analisis bidimensi-
onals no permeten concloure el posicionament exacte
dels cromosomes en la tridimensionalitat de la cel-
lula, ni la seva progressié durant el transcurs de 1’es-
permatogenesi.

Per tal de superar aquestes limitacions, s’ha desenvo-
lupat una metodologia per avaluar de manera tridimen-
sional el posicionament de tots els cromosomes en tots
els tipus cel-lulars que participen en 1’espermatogenesi.

MATERIALS I METODES

La metodologia desenvolupada consta de vuit etapes
(Figura 1). Es van processar els testicles provinents
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Figura 1: Representacié esquematica de la metodologia opti-
mitzada.

d’un ratoli (Mus musculus) de la soca C57BL/6J. El
teixit testicular es va disgregar enzimaticament i les
cel-lules obtingudes es van adherir en portaobjectes
polilisinitzats. Posteriorment, es va realitzar un procés
de fixaci6 amb paraformaldehid i un tractament de per-
meabilitzacié amb acid clorhidric, nitrogen liquid i
pepsina. Seguidament, es van dur a terme tres rondes
hibridacié in situ fluorescent (FISH) utilitzant el kit
personalitzat Chromoprobe Multiprobe® OctoChrome
Murine System™ (Cytocell Ltd, Cambridge, UK).
Aquest kit utilitza set combinacions diferents de tres
sondes de pintat cromosdOmic marcades amb un fluoro-
crom diferent cadascuna (Aqua DEAC, FITC, Texas
Red) (Figura 2). Seguidament, i amb la finalitat de dis-
tingir els diferents tipus cel-lulars que es poden obser-
var durant I’espermatogenesi, es va identificar la pro-
teina SYCP3 (synaptonemal complex protein 3) i la
histona HIT (testis-specific histone) mitjancant una
tincié per immunofluorescéncia. La identificaci6 es va
realitzar mitjangant els anticossos primaris rabbit anti-
SYCP3 i guinea pig anti-H1T, i els anticossos secun-
daris anti-rabbit FITC i anti-guinea pig Cy3 (Figura
3). Es van capturar seccions optiques en serie 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). Finalment, les imatges es
van processar mitjangant els softwares ImageJ i Mat-
lab obtenint dades numeriques que inclouen dades des-
criptives, posicionament radial i posicionament relatiu
dels cromosomes.
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Figura 2: Plantilles del kit Chromoprobe Multiprobe® Oc-
toChrome Murine System™ utilitzades per dur a terme la hi-
bridaci6 in situ fluorescent.. Els nimeros indiquen el cromo-
soma identificat.
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RESULTATS
Morfologia nuclear

La utilitzaci6 de portaobjectes polilisinitzats va perme-
tre una bona adhesié de les cel-lules, sense malmetre ni
deformar la morfologia cel-lular. A més a més, el seguit
de tractaments utilitzats per aconseguir una bona per-
meabilitzacié dels nuclis no va modificar la seva inte-
gritat tridimensional.

Hibridacié in situ fluorescent

El kit personalitzat Chromoprobe Multiprobe® Oc-
toChrome Murine System™ va permetre identificar tots
els cromosomes de ratoli en un sol portaobjectes. La rea-
litzaci6 de tres rondes successives de FISH va fer possible
la identificacié de 9 territoris cromosomics per cel-lula.
Integrant totes les dades es van poder establir relacions de
proximitat, dos a dos, entre tots els cromosomes (Taula 1).
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Taula 1: Nombre de vegades que es combinen dos cromoso-
mes en un mateix nucli.

Immunofluorescencia

La identificaci6 de les proteines SYCP3 i HIT mitjancant
immunofluorescencia, juntament amb la tinci6 de la cro-
matina amb DAPI, va permetre classificar els tipus cel-
lulars en les segiients categories: cel-lules pre-meiotiques,
figures meiotiques (profase I, metafase I i II), cel-lules
post-meiodtiques i espermatozoides (Figura 3).

Processament de les imatges
La utilitzaci6 dels softwares ImagelJ i Matlab va perme-

tre segmentar les imatges obtingudes i extreure dades
numeriques dels territoris cromosdomics en relacié al

volum, la proporci6 respecte el nucli, la posicié radial i
la posicid relativa dels cromosomes.

DISCUSSIO

Laplicacié de la metodologia desenvolupada permet
determinar el patré de distribucié de tots els TC en totes
les etapes de 1’espermatogenesi. Considerant les nom-
broses evideéncies de que la territorialitat cromosdmica
té un significat biologic funcional, la caracteritzacié
dels TCs durant I’espermatogeénesi podria obrir noves
perspectives per determinar la relacié entre el posicio-
nament dels cromosomes i la regulacié i el manteni-
ment del genoma. Aixi mateix, la caracteritzacié d’un
model de territorialitat cromosomica durant el procés
d’espermatogenesi sera una eina util per determinar les
seves implicacions en la fertilitat masculina.
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