Revista Argentina de Endocrinologia y Metabolismo Vol 43 ® No. 4
Copyright © 2006 por la Sociedad Argentina de Endocrinologfa y Metabolismo

TRABAJO ORIGINAL

Inestabilidad del cromosoma Y en el cancer testicular.

Y chromosome instability in testicular cancer.
Bianchi, N.O.; Richard, Silvina M.; Pavicic, W.
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular IMBICE), Calle 526 entre 10 y 11, 1900 La Plata, Argentina

Publicado con autorizacion de Mutation Research: Reviews in Mutation Research Vol 612, #3, 20006, pp172-188, Bianchi et al.

Resumen

Aproximadamente 15-25% de los casos de infertilidad masculina son portadores de amplias deleciones de
la region del factor de azoospermia (AZF -Azoospermic Factor). Asimismo, alrededor del 80% de los tumores
de las células germinales testiculares (TCGT) finlandeses y alrededor del 23-25% de los TCGT de otras regio-
nes geograficas son portadores de deleciones cortas e intersticiales del AZF. En casos de infertilidad, la dele-
cion del AZF ocurre en las células germinales del probando y da origen a un mosaicismo de poblaciones de
espermatozoides que comprenden espermatozoides con y sin deleciones. La fecundaciéon de un ovocito por un
espermatozoide con deleciéon del cromosoma Y producird un varon infértil con delecion del AZF. En los tumo-
res de células germinales testiculares, las deleciones del AZF se producen en las etapas iniciales de la embrio-
génesis y dan como resultado individuos con un mosaicismo de estirpes celulares con y sin deleciones del cro-
mosoma Y. El carcinoma in situ (CIS) es una lesion precancerosa que algunos creen que puede desarrollarse
en las gonadas de embriones masculinos antes de la novena semana de edad debido a la transformaciéon de
una célula germinal primordial totipotente. Si la célula transformada es portadora de deleciones del AZF, el car-
cinoma in situ resultante también tendrd deleciones del cromosoma Y. El CIS se diferenciard en seminoma o
carcinoma embrionario y no seminomas en alrededor de 1 x 10 de los adultos jovenes portadores de lesiones
precancerosas de CIS; si la lesion de CIS tiene deleciones del AZF, las formas derivadas de cancer testicular
también evidenciardn estas deleciones. Las deleciones del AZF no cumplen ninguna funcién en el desarrollo
de los canceres testiculares. Por otra parte, son un marcador de inestabilidad del cromosoma Y y eventualmen-
te de un patrén mas generalizado de inestabilidad genémica asociada con la aparicion de TCGT. Se han con-
siderado factores genéticos tales como el mal funcionamiento de genes metabolizadores, genes reparadores del
ADN, genes ligados al cromosoma Y o genes ligados al cromosoma X, como causas posibles de deleciones del
AZF en el cancer testicular. Sin embargo, atn resulta dificil identificar exactamente los genes involucrados. Tam-
bién se han identificado deleciones del AZF en linfomas no Hodgkinianos y en canceres colorrectales, dos for-
mas de neoplasias malignas que segin se descubri6 estin asociadas con los TCGT.
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Abstract

Approximately 15-25% of male infertility cases carry extensive azoospermic factor (AZF) deletions.
Moreover, about 80% of Finnish testicular germ cell tumors (TGCT) and about 23-25% of TGCTs from other
geographic regions carry short and interstitial AZF deletions. In infertility cases the AZF deficiency occurs in
the germ cells of the proband father giving rise to mosaic sperm populations comprising non-deleted and delet-
ed sperms. Fertilization of an ovocyte by a Y deleted sperm will give rise to an AZF-deleted and infertile F1
male. In TGCTs the AZF deletions take place in the initial stages of embryogenesis producing individuals that
are a mosaic of Y deleted and non-deleted cell lineages. Carcinoma in situ (CIS) is a premalignant lesion that
some believe may develop in gonads of male embryos before the ninth week of age due to transformation of a
totipotent primordial germ cell. If the transformed cell carries AZF deletions the resultant CIS will also have Y dele-
tions. CIS will differentiate into seminoma or into embryonal carcinoma and non-seminomas in about 1 X 103 of
the young adults carrying premalignant CIS outgrowths; if the CIS lesion has AZF deletions the derived forms
of testicular cancer will also exhibit these deletions. AZF deletions play no role in the development of testicu-
lar cancers. On the other hand, they are a marker of Y chromosome instability and eventually of a more gen-
eralized pattern of genome instability associated with the appearance of TGCT. Genetic factors such as mal-
function of metabolizing genes, DNA repairing genes, Y-linked or X-linked genes have been considered as pos-
sible causes of AZF deletions in testicular cancer. Yet, the exact identification of the genes involved remains
elusive. AZF deletions have also been identified in non-Hodgkin lymphomas and in colorectal cancers, two

forms of malignancy that have been found to be associated with TGCTs.

©2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
(Rev Argent Endocrinol Metab 43:194-214, 2006)
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1. Introduccién

Las deleciones dentro de la region del AZF del
cromosoma Y humano suelen asociarse con la infer-

tilidad masculina. En promedio, estas deficiencias
son la causa de infertilidad en aproximadamente 15-
25% de los hombres infértiles. Asimismo, como la
mayoria de los hombres portadores de estas dele-
ciones tienen graves trastornos reproductivos, el
cromosoma Y anormal no se puede transmitir here-
ditariamente de padres a hijos y, por lo tanto, estas
microdeleciones especificas del cromosoma Y son
eventos de nueva procedencia (de novo) que repre-
sentan uno de los tipos mas frecuentes de delecio-
nes que ocurren en los seres humanos.
Ultimamente, se ha informado que las deleciones
del AZF también estian asociadas con tumores de cé-
lulas germinales testiculares (TCGT) y otras neopla-
sias malignas; en estos casos las deficiencias del AZF
pueden ocurrir en células tumorales y no tumorales,
y en cé€lulas no tumorales se sabe que preceden el
desarrollo de cancer . El objetivo de esta resefa es
resumir los datos sobre deleciones del AZF en neo-
plasias malignas y hacer hincapié en las similitudes
y diferencias entre las deleciones del AZF en TCGT
y en casos de infertilidad masculina. Por lo tanto,
antes de realizar un analisis detallado de las carac-
teristicas, el origen y las causas de las deleciones del
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AZF en tumores testiculares nos ocuparemos breve-
mente de la estructura del cromosoma Y humano y
de las propiedades mas relevantes de las deleciones
del AZF en la infertilidad.

2. Estructura del cromosoma Y humano

El cromosoma Y humano es uno de los cromo-
somas mds pequenos y representa el 2-3% (~60 Mb)
del conjunto haploide. El 5% del cromosoma Y hu-
mano corresponde a dos regiones pseudoautosomi-
cas (PAR) ubicadas a nivel distal en Yp (PAR1, ~4%
0 ~2,4 Mb de la extension Y) e Yq (PAR2 ~1% o ~0,6
Mb de la extension Y). En la meiosis, PAR1 y PAR2
se aparean e intercambian material con regiones ho-
mologas del cromosoma X con una frecuencia de
recombinacién considerablemente mds alta para
PAR1 que para PAR2 debido a las diferencias de ta-
mafo entre las dos regiones.

El 95% restante del cromosoma Y, delimitado por
los margenes internos de PAR1 y PAR2, es una re-
gion especifica del cromosoma Y (YSR) en el senti-
do de que no se aparea ni se recombina con otros
cromosomas del conjunto; debido a estas caracteris-
ticas, la YSR también se identifica con los nombres:
“region del cromosoma Y no recombinante” (NRY) 2
o “region especifica masculina del cromosoma Y”
(YMS) B, Las regiones proximales de 8 y 14,5 Mb de
Yp v Yq, respectivamente, son regiones eucromati-
cas, mientras que los restantes ~34,5 Mb de la re-
gion especifica del cromosoma Y, delimitada por el
margen distal de la region eucromitica Yq y el ini-
cio de PAR2, corresponde al bloque distal heterocro-
matico masivo de Yq (Fig.1). Asimismo, Skaletsky y
col. B han identificado un pequefio segmento de he-
terocromatina intersticial, formado por >3000 repeti-
ciones en tindem de una secuencia basica de 125
bp (locus DYZ19) que mapea en Yql1.22 (Fig.1) e
interrumpe el bloque eucromatico.

Los genes que mapean en PAR1 y 2 estan indicados
en la Tabla 1. Hasta el momento no se han descripto
genes ni unidades de transcripcion para el bloque he-
terocromdtico de YSR. Por otra parte, la region eucro-
matica de YSR comprende 156 unidades de transcrip-
cién que estin localizadas dentro de tres tipos diferen-
tes de secuencias de ADN identificadas como clases “X
degenerada”, “X transpuesta” y “ampliconica” B,
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Fig. 1. Bandeo cromosémico de Giemsa del cromosoma Y. Lo-
calizacion cromosémica de PAR1, PAR2, eucromatina, regio-
nes de heterocromatina intersticial y terminal.

Las unidades de transcripciéon que corresponden
a la clase de secuencias X transpuestas aparente-
mente evolucionaron 3-4 millones de afos atras,
después de la divergencia de los hominoideos de
los chimpancés, mediante una transposicion masiva
de un segmento de ADN X en el cromosoma Y se-
guida por una inversion del bloque insertado que
impidi6 la recombinacién con las regiones homolo-
gas del cromosoma X. Debido a su origen relativa-
mente reciente, las secuencias Y transpuestas siguen
siendo 99% idénticas a los genes homodlogos en
Xq21, que es el segmento especifico del cromosoma
X originado en las secuencias ancestrales del cromo-
soma X transpuesto en el cromosoma Y Bl Los ge-
nes clasificados como X transpuesta estin indicados
en la Tabla 1.

La clase de genes y pseudogenes X degenerados
(Tabla 1) también evidencia homologia con genes au-
tosémicos o con genes X ubicados fuera de Xq21. Sin
embargo, estas homologias oscilan entre 66% y 96%,
lo que indica un proceso mas antiguo de divergencia
relacionada con el origen de los cromosomas Xy Y a
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Tabla 1. Clase de familias de genes y genes del cromosoma Y

Clases de genes Y

Simbolos del gen

Nombre del gen

197

N° de copias

PAR 1

PAR2

X transpuesto

X degenerado

Amplicénica

CSFR2Ra
SHOX
IL3RA
ANT3
ASMTL
ASMT
XE7
PGPL
MiC2

IL9R
SYBL1
HSPRY3
CXYorf1

TGIF2LY
PCDH11Y

SRY
RPS4Y1
ZFY
AMELY
TBL1Y
PRKY
USP9Y
DBY

UTyY
TMSB4Y
NLGN4Y
CYorf15A
Cyorf15B
SMCY
E1F1AY
RPS4Y2

TSPY
VCY
XKRY
cDYy
HSFY
RBMY
PRY
BPY2
DAZ

GM-CSF receptor a subunit

Short stature homeobox-containing
Interleukin-3 receptor a subunit
Ademine nucleotide translocase
Acetylserotonine methyltransferase-like
Acetylserotonine methyltransferase

X escapee 1

Pseudoautosomal GTP binding protein-like
Expression of XG and MIC2 on erithrocytes

Interleukin 9 receptor
Synaptobrevin-like 1
Human-sprouty 3
CXYorf1 protein

TGFB-induced factor 2-like, Y-linked
Protocadherin 11Y

Sex determining region Y

Ribosomal protein S4 Y isoform 1

Zinc finger Y

Amelogenin Y

Transducin (beta)like 1 protein Y
Protein kinase Y

Ubiquitin specific protease 9 Y

Dead box Y

Ubiquitous TPR motif Y

Thymosin (beta)4d Y

Neuroligin 4 isoform Y

Chromosome Y open reading frame 15A
Chromosome Y open reading frame 15B
SMC (mouse) homolog, Y

Translation initiation factor 1AY
Ribosomal protein S4 Y isoform 2

Testis specific protein Y

Variable charge Y

XK related Y

Chromodomain Y

Heat shock transcription factor Y
RNA binding motif Y

PTP-BL related Y

Basic protein Y 2

Deleted in azoospermia
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partir de autosomas y a la posterior co-evolucion in-
dependiente de autosomas y el par XY derivado Bl.
Las clases de cromosomas Y identificadas como
ampliconicas comprenden largas unidades de repe-
ticion diseminadas a lo largo de la regiéon eucroma-
tica de Yq vy la region proximal de Yp. Estas repeti-
ciones se extienden por decenas a cientos de kb y
abarcan varias familias de secuencias estructuradas
como palindromos (P) y repeticiones inversas (IR).
Hasta el momento se han descripto un total de ocho
palindromos (P1-8) y cinco repeticiones inversas
(IR1-5) (Fig.2). Una de las peculiaridades adiciona-
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les de estos palindromos y repeticiones inversas es
la presencia de largas extensiones (>50 kb) lo que
demuestra una notable similitud de base (hasta
99,9%) entre los dos brazos de un determinado pa-
lindromo o de una determinada repeticion inversa,
o incluso entre palindromos y repeticiones inversas
ubicados en diferentes regiones ampliconicas B 4.,
Incluidos dentro de los segmentos ampliconicos hay
9 familias de genes multicopia con expresion espe-
cifica de testiculo y 2 a ~35 copias de genes por fa-
milia de gen repetido. Las diferentes copias de ge-
nes de la misma familia también muestran una no-
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Figura 2. La expansion y detalles de las IP y los P de las regiones eucromaticas Yp y Yq indican la ubicacion de las repeticiones in-
versas y los palindromos mas relevantes, respectivamente. Los acronimos identifican genes y familias de genes (véanse los nom-
bres completos en la Tabla 2). Los recuadros grises representan la ubicacién de dos familias de genes multicopia (TSPY y RBMY,
respectivamente). La barra vertical corta superior a la derecha del dominio eucromatico Yq indica la extensién de las deleciones
AZFa completas. Debajo, las dos barras verticales mas largas y externas ilustran la extensién de la delecién AZFb de 6,23 Mb; la
tercera barra vertical muestra la regién ocupada por las deleciones AZFc; la barra vertical mas interna marca la extension de la
delecién AZFc gr/gr. Los genes dentro de la extension de las barras son totalmente eliminados por el correspondiente.
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Table 2
Deletion patterns in primary and secondary PCRs
Cases Yp AZFa AZFb AZFd AZFc
SRYZFYSY sY sY sY sY sY 182" sYsY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sYI345Y sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sY sy
817 86 85 84 x87 (KAL-Y)97 100101 102105109 117 1181191217 1247 126 127" 128" 131 130" 132133136 x 142139 14114571537 152°x 155 24272397231 149208 254'x 255" 248202 157" 158 160114
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Tabla 2. La fila superior indica los intervalos analizados del cromosoma Y. La segunda fila desde arriba identifica los loci estudia-
dos. Los loci en negrita corresponden a los utilizados por Bianchi y col. [1] y Richard y col. [84, 45]. (*) Loci analizados por Lutke-
Holzik y col. [47]; (x) parte de los loci analizados por Freydelun-Larse y col. [46]. La Gltima fila indica frecuencias de delecién en
cada locus. Casos finlandeses: 1-7, 9-11, 13-17, casos noruegos: 26, 28, 32, 35, 36, 41, 51 (TCGT primario), 51b (TCGT secundario),
52 (TCGT), 52b (metéstasis pulmonar), casos argentinos: 53-54, 96-97, 102, casos noruegos con evaluacién de la delecion restrin-
gida a tejidos tumorales: 74, 76-77, 81-82, 84, 87-88, 93. CIS: carcinoma in situ; SE: seminoma; NSM: no seminoma; EC: carcinoma
embrionario; YST: tumor del saco vitelino; TER: teratoma; NHL: linfoma no Hodgkiniano, (a-c): patrones de delecién segun lo in-
dicado en el texto, -: falta de fragmento, +: presencia de fragmento. El primer término indica el patrén de delecién en PCR pri-
maria; el segundo término indica el patrén de delecion en reamplificacién de PCR.

table homologia (Tabla 2, Fig.2). Mediante la com- siste en: doblaje del cromosoma Y, apareamiento
paracion de las secuencias ampliconicas de huma- entre brazos de un determinado palindromo o repe-
nos y grandes simios, Rozen y col. ® demostraron ticiéon inversa, e intercambio no reciproco de seg-
que los eventos de duplicacion que dan origen a P1, mentos de ADN entre las regiones apareadas con
2, 6, 7 y quizds a todos los palindromos y repeticio- posterior homogeneizacion de las secuencias (Fig.3)
nes inversas, precedieron a la divergencia de huma- Bl La conversion de genes es un proceso de recom-
nos y chimpancés que ocurrio hace aproximada- binacion comuin a la mayoria de los cromosomas
mente 5.000.000 de anos. Con el fin de explicar el humanos. De hecho, la conversion de genes es mas
99,7% de homologia de los segmentos que evolu- frecuente que el entrecruzamiento en el complejo
cionaron en forma independiente durante tan largo principal de histocompatibilidad en el cromosoma
tiempo, se propuso un mecanismo de recombina- 21 o en la regién PAR1 7. Asimismo, para el caso

cién no reciproca o conversion de genes que con- de la clase de secuencias ampliconicas especifica
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Fig. 3. Estructura inicial de dos segmentos homoélogos de ADN de doble cadena (1). Estructura de dos segmentos homélogos de
ADN de doble cadena después de la recombinacion homéloga y la conversion de genes (1-1) o después de un entrecruzamiento
normal (1-11). Las etapas entre 1y 1-l incluyen la formacién de estructuras de Holliday y heteroduplex (no ilustradas).

del cromosoma Y, se ha estimado que deben parti-
cipar en la conversion de genes por lo menos 600
nucledtidos por varén recién nacido para mantener
un equilibrio constante entre las nuevas mutaciones
que inducen divergencias entre los brazos de P e IR
y la conversion de genes que homogeniza las dife-
rencias mutacionales P!,

La heterocromatina centromérica estd formada
por secuencias de ADN repetitivas alfoides, estd
desprovista de genes, y puede ser considerada co-
mo una cuarta clase de region especifica del cromo-
soma Y; la estructura y las variantes de esta familia
alfoide han sido descriptas detalladamente en la li-
teratura 9,

Ademas de P, IR y la heterocromatina centromé-
rica, el cromosoma Y humano también alberga otras
clases de repeticiones en el ADN como la secuencia
Alu y las secuencias retrovirales ' ! ordenamientos
intersticiales en tindem de repeticiones cortas y lar-
gas, y mini y microsatélites.

3. Regiones del AZF y deleciones del AZF
en infertilidad masculina

El 10% al 15% de las parejas en edad reproductiva
padecen alguna forma de infertilidad y alrededor de

la mitad de los casos son atribuibles a infertilidad
masculina. Asimismo, 1-55% de los hombres inférti-
les han demostrado presentar microdeleciones de
los segmentos eucromdticos Yq conocidos por al-
bergar regiones designadas como factores de azoos-
permia (AZF) 1220 1a gran variacion entre laborato-
rios en la frecuencia de microdeleciones de Yq en
casos de infertilidad masculina muy probablemente
dependa de la metodologia empleada para detectar
deleciones y en el tipo de pacientes seleccionados
para el andlisis del cromosoma Y % 2U; por consi-
guiente, se puede aceptar la cifra de 15-25% como
promedio razonable para la asociacion de la inferti-
lidad masculina con las deleciones de Yq ',

Las deleciones de Yq citogenéticamente visibles
asociadas con la infertilidad masculina fueron detec-
tadas hace aproximadamente 30 afios por Tiepolo y
Zuftardi #2 que fueron los primeros en proponer la
existencia de factores ligados al cromosoma Y que
controlan la espermatogénesis. Estudios posteriores
determinaron que las deleciones asociadas con la in-
fertilidad se producian en el intervalo Yq11.21-23 e in-
volucraban una o mas de tres regiones bien definidas
designadas como AZFa, AZFb y AZFc, y la mayoria de
los genes dentro de estas regiones pertenecen a la cla-
se amplicénica de genes 41 (Tabla 2, Fig. 2). Utili-
zando un total de nueve reacciones en cadena por la
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polimerasa de amplificacion mdltiple (PCR multiplex)
que involucran un total de 42 sitios etiquetados por su
secuencia (STS, por sus siglas en inglés) especificos
del cromosoma Y, Kent-First y col. " realizaron un fi-
no mapeo de las deleciones del AZF en 248 casos de
infertilidad masculina y en una poblacién control que
comprendia 920 hombre fértiles. Entre los individuos
que presentaban deleciones, los autores detectaron
un pequeno grupo de individuos con oligozoosper-
mia leve en las que las deficiencias de Yq se exten-
dian a través de una region relativamente corta corres-
pondiente al segmento proximal de la region AZFc;
este segmento fue identificado como una nueva re-
gion de AZF o AZFd M.

Ahora se han determinado con exactitud las po-
siciones de los puntos de ruptura de las deleciones
para las deficiencias de AZF. Dos grupos indepen-
dientes U 23 han informado que en los extremos
proximal y distal de la region AZFa hay dos secuen-
cias retrovirales muy conservadas (94% similitud de
base) de la clase HERV15. La recombinacion homo-
loga entre estas dos repeticiones directas provirales
seguida de la delecion del fragmento de ADN inclui-
do produce la pérdida de un segmento de ~0,8 Mb
que contiene genes USP9Y (X degenerados) y DBY
(ampliconicos) (Fig. 2). La delecion de estos dos ge-
nes da origen al sindrome de s6lo células de Serto-
li tipo I; por otra parte, las deleciones parciales de
AZFa con pérdida de USP9Y y presencia de DBY
presentan oligozoospermia leve 4,

El tipo de deleciones conocido como deleciones
del AZFb incluye tres tipos de deficiencias que eli-
minan segmentos de 6,23; 7,03 y 7,66 Mb de largo.
Estas amplias deleciones eliminan todo el intervalo
AZFb mds una parte variable de la region AZFc pro-
ximal que corresponde aproximadamente al interva-
lo AZFd en el estudio de Kent-First y col. "9 (Fig. 2).
La cantidad de genes y secuencias transcriptas elimi-
nados asciende a 32 para las deleciones de 6,23 Mb
y a 42 para las de 7,03-7,66 Mb; los individuos por-
tadores de pérdida de esos genes son azoospérmi-
cos ). En la mayoria de los casos, las deleciones del
AZFb/d implican la recombinacién homologa entre
secuencias repetidas en P1 (punto de ruptura proxi-
mal) y P5 (puntos de ruptura distales) y la posterior
pérdida del fragmento entremedio de ellos #. Sin
embargo, algunos casos de deficiencias de AZFb/d
son el resultado de mecanismos ajenos a la recom-

binacién homdloga 2529,

La delecion de la region AZFc completa es la for-
ma mas frecuente de microdeleciones del cromoso-
ma Y en casos idiopaticos de infertilidad masculina
119,27, 281 El mapeo de los puntos de ruptura de dele-
ciones del AZFc muestra que estas deficiencias ocu-
rren por recombinacion homologa entre las repeti-
ciones directas D2 (proximal) y D4 (distal) (Fig. 2)
M, Los fragmentos de delecion de AZFc se extienden
~3,5 Mb, lo que implica la pérdida de genes que
pertenecen a cinco familias de genes ampliconicos
(RBMY1, PRY, BPY2, DAZ, CDY), pseudogenes, y
unidades de transcripcion multiples ¥, Las delecio-
nes completas de AZFc suelen asociarse con oligo-
zoospermia severa 419,27 281,

Repping y col. han descripto dos deleciones par-
ciales de AZFc que afectan 1,6 Mb (forma gr/gr) y
1,8 Mb (forma b1/b3) de la mitad proximal de la re-
gion AZFc (29, 30] (Fig. 2). Estas dos formas de de-
leciones parciales de AZFc poseen varias peculiari-
dades interesantes. Ambas formas se deben a inver-
sion de un segmento del cromosoma Y seguida de
recombinacion homéloga de repeticiones que ma-
pean dentro de la regiéon AZFc con la posterior de-
lecion del fragmento invertido. Asimismo, estas de-
leciones parciales producen la pérdida de varias,
pero no todas, las copias de las familias de genes
ampliconicos RBMY, BPY2, DAZ, CDY, PRY, y tam-
bién reducen, pero sin suprimir, la cantidad de co-
pias de varias unidades de transcripcion. Asi, las de-
leciones gr/gr y b1/b3 producen infertilidad leve o
incluso ocurren en alrededor de 1,2-1,9% de los in-
dividuos con recuentos de espermatozoides norma-
les %31, Se ha descripto que la mayoria de los casos
portadores de estas deleciones incompletas provie-
nen de un nimero limitado de ancestros en los que
la delecion ocurrié por primera vez varios miles de
anos atrds y fue luego transmitida por el ancestro a
sucesivas generaciones masculinas 30,

4., Deleciones del AZF en casos finlandeses
de cancer testicular

Los estudios iniciales sobre deleciones del AZF
en TCGT correspondieron a una serie de 17 cance-
res de origen finlandés diagnosticados como semi-
noma (9 casos), teratoma o teratocarcinoma (4 ca-
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Fig. 4. Una muestra de tejido no tumoral que comprende 3 estirpes (A-C) con deleciones variables (recuadros vacios) en cuatro lo-
i AZF (1-4). Después de la amplificacién primaria de PCR y electroforesis, un ADN control externo muestra los cuatro fragmen-
tos correspondientes a amplificaciones en cada locus (extremo inferior izquierdo). La muestra no tumoral muestra delecién del
fragmento 1 debido a baja cantidad de ADN blanco (estirpe sin deleciones B) en la mezcla de PCR; falta de fragmento 2 debido
a delecion completa en las tres estirpes; fragmento 3 normal y un fragmento 4 delgado debido a la delecion parcial de las estir-
pes. La PCR secundaria induce la aparicién de fragmento 1y aumento de fragmento 4. La transformacién monoclonal de la estir-
pe B da origen a una electroforesis (extremo inferior derecho) con presencia de fragmento 1 (patrén (c) o del/+) y 3 y delecién de
fragmentos 2 (patrén (a) o del/del) y 4 (patron (b) o +/del) (reproducido de [1]).

s0s), carcinoma embrionario (2 casos) y forma tes-
ticular de linfoma no Hodgkiniano (2 casos). La de-
teccion de deleciones del AZF fue realizada utili-
zando cuatro reacciones de PCR multiplex que en
total brindan informacion sobre 17 YSR que corres-
ponden a las regiones AZFa-d (Tabla 2, loci en ne-
grita). Dado que las deleciones del AZF se identifi-
can como la ausencia de un segmento especifico
en una reaccion de PCR, se tomaron varias precau-
ciones para evitar los falsos negativos [1]. Se reali-
z6 un andlisis de la delecion en tejidos malignos y
en tejidos no tumorales representados por sangre
(14 casos), testiculos (5 casos), y epididimo (2 ca-
sos). Asimismo, también se realiz6 una deteccion
sistematica de deficiencias de AZF en muestras de
sangre de padres de 11 casos con neoplasias ma-
lignas testiculares y en 42 controles finlandeses con
fertilidad certificada . Todos los fragmentos mar-
cados como delecion en las reacciones de PCR pri-
marias fueron evaluados también por reacciones
de reamplificacion de PCR utilizando como blanco
de la PCR 0,5-0,8 nl de la reaccion de PCR prima-
ria. Los andlisis de deteccion de deleciones fueron

realizados antes de los procedimientos de radiote-
rapia o quimioterapia.

Ninguna de las muestras control y ninguno de
los padres de probandos infértiles tenian deleciones
del AZF. Por otra parte, 15 de los 17 casos de TCGT
(88,2%) presentaban deleciones del AZF en uno o
mas loci. En total se evaluaron 289 loci para detec-
tar deleciones (17 loci evaluados por 17 casos estu-
diados) y 44 (15,23%) de estos loci tenian delecio-
nes . Comparando la existencia de deleciones en
muestras no tumorales y muestras de tumor obteni-
das de un mismo individuo fue posible identificar
tres patrones de deleciones que habitualmente coe-
xisten en diferentes loci de AZF del mismo cromo-
soma Y (Tabla 2, Fig. 4); estos patrones fueron: (a)
delecion en tejidos no tumorales y tumorales (del-
/deD), (b) presencia de fragmento de ADN en mues-
tras no tumorales con delecion de fragmento en te-
jidos malignos (+/deD), y (¢) delecidon en muestras
no tumorales con aparicion del fragmento en célu-
las malignas (del/+) [1]. De los 44 loci con delecio-
nes, 9 (20,4%) tenian el patron (a) del/del , 21
(47,7%) correspondian al patrén (b) +/del y 14
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(31,8%) presentaban el patrén (¢) del/+ (Tabla 2).

El andlisis de las deleciones en los pacientes
con cancer testicular mostré algunas diferencias
notables con las deleciones de los casos de inferti-
lidad. Las deleciones en las neoplasias malignas
testiculares y en los tejidos no tumorales de pa-
cientes con neoplasias malignas testiculares estin
diseminadas a lo largo de diferentes regiones de
AZF y son mucho mds cortas (unos cientos de bp)
que las deleciones de los casos de infertilidad. Da-
da la corta extension de los fragmentos de ADN
con deleciones, la pérdida de genes se limita a al-
gunas copias de familias de genes multicopia. Por
lo tanto, aunque los estudios de poblacion indican
una asociacion entre el cincer testicular y la sub-
fertilidad moderada B2 33 a niveles individuales, no
se prevé que ocurran casos severos de infertilidad
debidos a las microdeleciones del cromosoma Y en
pacientes con tumor testicular. En este sentido, es
interesante mencionar que Kent-First y col. ™ de-
tectaron cortas deleciones intersticiales en las re-
giones AZF de 0,87% de los hombres con cantidad
normal de espermatozoides.

El patrén (¢) de deleciones (del/+) fue bastante
singular ya que parecia dificil explicar como se pue-
de originar una poblacién de células cancerosas que
presentan un determinado fragmento AZF a partir
de la transformacion de células monoclonales de
una estirpe celular que carece del fragmento. Para
dar cuenta de este hallazgo se propuso que: (i) las
deleciones del AZF en tejidos no tumorales prece-
dian la aparicion de neoplasias malignas testicula-
res, (i) los tejidos no tumorales eran un mosaico
con dos 0 mis estirpes celulares que mostraban de-
leciones en diferentes loci, (iii) la relaciéon de loci
del cromosoma Y con deleciones/sin deleciones de-
terminaba la presencia o ausencia de un determina-
do fragmento AZF al final de una reaccién PCR, (iv)
la transformacion maligna de una célula a partir de
una de las estirpes del mosaico seguida por la ex-
pansion de la poblacion de la célula transformada
puede explicar la aparicion del patrén de delecion
(a), (b) o (¢) por el mecanismo ilustrado en la figu-
ra 4. En el caso particular del patrén (¢) se supo-
ne que la falta aparente de un determinado frag-
mento AZF en células no tumorales se debe a la pre-
ponderancia extrema de estirpes con deleciones por
sobre las estirpes sin deleciones; la aparicion de es-

te fragmento en células tumorales se deberia a la
transformaciéon monoclonal de una célula que per-
tenece a la pequena poblaciéon de células portado-
ras del fragmento (Fig. 4).

Varios loci de AZF que aparecen con deleciones
en las reacciones de PCR primarias mostraron la
presencia del fragmento en las reamplificaciones de
PCR (Tabla 2). Asimismo, el patrén de deleciones
del AZF detectado con las reacciones de PCR prima-
rias fue similar en diferentes tejidos no tumorales
obtenidos de un mismo individuo, pero en muchos
casos exhibié variaciones intertisulares en los patro-
nes de delecion observados después de la reampli-
ficacion de PCR. Estos hallazgos avalan ain mais la
hipétesis del mosaicismo de AZF 1.

5. Deleciones del AZF en casos de ciancer
testicular de otras regiones geogréficas que
no sean Finlandia

Debido a efectos fundacionales, causas histori-
cas, demograficas, culturales y politicas, la pobla-
cion de Finlandia posee las caracteristicas de una
poblacién aislada y sujeta a endogamia con al me-
nos cuatro peculiaridades diferentes resultantes de
este fenémeno ¥ 35, Primero, 36 trastornos mono-
génicos poco frecuentes (32 autosémicos recesivos,
2 autosémicos dominantes y 2 ligados al cromoso-
ma X) estin sobrerrepresentados en Finlandia y
conforman el grupo de sindromes de Enfermeda-
des Heredadas Finlandesas (FDH, por sus siglas en
inglés) B5 37 En cambio, otros sindromes monogé-
nicos, como la fibrosis quistica y la fenilcetonuria,
que son relativamente frecuentes en otras poblacio-
nes geograficas, presentan muy baja frecuencia en
Finlandia . Asimismo, algunas enfermedades mul-
tifactoriales, por ejemplo la diabetes mellitus insuli-
no-dependiente %38y la cardiopatia coronaria B>
¥ tienen alta prevalencia en Finlandia. El hallazgo
de marcadores de ADN ligados al cromosoma Y
que definen haplogrupos Y con marcada especifici-
dad finlandesa 143y la alta frecuencia de una de-
lecion especifica del cromosoma Y denominada
DYS7C ¥ en hombres normales finlandeses identi-
fican un pequeno grupo de estirpes Y que han si-
do agrupadas bajo el nombre de “Herencia Y Fin-
landesa” (FYH) . Por consiguiente, el estudio de
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la incidencia de deleciones del AZF en tumores tes-
ticulares de donantes que habitan otras regiones
geogrificas que no sean Finlandia es muy intere-
sante para determinar si las deleciones del AZF tie-
nen una prevalencia marcada o incluso son especi-
ficas de la poblacion finlandesa o si también se en-
cuentran en otros grupos étnicos.

Ultimamente, Richard y col. “ analizaron la inci-
dencia de deleciones del AZF en muestras no tumo-
rales/tumorales apareadas de 35 casos de TCGT no-
ruegos y 5 casos argentinos empleando la misma me-
todologia descripta para los casos finlandeses. Ade-
mas de los datos publicados por Richard y col. ¥ es-
ta resena brinda informacion sobre la frecuencia de
las deleciones del AZF en un total de 46 loci de AZF
que incluyen los 17 loci previamente evaluados por
Bianchi y col. W y Richard y col. ¥, Asimismo, pre-
sentamos informacién sobre muestras tumorales y no
tumorales obtenidas de 9 casos nuevos argentinos y
de 36 nuevas muestras de neoplasia maligna de No-
ruega (Tabla 2). Los diagndsticos anatomopatologicos
de los TCGT noruegos y argentinos fueron: CIS (3 ca-
s0s); seminoma (45 casos); carcinoma embrionario
(16 casos); no seminoma (5 casos); seminoma / no-
seminoma (5 casos), tumor de saco vitelino (5 casos);
coriocarcinoma (1 caso); teratoma (5 casos).

La frecuencia de los casos que presentan delecio-
nes en los 49 individuos (35 noruegos y 14 argenti-
nos, Tabla 2) en los que se realizé el anilisis de de-
teccion en tejidos no tumorales y tumorales fue 26,5%
(13 de 49). Asimismo, en las 36 muestras noruegas en
las que el estudio se limit6 a tejidos tumorales, la pre-
valencia de deleciones fue 25%. Ambas cifras son sig-
nificativamente mas bajas (P <0,01) que la frecuencia
de 88,2% detectada en finlandeses. Sobre un total de
3910 loci AZF analizados (46 loci analizados en 85 ca-
sos de TCGT), 220 (5,6%) presentaban deleciones;
142 de estos loci con deleciones correspondian a ca-
sos en los cuales el andlisis se realizo en muestras no
tumorales y tumorales; los restantes 58 loci con dele-
ciones correspondieron a detecciones limitadas a las
muestras tumorales. La frecuencia de patrones del-
/del (a), +/del (b) y del/+ (o) fue 13/142 (9,1%),
85/142 (59%) y 44/142 (30,9%), respectivamente. Las
diferencias en la frecuencia de los patrones de dele-
cion (a-c) entre tumores testiculares finlandeses y no-
ruegos/argentinos no fueron estadisticamente signifi-
cativas. Al igual que lo establecido para las series fin-
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landesas, las deleciones en las series noruegas/argen-
tinas fueron también intersticiales, con longitudes de
aproximadamente 1 kb o mas cortas.

Un seminoma/tumor no seminoma noruego
(Tt52, Tabla 2) tratado con orquidectomia desarroll6
un seminoma secundario/no seminoma en el resto
de los testiculos. El tumor primario no presentaba
deleciones mientras que el secundario tenia delecio-
nes en multiples loci (Tabla 2). Asimismo, el caso 51
mostro patrones de delecion variables entre el semi-
noma primario y una metdstasis pulmonar (Tabla 2).
Estos hallazgos avalan ain mas la hipétesis del mo-
saicismo, dado que la explicacion mas factible para
las diferencias entre canceres primarios y secunda-
rios es suponer que se originan a partir de la trans-
formacion celular monoclonal de células pertene-
cientes a diferentes estirpes.

El uso de 46 en lugar de 17 loci para la detec-
cion de deleciones del AZF tuvo como objetivo de-
terminar si el aumento en el nimero de regiones
analizadas revelaba nuevos casos de deleciones. Eso
no ocurrié (Tabla 2); por consiguiente, el uso de 46
STS sirvié para una mejor definicion de las extensio-
nes de fragmentos con deleciones pero no para la
individualizacién de nuevos casos de inestabilidad
del cromosoma Y. la tabla 2 también muestra que al-
gunos loci presentan mayor frecuencia de delecion
que otros: los loci sY97, sY102, sY119, sY132,
sY141, sY255, sY158, y sY160 nunca presentaban
deleciones; los loci sYS86, sY182, sY121, sY124,
sY127, sY128, sY130, sY133, sY145, sY155, sY239,
sY202, y sY114 presentaban deleciones con frecuen-
cias que oscilaban entre 21% y 42%, mientras que
otros loci tienen una incidencia de deleciones que
varia entre 2,6% y 18,4% (Tabla 2).

Recientemente, Nathanson y col. BY descubrieron
que la delecion incompleta de AZFc del tipo gr/gr
(véase arriba) se produce en 3,3% de una poblacién
de pacientes de EE.UU./Reino Unido con TCGT
(467 casos analizados) en comparacion con una fre-
cuencia de 1,2% en una poblacion control (911 ca-
sos) del mismo origen geografico (EE.UU. / Reino
Unido). En consecuencia, estos hallazgos ilustran
que algunos canceres testiculares estin asociados
con el mismo tipo de deleciones detectadas en ca-
sos leves de infertilidad y en hombres infértiles 2930,

Freydelun-Larsen y col. ¥9y Lutke-Holzik y col.
47 realizaron una deteccion sistematica de delecio-
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nes del AZF en muestras de sangre de 160 casos da-
neses y 112 casos de de TCGT holandeses, respec-
tivamente, y no hallaron deleciones. Pese al nime-
ro importante de muestras analizadas deberiamos
tener precaucion antes de descartar definitivamente
la presencia de deleciones del AZF en poblaciones
danesas/holandesas. En andlisis de deteccion de
deleciones limitados a muestras de sangre u otros
tejidos no tumorales, se pasa por alto el patrén (b)
(+/deD) vy la identificacion de deleciones se limita a
los patrones (a) (del/deD) y (o) (del/+) que combi-
nados, representan aproximadamente 10% de los
casos de deleciones del AZF (Tabla 2). En la serie
danesa el nimero de loci evaluados fue 9 en 103
casos y 17 en los restantes 57 casos, y ninguno de
los loci analizados correspondia a los que mostra-
ban alta frecuencia de deleciones en la Tabla 2. De
hecho, sélo cuatro loci evaluados por Freydelun-
Larsen y col. B9y por Richard y col. ¥ presentaban
baja frecuencia de deleciones (Tabla 2, loci marca-
dos con una “x”). La mayoria de los 20 fragmentos
de AZF analizados en la serie holandesa también
fueron utilizados por Richard y col. W'y varios de
ellos mostraron altas frecuencias de delecion (Tabla
2, loci marcados con asterisco “*”). Sin embargo,
Lutke-Hozik y col. ¥ utilizaron ocho veces mais
ADN blanco que Bianchi y col.™ en las mezclas de
PCR, y esto quizds pueda haber causado algunos
falso positivos.

Los datos precedentes indican que las deleciones
del AZF en los canceres testiculares ocurren en la
poblacion de Finlandia y también en la de otras re-
giones geograficas. No obstante, la diferencia signi-
ficativa en la incidencia de la inestabilidad del cro-
mosoma Y entre las neoplasias malignas testiculares
en la poblaciéon de Finlandia en comparacién con la
de Noruega/Argentina, Estados Unidos/Reino Unido
o eventualmente los casos dinamarqueses/holande-
ses implica que las deleciones del AZF en los tumo-
res testiculares finlandeses pueden estar incluidas
dentro del grupo de caracteristicas de FYH 5,

La prevalencia de cincer testicular en los finlan-
deses no muestra diferencias con la frecuencia infor-
mada por Noruega y otros paises del norte de Euro-
pa ¥ 9 Asi la alta prevalencia de deleciones del
AZF en neoplasias malignas testiculares finlandesas
parecer ser una caracteristica independiente de la
etiologia del cancer testicular.

6. Origen del mosaicismo de deleciones del AZF
en casos de neoplasias malignas testiculares

El hallazgo de mosaicismos de deleciones del
AZF en tejidos no tumorales tan diversos como san-
gre, epididimo y testiculos s6lo se puede explicar
suponiendo que las deficiencias del AZF ocurrieron
en las primeras etapas de la embriogénesis y fueron
transmitidas a células somaticas y germinales duran-
te el desarrollo embrionario.

Las células germinales en la génada indiferencia-
da derivan de un pequeno grupo de células germi-
nales primordiales del progenitor que aparecen ini-
cialmente en la regién epibldstica gdstrula y poste-
riormente migran desde el epiblasto a la goénada
embrion Y. Durante las etapas de epiblasto y migra-
cion, las células germinales primordiales son totipo-
tentes; en adelante, una vez ubicadas en la gonada,
pierden pluripotencia y se transforman en las célu-
las germinales diferenciadas de la gonada adulta B9,

Las dos categorias histopatolégicas de TCGT son
seminomas y no seminomas. En la mayoria de los
casos, estas dos formas de TCGT derivan del carci-
noma #n situ, una enfermedad precancerosa que al-
gunos sospechan que es posible que se desarrolle
dentro de los tibulos seminiferos antes de finaliza-
da la novena semana de vida humana intrauterina
debido a la transformacion monoclonal vy la proli-
feracion no invasiva de una célula germinal primor-
dial totipotente . La aparicion de capacidades in-
vasivas induce a las células del carcinoma in situ a
expandirse fuera del tubo seminifero y a diferenciar-
se en dos formas malignas posibles: (i) seminomas
o (i) carcinomas embrionarios que posteriormente
pueden transformarse en coriocarcinomas, carcino-
mas del saco vitelino o los subtipos teratoma del
cancer no seminoma (Fig. 5). Los carcinomas in situ,
seminomas y carcinomas embrionarios estdn forma-
dos por células que tienen la misma totipotencia
que las células germinales primordiales, mientras
que el teratoma, los carcinomas del saco vitelino y
los coriocarcinomas estan formados por células di-
ferenciadas que representan las tres capas embrio-
narias [52, y referencias incluidas en esta bihliograﬁa].

Se hallaron deleciones del AZF en todas las for-
mas histopatolégicas de neoplasias malignas testicu-
lares y también en lesiones precancerosas de CIS I
%1 (Tabla 2). Asi, a la luz de las consideraciones he-
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Fig. 5. (A) La fecundacion por dos gametos normales produce individuos normales. (B) la fecundacion por un espermatozoide por-
tador de amplias deleciones del AZF (gameto negro) da origen a un hombre infértil que es portador de amplias deleciones del
AZF en todas las células somaticas y germinales. (C) Debido a factores indeterminados (gametos grises) algunos embriones son
portadores de inestabilidad del cromosoma Y y desarrollan un mosaicismo de deleciones del AZF en las primeras etapas del de-
sarrollo embrionario. Este mosaicismo de deleciones se transmite a células no tumorales (flechas de conexién). La transformacion
monoclonal de una célula germinal primordial con deleciones promueve el desarrollo de un carcinoma in situ precanceroso hi-
pertriploide (CIS) con deficiencias del AZF (flecha de conexién). La diferenciacion de CIS en seminoma o, si no, en carcinoma em-
brionario (EC) y no seminomas (NSE) comprende las formas histopatoldgicas: tumores del saco vitelino (YST), coriocarcinoma (CC)
y teratoma (TE). Las flechas de conexidn indican la transmisién de deleciones del AZF durante la diferenciacion de TCGT. El desa-
rrollo de SE, EC y NSE esta asociado con un aumento de la dosis de 12p. La condiciéon hipertriploide persiste en SE pero cambia a
aneuploide moderada si el CIS se transforma en ECy NSE.

chas en los parrafos anteriores podemos inferir que
la transformacion monoclonal de una célula germi-
nal primordial con delecion del AZF produce una
lesion de CIS portadora de deficiencias de AZF que
son posteriormente transmitidas a los seminomas,
carcinomas #7 situ y no seminomas que derivan del
CIS. Asimismo, dado que la inestabilidad del cromo-
soma Y persiste durante el proceso de carcinogéne-
sis, el desarrollo de seminomas y no seminomas es-
ta asociado con el agregado de nuevos loci con de-
lecion del AZF a aquellas deleciones ya existentes
en la lesion de CIS del progenitor (Fig. 5).

Las deleciones del AZF ocurren como linaje Gni-
co en todos los tejidos de casos de infertilidad seve-
ra debido a las deficiencias del AZF. Dado que los
progenitores de estos pacientes no presentan dele-

ciones en sus células somadticas, debemos concluir
que los hombres infértiles son el resultado de la fe-
cundacién de un ovocito normal por un espermato-
zoide con delecion del AZF existente en el semen
del probando (Fig. 5). Por lo tanto, los casos de in-
fertilidad masculina debidos a deleciones del cro-
mosoma Y también son el resultado de un mosaicis-
mo de deleciones del AZF que en lugar de ocurrir
en las etapas iniciales del embrién se producen en
las células germinales del probando. Aproximada-
mente 15-16% de las parejas reproductoras presen-
tan alguna forma de alteracion reproductora; la mi-
tad de estos casos se debe a la infertilidad masculi-
na B3y alrededor del 15-25% de estos casos, o ~1,2-
2% de una poblacién masculina media podria ser
portadora de deleciones del AZF ™ 21, De hecho, es-
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tas son cifras estimativas, mientras que las evalua-
ciones directas de la frecuencia de las deleciones
del AZF en poblaciones masculinas con recuento de
espermatozoides normal arrojaron frecuencias que
oscilaban entre 0,87% My 1,2-1,9% B%3U. Por lo tan-
to, como primera aproximacion, es posible suponer
que el semen de la mayoria de los hombres fértiles
podria ser un mosaico de espermatozoides norma-
les y con delecion del AZF, que la frecuencia pro-
medio de los espermatozoides con delecion del AZF
en el semen es 0,87%-1,9%, y que esta cifra es la
probabilidad promedio de que un hombre normal
engendre un hijo infértil. Por otra parte, la prevalen-
cia de cancer testicular oscila entre 2,6 (Lituania) y
15,2 x 10-5 (Dinamarca) con un promedio de 4,5 x
10-5 para las poblaciones de otras regiones geogra-
ficas, incluida Finlandia ¥. Teniendo en cuenta que
la frecuencia de deleciones del AZF en TCGT es de
alrededor de 88% en el caso de Finlandia y de 23-
25% en el caso de otras regiones geogrificas, debe-
mos estimar la frecuencia de aparicion de inestabili-
dad del cromosoma Y y el mosaicismo de delecio-
nes del AZF en la embriogénesis temprana en 3,8 x
10-5 para los finlandeses y en 1 x 10-5 para las po-
blaciones de otras regiones geogrificas.

7. Causas de las deleciones del AZF

Las repeticiones inversas y los palindromos lar-
gos y cortos presentan una alta incidencia de ines-
tabilidad espontanea 5457, Los fragmentos AZF con
deleciones en los TCGT estin ubicados dentro de
los palindromos vy las repeticiones inversas que for-
man la clase ampliconica de secuencias; sin embar-
g0, en la actualidad no se dispone de informacién
sobre la estructura y eventual indice de inestabilidad
espontanea de los fragmentos cortos con deleciones
en los canceres testiculares. Por lo tanto, resulta di-
ficil evaluar la funciéon que cumple la inestabilidad
del cromosoma Y, esporddica, dependiente de la
secuencia, en la etiologia de las deleciones asocia-
das con TCGT.

Dado que las deleciones del AZF en las neopla-
sias malignas testiculares son parte del sindrome
FYH, es claro que los factores genéticos son proba-
blemente una causa importante, al menos para los
finlandeses, en la génesis de las deficiencias del AZF

en tumores testiculares. Asimismo, la alta incidencia
de aparicion de TCGT en los testiculos contralatera-
les de casos con neoplasias malignas testiculares 5%
¥y el alto riesgo de desarrollar tumores testiculares
en hermanos masculinos de casos con TCGT tam-
bién resalta la relevancia de los factores genéticos
en la etiologia del cancer testicular 1 6, Sin embar-
g0, como no se hallaron deleciones del AZF en ca-
sos familiares de TCGT, se llegd a la conclusion de
que los factores genéticos que inducen la inestabili-
dad del cromosoma Y probablemente difieren de los
involucrados en la etiologia del cancer testicular ¥,

Los posibles factores genéticos que favorecen la
aparicion de inestabilidad del cromosoma Y en ca-
sos de riesgo de desarrollo de neoplasias malignas
testiculares pueden ocurrir en el cromosoma Y, el
cromosoma X o los autosomas.

Los genes y marcadores de ADN ubicados en la
parte no recombinante del cromosoma Y estin to-
talmente ligados y son transmitidos como un tGnico
supergen o haplogrupo del ancestro (FO) a las suce-
sivas generaciones masculinas (F1/£Fn). Asi, las mu-
taciones recientes son la unica fuente de variabili-
dad entre el cromosoma Y del ancestro y el cromo-
soma Y de sus descendientes. En consecuencia, si
una mutacion del gen Y que induce inestabilidad
del cromosoma Y deleciones se produce originaria-
mente en un individuo, todos los descendientes
masculinos de ese individuo presentaran inestabili-
dad del cromosoma Y y pertenecerdn al mismo ha-
plogrupo. Se ha descripto un proceso de esta clase
para algunas formas de deleciones parciales de
AZFc (gr/gr, b/b) que ocurren en hombres norma-
les, en individuos con bajos recuentos de esperma-
tozoides y también en el 3% de los casos de TCGT
(2831, 62 Richard y col. ¥ analizaron una serie finlan-
desa de tumores testiculares e informaron que las
deleciones del AZF no existian en los padres de in-
dividuos con TCGT que mostraban deleciones y que
los casos con delecion del AZF no estaban preferen-
temente asociados con un determinado haplogrupo.
Por consiguiente, no hallaron evidencia que avalara
la existencia de las estirpes de Y portadoras de ge-
n/es que aumentan la delecion del AZF.

Rapley y col. 93 estudiaron 134 familias caracte-
rizadas por la presencia de dos o mas parientes con
TCGT en la genealogia y hallaron evidencia de un
gen de predisposicion al tumor testicular que mapea
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en Xq27 que se transmitiria a los casos de cancer
testicular a través del gameto femenino. Hasta el
momento no hay ninguna publicacién sobre las ge-
nealogias de casos de TCGT con delecion del AZF.
Sin embargo, la ausencia de deleciones del AZF en
seis probandos con TCGT de Noruega, pertenecien-
tes a familias con dos o mas casos de cincer testi-
cular ¥ es un argumento contra una posible corre-
lacion entre la inestabilidad del cromosoma Y y los
genes ligados al cromosoma X.

Durante los ultimos 50 afos ha habido un au-
mento continuo en la frecuencia del cincer testicu-
lar en la mayoria de los paises industrializados de
occidente ¥+ %y se ha afirmado que los responsa-
bles de este aumento son factores ambientales, prin-
cipalmente compuestos carcinogénicos. Czene y
col. ¥ analizaron la influencia de factores genéticos
y ambientales sobre la predisposicion a desarrollar
cancer y hallaron que sobre una serie de 15 neopla-
sias malignas estudiadas, los TCGT ocupaban el ter-
cer lugar con respecto a la ponderacion (25%) de
los factores genéticos (los tumores de la tiroides con
58% y los tumores de otras glindulas endocrinas
con 28% de ponderaciéon ocupan el primer y segun-
do lugar, respectivamente). Asimismo, el cincer tes-
ticular, con una ponderacién de 17%, era el prime-
ro en la serie con respecto a la influencia de las cau-
sas ambientales 7.

La predisposicion a transformaciones celulares
malignas debido a compuestos carcinégenicos de-
pende de tres causas concurrentes: (i) dosis interna
de compuesto que dana el ADN, (i) la capacidad de
los genes metabolizadores para activar o desactivar
los compuestos carcinogénicos y (iii) la eficiencia de
los genes reparadores para reparar totalmente el da-
fio al ADN.

Se ha evaluado para varios genes la posible co-
rrelacion entre los genotipos metabolizadores y el
cancer testicular. Los genes del citocromo P4501A2
(CYP1A2, 8p24) y n-acetiltransferasa 2 (INATAZ2,
16p13-14) codifican enzimas especificas involucra-
das en el metabolismo de muchos compuestos car-
cinogénicos procarcinogénicos. Estos dos genes
muestran diferentes alelos que dan origen a genoti-
pos de metabolismo rapido, intermedio y lento. Los
genotipos acetiladores lentos NAT2 tienen una me-
nor incidencia en los canceres colorrectales, alta in-
cidencia en el cancer de vejiga ! y una predisposi-
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cion media a desarrollar TCGT. Por otra parte, los
metabolizadores lentos CYP1A2 presentan una aso-
ciacion significativa con el cancer testicular . El
gen GSTM1 (2g34) produce la enzima glutation-S-
transferasa clase p. Aproximadamente el 40% de los
individuos de poblaciones occidentales son homoci-
goticos para una delecion que produce una defi-
ciencia de la mayor parte del gen GSTM1 "y un fe-
notipo nulo para enzimas que muestra un aumento
de la asociacion con el cancer colorrectal, adenoma
hipofisario, y adenocarcinoma pulmonar en fuma-
dores empedernidos ¥ pero ninguna asociacion
con el cancer testicular ", El GSTTT (22q11.2) codi-
fica la enzima glutation-S-tansferasa clase u y tam-
bién muestra genotipos nulo/nulo y fenotipos nulos
para enzimas en ~20% de las poblaciones occiden-
tales 9. Pavicic, W. (manuscrito en preparacion) es-
tudio la constitucion del genotipo de NAT2, GSTM1
y GSTT1 en una serie de canceres testiculares con
deleciones y sin deleciones del AZF y no hallaron
correlacion entre los genotipos metabolizadores y la
aparicion de deleciones.

Los genes de reparacion de los errores de repli-
cacion de bases (MMR, siglas en inglés de “mist-
match repair”) comprenden una familia de genes
que codifican proteinas que corrigen los errores de
replicacion del ADN. El malfuncionamiento de estos
genes, por lo general manifestado como inestabili-
dad microsatelital (MD), induce una alta predisposi-
cion a desarrollar cdncer colorrectal sin poliposis he-
reditario (HNPCC) y otros tumores 2. En tumores
testiculares, Lothe y col. 73 no hallaron evidencia de
inestabilidad microsatelital mientras que Huddart y
col. "y Velasco y col. 7 detectaron inestabilidad
microsatelital de alto grado (MI-H) en el 25% de los
TCGT (H o de alto grado = aparicion en tejidos tu-
morales de dos o mis alelos no heredados utilizan-
do un panel de cinco a siete microsatélites [MS]) 9.
Bianchi y col. MY Richard " emplearon un panel de
seis microsatélites autosémicos y seis microsatélites
especificos del cromosoma Y para evaluar la presen-
cia de inestabilidad microsatelital en 35 casos norue-
gos y 17 casos finlandeses de TCGT. No se detect
inestabilidad microsatelital por marcadores autoso-
micos ni por marcadores especificos del cromosoma
Y en los casos noruegos. Por otra parte, los casos de
tumores finlandeses presentaron 12% de MI-H del
cromosoma Y y 12% de MI-L del cromosoma Y (L o
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de bajo grado = una inestabilidad microsatelital con
un panel de 5-7 microsatélites evaluados). El anilisis
comparativo de MI entre TCGT con deleciones y sin
deleciones no mostré diferencias significativas 77,

8. Otras alteraciones gendmicas en los TCGT

La transformacién de una célula germinal pri-
mordial normal diploide en una lesion precancero-
sa de CIS suele estar acompanada por una aneuploi-
dizacion profunda del cromosoma que produce ge-
nomas hipertriploides que persisten durante la dife-
renciacién de CIS en seminomas (Fig. 5). Por otra
parte, la diferenciacion de CIS en carcinoma embrio-
nario y no seminomas por lo general da como resul-
tado ploidias cromosémicas mas bajas 52 7 791 Ade-
mas de aneuploidia, la mayoria de los TCGT mues-
tran diversos desequilibrios genémicos especificos.
El mas frecuente (80-100% de los casos de semino-
ma y no seminoma) es la presencia de un aumento
de la dosis de 12p debido a i12p u otros tipos de
reordenamientos del 12p # 81, Dado que el desequi-
librio del 12p estd practicamente ausente en las le-
siones de CIS se ha propuesto que la transformacion
del CIS precanceroso en no seminomas y semino-
mas malignos depende de la apariciéon de aumento
de la dosis de 12p ®2(Fig. 5). Otros desequilibrios de
dosis que se producen en mas del 40% de los can-
ceres testiculares involucran las regiones cromoso-
micas 2p, 3q, 3p, 11q, 18q y 18q 3. El anilisis de la
correlacion entre las deleciones del AZF y el dese-
quilibrio de la dosis de 12p mostré que la inestabi-
lidad del cromosoma Y estaba presente en casos
con y sin alteraciones del cromosoma 12p ™.

Richard (datos no publicados) analizé 67 casos
de TCGT finlandeses (17), noruegos (30) y argenti-
nos (14) para detectar deleciones de los genes
AMELY (Yp11.2) y AMELX (Xp22.2), SRY (Yp11.3),
ZFY (Ypl1.3), y ZFX (Xp22.11). La delecion de estos
genes fue especifica para tejidos tumorales; por lo
tanto, tres casos (4,4%) mostraron pérdida de SRY'y
ZFY, un caso (1,5%) mostré pérdida de AMELX pe-
ro no de AMELY, y un caso (1,5%) tenia el gen ZFY
pero carecia del gen ZFX en tejidos tumorales, lo
que confirma la existencia de inestabilidad del cro-
mosoma X e inestabilidad del cromosoma Y en otras
regiones que no sean la del AZF.

9. Deleciones del AZF en neoplasias malignas

que no sean TCGT

Dos canceres de la serie finlandesa analizados pa-
ra detectar deleciones del AZF fueron formas testicu-
lares de linfoma no-hodgkiniano ™. Asimismo, Travis
y col. B3 analizaron el riesgo especifico del sitio de de-
sarrollar una segunda neoplasia maligna en aproxima-
damente 29.000 casos de TCGT que sobrevivieron du-
rante 1 afo o mas, y hallaron que el linfoma no-hodg-
kiniano y el cancer colorrectal se encontraban entre
las neoplasias malignas que ocurren con mas frecuen-
cia de la esperada. Por consiguiente, se analizaron los
linfomas no-hodgkinianos y los canceres colorrectales
para detectar deleciones del AZF It 84,

Se detect6 inestabilidad del cromosoma Y en
55,6% de los 27 casos de linfomas no hodgkinianos
finlandeses ¥4, En los 10 casos en los que se realizé
el estudio en muestras malignas (ganglios linfaticos)
y no malignas (sangre), se detectaron deleciones del
AZF en la sangre en cuatro casos y en los ganglios
linfaticos en cinco casos . Asimismo, no se detec-
taron deleciones del AZF en 30 casos argentinos de
linfoma no hodgkiniano en los que el analisis de de-
teccion de deleciones se limité a muestras de gan-
glios linfaticos (Richard, datos no publicados).

Cinco casos de HNPCC portadores heterocigoti-
cos de mutaciones MLH1 fueron evaluados para de-
tectar deleciones del AZF en tejidos tumorales y no
tumorales ™. Uno de los cinco casos analizados
mostro deleciones del AZF en tejidos no tumorales
(patrén () o del/+).

Los datos precedentes indican que la inestabili-
dad del cromosoma Y existe en otras neoplasias ma-
lignas que no sea el TCGT y confirma que por lo
menos en el caso de los linfomas no hodgkinianos,
las deleciones del AZF son parte del sindrome FYH.

10. Consideraciones finales

Aproximadamente 12% de los canceres testicula-
res de finlandeses y 75% de los canceres testiculares
de otras poblaciones geogrificas no presentan dele-
ciones del AZF. Por lo tanto, es posible concluir que
las deleciones del AZF son un marcador de inesta-
bilidad del cromosoma Y pero no un factor etiolo-
gico de aparicion de TCGT.
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Las deleciones del AZF en canceres testiculares
aparecen en las etapas iniciales de la embriogénesis.
Kent-First y col. ™ informaron que 0,87% de los
hombres normales presentan deleciones cortas in-
tersticiales del AZFc/d y Nathanson y col. B! halla-
ron deleciones gr/gr del AZFc en 1,2% de los hom-
bres normales. En consecuencia, es posible suponer
que estos portadores de deleciones del AZF también
podrian ser portadores de CIS con alto riesgo de de-
sarrollar tumores testiculares. Es interesante mencio-
nar que la frecuencia de lesiones de CIS hallada
post-mortem en los testiculos de una serie de 1388
hombres jovenes supuestamente normales fue
0,43%, una cifra que coincide con el riesgo de por
vida de desarrollar cincer testicular en las poblacio-
nes europeas .

A partir de toda la informacion obtenida hasta el
momento, es posible proponer una cadena de even-
tos que llevan al desarrollo del cancer testicular y al
mosaicismo de deleciones del AZF: (i) debido a fac-
tores genéticos no determinados o a factores am-
bientales algunos embriones pueden presentar ines-
tabilidad del cromosoma Y que en varios casos se-
ria parte de un fenémeno mas general de inestabili-
dad gendmica; las deleciones mosaico del AZF son
marcadores de inestabilidad del cromosoma Y, (ii)
20-30% de los embriones portadores de inestabili-
dad del cromosoma Y pueden sufrir transformacio-
nes de una célula germinal primordial y desarrollar
lesiones precancerosas hipertriploides intratubulares
de CIS durante la vida intrauterina, (iii) si la célula
transformada tiene deleciones del AZF la alteracion
de CIS también sera portadora de estas deleciones;
en adultos jovenes el CIS con delecion del cromo-
soma Y puede diferenciarse en seminomas con de-
lecion del cromosoma Y o en no seminomas o car-
cinomas embrionarios con deleciéon de Y como con-
secuencia del desequilibrio en la dosis de 12p (y po-
siblemente de otras regiones cromosémicas), (iv) los
antecedentes de inestabilidad genémica que induce
cancer testicular también aumentarian el riesgo de
desarrollar un cincer testicular secundario y otros ti-
pos de canceres secundarios (por ej. leucemia, lin-
fomas no hodgkinianos, cancer colorrectal) en suje-
tos que hayan sobrevivido a TCGT primarios, (v) las
deleciones del AZF ocurrirfan en cinceres colorrec-
tales y linfomas no hodgkinianos primarios en casos
en los que la inestabilidad del cromosoma Y es par-
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te de un sindrome mds general de inestabilidad ge-
némica que induce estas neoplasias malignas.

Varias de las afirmaciones anteriores son suposi-
ciones. Sin embargo, forman parte de una posible
cadena de eventos interconectados que podrian ser-
vir para identificar areas de futuras investigaciones.
Asi, por ejemplo, seria importante determinar si las
deleciones cortas del AZF asociadas con el cancer
involucran palindromos cortos o regiones repetitivas
cortas con predisposicion a inestabilidad esponta-
nea. Asimismo, sabemos que existen factores gené-
ticos que cumplen una funcién en el origen del mo-
saicismo de deleciones del AZF en etapas tempranas
del embrién, pero hasta el momento ha sido dificil
identificar estos factores. Ultimamente, mediante el
empleo de técnicas de microarray se ha comparado
el nivel de expresion de cientos de genes en todas
las formas histopatolégicas de cincer testicular con
la tasa de expresion en tejidos testiculares normales
86,87 Estos andlisis permitieron identificar grupos de
genes que aparecen sistematicamente sobreexpresa-
dos y subexpresados en todas las formas de TCGT
y también genes que siguen un programa variable
de expresion que tiene una buena correspondencia
con las formas histopatologicas de cancer testicular
7. Dos ejemplos interesantes de estos genes de pro-
grama de expresion variable son TSPY, una familia de
30-35 copias de genes ligados al cromosoma Y aso-
ciados con gonadoblastomas, y glipican 3 (GPC3), un
gen ligado al cromosoma X localizado cerca de la re-
gion que se supone que alberga un gen con predis-
posicion a TCGT; estos dos genes aparecen sistema-
ticamente sobreexpresados en el CIS y se vuelven
marcadamente subexpresados en seminomas, carci-
nomas embrionarios y no seminomas ®7 Richard y
Skotheim, datos no publicados). En el futuro, el ana-
lisis de la expresion génica en TCGT con y sin dele-
ciones del AZF tal vez sirva para identificar grupos de
genes que muestran transcripcion diferencial en tu-
mores con inestabilidad del cromosoma Y.
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