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ADN Àcid desoxiribonucleic

ARN Àcid ribonucleic

ARNm Àcid ribonucleic missatger

aCGH Arrays d’Hibridació Genòmica Comparada

β-hCG Gonadotropina coriònica humana lliure

COBRA Combined bisulfite conversion and restriction analysis

DMR Regions diferencialment metilades

ffDNA ADN fetal lliure

EAR Epigenetic Allelic Ratio

HDFN Haemolytic disease of the fetus and the newborn

MeDIP Immunoprecipitació de l’ADN metilat

MeDIP on ChIP Arrays de metilació

MPS Massively Parallel Sequencing

s-MPS o MPSS Shotgun Massively Parallel Sequencing

t-MPS Targeted Massively Parallel Sequencing

mL, µL Mil·lilitre, microlitre

mM Mil·limolar

MSP PCR específica de metilació

NGS Next generation sequencing, Seqüenciació de nova generació

NT Translucència nucal

PAPP-A Proteïna plasmàtica A associada a la gestació

pb Parells de bases

PCR Polymerase chain reaction, Reacció en cadena de la polimerasa

PGD Diagnòstic genètic preimplantacional

SNP Single Nucleotide Polymorphism

STR Single Tandem Repeats

µg, ng Microgram, nanogram
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1.1. Cribratge i Diagnòstic Prenatal

L’evolució dels mètodes de cribratge d’aneuploïdies en l’embaràs durant les darreres tres

dècades del segle passat va comportar canvis significatius en les indicacions del diagnòstic

prenatal.

Als anys 70 i principis dels 80 els indicadors més freqüentment utilitzats per l’avaluació

del risc d’anomalia cromosòmica en el fetus eren els antecedents familiars, el risc inherent

dels portadors d’anomalies cromosòmiques i l’edat materna avançada per sobre de 35 anys.

En aquell moment menys d’un terç de les gestacions amb síndrome de Down eren

diagnosticades prenatalment i, de les gestacions sotmeses a diagnòstic prenatal mitjançant

una tècnica invasiva, només un 2% resultaven amb anomalies en el cariotip (Ferguson-

Smith et al., 1984).

A finals dels 80 i principis dels 90, la introducció dels marcadors bioquímics en el segon

trimestre, va millorar significativament el cribratge per aneuploïdia: la proporció de

gestacions amb síndrome de Down diagnosticades es va doblar i, de les gestacions

designades com a “cribratge positiu”, en el 4% es van trobar anomalies cromosòmiques

(Wald et al., 1988, 1992; Benn et al., 2004).

Ja a finals dels 90 i principis dels 2000 el cribratge d’aneuploïdies es va traslladar al

primer trimestre amb el “test combinat” que incorporava la mesura ecogràfica de la mida de

la translucència nucal (NT) juntament amb la concentració en sèrum matern de dues

proteïnes placentàries: la gonadotropina coriònica humana lliure (β-hCG) i la proteïna

plasmàtica A associada a la gestació (pregnancy-associated plasma protein-A, PAPP-A)

(Cuckle et al., 1999; Spencer et al., 1999; Borrell et al., 2004; Kagan et al., 2008).
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Posteriorment, el rendiment d’aquests protocols es va millorar amb la incorporació de

marcadors ecogràfics addicionals i, eventualment, amb cribratges seqüencials en dues

mostres de sang, en el primer i en el segon trimestre respectivament (Wald et al., 1999,

2006; Wright et al., 2004; Nicolaides et al., 2005; Muñoz-Cortes et al., 2012). No obstant,

el test combinat és el test que ha esdevingut més àmpliament utilitzat ja que, de manera

relativament senzilla i precoç, permet identificar més del 90% de les gestacions amb risc de

síndrome de Down (Cuckle et al., 2010) i augmenta la proporció d’anomalies

cromosòmiques detectades en el test invasiu fins al 6% (Syngelaki et al., 2011).

Malgrat disposar d’un cribratge no invasiu cada cop més precís, el diagnòstic prenatal

requereix l’anàlisi de material genètic fetal obtingut mitjançant processos invasius com

l’amniocentesi o la biòpsia de vellositats corials; l’associació d’aquests processos amb el risc

de pèrdua fetal, encara que amb una freqüència mínima (Wulff et al., 2016), ha estimulat

la recerca d’alternatives no invasives per a l’obtenció de material fetal (Holzgreve et al.,

1992).

En un principi la recerca es limitava a la utilització de cèl·lules fetals en el canal

endocervical o en sang materna (Adinolfi, 1991; Bianchi, 1995). Des dels anys 40 es té

constància de l’existència d’ADN extracel·lular en el plasma humà i als anys 90 es va

demostrar que, en alguns pacients de càncer, una proporció d’aquest ADN extracel·lular era

originari de cèl·lules tumorals (Chen et al., 1996). Amb aquest antecedent Lo et al. a l’any

1997 van considerar que, en plasma de gestants, l’ADN extracel·lular d’origen fetal podria

ser detectable de manera similar al tumoral i van demostrar per primera vegada la presència

d’ADN fetal lliure (ffDNA) en plasma de dones embarassades de fetus masculins mitjançant

la detecció de seqüències del cromosoma Y (Lo et al., 1997).
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En el moment de començar aquesta tesi doctoral el potencial clínic del diagnòstic prenatal

no invasiu només s’havia emprat amb èxit en l’assessorament prenatal del grup sanguini

rhesus D fetal (UK National Institute for Clinical Excellence, 2002).

1.2. Biologia de l’ADN fetal lliure en plasma

L’ADN lliure fetal consisteix predominantment en fragments curts d’ADN d’una mida

aproximada de 150 parells de bases, el 80% dels quals són inferiors a 200 pb (Chan et al.,

2004; Li et al., 2004; Yu et al., 2014) i representen el genoma sencer.

Inicialment es considerà que conforma només una subfracció d’un 3-6% de l’ADN lliure

present en plasma matern (Lo et al., 1998a) però estudis posteriors amb tecnologia més

avançada han suggerit que aquesta fracció és propera al 10% (Lun et al., 2008a) i que

disminueix en presència de trisomia del cromosoma 18 (Ashoor et al., 2013; Rava et al.,

2014).

L’edat gestacional més baixa a la que el ffDNA és detectable en plasma matern

correspon a dia 18 post-transferència embrionària en gestants resultants de cicles de

reproducció assistida (Guibert et al., 2003). Però s’ha detectat des de la 4a setmana de

gestació (Illanes et al., 2007) i es considera que supera el 4% de tot l’ADN lliure en el

plasma de gairebé totes les gestants a partir de la 10a setmana. A més, s’ha observat que la

concentració d’ADN fetal augmenta a mesura que progressa la gestació fins al moment del

part (Wang et al., 2013), on és ràpidament eliminat del plasma matern (Lo et al., 1998a;

Smid et al., 2003; Hui et al., 2008) amb una vida mitja d’uns 16 minuts (Lo et al., 1999a).
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Malgrat que hi ha autors que han plantejat la persistència de l’ADN fetal en plasma

matern a llarg terme després del part (Invernizzi et al., 2002), s’ha demostrat que aquesta

suposada persistència no és certa (Smid al. 2003; Rijnders et al., 2004) i s’ha suggerit que el

sistema renal podria estar implicat en l’eliminació de l’ADN en plasma (Botezatu et al.,

2000).

En els darrers anys s’ha confirmat la ràpida eliminació de l’ADN fetal en el plasma

després del part (Hui et al., 2008; Tong et al., 2010) i representa un fet rellevant ja que, en

cas contrari, la presència d’ADN fetal de gestacions prèvies podria interferir en la correcta

interpretació de les dades en les següents gestacions.

La principal font d’ADN fetal en plasma matern és la placenta (Alberry et al., 2007)

a diferència de l’origen de l’ADN matern lliure en sang perifèrica, que és el sistema

hematopoètic de la mare (Partsalis et al., 2006). La implicació de la placenta en

l’alliberament d’ADN fetal queda evidenciada pels següents fets: l’existència d’ADN fetal

circulant després de la formació de la placenta però abans de l’establiment del sistema

circulatori fetal (Guibert et al., 2003), la presència de trets genètics placentaris en plasma

matern en casos amb anomalies cromosòmiques confinades a placenta (Masuzaki et al.,

2004) i la demostració de trets epigenètics placentaris en ADN de plasma matern (Chim et

al., 2005).

Recentment s’ha confirmat l’origen d’ambdós tipus d’ADN lliure en plasma matern (Lun et

al., 2013) i l’associació de l’alliberament del ffDNA amb l’apoptosi i necrosi, que són

fenòmens habituals en el recanvi cel·lular placentari (Tjoa et al., 2006). L’associació entre

aquest alliberament i la mort cel·lular que es dóna a la placenta també podria explicar

parcialment l’augment d’ADN fetal circulant descrit en diverses patologies associades a

l’embaràs com la preeclàmpsia (Lo et al., 1999b; Levine et al., 2004), el part prematur
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(Leung et al., 1998) i la síndrome de Down (Lo et al., 1999c; Lee et al., 2002; Rava et al.,

2014) (Fig. 1).

Figura 1. Esquema del sistema vascular de la placenta. (Henry Gray, Anatomy of
the Human Body. 1918).

1.3. Metilació de l’ADN en el desenvolupament fetal

L’epigenètica estudia les formes reversibles i heretables de l’ADN que, sense cap canvi

en la seqüència de nucleòtids, originen variabilitat de l’expressió gènica. Un dels principals

canvis epigenètics és la metilació de la citosina dels dinucleòtids CpG, que s’associa amb la

inactivació de gens.
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La metilació de l’ADN és una modificació química enzimàtica del genoma que consisteix

en l’addició d’un grup metil a l’àtom de carboni que està en posició 5 de les citosines dels

dinucleòtids CpG (Raedle et al., 2001) (Fig. 2).

Figura 2. La metilació en els dinucleòtids CpG es dóna en el carboni 5 de la citosina.
El donant del grup metil (CH3) és S-adenosil-metionina (SAM) mitjançant l’enzim
DNMT (ADN-metil transferasa).

Durant l’embriogènesi s’esborra el patró de metilació de la cèl·lula i es restableix de

manera primerenca durant el desenvolupament (Monk, 1990; Bird, 2001) i, un cop restablert,

aquest patró de metilació s’hereta d’una generació cel·lular a la següent (Raedle et al.,

2001).

La metilació dels dinucleòtids CpG no té una distribució uniforme en el genoma però les

zones riques en dinucleòtids CpG, les illes CpG, s’ubiquen normalment en zones promotores

dels gens i la majoria no es troben metilades (Raedle et al., 2001). S’estima que el genoma

humà conté aproximadament 30.000 illes CpG i el 50-60% d’elles es situa en les regions

promotores (Szyf, 2005). Encara que la majoria d’aquestes seqüències no estan metilades,

les illes CpG dels gens imprintats i del cromosoma X inactiu predominantment sí que ho

estan (Costello et al., 2001).
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La metilació de l’ADN també és un procés dinàmic i que pot variar després del

desenvolupament (Reik et al., 2001). De fet, es considera que el 60% de les regions

diferencialment metilades (DMR) específiques de teixit es troben metilades en cèl·lules

embrionàries i passen per un procés de desmetilació durant la diferenciació de teixit

embrionari a teixit adult (Kawai et al., 1993; Watanabe et al., 1995; Shiota, 2004; Song et al.,

2005). Així, s’ha descrit que una elevada proporció de DMR específiques de teixit romanen

metilades en teixit de nounat i s’ha confirmat que aquest procés de desmetilació es dóna en

un estadi del desenvolupament tardà (Song et al., 2009). A més, en aquests estudis Song et

al. (2009) descriuen que hi ha regions específiques del genoma que presenten un patró de

metilació diferent segons els teixits i segons l’estadi del desenvolupament, pel que queda

evidenciat que l’ADN fetal presenta patrons de metilació diferents dels de l’ADN matern.

1.4. Aplicacions clíniques dels àcids nucleics en plasma

L’ADN fetal en plasma matern és una font valuosa d’informació genètica del fetus i

l’embaràs i, per tant, amb potencial de complementar el diagnòstic prenatal i monitoritzar la

gestació.

Les seves aplicacions es poden dividir en dos grups: les que en requereixen l’anàlisi

qualitativa i les en requereixen la quantificació (aneuploïdies fetals).

Independentment del tipus d’anàlisi el primer procés a realitzar és la separació del plasma

dels components cel·lulars de la sang materna, seguit de l’extracció de l’ADN de la fracció

de plasma (Chiu et al., 2001 i 2005). Donat que el ffDNA representa una fracció de l’ADN

lliure present en plasma matern la sensibilitat de l’anàlisi ha de ser suficientment elevada per

detectar aquesta subpoblació i diferenciar-la de l’enorme background d’ADN matern.
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És per això que, a la pràctica, la manera més fàcil d’aconseguir-ho és la detecció de

seqüències de tot tipus (cromosomes, gens o polimorfismes genètics i mutacions) que el

fetus ha heretat del pare i són absents o diferents en la mare (Fig. 3).

Figura 3. En el plasma matern, l’ADN lliure fetal representa una fracció mitjana del
10% de l’ADN lliure total. El seu origen és placentari i només les seqüències fetals
d’origen patern poden ser, a priori, distingibles entre el background de seqüències
maternes (Lo et al., 2007a).

1.4.1. Anàlisi qualitativa

1.4.1.1. Anomalies lligades al sexe

Unes de les aplicacions més òbvies són les que detecten seqüències del cromosoma Y

de fetus en plasma matern. Aquests tests són altament sensibles en la determinació del

sexe fetal des de la 7a setmana de gestació (Devaney et al., 2011; Colmant et al., 2013),

abans fins i tot de la determinació del sexe per ecografia, pel que la utilitat clínica es focalitza
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en gestacions de risc en famílies portadores d’anomalies lligades al sexe (Costa et al.,

2002). D’aquesta manera es limiten els tests diagnòstics addicionals només a les gestacions

de fetus masculins i, de fet, s’ha dut ja a la pràctica en un ampli nombre d’anomalies lligades

al cromosoma X com l’hemofília i la distròfia muscular de Duchenne (Rodríguez de Alba

et al., 2012).

Com a contrapunt, aquesta aplicació també comporta una seriosa preocupació en quant

a la seva utilització per motius no mèdics, que pren rellevància en països amb presència de

factors econòmics i socials que afavoreixen la descendència d’un sexe en particular

(Chapman et al., 2013; Benn, 2014; Madan et al., 2014).

1.4.1.2. Genotipatge del gen RHD fetal

La primera aplicació clínica a gran escala del diagnòstic prenatal no invasiu ha estat la

detecció del gen que codifica per l’antigen D del grup sanguini rhesus (RhD) de fetus RhD

positius en plasma de mares RhD negatives (Faas et al., 1998; Lo et al., 1998b).

A mitjans dels anys 90 i després de la caracterització dels gens RH es va introduir el

genotipatge del gen RHD fetal per millorar l’assessorament clínic de les gestants RhD

negatives.

El fenotip RhD negatiu presenta una freqüència aproximada del 15% en població

caucàsica, és menys comú en població africana amb una freqüència del 8% i en població

asiàtica és un fenotip rar de freqüència inferior a l’1% (Dean, 2005).
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Les gestants RhD negatives amb una parella RhD positiva heterozigòtica presenten un

50% de possibilitats de ser portadores d’un fetus RhD negatiu. Si el fetus és RhD negatiu no

hi ha necessitat d’immunització. No obstant, si el fetus és RhD positiu la gestant RhD

negativa pot produir anticossos (al·loimmunització) contra els antígens RhD fetals,

principalment durant el tercer trimestre de gestació i el part, que podrien comportar la

malaltia hemolítica del fetus i el nounat (haemolytic disease of the fetus and the newborn,

HDFN) en properes gestacions (Wright et al., 2009).

El subministrament d’anticossos anti-D, la profilaxis Rh, a totes les gestants RhD

negatives resulta un mètode preventiu de l’eritroblastosi fetal en la majoria de casos.

Tot i així, moltes dones RhD negatives són portadores de fetus RhD negatius i, per tant,

reben l’anti-D innecessàriament, amb els riscs associats que podria suposar l’administració

d’hemoderivats (Smith et al., 1999).

La fiabilitat de gairebé el 100% dels tests no invasius per al genotipatge del RhD fetal ha

permès la seva implementació en la rutina dels centres dedicats al diagnòstic (Finning et al.,

2002; Avent, 2008; Grande et al., 2013), limitant la profilaxis RhD només a les gestacions on

és estrictament necessari.

1.4.1.3. Anomalies gèniques autosòmiques dominants d’origen patern i de novo

El diagnòstic prenatal no invasiu per a la detecció d’anomalies gèniques autosòmiques

dominants amb una mutació paterna coneguda es basa en la detecció o exclusió de la

mutació paterna en l’ADN fetal lliure, és a dir, en la presència o absència d’un marcador fetal

específic. Aquesta estratègia fou ja utilitzada amb èxit per al diagnòstic de la distròfia
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miotònica tipus I (Amicucci et al., 2000), malaltia de Huntington (González-González et al.,

2003), i distonia primària I (Meaney et al., 2009).

La detecció d’un fetus amb una malaltia autosòmica dominant amb una mutació

d’herència materna és molt més difícil tècnicament perquè cal que el genotip fetal sigui

identificat en presència d’un excés d’ADN matern en el total d’ADN lliure. Per aquest motiu,

és necessària la identificació de marcadors fetals específics independents del sexe i de

regions polimòrfiques que permetin la discriminació directa entre l’ADN lliure fetal i l’ADN

lliure matern.

1.4.1.4. Anomalies gèniques autosòmiques recessives

Quan ambdós pares són portadors d’una malaltia autosòmica recessiva es pot determinar

que el fetus no és afecte si podem excloure la mutació paterna en l’ADN lliure matern.

Aquesta hipòtesi és relativament factible si l’al·lel mutat patern és diferent del matern

(el fetus és potencialment heterozigot) o si existeixen polimorfismes del mateix grup de

lligament que permetin la clara identificació de l’al·lel d’herència paterna.

Quan ambdós pares són portadors de la mateixa mutació o quan és necessari establir la

presència o absència d’un al·lel matern particular en el fetus, la caracterització del genotip

fetal respecte l’enorme background d’ADN novament representa un gran repte. Una solució

per superar aquesta limitació és la quantificació del nombre relatiu d’al·lels present en l’ADN

lliure i establir si hi ha un excés estadísticament significatiu d’un tipus respecte un altre que

sigui consistent amb la presència d’una o dues mutacions presents en el fetus (Lun et al.,

2008b).
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1.4.2. Anàlisi quantitativa

La quantificació de l’ADN fetal lliure en plasma podria ser utilitzada com a eina de

cribratge de diversos trastorns associats a la gestació que cursen amb nivells anormalment

alts de ffDNA (Levine et al., 2004) com la preeclàmpsia (Lo et al., 1999b; Levine et al.,

2004), el part prematur (Leung et al., 1998), hyperemesis gravidarum (Sekizawa et al., 2001)

i aneuploïdies cromosòmiques fetals (Lo et al., 1999c i Lee et al., 2002).

No obstant, la superposició en els nivells d’ADN fetal entre gestacions normals i amb

complicacions (Lo et al., 1999b, 1999c; Lee et al., 2002) ha suposat una limitació que ha

reduït la sensibilitat i especificitat d’aquest tipus d’estratègia de cribratge.

1.4.2.1. Tests basats en marcadors fetals d’ARN

Donat que l’ADN fetal representa una fracció mínima del total d’àcids nucleics presents

en plasma matern, una opció per avançar cap a la detecció d’aneuploïdies és centrar-nos en

la subfracció d’àcids nucleics en plasma matern que és gairebé completa i específicament

fetal: l’ARNm expressat únicament en placenta (Ng et al., 2003a).

La primera vegada que es va demostrar la presència d’ARN fetal en plasma matern va

ser utilitzant transcrits del cromosoma Y (Poon et al., 2000). Es va observar una inesperada

estabilitat de les molècules d’ARN en plasma deguda, probablement, a la seva associació

amb partícules apoptòtiques (Ng et al., 2002) que les protegeixen de la digestió d’ARNases

plasmàtiques (Tsui et al., 2002).
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D’altra banda, el descobriment que la placenta és també la principal font d’ARN fetal

circulant (Ng et al., 2003a) ha augmentat moltíssim el nombre de marcadors moleculars

potencials pel diagnòstic prenatal i monitorització de les gestacions.

S’han descrit més de deu espècies d’ARNm placentari com a específiques de gestació

i detectables en plasma matern (Ng et al., 2003a; Tsui et al., 2004; Go et al., 2004), i s’ha

suggerit que les partícules d’ARNm placentari circulant podrien estar relacionades amb

micropartícules sincitiotrofoblàstiques alliberades per la placenta, especialment en

condicions patològiques com la preeclàmpsia (Gupta et al., 2004). De fet, s’han observat

alteracions en la quantitat d’espècies seleccionades d’ARNm placentari en diverses

anomalies associades a l’embaràs (Ng et al., 2003b; Masuzaki et al., 2005).

Els principals avantatges que aporta l’ARN fetal en plasma són l’especificitat respecte a

potencials malalties i l’extensa cobertura de la població, independentment del sexe fetal i

dels polimorfismes. La identificació de gens expressats en trofoblasts, però no en cèl·lules

maternes, s’hauria de correspondre amb les pertinents espècies d’ARN lliure en plasma

matern sense contaminació d’ARN matern de seqüència similar.

Per determinar la presència d’aneuploïdies en el fetus l’ARNm expressat en la placenta

hauria de pertànyer al cromosoma implicat en l’aneuploïdia i proporcionar informació de la

dosi cromosòmica (Lo et al., 2007a, b). Així, per a un SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

localitzat en la regió codificant d’un transcrit específic de placenta la ràtio entre els dos al·lels

d’un fetus euploide heterozigot hauria de ser 1:1, mentre que per a un fetus amb trisomia

hauria de ser 1:2 o 2:1 (Lo et al.,2007a, b).
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La principal limitació de la utilització de l’estratègia ARN-SNP és la necessitat de trobar

SNP informatius en els transcrits d’ARN diana i, en tot cas, caldrien millores en els mètodes

d’extracció d’ARN a partir de plasma matern per augmentar la quantitat d’ARNm disponible

per aquests tipus d’anàlisis que alhora disminueixin la possibilitat d’error en el diagnòstic.

1.4.2.2. Estratègies basades en la metilació de l’ADN: marcadors epigenètics

Una alternativa a la utilització de l’ARNm placentari en la detecció d’aneuploïdies és

l’anàlisi de l’ADN circulant amb un marcatge epigenètic específic fetal, que hauria d’estar

present en el cromosoma implicat en l’aneuploïdia.

Les estratègies basades en la metilació de l’ADN es basen en les diferències

epigenètiques presents arreu del genoma que es tradueixen en expressió diferencial dels

gens en funció del tipus de teixit (Poon et al., 2002) i que poden estar associades tant amb

hiper com amb hipometilació dels gens. D’aquesta manera, el patró de metilació d’alguns

gens presents en cèl·lules de la placenta (específicament trofoblasts) pot diferir del de les

cèl·lules maternes.

L’objectiu d’aquest tipus d’estratègies és la identificació de marcadors de metilació

específics del fetus que permetin discriminar l’ADN fetal de l’ADN matern en la circulació

materna i que, potencialment, poden esdevenir marcadors de diagnòstic genètic

independentment del sexe i polimorfismes del fetus.

Aquest tipus d’assaigs amb marcadors de metilació específics del fetus es poden

classificar en tres categories: els que es basen en l’ús de bisulfit sòdic, els que utilitzen

enzims de restricció i els que es realitzen amb immunoprecipitació de l’ADN metilat.
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 Assaigs que inclouen el bisulfit sòdic. El bisulfit sòdic converteix les citosines no

metilades en uracils, mentre que les citosines metilades no canvien (Frommer et al., 1992).

És a dir, el bisulfit sòdic transforma una modificació epigenètica en un canvi de seqüència de

nucleòtids.

La composició genètica de les seqüències de nucleòtids d’interès transformades pel

bisulfit sòdic pot ser estudiada mitjançant una PCR específica de metilació (MSP) on els

fragments metilats (no convertits) i els no metilats (convertits) s’amplifiquen per separat

(Herman et al., 1996) o, alternativament, també podria estudiar-se mitjançant seqüenciació

(Frommer et al., 1992; Clark et al., 1994) (Fig. 4).

Figura 4. L’ADN modificat amb bisulfit sòdic pot ser analitzat amb mètodes de PCR
per a discriminar l’estat de metilació de les citosines de regions genòmiques
específiques. Alternativament, el tractament amb bisulfit es pot combinar amb
tècniques de seqüenciació de nova generació per arribar a la resolució d’un únic
nucleòtid i analitzar la metilació de les citosines en tot el genoma.
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L’any 2002 Poon et al. van ser els primers en demostrar el potencial de la presència de

diferències epigenètiques entre fetus i mare i ho van fer realitzant conversió de bisulfit en

ADN de placenta i de sang perifèrica seguida de MSP (Herman et al., 1996; Poon et al.,

2002).

L’any 2005 emprant l’esmentat procés es va identificar la primera regió diferencialment

metilada corresponent al gen SERPINB5, caracteritzada com a hipometilada en ADN fetal i

hipermetilada en ADN matern (Chim et al., 2005); es va aconseguir la identificació de

seqüències fetals específiques hipometilades del SERPINB5 en plasma matern durant la

gestació i aquesta troballa es va utilitzar per demostrar que l’ADN fetal no es detecta en

plasma matern 24 h després del part (Chiu et al., 2011). A més, l’estudi d’un SNP localitzat

en aquest gen va permetre introduir l’estratègia Epigenetic Allelic Ratio (EAR) per a la

detecció de la trisomia 18, on el número de copies del cromosoma 18 era avaluat en base al

càlcul de la ràtio dels al·lels informatius per al SNP en qüestió, però no va ser possible la

seva implementació en la rutina clínica degut a la seva baixa informativitat (Tong et al.,

2006).

L’any 2010 es va realitzar un segon estudi amb l’objectiu d’identificar marcadors fetals

hipermetilats en el cromosoma 21 emprant el patró de metilació del gen RASSF1A. Aquest

gen es localitza al cromosoma 3 i està completament metilat en l’ADN fetal i completament

no metilat en l’ADN matern, possibilitant el seu ús com a marcador fetal universal (Chan et

al., 2006; Chiu et al., 2007). L’estudi combinava la conversió amb bisulfit sòdic amb l’anàlisi

de restricció (COBRA) (Xiong et al., 1997) i va permetre comprovar que el gen HLCS,

localitzat al cromosoma 21, està completament metilat en placenta i no metilat en sang

materna (Tong et al., 2010).
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 Assaigs basats en enzims de restricció. Els patrons de metilació dels dinucleòtids

CpG també poden ser caracteritzats amb enzims de restricció sensibles a metilació que

tinguin llocs de reconeixement per a seqüències CpG ja que digereixen la seva diana

de restricció únicament quan no està metilada. Fent ús d’aquesta estratègia

la caracterització del patró de metilació del promotor del gen RASSF1A (hipermetilat

en placenta i hipometilat en cèl·lules sanguínies maternes) el va revelar com a possible

marcador epigenètic específic fetal (Chan et al., 2006).

L’any 2007 es van identificar les primeres regions en el cromosoma 21 diferencialment

metilades mitjançant l’ús de l’enzim de restricció sensible a metilació HpaII (Old et al., 2007)

que només digeriria l’espècie no metilada del seu lloc de reconeixement (CCGG), identificant

l’estat de metilació de les seqüències amb l’esmentada diana de restricció.

 Assaigs basats en la immunoprecipitació de l’ADN metilat (MeDIP). Aquesta

metodologia fou descrita per Weber et al. (2005) per  investigar els patrons de metilació en

cèl·lules tumorals utilitzant plataforma d’arrays. L’assaig consisteix en la fragmentació de

l’ADN (per sonicació o digestió enzimàtica) en fragments de 300-1000 parells de bases

seguida de desnaturalització i incubació amb un anticòs monoclonal que reconeix i s’uneix a

les 5-metilcitosines dels nucleòtids CpG. Les seqüències metilades son immunoprecipitades

per l’addició de boles magnètiques obtenint un enriquiment directe dels fragments metilats.

En aquest punt és possible l’estudi de les seqüències emprant diferents tecnologies com

PCR, PCR quantitativa, microarrays o seqüenciació.

L’any 2009 aquest assaig va ser utilitzat per a la identificació de regions de metilació

diferencial entre placenta i sang materna amb la finalitat de seleccionar seqüències amb

potencial d’utilització per la detecció d’aneuploïdies fetals (Papageorgiou et al., 2009).

Darrerament s’ha publicat la metodologia per a la seva aplicació en el diagnòstic prenatal

no invasiu, on la combinació amb PCR a Temps Real ha permès avaluar la dosi
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cromosòmica de regions diferencialment metilades del cromosoma 21 específiques del fetus

(Papageorgiou et al., 2011).

1.4.2.3. Estratègies per la detecció d’aneuploïdies

El desenvolupament de tècniques moleculars, que permeten el recompte de gran

quantitat de molècules d’ADN en plasma matern, ha permès recentment la detecció

d’aneuploïdies.

Actualment s’utilitzen tres metodologies, dues d’elles basades en la seqüenciació

massiva (Shotgun Massively Parallel Sequencing i Targeted Massively Parallel Sequencing)

i la tercera en la seqüenciació de SNP.

 Shotgun Massively Parallel Sequencing (s-MPS). El desenvolupament de les

tècniques de seqüenciació massiva (massively parallel sequencing, MPS) basades en la

seqüenciació, identificació i recompte d’un elevat nombre de fragments d’ADN en el plasma

ha possibilitat l’anàlisi d’ADN fetal circulant amb precisió (Chiu et al., 2008; Fan et al., 2008).

En la tècnica de s-MPS milions de fragments d’ADN, tant fetal com matern, són seqüenciats

i comptats simultàniament i assignats a cada locus del cromosoma on pertanyen (Chiu et al.,

2008; Fan et al., 2008). La presència d’aneuploïdia és evident quan hi ha un excés relatiu

(trisomia) o deficiència (monosomia) per a qualsevol dels cromosomes d’interès en

comparació amb el que seria l’esperat (Chiu et al., 2008; Fan et al., 2008; Sehnert et al.,

2011; Dan et al., 2012). Es requereix, per tant, un nombre de recompte de seqüències elevat

per discriminar entre aneuploïdia i euploïdia ja que la diferència entre elles serà petita,

especialment quan la fracció fetal és baixa. En principi, seria possible la detecció

d’aneuploïdies en tots els cromosomes però, a la pràctica, els assaigs clínics desenvolupats

només s’han validat per les trisomies complertes dels cromosomes 21, 18, 13 i la
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monosomia del cromosoma X. Les aneuploïdies de la resta de cromosomes són molt rares

en estadis relativament avançats de la gestació i, en cas d’estar presents, moltes ho són en

mosaic (trisomies 8, 9 i 16). De la mateixa manera, augmentant el número de seqüències

analitzades també és possible l’aplicació del mètode en parts de cromosomes per a la

detecció de desequilibris petits que incloguin microdelecions i microduplicacions (Zhao et al.,

2015). Actualment els costos d’aquesta tècnica són elevats però la possibilitat de processar

múltiples mostres alhora permet optimitzar els assaigs i l’aplicació a gran escala.

 Targeted Massively Parallel Sequencing (t-MPS). La tècnica de Targeted Massively

Parallel Sequencing (t-MPS) inclou un pas previ que permet l’amplificació selectiva de

regions cromosòmiques d’interès amb la conseqüent avaluació d’excés respecte a un altre

cromosoma en els recomptes de fragments d’ADN d’un cromosoma determinat (Sparks et

al., 2012). Un dels avantatges de la metodologia del t-MPS és que, en eliminar la necessitat

de seqüenciar totes les regions cromosòmiques, el cost de la seqüenciació és més baix i és

possible analitzar més mostres simultàniament.

 Mètodes basats en polimorfismes d’un únic nucleòtid. Les tècniques de cribratge

d’aneuploïdies basades en polimorfismes d’un únic nucleòtid (Single nucleotide

polymorphism, SNP) són substancialment diferents en quant a metodologia i l’anàlisi de les

dades, tot i que també requereixen amplificació de múltiples seqüències de SNP seguides

de seqüenciació (Zimmermann et al., 2012; Samango-Sprouse et al., 2013). Així, cada

producte és avaluat en base a la hipòtesi que el fetus és monosòmic, disòmic o trisòmic pels

cromosomes 21, 18, 13, X, Y i, un cop considerades les posicions dels SNP en els

cromosomes i la possibilitat que s’hagi pogut donar recombinació, es calcula la probabilitat

que el fetus sigui normal o presenti una alteració numèrica d’aquests cromosomes. L’assaig

també pot identificar regions d’homologia cromosòmica fetal que podrien indicar

consanguinitat o disomia uniparental i, eventualment, l’anàlisi de SNP d’una mostra paterna
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pot millorar el rendiment del test. Aquest mètode és ampliable a la detecció de petits

desequilibris addicionals, microdelecions i duplicacions, si s’identifiquen suficients SNP

informatius en la regió d’interès malgrat no estar limitat per recomptes estadístics com

d’altres mètodes. No obstant, la baixa fracció fetal pot ser motiu de la fallida del test.

1.5. Identificació d’anomalies cromosòmiques no equilibrades

Les translocacions cromosòmiques són les reorganitzacions cromosòmiques estructurals

més freqüents en humans amb una incidència del 0,2% en la població neonatal, 0,6% en

parelles infèrtils, 2-3,2% en homes amb infertilitat severa i 9,2% en parelles fèrtils amb

avortaments de repetició (Testart et al., 1996; Meschede et al., 1998; van der Ven et al.,

1998; Stern et al., 1999).

Dels dos tipus més comuns de translocacions cromosòmiques, les recíproques i les

Robertsonianes, les recíproques són les més abundants, presentant una freqüència a la

població d’1 de cada 625 nounats vs. les Robertsonianes 1 de cada 1.000 (Shaffer et al.,

2000).

Les translocacions recíproques consisteixen en l’intercanvi recíproc dels segments

terminals entre els cromosomes no homòlegs i poden tenir un origen familiar (80%) o de

novo (20%) (Jacobs, 1992). L’aparició de translocacions recíproques de novo té més

freqüentment un origen patern, en un 84,4% dels casos (Olson et al., 1998). En general són

equilibrades i no tenen cap repercussió fenotípica. No obstant, els individus portadors

d’aquestes reorganitzacions cromosòmiques produeixen un nombre significativament elevat

de gàmetes amb complement genètic desequilibrat (Gardner et al., 1996; Pierce et al.,

1998).
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S’han realitzat nombrosos estudis en espermatozoides de portadors de reorganitzacions

estructurals i s’ha vist que entre 20-77% dels espermatozoides de portadors de

translocacions recíproques presenten desequilibris genètics (Estop et al., 1995). És a dir, els

individus portadors de translocacions recíproques equilibrades tenen un risc més elevat

d’avortaments espontanis i de repetició, i un risc augmentat d’infertilitat i de descendència

amb malformacions congènites (1-10%) (Gardner et al., 1996; Pierce et al., 1998).

Els productes anòmals de reorganitzacions equilibrades no Robertsonianes són bastant

variables i els seus efectes fenotípics varien des de nuls a mort peri-implantacional.

Presenten una freqüència inferior al 2% en avortaments espontanis i la probabilitat de

naixement és del 62% (Jacobs et al., 1995).

Així doncs, la contribució de les reorganitzacions estructurals als avortaments de repetició

depèn de la freqüència d’espermatozoides anòmals i de la severitat de les duplicacions i/o

deficiències (trisomies i monosomies parcials) degudes a la segregació anormal de cada

reorganització durant la gametogènesi; el grau de severitat és variable des de trisomia o

monosomia gairebé completa fins a mínimes duplicacions i/o delecions, difícils de detectar i

amb conseqüències fenotípiques severes però de baixa freqüència (Egozcue et al., 2000).

Davant l’existència d’una translocació equilibrada coneguda en una família es recomana

consell genètic i diagnòstic prenatal.

La identificació prenatal no invasiva de la translocació desequilibrada és teòricament

possible mitjançant MPSS si la trisomia o monosomia parcial impliquen regions de gran

grandària de 3 a 40 Mb (Zhao et al., 2015) o utilitzant marcadors polimòrfics seleccionats en

les regions d’interès (Chen et al., 2001).
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1.6. SAFE Network of Excellence

La Unió Europea va promoure i subvencionar una xarxa d’excel·lència formada per

experts de diferents disciplines (pediatres, obstetres, biòlegs moleculars, genetistes clínics i

experts en ciències socials i ètica d’arreu del món) per desenvolupar un programa de

recerca dedicat a potenciar la utilitat clínica del Diagnòstic Prenatal no Invasiu i el Cribratge

Neonatal. Aquest programa es va anomenar Special Non-Invasive Advances in Fetal and

Neonatal Evaluation Network (SAFE Network of Excellence) i va començar l’1 de Març del

2004 amb una durada prevista de 5 anys (LSHB-CT-2004-503243) incloent 56 centres en

19 països.

El present estudi està englobat dins d’aquest projecte, concretament dins el

SAFE Workpackage 3A (Free fetal nucleic acids in maternal plasma) com a Partner 54 amb

dues línies de recerca: el projecte NIPD of unbalanced chromosome abnormalities by

microsatellite analysis of fetal DNA in Maternal Plasma i la recerca de marcadors universals

d’ADN fetal en plasma matern en el cromosoma 18. Aquesta darrera línia d’estudi estava

integrada dins el Grup de Recerca Epigenètica, juntament amb grups de la University of

Warwick,del Cyprus Institute of Neurology and Genetics,de l’Institute of Genetics and

Biophysics i del Welcome Trust Sanger Center.
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L’objectiu principal d’aquest treball és:

La recerca de marcadors universals per la detecció d’ADN fetal en plasma matern i

avaluar la utilització de polimorfismes d’ADN per a la seva aplicació clínica en diagnòstic

prenatal no invasiu d’anomalies cromosòmiques d’origen patern.

Per tal d’aconseguir el nostre objectiu ens proposem:

1. Analitzar patrons de metilació en promotors de gens amb expressió oposada en

placenta i sang materna per tal d’explorar la possibilitat de desenvolupar assaigs

específics per la detecció d’ADN fetal.

2. Seleccionar marcadors polimòrfics (STRs) en tots el cromosomes i avaluar la seva

utilitat per a la detecció d’ADN fetal en plasma matern.

3. Desenvolupar mètodes per a la detecció d’anomalies cromosòmiques d’origen patern a

partir d’ADN fetal lliure en sang materna i la seva aplicació clínica.





3. MATERIAL I MÈTODES
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3.1. Mostres

Totes les mostres s’han recollit prèvia signatura del consentiment informat aprovat pel

Comitè d’Ètica de l’Hospital Universitari de la Vall d’Hebron. S’han processat de manera

anònima i s’han agrupat en cinc grups segons l’estudi dut a terme (Taula 1).

Taula 1. Grups d’estudi del present treball.

Grup 1 Estudi de la metilació diferencial entre placenta i sang perifèrica

Mostres 30 biòpsia de còrion
30 sang perifèrica

Grup 2 Estudi de famílies on el pare és portador equilibrat d’una translocació cromosòmica

Mostres 3 sang perifèrica de la Família 1
5 sang perifèrica de la Família 2

Grup 3 Estudi de l’heterozigositat i informativitat dels marcadors de la PCR Múltiplex Fluorescent
Universal

Mostres 100 sang perifèrica (50 homes i 50 dones)

Grup 4 Avaluació de la detecció de microsatèl·lits fetals en plasma matern i sensibilitat de la PCR
Múltiplex Fluorescent Universal

Mostres 12 sang perifèrica de gestants
12 mucosa bucal de les parelles
1 biòpsia de còrion de la Família 3
1 biòpsia de còrion de la Família 4

Grup 5 Aplicació clínica de la PCR múltiplex fluorescent

Mostres 1 sang perifèrica i 1 biòpsia de còrion de la Família 5
2 sang perifèrica i 1 biòpsia de còrion de la Família 6
2 sang perifèrica i 1 biòpsia de còrion de la Família 7
2 sang perifèrica i 1 biòpsia de còrion de la Família 8
2 sang perifèrica de la Família 9
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Grup 1

Per a l’estudi de la metilació diferencial entre placenta i sang perifèrica s’han emprat

30 mostres de biòpsia de còrion i 30 de sang perifèrica per tal de comparar els patrons de

metilació de les seqüències seleccionades en l’ADN extret dels dos teixits.

Grup 2

Per l’estudi de famílies on el pare és portador d’una translocació cromosòmica equilibrada

amb descendència afectada per translocacions desequilibrades s’han analitzat mostres de

sang corresponents als membres de dues famílies:
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 Família 1. El pare presenta la translocació equilibrada t(4;11)(p15.1;q23.3), la mare

cariotip normal i la filla presenta el cromosoma derivatiu der(11)t(4;11)(p15.1;q23.3)pat

originat per desequilibri durant l’espermatogènesi paterna (Fig. 5).

Figura 5. Idiograma on es mostren els cromosomes implicats en la translocació de la
Família 1. Les fletxes indiquen els punts de trencament.

Der(11) Cr.11Cr.4 Der (4)

15.1

23.3
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 Família 2. El pare i un dels tres fills són portadors de la translocació equilibrada

t(10;18)(q24;p11.31), la mare i un altre dels fills presenten un cariotip normal, i el tercer fill

presenta en el cariotip el cromosoma derivatiu der(18)t(10;18)(q24;p11.31)pat resultat de

l’herència de la translocació en desequilibri (Fig. 6).

Figura 6. Idiograma dels cromosomes implicats en la translocació paterna de la
Família 2. Les fletxes indiquen els punts de trencament.

Grup 3

Per a l’estudi de l’heterozigositat i informativitat dels marcadors emprats en la PCR

Múltiplex Fluorescent Universal s’han extret un total de 100 ADNs de mostres anònimes de

sang perifèrica de 50 parelles (50 dones i 50 homes).

Cr.10 Cr.18Der(10) Der(18)

24

11.31
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Grup 4

Per l’avaluació de la detecció de microsatèl·lits fetals en plasma matern i sensibilitat de la

PCR Múltiplex Fluorescent Universal s’han analitzat 12 mostres de sang perifèrica de

gestants entre la setmana 12-24 (mitjana de 14 setmanes), 7 d’elles amb fetus masculins i

5 amb fetus femenins.

S’ha obtingut plasma matern a partir de la sang perifèrica i, en les gestacions de fetus

masculins, s’ha valorat l’eficiència de l’extracció d’ADN fetal en plasma matern mitjançant

PCR a Temps Real.

En tots els casos s’ha disposat de la corresponent mostra de mucosa bucal de la parella

per avaluar la sensibilitat de la PCR múltiplex fluorescent en la detecció de microsatèl·lits

fetals.

En dos dels casos, donat que el pare era portador d’una translocació equilibrada, s’han

analitzat, si es requeria, les mostres de vellositats corials biopsiades posteriorment a

l’extracció de sang perifèrica de la gestant per tal de confirmar el resultat de la

PCR múltiplex.
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 Família 3. El pare és portador de la translocació equilibrada t(8;17)(q22.1;p11.2)

(Fig. 7), la mare, de 36 anys i en la setmana 12 de gestació, presenta un cariotip normal.

La vellositat corial analitzada posteriorment presenta també cariotip normal.

Figura 7. Idiograma dels cromosomes implicats en la translocació paterna de la
Família 3. Les fletxes indiquen els punts de trencament.

Cr.8 Cr.17Der(8) Der(17)

22.1

11.2



Material i mètodes

- 55 -

 Família 4. El pare és portador de la translocació equilibrada t(8;9)(q22;q22) (Fig. 8),

la mare, de 38 anys i en la setmana 12 de gestació presenta un cariotip normal. La vellositat

corial analitzada posteriorment presenta un cariotip amb la translocació equilibrada.

Figura 8. Idiograma dels cromosomes implicats en la translocació paterna de la
Família 4. Les fletxes indiquen els punts de trencament.

22

22

Cr.8 Cr.9Der(8) Der(9)
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Grup 5

Per l’aplicació clínica de la PCR Fluorescent s’han analitzat 9 mostres de sang

corresponents als progenitors de les 5 famílies, 4 mostres de vellositat corial i el plasma

matern de les 5 gestants.

 Família 5. Gestació resultant de cicle de Fecundació in Vitro (FIV) amb ovodonació.

Gestant de 45 anys en la setmana 12 de gestació, presenta un cariotip normal i es realitza

biòpsia de vellositats corials degut a omfalocele fetal detectat ecogràficament.

En la vellositat corial s’observa un cariotip normal.

 Família 6. Pare portador de Distròfia Miotònica tipus 1 o Malaltia de Steinert.

La Distròfia Miotònica tipus 1 (Shaw et al, 1989) és la forma més freqüent de malaltia

neuromuscular hereditària en adults, amb una prevalença de 1/20.000. Es tracta d’una

malaltia progressiva autosòmica dominant causada per l’expansió d’una seqüència inestable

de trinucleòtids repetits CTG situada a la regió UTR de l’extrem 3´ del gen de la proteïna

miotonin quinasa (DMPK) localitzat en el braç llarg del cromosoma 19 (19q13.2-q13.3).

Mare de 31 anys en la setmana 12 de gestació amb cariotip normal, es realitza biòpsia de

còrion per a estudiar la presència/absència del triplet expandit d’origen patern en el fetus,

que resulta lliure de l’expansió paterna.
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 Família 7. Pare portador de la translocació equilibrada t(6;21)(q21.2;q22.2) (Fig. 9),

mare de 37 anys en la 12 setmana de gestació amb cariotip normal. La vellositat corial

també presenta un cariotip normal.

Figura 9. Idiograma dels cromosomes implicats en la translocació paterna de la
Família 7. Les fletxes indiquen els punts de trencament.

Cr.6 Cr.21Der(6) Der(21)

21

22.2
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 Família 8. Pare portador de la translocació robertsoniana equilibrada t(13;14) (Fig. 10).

Mare de 29 anys en la setmana 14 de gestació, presenta un cariotip normal. El fetus

presenta polimalformacions ecogràfiques compatibles amb trisomia del cromosoma 18 i

la vellositat corial analitzada resulta amb el cariotip 46,XY,+13 t(13;14)rob pat.

Figura 10. Idiograma dels cromosomes implicats en la translocació paterna de la
Família 8. La fletxa indica el punt de trencament.

Cr.13 Cr.14der(13;14)rob
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 Família 9. Pare portador de la translocació equilibrada t(8;15)(p23;q15) (Fig. 11).

Mare de 38 anys en la setmana 15 de gestació amb cariotip normal. Gestació resultant d’un

cicle de Fecundació in Vitro amb Diagnòstic Preimplantacional (PGD) per a la selecció

d’embrions sans. No realitzen diagnòstic prenatal confirmatori del PGD.

Figura 11. Idiograma dels cromosomes implicats en la translocació paterna de la
Família 9. Les fletxes indiquen els punts de trencament.

Cr.8 Cr.15Der(8) Der(15)

23

15



Material i mètodes

- 60 -

3.2. Obtenció del plasma i extracció d’ADN a partir de diferents teixits

El plasma s’ha obtingut a partir de sang perifèrica recollida en EDTA (3 mL) abans de les

24 hores posteriors a l’extracció mitjançant centrifugació a 3.000 rpm durant 10 min, obtenint

un volum d’1-1,5 mL. Posteriorment s’ha centrifugat a 12.500 rpm, en centrífuga refrigerada

a 4 °C, durant 10 min per tal d’eliminar les restes cel·lulars al màxim. El sobrenedant

obtingut (plasma) s’ha conservat a -20 °C fins al moment del seu processament.

L’extracció d’ADN a partir de diferents teixits s’ha realitzat utilitzant diferents protocols:

 A partir de sang total, l’extracció d’ADN s’ha dut a terme amb el kit comercial

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc.) seguint el protocol d’extracció de sang suggerit

pel fabricant.

 A partir de vellositat corial, l’extracció d’ADN s’ha dut a terme amb el kit comercial

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen Inc.), seguint el protocol d’extracció de teixits suggerit

pel fabricant.

 A partir de plasma matern, l’extracció d’ADN fetal lliure (ffDNA) s’ha realitzat amb el

kit comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen Inc.), amb el protocol adaptat a 600 µL

de plasma i eluint en 50 µL d’aigua destil·lada pre-escalfada a 56 °C.
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3.3. Selecció de seqüències genòmiques susceptibles de presentar

metilació diferencial en placenta i sang materna

Per trobar un marcador d’ADN fetal universal és necessari explorar les variacions

genètiques presents entre mare i fetus, pel que és rellevant l’enfocament epigenètic de la

qüestió i l’estudi dels estats de metilació dels promotors de determinades seqüències

escollides en ambdós teixits (placenta i sang perifèrica).

Està descrita la presència de promotors gènics hipometilats en placenta i metilats en sang

materna com el promotor del gen Maspin (SERPINB5) (Chim et al., 2005), susceptibles de

ser utilitzats com a marcadors universals d’ADN fetal. El problema rau en que la detecció de

seqüències hipometilades dins el background de seqüències maternes hipermetilades fa

necessari el procés de conversió amb bisulfit sòdic.

El tractament d’una mostra d’ADN amb bisulfit sòdic converteix els residus de citosina no

metilats en uracil, mentre que les citosines metilades romanen inalterades. Tanmateix, és un

tractament força agressiu i comporta degradació de l’ADN de fins al 96% (Grunau et al.,

2001) pel que l’eficiència i aplicabilitat d’aquest tipus de seqüències com a marcadors d’ADN

fetal universals en la rutina clínica queda compromesa.

Per tant, idealment i amb visió d’aplicabilitat en plasma matern, el desitjable és la recerca

de seqüències hipermetilades en placenta i hipometilades en sang perifèrica, patró

exactament oposat a la situació descrita anteriorment, que descarta la utilització del

tractament amb bisulfit sòdic i inclou la digestió enzimàtica amb enzims de restricció

sensibles a metilació (Fig. 12). D’aquesta manera únicament les seqüències d’origen fetal

serien resistents a la digestió i, per tant, detectables i quantificables.
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Figura 12. Esquema de l’assaig de restricció sensible a metilació emprat en el nostre
estudi.

S’han seleccionat seqüències promotores seguit tres estratègies diferents i s’han estudiat

una a una, evidenciant les posicions CG presents i identificant les que formen part d’una

seqüència diana de restricció d’enzims sensibles a metilació. S’ha procedit al disseny de

primers per l’amplificació de les regions promotores on hi havia, com a mínim, dues dianes

de restricció. Els primers s’han dissenyat mitjançant el programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), procurant una mida d’amplificació

en el rang de 100-400pb.

Les tres estratègies seguides per a la selecció de les seqüències estudiades han estat:

3.3.1. Seqüències promotores en el cromosoma 18

Segons la bibliografia (Azhikina et al., 2005) un 5%-10% de les posicions CpG presenten,

aleatòriament, un estat diferent de metilació entre sang perifèrica i placenta. En el present

estudi ens hem centrat en la recerca de seqüències promotores en el cromosoma 18.

S’ha obtingut un llistat complert dels gens presents en l’esmentat cromosoma a través de la

base de dades http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview.

C-Metilada enzim de restricció no talla amplificació
C- No metilada enzim de restricció talla no amplificació

Mostra d’ADN
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Un total de 143 parells de primers s’han amplificat per avaluar l’estat de metilació de les

regions amb el màxim de posicions CpG possibles (Taula 2). Les primeres 59 seqüències

són de 100-300 pb on hi ha incloses, com a mínim, dues dianes de restricció per a HpaII.

De la 59 a la 143 s’ha augmentat la mida de l’amplicon fins a casi 600 pb en algun cas, per

incloure més dianes de restricció de HpaII i de tres enzims més, MaeII, CfoI i Aci, sensibles

també a la metilació.

Taula 2. Primers dissenyats en les seqüències promotores del cromosoma 18.

Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
1F GCCAAGTGCTGTTCAACTCC 20 1R CAGGATGGGAAAGAGGACAC 20
2F GAGAGACCTCGGAGCACCTG 20 2R AGCGCTTCTTCAAGTTAGTC 20
3F GCTGAAGTTGTAAACAAGTG 20 3R TGGAAAACATATTTCTCGCC 20
4F CCAAAATTCTGTAATTTCAC 20 4R CCAGGCAGGGATGGGAGCAT 20
5F GCATTCTCAGCATTAGGGCG 20 5R TTATGGACGCTACAAGATG 19
6F GGATGTATCTGAACGGTGGA 20 6R CTACCTGAATAAAGCAGCTG 20
7F GTCTGCAGAGCAGTGTGGCT 20 7R GCAGCTGCATGCTTGCTTCT 20
8F CAAAAATCCTTAATCAAAAC 20 8R TCCCGCACCCTCCCTTTACT 20
9F TAAAGTTAAAAGCCACCTCCC 21 9R ATCCAGACTGGCTGGCCATT 20
10F TTCTCCCCCTTTGGTGTTTCAA 22 10R CTGAGTCTCGATTTCCTCCG 20
11F CCTTCCAGCTGTCACATTCTG 21 11R ATGTGGCTAAGAAAACAAGC 20
12F GGGAGCGGGGACGCGAGCA 19 12R AATCCGCGGGAGCGCGGCTGT 21
13F CAAAGCGCTGTCCGTGGTTG 20 13R CCCTGTCCAGGTGGATTTC 19
14F TTACTATATGGCAGATTTCA 20 14R AGCAGCAGCCTCTAGTGTCCT 21
15F CTTCTCTCCTTAATCCGCTCA 21 15R CGGCCTCTGAAGAGCGGATG 20
16F GGCTGAATCAGGATCTGACC 20 16R CAAAGTCATGCCTGCCTAGC 20
17F GCTAGGCAGGCATGACTTTG 20 17R GTACGTCGTCGGCGATCC 18
18F TGCTTAAGAAAACTTTGCTGCT 22 18R TTAGAACGGAAGGTTGGTCC 20
19F GGACGTTAGGACATGGTTG 19 19R GTGTTTTAAAAATCATTTCA 20
20F GAGTTTGACCCCGAGGGGAG 20 20R TTCACCCTTCAGCCCTCTGAA 21
21F TTCACTAGCATCTGAATATTG 21 21R GTTTGTTGGAGCAGTGAAATC 21
22F AGGTGGAGGAAGGAAGGAGC 20 22R GTATTTGGCGGCTGGACTAT 20
23F AGGCGGCGCGCTCGGGAAGAG 21 23R GTGGCGGAACCGCGCCGGG 19
24F CCTTAAGGCCGCGCTCGCCAG 21 24R CCGCCGCAACCAATGGATCTC 21
25F CTCTGTTTAAATAGACTCGC 20 25R TTCTTCTCTCAGCCTCCCTCC 21
26F CCGTGGCTCGTCGGGGTCTT 20 26R GTCGCTGGGCTTCCGAGAGGTT 22
27F CTGCGTAGGGGCGCTTTGTT 20 27R GAGAGTGCGAGAGAGGCGGT 20
28F CCTCTGTAACCAGCGGTAGC 20 28R TCCCTCCCTTACCCTTCAAC 20
29F CAAAGCGACCGGCT 14 29R CAACCCCAAAAAGCTCTGGAA 21
30F CTCACTTTTTCCAAAGGGCC 20 30R GGTTTGTACCGAGGTCCGGCA 21
31F AACGTCAAGTGATGGGGCGG 20 31R TGGGGAAAGAGAAGTCTGCCG 21
32F CTCTAGGCTACCGCACCGCCT 21 32R GTGGGTGGCTCGGCCAGTGCA 21
33F TCACTTTCCTCCCCTGTAAG 20 33R TCTGGGGCTTGACGTCTGAT 20
34F CGGCTCACGCTGTGGTTCCA 20 34R TCTTCAACTAGGCCACTAGGC 21
35F CGGAGAGCCGGCGAGCCCG 19 35R TCCGAGTTCCTGGACGAGA 19
36F CGAGCCTCGCTTAGACCGCG 19 36R GTCCTCGACTCACCCCTCCT 20
37F TCTGCCGCTCCTTCCTTTCC 20 37R CTGTTCCCAAACAGGACCGC 20
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Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
38F ATTTCCTGTCTCCCAGCTG 19 38R TAACAGTGAGGCAAGGGAGA 20
39F CCAGAAAGGATCGGTGATGT 20 39R TCGTGAAGGTTAAGTAACC 19
40F ATGGGCTAGACACAAAGGAT 20 40R TCGGTGCTTGTCCCAGCCAG 20
41F GCCCTCGGCGACGCGGGCAG 20 41R TGGGAGGGGAATGGGCGC 18
42F TGCGACTCCACCTACCTAGT 20 42R GCCAGCGCACGTCGCCGTGT 20
43F AGATGTCGCGTCAGAGGCG 19 43R TGCAGCGGTTTAGTTTAATT 20
44F TCGCTTGTAGTTCTCCAAAT 20 44R TGAAGAGGAGCGGAGCGGC 19
45F TAGTTCAAAACTGACATTCA 20 45R CATCCTAATAGATAATACC 19
46F ATGCAAACGTAGAGACCACT 20 46R CACTTCTCGTATTCTTGGAT 20
47F GGTAAGTTCATCTCAATGTC 20 47R GTTAGGAACTCAGCAAATGTT 21
48F AACTGATTTGTTTTACTATA 20 48R CGATTTTTCAAACATCCTAA 20
49F TCCAGGGGAGTATTCAGAGA 20 49R ACTGGCTTAGATAAAATTCA 20
50F TCAGCAGCAGCCTCTAGT 18 50R GTCCTCCTCCCAGGGACTCT 20
51F CTCCTGACACCAGAGTTGG 19 51R ATCAAGCCGCACTGGCGGCT 20
52F AGTGGTGGCCGGCAGAGCACA 21 52R TTGCAAGGAAGTGAGGACTT 20
53F CCTGAATAAAGCAGCTGGT 19 53R GAAGTGACTCCATTTCCCCC 20
54F CGGCTCGGCAGGATTTCCT 19 54R CAGCCACATTGTGCTGAATG 20
55F TAGTCTAGAGGGTTCCGTCT 20 55R TCAGAGCAGTGTGGCTTTG 19
56F AGCTGCATGCTTGCTTCTGT 20 56R CGCACCCTCCTTTACTCCCAA 21
57F GTTTCCGGGTTTGGGGGAAA 20 57R TGAGCATATAACTGAAGGACA 21
58F CACAGCTGCCTGGGCCGGAG 20 58R TGGTGAAGAGGCACGAGCGT 20
59F GATGGTAAGTTCATCTCAATG 21 59R TGTGAATCTGTTAATGGAAT 20
60F CCCATAAAGGCTCTCTCGTG 20 60R ATAGCTGTTTGTGGCGCTGT 20
61F GCTAATCGGAGTACACATTCAGG 23 61R CAGACCGCTCTGGACTGTTT 20
62F AACTCCCAGGCTCAGGTGAT 20 62R CTTCTCTTCCTCCGACCTCA 20
63F TGAGGTCGGAGGAAGAGAAG 20 63R CGTTCCTGAGCCCTACCTAC 20
64F TCAGGAACGCAGTTCTTCAC 20 64R CACCCTCCACTCCAGCAG 18
65F GTGCTGGCCGTGTTCGAG 18 65R ACAGCCACCCATGAGTTTTC 20
66F TGGTGCAGTTCTGTTTCGTG 20 66R CCTCAACAAACACAGGGTCA 20
67F TTTGCCCACAAGGAAATTCT 20 67R TAAAGGTGTCTTCCCCAACG 20
68F GCACACACCATTGACCTCAC 20 68R GATCTCTCGGAAGTGCTTGG 20
69F ACTTCCGAGAGATCCACTCC 20 69R CAAGGGAAGAGAGCTGAGGA 20
70F CTCTCTTCCCTTGCCCCTAC 20 70R GATTGTACACACTGGGCCATC 21
71F AGCTAATCCCGGACTCCTTC 20 71R CTATGGCCGTGGAGAACAGT 20
72F GAGCAACAAAATGCCCTACG 20 72R GCAATAACAGGATTCAATGAGG 22
73F TTCCAAAAAGCCAATTGATTC 21 73R TCTCGCTTATCAATTGCAACA 21
74F AAGATTTTGGCCAATTCCAA 20 74R GTGCAGCTGGAGGAGGAA 18
75F ACCCGTCCTTTCCTGCTC 18 75R GCCCCAATTAGACAGGTTTG 20
76F TCGGCAAACCTGTCTAATTG 20 76R CCTCAATGACCGAAGTCCTC 20
77F GAGGACTTCGGTCATTGAGG 20 77R CAGCCATTCCAAACCTAACAA 21
78F ATCGTACGGTAATGGGCACT 20 78R TGAGAGCAATGTGCTTGTCC 20
79F GGAGTTGGGAGAGGAGAAGG 20 79R GTGGGTGGGGAGAAGGAG 18
80F TGGATCCCAAAGTGTTGGTT 20 80R TCACTCAGAAGCCCTTCCTC 20
81F GGGCTTCTGAGTGACTGGAG 20 81R AGCCACTTACCGAGGCAGAG 20
82F GCTCTGCCTCGGTAAGTGG 19 82R CTGCGATCCGAATCTGAACT 20
83F CCTCTCCCTTTCTCGTTGAA 20 83R GCCTCCAATGGTCATTTCG 19
84F AAGACCAGCCTGAGCAACTC 20 84R TGTCCTCCAGAGAGGAGAGA 20
85F TGGGGTTTTACATGCCAGAT 20 85R ACTGCCTTCTCCCAGCTCTC 20
86F GAAGACGCAGCCACCTTC 18 86R TCGAAGGCAGCAAACCTATT 20
87F CCTCCATCTCTTTCCTTCCA 20 87R ACCTCAGCAAAAGACCAGGA 20
88F CAGCCTGAGCAACAGAGAAG 20 88R AGCTTCATTCAGCGAGTTGG 20
89F GCTGGCTCACGGAGTTTAGA 20 89R TCCCCAACTTTCCTTTCTGA 20
90F GCGGAATTGGAAGATTCAGA 20 90R TCTCACCCACCTAGCACCAT 20
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Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
91F ATGGTGCTAGGTGGGTGAGA 20 91R AAATTTCAGAAGGCCTCACAAC 22
92F ATGGTGCAATCTTGGCTCA 19 92R ACATTCGTTCATGCTTTTGC 20
93F ATGGCGGAAGAGGGTTAAAA 20 93R TCCCACCAATAAAGTCATCCA 21
94F GAAGCCCTGTTAGGACACCA 20 94R AGCACGAAATCCAGGCTCT 19
95F CAGCTAGCTTCGGGCTGATA 20 95R CCCACGACTTACCCAAAAGT 20
96F GGGAAACTTTTGGGTAAGTCG 21 96R TGAGAGGAGGGGTTGATGTC 20
97F GACATCAACCCCTCCTCTCA 20 97R CAGACCTGCTCCCTCCAG 18
98F TCCAACTGATGCAAGTTTCCT 21 98R TCAGAAGAAGATTGATTATTTCCTCAT 27
99F TTATACCTGGCATCCCCTACC 21 99R ATCAGCACGAGGGAAGCTC 19

100F AGCTTCCCTCGTGCTGATT 19 100R GAAGGAGGGGGTGAGGAC 18
101F GTCCTCACCCCCTCCTTC 18 101R CCCTTCGGCTTTAAAAATCA 20
102F TTCATTGTTCATGTCCACAGACT 23 102R AAAGTAACACAAGACAATCTTCACTGT 27
103F CAGCCTGAGCAACAAGAGTG 20 103R TTCTCCGAGGCGGAGTTT 18
104F CATTGAAACGGCAGCATTAC 20 104R TTCAGTGGTACTCCATGGACAG 22
105F CAACCCAGAGGAAACAGAGC 20 105R TGTTCAAACAAACGGAGACC 20
106F GAACAGGAAGGCGGACATATT 21 106R AGCCTCACTCTCCCATTTTG 20
107F CTCGTGGCCGAGACTGAT 18 107R AAAGAGAAGCAGGGTGGAGA 20
108F GGAGTCTCCACCCTGCTTCT 20 108R GGACCTCCGCTCTCCAGAC 19
109F GGTCTGGAGAGCGGAGGT 18 109R AGACATGCAAAACCCCAGAC 20
110F CAGCAAGAATTCCAGTGCAG 20 110R ACTGTGGGAGCCCCTCTC 18
111F CCTGAGGAGGTGCTGAGAG 19 111R AGATCTCGGGTCACTGCAAC 20
112F TCTTGAGGACCAACGCAAAC 20 112R CCAGCCACTCAGGAACCTT 19
113F TCTGGAAGGTTCCTGAGTGG 20 113R GCCCAGGATAAGGGATAAGC 20
114F AGCATTGCCAAGGTGAGC 18 114R TGCTGAGATTACAGGCGTGA 20
115F TGGTGAAACCCCGTTACAAT 20 115R GAGCAAAGTTTCTGCCAACC 20
116F TGGGCCCTTCTCTGATACTG 20 116R TTACATCAGGTTGGCGGTTA 20
117F TAGCGGGATCTCGACTCACT 20 117R GTGAACTGGATCACGCCACT 20
118F CAGTGGCGTGATCCAGTTC 19 118R GGAGATCAGTACTGGAGACATTCA 24
119F GTCAGCCCGACCAACCTT 18 119R CACTCTCCCCCTCCTCCT 18
120F AGGAGGAGGGGGAGAGTG 18 120R GCACTTAGCCCAGATTTTCG 20
121F CGAAAATCTGGGCTAAGTGC 20 121R CGACGCCTTCCACATAAGAT 20
122F TCAGGAAATCGAGACCATCC 20 122R GAGTGCCCGTCTCTCTGTTG 20
123F GGGAAGGCCACTGGAATTTA 20 123R ACCGTCTGCAAAGGTACCAC 20
124F GGGGAAGCAGAGAAGTTTCA 20 124R TCAAAAGGCTGAACAGCAAA 20
125F CATTAAAAATAAAGAAAAAGCCAAA 25 125R CTCCTTATCCACAGTCACAACG 22
126F TGTTCCAGATTTTCCTTAGCTTC 23 126R GAGGTCAGGAGTTCAAGACCAG 22
127F GGCTGGTCTTGAACTCCTGA 20 127R AATGCCGTAGAAGCATGGAC 20
128F AACTTCCTGAAAGGCCCAAT 20 128R AGCAGCTCTGTCTTGGCATT 20
129F GAATCTCCCTGCACCATGAG 20 129R CACTGCTTTTCCGCCTCTAC 20
130F GTAGAGGCGGAAAAGCAGTG 20 130R GACAGACGGGGCAGTAGAAA 20
131F TCTGTCAGGAGGTGCTCAAA 20 131R ACTTGAAAGCAGGGCAGGT 19
132F GGAAAGAGCCCTTGTTGAGA 20 132R GGTTGGTCAATTCTTTTCAGTTG 23
133F GGACAAACTGTCCTTAAATTCTTT 24 133R CGAGATGGAGTCTTGCTCTG 20
134F GTTCTCCCCCTTCCTCTGTG 20 134R TCCTGGAGGTTACGGTTCTG 20
135F AGGAGCTGGGTTGAGGAAG 19 135R CGGGCCTTACCAGAGGTC 18
136F CGCGAGACCTCTGGTAAGG 19 136R GGTGCAGAAAGAGCGAGAAA 20
137F TCTGAGATTGGACCGATTCC 20 137R TGATAGCCACAAGCATCAGG 20
138F TTGCTAGTGACAGGCAGAGC 20 138R AAATTAGCTGCCCTCAGGTG 20
139F GATCTCGGCTCACTGCAAG 19 139R CTCCCCTCACATGAGCTTTC 20
140F CCCATCCTGAGAATTTCCTG 20 140R AGGCTGCTTAGGGAAAGAGG 20
141F TGAGTGTTTCTCCTGCGTTG 20 141R TCGGGCTATGACCCACTTTA 20
142F AATGAAAACAACTACTCTCTGAGCA 25 142R GGAACATGAGGAACTGTTGGA 21
143F CAGATCAAGATGGGGCATTT 20 143R TCCTATCCCATCACTTTTCCA 21
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Ampliació de la regió 18-29. L’amplicon 18-29 mesura 245 pb i inclou 6 dianes de

restricció per HpaII. S’han dissenyat dos nous parells de primers per a aquesta regió,

dividint-la en dues subregions, 29.1 i 29.2 per tal d’estudiar més concretament cada un dels

llocs de restricció i tenir un fragment més curt aplicable en ADN fetal en cas que un dels dos

sigui determinant (Taula 3, Fig. 13).

Taula 3. Nous primers dissenyats per a la regió 18-29 en el present estudi.

Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
29.1F CAAAGCGACCGGCT 14 29.1R CCCGGCGCCCAATAACTA 18
29.2F GCGCCGGGTAGATGCATATAT 21 29.2R CAACCCCAAAAAGCTCTGGAA 21

18-29 (245 pb)
CAAAGCGACCGGCTCACTCGACTGCTGATTCTTTCGCTTGGCATCGCGTCAGGGGAGTTAGCTTTCCTTCAGCCGGGTCT
GGCTAGTTATTGGGCGCCGGGTAGATGCATATATATATATTTTTTTCTAACTATAGCAAGCAAGAAGTGGCAGGGCGCGCA
CCGGCTGTCGCCAAGTGCTGTTCAACTCAGGGAGCCGGGGCTTCGCTCCGTCCCTCCCCCGGCTTCCAGAGCTTTTTGGG
GTTG

18-29.1 (101 pb)
CAAAGCGACCGGCTCACTCGACTGCTGATTCTTTCGCTTGGCATCGCGTCAGGGGAGTTAGCTTTCCTTCAGCCGGGTCT
GGCTAGTTATTGGGCGCCGGG

18-29.2 (152 pb)
GCGCCGGGTAGATGCATATATATATATTTTTTTCTAACTATAGCAAGCAAGAAGTGGCAGGGCGCGCACCGGCTGTCGCCA
AGTGCTGTTCAACTCAGGGAGCCGGGGCTTCGCTCCGTCCCTCCCCCGGCTTCCAGAGCTTTTTGGGGTTG

Figura 13. Amplicons 18-29, 18-29.1 i 18-29.2. En groc les dianes de restricció de
HpaII, en verd els primers.

A més, s’ha dissenyat un nou parell de primers per a amplificar la part de la seqüència

que, a priori, pot tenir la diferència de metilació més acusada, M29, la que és comú a

18-29.1 i 18-29.2 (Taula 4).

Taula 4. Parell de primers dissenyat en el present estudi per a la regió de la
seqüència 18-29 amb possible diferència de metilació.

Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
M29F GAGTTAGCTTTCCTTCAGCCGG 22 M29R GCCACTTCTTGCTTGCTATAGTTAGA 26
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3.3.2. Seqüències avaluades mitjançant tecnologia d’arrays de metilació

Com a part del grup específic de recerca de marcadors epigenètics d’ADN fetal universals

del SAFE Network of Excellence, s’han avaluat diverses seqüències del cromosoma 18 amb

metilació diferencial en col·laboració amb el Wellcome Trust Sanger Institut. La selecció de

les seqüències procedeixen dels resultats de la tecnologia basada en microarrays de

metilació (MeDIP on ChIP) (Papageorgiou et al., 2009).

S’han seleccionat cinc regions:

̶ Dues regions hipermetilades en placenta i hipometilades en sang total:

Position 1 (NCBI36) of differentially methylated region: 26797871-26799016

Position 2 (NCBI36) of differentially methylated region: 58956134-58956604

̶ Tres regions hipometilades en placenta i hipermetilades en sang total:

Position 3 (NCBI36) of differentially methylated region: 20104455-20105324

Position 4 (NCBI36) of differentially methylated region: 23755747-23756252

Position 5 (NCBI36) of differentially methylated region: 47366842-47367222

S’han dissenyat 9 parells de primers excepte en les regions 1 i 5, que no s’han pogut

estudiar degut a la manca de dianes de restricció en les seves seqüències (Taula 5).

Taula 5. Primers dissenyats en les seqüències seleccionades per arrays de
metilació.

Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
2.1F TGGATCCCTGGAGCATGTGT 20 2.1R TCCTTGGGAACCGGCTAAC 19
2.2F AGAGGTCAAAGGCTGTTTCTAGACA 25 2.2R TGGTGGAATCTAGGATCAGGACAT 24
2.3F GCAACCGTCAGGTGAGAGAGA 21 2.3R TCTGGTGTCAGGAGAATCTTGCT 23
2.4F GCTCCATGAAGCCAAGCAA 19 2.4R TCGCCAGCCTGGAGGAA 17
3.1F ATGCTCTGAATGCTAGGAAACGT 23 3.1R TTTTCGCATGGCTGTGCTC 19
4.1F CCTTAGTTCTTTGACAGTGGGTTTGAT 27 4.1R AGCAAACCTTAACCAGCCTTCA 22
4.2F CCTCACGGTAGGCCCGC 17 4.2R TGGGTGAAAGTAGCACTGGCTC 22
4.3F GCCCTGACGGCGAGTTTT 18 4.3R AGGTAGATCGTAAGGCTATTAAGGAGAC 28
4.4F TTATATATCTGGTTCAAATGTCAAAGCA 28 4.4R GAAACTCCAACCTGGCATCTCT 22
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3.3.3. Seqüències a tots els cromosomes segons perfils d’expressió

En base al fet que la metilació en les regions promotores és un dels mecanismes de la

regulació de l’expressió gènica, també s’han explorat les bases de dades d’expressió

(http://symatlas.gnf.org) per a centrar-nos en gens dels quals se’n coneix ja la transcripció

diferencial entre placenta i sang perifèrica (Fig. 14).

Figura 14. L’estat de metilació de les citosines en els promotors gènics en regula la
transcripció.

S’han dissenyat 19 parells de primers en promotors de gens amb elevada expressió en

sang total i mínima en placenta en els cromosomes 12, 9 i 1 (Taula 6).

Taula 6. Primers dissenyats segons perfils d’expressió diferents en sang i placenta.

Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
200F AGTGTTAGGAGACTTGCATCTAGTCCT 27 200R CAACTGCCTCCCCACCC 17
201F GGAGAAGAGAAACGCTGGAATACT 24 201R GCCATGGACATTGGCTGC 18
202F GGCCTTAACTGTGCTTGGGA 20 202R GGCCTAGGGAAGAAGCCAAA 20
203F CCCCGAACCTCAGGCC 16 203R AGCCCCCTTTTTTTAGTGGC 20
204F CCTGCGCGCTCCTAGAGCT 19 204R CCCGTTAGACACTCGCACGT 20
205F TCTGAGTGAAATCTACCTACCGGG 24 205R TCAGTGGCTTCCTGTTCATGC 21
206F TCCTGGGCTCGACTTCCC 18 206R CCTGACTCCTCGGCGTACG 19
207F GAGCGGCCAGCAGGG 15 207R CCGCCAATCAGGAGGCT 17
208F TCTAGTTTGAAGAATGGAAGACTTTCGA 28 208R GCGGTGACGGCCCAG 15
209F GGTTAGGACCACCCAGGCCT 20 209R AGTTGACTGAATGAAAAACAACTTTGG 27
210F AAGAAATTGTTATTAATGCTACCCGG 26 210R TTTTTCCCCTTCCTAATCTTCCTAG 25
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Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
211F ACAAGGGAGCCACCAACGT 19 211R AGTCCTCACTGCCCCGC 17
212F TTCTTGAGCGCCAGGAAAA 19 212R TGGCCGTAAACTTAACGACACTCT 24
213F GCTGAGCCCAGGTCTCCTAGG 21 213R CCTTGTTCTCCTCGCGCA 18
214F GACACCAACCAAGCAATTCAAG 22 214R TATTCCAGAGTATCTCTGCAATGAATTC 28
215F GTCCAACACCAATTAAAACAAAAACTCTA 29 215R GGAACTCGGCGGCCG 15
216F CTTCCTCCCTGGCCGC 16 216R GTAACAGTGTGTTTAGTTGGTTTGTGAG 28
217F ACTGTCACACCCAGTCCCAAG 21 217R CTGCACTCCAGCCCGG 16
218F GGAGTGCAGTGGCGCG 16 218R CCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAAA 29

Ampliació de la regió 12-200. L’amplicon 12-200 mesura 361 pb i inclou 2 dianes de

restricció per HpaII. S’han dissenyat dos nous parells de primers dividint-lo en dues

subregions, 200.1 i 200.2 per estudiar cada diana de restricció per separat i, en cas que un

dels dos sigui determinant, tenir un fragment més curt aplicable en ADN fetal (Taula 7 i

Fig. 15).

Taula 7. Nous primers dissenyats en el present estudi per a la regió 12-200.

Nom Seqüència Longitud Nom Seqüència Longitud
200.1F CCTGAGTGTTAGGAGACTTGCATCT 25 200.1R AAATCGAGACTCAGAGAGGTTTCC 24
200.2F ATGCATTAACTTTGGCTCAAACC 23 200.2R GGCTGCCCTGAGACAAAGC 19

12-200 (361 pb)
AGTGTTAGGAGACTTGCATCTAGTCCTGACTCCGGTACCAACCGAATGCATGTCCCTGGACAGGAAACCTCTCTGAGTCTC
GATTTCCTCCGTGGTAAAAAGGAGAGGGTTAAACCACAGGGTCCCGAGGGTCCCTTCCAGCTGTCACATTCTGGAGCGTAT
GAGATGAGGTAGGCACACAAAGTGGACAAGATGTGGCTAAGAAAACAAGCTACACATCAAGCTCATCTGTAGCATAGGTGC
TTAAGAAAACTTTGCTGCTGTGTAATATTAGAACGGAAGGTTGGTTTCCAGTAAAATGCATTAACTTTGGCTCAAACCAAGAT
GATGGGTACCGGGCATGGGGGTGGGGAGGCAGTTG

12-200.1 (90 pb)
CTGAGTGTTAGGAGACTTGCATCTAGTCCTGACTCCGGTACCAACCGAATGCATGTCCCTGGACAGGAAACCTCTCTGAG
TCTCGATTT

12-200.2 (94 pb)
ATGCATTAACTTTGGCTCAAACCAAGATGATGGGTACCGGGCATGGGGGTGGGGAGGCAGTTGAAGATCCACTGAGCTTT
GTCTCAGGGCAGCC

Figura 15. Amplicon 12-200, 12-200.1, 12-200.2. Dianes de restricció per a HpaII en
groc; en verd els primers.
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En total s’han dissenyat: 146 parells de primers en seqüències promotores del

cromosoma 18, 9 parells de primers en seqüències promotores del cromosoma 18

seleccionades per arrays de metilació i 21 parells de primers en seqüències promotores

seleccionades segons perfils d’expressió en tot el genoma.

Cada joc de primers s’ha testat en 5 mostres d’ADN de vellositat corial digerides,

5 mostres d’ADN de sang total digerides, 1 mostra d’ADN de vellositat corial sense digerir,

1 mostra d’ADN de sang total sense digerir i 1 control sense mostra.

3.4. Digestió amb enzims de restricció sensibles a metilació

En el primer cribratge de seqüències (de la 1 a la 59) només s’ha realitzat digestió amb

l’enzim de restricció sensible a metilació HpaII. En els següents cribratges s’ha ampliat el

nombre d’enzims emprats fins a tres més per tal d’augmentar el nombre de posicions CpG

estudiades (Taula 8).

Taula 8. Enzims de restricció emprats en el present estudi i les seves dianes de
restricció.

ENZIM DIANA
HpaII C*CGG
MaeII A*CGT
CfoI GCG*C
AciI C*CGC

*punt de tall

S’ha digerit ADN genòmic extret de sang total i de vellositats corials amb HpaII, MaeII,

CfoI i AciI (New England Biolabs, Inc., USA) d’acord amb les instruccions del proveïdor:

2 h a 37 °C, 40 min a 65 °C per inactivar l’endonucleasa. S’ha emprat una concentració
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d’enzim 10 vegades superior a la recomanada pel fabricant per tal de minimitzar la presència

de digestió parcial. Les mostres d’ADN genòmic digerit s’han utilitzat com a substrat per a

PCR de metilació juntament als mateixos ADNs sense digerir com a Controls Positius i

un Control sense mostra.

3.5. PCR de metilació en ADN genòmic digerit i visualització dels

productes d’amplificació en gel d’agarosa

La mescla de PCR té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1x Ecotaq

Reaction Buffer (Ecogen, Biología Molecular S.L.), 0,2 mM per cada dNTP (Promega

Corporation, Madison, WI, USA), 2-3 mM de MgCl2 solution (Ecogen, Biología Molecular

S.L.), 4 pmol de cada primer, 1,5 UI d’Ecotaq DNA Polimerasa (Ecogen, Biología Molecular

S.L) i 1 µL d’ADN (10-20 ng d’ADN).

La PCR es duu a terme en un termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (PE Applied

Biosystems) amb el programa: 5 min de desnaturalització a 95 °C, seguit per 35 cicles de

30 s a 94 °C, 30 s a 58 °C i 40 s a 72 °C, i una extensió final de 10 min a 60 °C.

Després de la PCR, la presència o absència d’amplificació d’ADN s’ha monitoritzat

mitjançant electroforesi en gel d’agarosa a l’1,5% amb Bromur d’Etidi.

En els casos on no s’ha obtingut amplificació amb les condicions de PCR inicials, s’ha

variat el temps i la temperatura d’annealing en un rang de 53 °C a 64 °C, s’ha augmentat la

quantitat d’ADN al doble del descrit i s’han fet proves amb diferents concentracions

de MgCl2.
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3.6. PCR a Temps Real de les seqüències candidates

S’ha ampliat l’estudi de la seqüència 12-200 mitjançant el disseny de primers i sonda per

la tècnica de PCR a Temps Real (Taula 9) que permet la detecció i quantificació de

determinades seqüències d’àcids nucleics mitjançant la combinació de termociclatge i

detecció de fluorescència cicle a cicle. Donada la seva elevada sensibilitat i especificitat s’ha

emprat per excloure la presència de metilació residual en sang perifèrica.

Taula 9. Primers i sonda emprats per l’estudi de la seqüència 12-200.

Seqüència 12-200
Forward 5’-AGTGTTAGGAGACTTGCATCTAGTCCT-3’
Reverse 5’-CAACTGCCTCCCCACCC-3’
Sonda 5’FAM-TATGAGATGAGGTAGGCACACAAAGTGGACAAGAT-TAMRA3’

La mescla de PCR té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1x Gene

Expression PCR Master Mix (PE Applied Biosystems), 7,5 pmol de cada primer i 6,25 pmol

de sonda, 3 µL d’ADN de sang perifèrica i de vellositats corials sense digerir, 5 µL dels

mateixos ADNs digerits i 10 µL d’ADN de plasma (5-20 ng d’ADN).

L’assaig es duu a terme en un 7300 Real Time PCR System (PE Applied Biosystems)

amb el programa: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C (desnaturalització i activació de l’AmpliTaq

Gold DNA polimerasa), seguit per 40 cicles (55 en ADN de plasma) de 15 s a 95 °C

(desnaturalització) i 1 min a 60 °C (annealing i extensió). És en aquesta última fase on es

realitza la detecció, que s’analitza amb el programa SDS Software v1.2.1.
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3.7. Avaluació del gen RASSF1A com a marcador universal

S’ha explorat l’aplicabilitat clínica real com a marcador fetal universal del promotor del

gen RASSF1A localitzat al cromosoma 3 (Chan et al., 2006). El promotor d’aquest gen

supressor de tumor s’ha descrit com a hipermetilat en placenta i hipometilat en sang

materna, el patró de metilació exactament oposat al del promotor del gen Maspin (Chim

et al., 2005). S’ha dut a terme un assaig de restricció sensible a metilació per comprovar si

les seqüències maternes hipometilades podrien ser eliminades mentre que les seqüències

fetals hipermetilades romandrien intactes (essent detectables i quantificables per PCR a

Temps Real).

Com a control de digestió s’ha introduït una seqüència del gen de la β-actina per indicar

la presència de digestió parcial. Els primers i sondes per a l’amplificació dels gens RASSF1A

i β-actina utilitzats es mostren a la Taula 10.

Taula 10. Primers i sondes per a l’amplificació dels gens RASSF1A i β-Actina
emprats en el present estudi.

Gen RASSF1A Gen β -Actina
Forward 5’-AGCCTGAGCTCATTGAGCTG-3’ Forward 5’-GCGCCGTTCCGAAAGTT-3’
Reverse 5’-ACCAGCTGCCGTGTGG-3’ Reverse 5’-CGGCGGATCGGCAAA-3’
Sonda 5’FAM-CCAACGCGCTGCGCAT-(MGB)3’ Sonda 5’FAM-ACCGCCGAGACCGCGTC-(MGB)3’

S’han digerit 100 ng d’ADN de sang perifèrica i de vellositats corials amb 100 UI de

l’enzim de restricció sensible a metilació BstUI, a 60 °C durant 16 h. En el cas de l’ADN

extret a partir de plasma s’han emprat 35 µL.

Cada reacció té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1xTaqMan

Universal PCR Master Mix (PE Applied Biosystems), 300 nmol/L de cada primer (veure
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Taula 10) i 85 nmol/L de cada sonda. El volum d’ADN afegit ha estat de 3 µL en sang

perifèrica i de vellositats corials sense digerir, 2 µL de sang perifèrica i de vellositats corials

digerides, 5 µL per al plasma i 7,5 µL de plasma digerit (5-20 ng d’ADN).

Totes les mostres s’han amplificat per duplicat en un 7300 Real Time PCR System (PE

Applied Biosystems) amb el programa: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C (desnaturalització i

activació de l’AmpliTaq Gold DNA polimerasa), seguit per 55 cicles de 15 s a 95 °C

(desnaturalització) i 1 min a 60 °C (annealing i extensió). Es realitza la detecció en l’última

fase i s’analitza amb el programa SDS Software v1.2.1.

3.8. Selecció de microsatèl·lits al llarg de tots els cromosomes

Donat que la segregació anormal de cada reorganització origina trisomies i monosomies

parcials variables, s’han cercat i seleccionat marcadors polimòrfics en totes les regions

cromosòmiques per tal de possibilitar l’adaptació del protocol a qualsevol tipus de

reorganització que origini una trisomia parcial. Per a la detecció de les trisomies parcials cal

que els al·lels materns siguin diferents dels paterns (informativitat), d’aquesta manera es

poden interpretar els resultats en funció dels al·lels amplificats no corresponents a la mare:

el fetus és normal en la regió amplificada si detectem un sol al·lel patern; i el fetus presenta

trisomia parcial si detectem els dos al·lels paterns (Fig. 16).
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Figura 16. Representació gràfica de la detecció d’una trisomia parcial en un ADN
fetal obtingut a partir de plasma matern. L’eix horitzontal indica la mida dels
fragments en parells de bases (pb) de menor a major d’esquerra a dreta.
L’eix vertical indica les unitats de fluorescència, proporcionals a la quantitat de
producte amplificat. a) Amplificació de l’ADN dels progenitors on s’observen al·lels
materns i paterns de diferent mida, b) Amplificació d’ADN extret de plasma matern
on, a més dels al·lels materns, s’amplifica també un al·lel patern corresponent a
l’ADN d’un fetus normal i c) Amplificació d’ADN extret de plasma matern on, a més
dels al·lels materns, s’amplifiquen també dos al·lels paterns corresponents a l’ADN
d’un fetus amb trisomia parcial d’origen patern.

S’ha realitzat una recerca de microsatèl·lits en les bases de dades GDB Human Genome

Database (GDB), Centre d’Etude du Polymorphisme Humain (CEPH) i National Center for

Biotechnology Information (NCBI). Aquesta recerca s’ha restringit només a STR formats per

la repetició en tàndem de quatre bases (tetranucleòtids). El motiu d’aquesta selecció és

l’estabilitat d’aquestes seqüències durant l’amplificació per PCR i la mínima producció

d’artefactes com stutter bands que poden dificultar la quantificació i detecció dels productes

amplificats. A aquest criteri de recerca s’ha afegit un nou requeriment: que aquests STR

tinguessin una mida inferior a 250 pb ja que l’ADN fetal està format per fragments inferiors a

200 pb en un 80%. D’altra banda també s’ha requerit que els STR presentin una

heterozigositat mínima del 75% sempre que sigui possible ja que caldrà que els marcadors

siguin informatius a les famílies (al·lels paterns diferents dels materns) per poder establir la

metodologia.

Amb aquests criteris hem seleccionat microsatèl·lits localitzats al llarg de tots els

cromosomes incloent les regions telomèriques (permetent la detecció de trisomies parcials)

per tal d’augmentar l’aplicabilitat del protocol i tenir ja seleccionats els marcadors més
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adients per aplicar-lo en qualsevol tipus de translocació equilibrada. Els marcadors

localitzats a regions telomèriques implicades en la translocació permetran valorar la

presència d’una trisomia parcial de la regió mentre que els marcadors localitzats fora de la

regió, però propers a ella, permetran definir el punt de trencament de la translocació,

confirmant o descartant la trisomia parcial.

3.9. PCR a Temps Real per a detecció del gen SRY

L’elevada especificitat i sensibilitat de la PCR a Temps Real ha permès valorar l’eficiència

de l’extracció d’ADN fetal en plasma matern en les gestacions de fetus masculins. En el

present estudi s’han seleccionat els primers i sondes per a l’amplificació del locus SRY

(seqüència específica del cromosoma Y) tal com es mostra a la Taula 11.

Taula 11. Primers i sonda per l’amplificació del gen SRY emprats en aquest estudi.

Gen SRY
Forward 5’-TCCTCA AAAGAAACCGTGCAT-3’
Reverse 5’-AGATTAATGGTTGCTAAGGACTGGAT-3’
Sonda 5’FAM-CACCAGCAGTAACTCCCCACAACCTCTTT-TAMRA3’

La mescla de PCR té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1xTaqMan

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 20 pmol de cada primer (SRY-F, SRY-R),

12 pmol de la sonda (SRY-probe) i 7,5 µL de l’ADN extret de plasma.

L’assaig es duu a terme en un 7300 Real Time PCR System (PE Applied Biosystems)

amb el programa: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C (desnaturalització i activació de l’AmpliTaq

Gold DNA polimerasa), seguit per 50 cicles de 15 s a 95 °C (desnaturalització) i 1 min

a 60°C (annealing i extensió). És en aquesta última fase on es realitza la detecció,

que s’analitza amb el programa SDS Software v1.2.1.
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3.10. PCR múltiplex fluorescent

3.10.1. PCR en famílies on el pare és portador equilibrat d’una translocació i

descendència amb translocació desequilibrada

S’han extret, analitzat i fet experiments de dilució amb els ADNs de les famílies 1 i 2 per

testar la informativitat i sensibilitat dels marcadors polimòrfics en la PCR múltiplex

fluorescent, així com per posar a punt el protocol amb els marcadors informatius per a cada

família.

S’ha desenvolupat una PCR múltiplex fluorescent per amplificar els STR seleccionats de

les famílies analitzades (Taula 12) mitjançant un joc de primers dissenyats per cadascun

d’ells. Els primers estan marcats amb fluorocroms diferents que permeten amplificar en la

mateixa reacció seqüències de mida molecular similar.

Taula 12. Marcadors amplificats en la PCR fluorescent específica per a les famílies
estudiades.

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
Múltiplex Família 1 t(4;11)(p15.1;q23.3)

D4S2366 6-Fam 80,6 4p16.1 118-144
D4S1511 VIC 66,7 4p15.33 142-212
D4S2639 NED 81,5 4p15.32-p15.31 160-195
D4S1533 PET 90,0 4p15.31 177-201
D4S1643 6-Fam 76,9 4p15.1 159-194
D4S1627 VIC 70,4 4p13 177-201

Múltiplex Família 2 t(10;18)(q24;p11.31 or p11.32)
D10S1434 NED 64,3 10q25.1 146-178
D10S1246 NED 73,1 10q25.1 207-247
D10S1425 VIC 52,2 10q26.11 168-184
D10S1236 VIC 55,6 10q26.11 121-137
D10S1213 6-Fam 83,6 10q26.13 91-133
D10S1432 6-Fam 92,6 10q22.1 157-185
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La mescla de PCR té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1x QIAgen

Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada), 0,5x QSolution (Qiagen,

Mississauga, Ontario, Canada), 0,5-2,5 µmol/L de cada primer i 5-20 ng d’ADN. La PCR es

duu a terme en un termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (PE Applied Biosystems)

seguint el programa: 15 min de desnaturalització a 95 °C, seguit per 28 cicles (35 quan

estem amplificant l’ADN extret de plasma) de 35 s a 94 °C, 90 s a 60 °C i 40 s a 72 °C, i una

extensió final de 20 min a 60 °C.

3.10.2. Desenvolupament de PCR Múltiplex Fluorescent Universal i estudi de

l’heterozigositat i informativitat dels seus marcadors. Avaluació en

mostres de plasma

A partir dels marcadors inclosos a les múltiplex de la Família 1 i la Família 2 s’ha

desenvolupat una PCR Múltiplex Fluorescent Universal amb l’objectiu de ser aplicable a

qualsevol gestació com a detector universal d’ADN fetal (Taula 13). S’ha estudiat

l’heterozigositat real dels seus 5 marcadors altament polimòrfics en 100 mostres de sang

perifèrica (50 dones i 50 homes), així com la seva informativitat en aquestes 50 parelles.

S’ha avaluat la seva sensibilitat en la detecció dels al·lels paterns en les 12 mostres dels

plasmes de gestants.

Taula 13. Marcadors amplificats en la PCR Múltiplex Fluorescent Universal en
aquest estudi.

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
D4S2639 NED 81,5 4p15.32-p15.31 160-195
D4S1533 PET 90,0 4p15.31 177-201
D4S1627 VIC 70,4 4p13 177-201
D10S1246 NED 73,1 10q25.1 207-247
D10S1213 6-Fam 83,6 10q26.13 91-133
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La mescla de PCR té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1x

Colorless Go Taq Flexi Buffer (Promega Corporation, Madison, WI, USA), 2 mM de MgCl2,

0,8 mM de dNTPs (Promega Corporation, Madison, WI, USA), 7-35 pmols de cada primer,

1,5 UI de Go Taq Hot Start Polimerase (Promega Corporation, Madison, WI, USA) i 5-20 ng

d’ADN.

La PCR es duu a terme en un termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (PE Applied

Biosystems) d’acord amb el programa: 3 min de desnaturalització a 95 °C, seguit per

28 cicles (35 quan estem amplificant l’ADN extret de plasma) de 35 s a 94 °C, 90 s a 59 °C i

40 s a 72 °C, i una extensió final de 40 min a 60 °C.

3.10.3. PCR múltiplex fluorescent en famílies amb gestacions en curs.

Aplicació clínica

En primer terme s’ha confirmat la presència d’ADN fetal en el plasma de totes les

gestants mitjançant la PCR Múltiplex Fluorescent Universal. Seguidament, s’ha

desenvolupat una PCR múltiplex fluorescent dissenyada per amplificar les regions afectades

en cada cas. Els primers estan marcats amb fluorocroms diferents que permeten amplificar

en la mateixa reacció seqüències de grandària molecular similar.

 Família 5. En aquest cas d’ovodonació amb anomalia ecogràfica i, donat que les

aneuploïdies dels cromosomes 13, 18, 21 i sexuals engloben el 98% de les anomalies

cromosòmiques més freqüentment trobades en diagnòstic prenatal, s’ha realitzat la PCR

múltiplex fluorescent amb marcadors presents als esmentats cromosomes (Taula 14) per tal

d’avaluar la presència d’aneuploïdia.
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Taula 14. Marcadors amplificats en la PCR múltiplex fluorescent per a la Família 5
emprats en el present treball.

Les condicions de PCR en quant a mescla i perfil de temperatures són les mateixes que

per la PCR Múltiplex Universal.

 Família 6. El pare és portador d’un al·lel expandit del gen DMPK i, donat que aquest

triplet CTG expandit és refractari a la PCR, s’ha desenvolupat una PCR que amplifica

directament l’al·lel sa del gen responsable DMPK. Addicionalment, també s’amplifiquen dos

marcadors polimòrfics adjacents al gen per ajudar a confirmar el diagnòstic mitjançant anàlisi

de lligament (Taula 15).

Taula 15. Marcadors amplificats en la PCR Fluorescent específica per la malaltia de
Steinert en l’estudi.

La PCR té un volum total de 25 µL i inclou una concentració final de 1x Qiagen Multiplex

PCR Master Mix (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada), 0,5x QSolution (Qiagen,

Mississauga, Ontario, Canada), 0,5-2,5 µmol/L de cada primer i 5-20 ng d’ADN.

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
AMXY 6-Fam Xp22.1-22.31  Yp11.2 X 104 Y 109
X22 6-Fam 91 Xq28 Yq (PAR2) 189-253
DXYS218 PET 65 Xp22.32 Yp11.3 (PAR1) 266-294
HPRT 6-Fam 75 Xq26.1 268-313
D21S1411 VIC 93 21q22.3 246-319
D21S1446 PET 77 21q22.3-ter 200-228
D21S1435 VIC 75 21q21 142-188
D18S391 VIC 75 18pter-18p11.22 144-168
D18S535 NED 82 18q12.2 126-156
D13S631 VIC 78 13q31-32 192-218
D13S258 NED 89 13q21 230-281

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
DMPK 6-Fam 85 19q13.2-q13.3 70-235
APOC2 6-FAM 85 19q13.2-q13.3 297-
D19S559 NED 88 19q13.2-q13.3 191-215
AMXY 6-FAM X 105 Y 110
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La PCR es duu a terme en un termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (PE Applied

Biosystems) seguint el següent programa: 15 min de desnaturalització a 95 ˚C, seguit de

35 cicles de 35 s a 95 ˚C, 45 s a 57 ˚C i 40 s a 72 ˚C, per acabar amb una extensió final de

30 min a 60 ˚C.

 Família 7. Donat que el pare és portador de la translocació equilibrada

t(6;21)(q21.2;q22.2) s’ha desenvolupat una PCR amb marcadors seleccionats al

cromosoma 21 per tal de detectar trisomia d’aquest cromosoma (Taula 16). Les condicions

de PCR en quant a mescla i perfil de temperatures són les mateixes que per la

PCR Múltiplex Universal.

Taula 16. Marcadors amplificats en la PCR Fluorescent específica per al
cromosoma 21 emprat en aquest estudi.

 Família 8. El pare és portador de la translocació robertsoniana equilibrada t(13;14)rob,

pel que la PCR desenvolupada ha estat dissenyada per la detecció d’aneuploïdia del

cromosoma 13 mitjançant amplificació dels marcadors que s’especifiquen a la Taula 17.

Les condicions de PCR en quant a mescla i perfil de temperatures són les mateixes que per

la PCR Múltiplex Universal.

Taula 17. Marcadors amplificats en la PCR Fluorescent específica per al cromosoma
13 utilitzats en el present treball.

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
D21S1411 VIC 93 21q22.3 246-319
D21S1446 PET 77 21q22.3-qter 200-228
D21S1435 VIC 75 21q21 142-188
D21S1008 6-Fam 70 21q22.1 196-220
D21S1437 PET 78 21q21.1 120-144

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
D13S631 VIC 78 13q31-32 192-218
D13S742 VIC 75 13q12.12 254-274
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 Família 9. En aquest cas, on el pare és portador de la translocació equilibrada

t(8;15)(p23;q15), s’han seleccionat els marcadors implicats en cromosoma 15 (Taula 18).

Les condicions de PCR en quant a mescla i perfil de temperatures són les mateixes que per

la PCR Múltiplex Universal.

Taula 18. Marcadors amplificats en la PCR Fluorescent específica per al
cromosoma 15 emprats en l’estudi.

3.11. Detecció dels productes d’amplificació per electroforesi capil·lar

en analitzador genètic

La detecció dels productes d’amplificació s’ha realitzat mitjançant l’analitzador genètic

ABI 3130XL Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems), que fa servir l’electroforesi capil·lar

per a l’anàlisi de fragments. Cada capil·lar (16 en total) és obert i omplert amb Performance

Optimized Polymer (POP), la matriu a través de la qual migren els fragments d’ADN (i altres

molècules amb càrrega negativa) atrets per un elèctrode càtode de platí que hi ha al final de

cada capil·lar. Quan s’aplica el corrent els fragments d’ADN són atrets a través del capil·lar i

viatgen pel polímer cap a la finestra de detecció. A mesura que els fragments passen a

través de l’àrea clara del capil·lar, els fluorocroms són excitats per un làser i la longitud d’ona

que emeten (diferent en cada un) es detecta i enregistra amb una càmera CCD.

L’ABI 3130XL pot detectar fins a 5 fluorocroms diferents, propietat que li confereix la

possibilitat de detectar un elevat nombre de fragments d’ADN de mida similar.

Marcador Fluorocrom Heterozigositat (%) Localització Rang de Mida (pb)
D15S520 VIC 66 15q23-q24 170-195
D15S172 VIC 68 15q15.2-15.3 123-159
D15S195 VIC 75 15q21.3 145-154
D15S643 VIC 85 15q21.3 195-223
D15S644 VIC 74 15q22.2 203-204
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La detecció mitjançant el Genetic Analyzer ABI 3130XL permet un anàlisi molt sensible,

fins al punt de detectar els al·lels fetals en plasma matern i discriminant, si n’hi hagués,  la

possible contaminació de la mostra. Per a dur a terme la detecció es prepara una mescla de

1,6 µL del producte fluorescent de la PCR, 15 µL de formamida i 0,5 µL d’indicador de pes

molecular GeneScan 500 LIZ (PE Applied Biosystems) i es desnaturalitza durant

5 min a 95 °C.

La mostra desnaturalitzada es sotmet a electroforesis capil·lar utilitzant Performance

Optimised Polymer 7. Les dades s’analitzen mitjançant el programa GeneMapper 3.7

d’Applied Biosystems.
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4.1. Estudi de la metilació de les seqüències promotores seleccionades

4.1.1. Seqüencies promotores en el cromosoma 18

A partir dels 480 gens descrits en el cromosoma 18 al Nacional Center for Biotechnology

Information s’han estudiat els promotors gènics de 43 gens amb expressió diferencial entre

placenta i sang perifèrica (Taula 19).

Taula 19. Resultats de metilació de les regions del cromosoma 18 en placenta i sang
materna.

Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
1 USP14 18 257 HpaII CVS unmet, WB unmet
2 CETN1 298 HpaII CVS unmet, WB unmet
3 YES1 227 HpaII CVS unmet, WB unmet
4 EMILIN2 251 HpaII CVS unmet, WB unmet
5 201 HpaII CVS unmet, WB unmet
6 294 HpaII CVS met, WB met
7 TGIF 278 HpaII CVS met, WB met
8 LAMA1 302 HpaII CVS met, WB met
9 287 HpaII CVS met, WB met

10 PTPRM 265 HpaII CVS unmet, WB unmet
11 234 HpaII CVS unmet, WB unmet
12 283 HpaII CVS unmet, WB unmet
13 249 HpaII CVS met, WB met
14 311 HpaII CVS met, WB met
15 243 HpaII CVS unmet, WB unmet
16 PPP4R1 236 HpaII CVS unmet, WB unmet
17 274 HpaII CVS unmet, WB unmet
18 VAPA 288 HpaII CVS unmet, WB unmet
19 246 HpaII CVS unmet, WB unmet
20 GNAL 269 HpaII CVS met, WB met
21 256 HpaII CVS unmet, WB unmet
22 239 HpaII CVS unmet, WB unmet
23 CIDEA 228 HpaII CVS unmet, WB unmet
24 RNMT 253 HpaII CVS met, WB met
25 COLEC12 284 HpaII CVS met, WB met
26 336 HpaII CVS unmet, WB unmet
27 280 HpaII CVS unmet, WB unmet
28 ADCYAP1 203 HpaII CVS unmet, WB unmet
29 245 HpaII CVS met, WB unmet
30 276 HpaII CVS met, WB met
31 285 HpaII CVS met, WB met
32 247 HpaII CVS unmet, WB unmet
33 LPIN2 307 HpaII CVS met, WB met
34 248 HpaII CVS unmet, WB unmet
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Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
35 294 HpaII CVS unmet, WB unmet
36 238 HpaII CVS met, WB met
37 MRCL3 255 HpaII CVS unmet, WB unmet
38 DLGAP1 282 HpaII CVS met, WB met
39 SERPINB8 311 HpaII CVS unmet, WB unmet
40 ZFP161 236 HpaII CVS met, WB met
41 NDUFV2 318 HpaII CVS met, WB met
42 TWSG1 293 HpaII CVS unmet, WB unmet
43 254 HpaII CVS unmet, WB unmet
44 273 HpaII CVS met, WB met
45 RALBP1 324 HpaII CVS met, WB met
46 249 HpaII CVS unmet, WB unmet
47 203 HpaII CVS unmet, WB unmet
48 RAB31 256 HpaII CVS met, WB met
49 191 HpaII CVS unmet, WB unmet
50 248 HpaII CVS unmet, WB unmet
51 APCDD1 274 HpaII CVS unmet, WB unmet
52 NAPG 243 HpaII CVS met, WB met
53 MPPE1 327 HpaII CVS met, WB met
54 299 HpaII CVS unmet, WB unmet
55 IMPA2 328 HpaII CVS unmet, WB unmet
56 264 HpaII CVS met, WB met
57 226 HpaII CVS unmet, WB unmet
58 AFG3L2 294 HpaII CVS unmet, WB unmet
59 308 HpaII CVS unmet, WB unmet
60 CTDP1 346 MaeII CVS met, WB met

AciI CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met

61 295 MaeII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

62 352 HpaII CVS unmet, WB unmet
MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

63 440 HpaII CVS unmet, WB unmet
MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

64 396 HpaII CVS hypomet, WB hypermet
MaeII CVS hypomet, WB hypermet
CfoI CVS hypomet, WB hypermet
AciI CVS hypomet, WB hypermet

65 510 HpaII CVS hypomet, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
66 448 HpaII CVS met, WB met

MaeII CVS hypomet, WB hypomet
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
67 KIAA1012 18 593 MaeII CVS hypomet, WB met
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Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
AciI CVS met, WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
68 425 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS hypomet, WB hypomet
AciI CVS unmet, WB unmet

69 410 HpaII CVS unmet, WB unmet
MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

71 445 HpaII CVS hypomet, WB hypomet
MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

72 493 HpaII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met

73 401 HpaII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

74 MALT1 18 341 HpaII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

77 490 HpaII CVS met, WB met
MaeII CVS hypomet, WB hypomet
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS unmet, WB unmet

78 MAPK4 18 187 MaeII CVS met, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

82 430 HpaII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

83 382 HpaII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS hypomet, WB met
AciI CVS unmet, WB unmet

84 MAPRE2 18 245 CfoI CVS met, WB met
85 227 HpaII CVS met, WB met

MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet, WB hypomet

86 417 HpaII CVS met, WB met
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS met, WB met

87 500 MaeII CVS hypomet, WB hypomet
CfoI CVS hypomet, WB hypomet
AciI CVS met, WB met

88 NARS 394 HpaII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

89 533 HpaII CVS hypomet, WB hypomet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet, WB hypomet

90 398 HpaII CVS unmet, WB unmet
MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
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Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
AciI CVS unmet, WB unmet

91 525 HpaII CVS hypomet, WB hypomet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet, WB hypomet

93 PSTPIP2 18 450 MaeII CVS hypomet, WB hypomet
AciI CVS met, WB met

94 303 HpaII CVS hypomet, WB met
MaeII CVS unmet, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB met
95 356 HpaII CVS hypomet, WB met

CfoI CVS met, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

96 375 HpaII CVS hypomet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
97 386 HpaII CVS unmet, WB unmet

MaeII CVS unmet, WB unmet
98 404 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

102 155 CfoI CVS met, WB met
103 ROCK1 18 220 HpaII CVS hypomet, WB met

AciI CVS met, WB met
TOTS CVS hypomet, WB met

104 298 HpaII CVS hypomet, WB hypomet
MaeII CVS unmet, WB hypomet
CfoI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
106 275 HpaII CVS hypomet, WB hypomet

AciI CVS hypomet, WB met
TOTS CVS unmet, WB unmet

107 213 HpaII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
108 238 HpaII CVS unmet, WB unmet

CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
109 316 HpaII CVS unmet, WB unmet

CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
110 ABHD3 18 290 HpaII CVS hypomet, WB met

CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB met
115 307 HpaII CVS hypomet, WB hypomet

CfoI CVS hypomet, WB hypomet
TOTS CVS unmet, WB unmet

116 427 HpaII CVS hypomet, WB hypomet
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Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
MaeII CVS unmet, WB unmet
AciI CVS met, WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
117 MBD2 18 322 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

TOTS CVS met, WB met
118 287 HpaII CVS hypomet, WB met

CfoI CVS hypomet, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB met
120 475 HpaII CVS hypomet, WB met

CfoI CVS hypomet, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS hypomet, WB met
121 276 HpaII CVS hypomet, WB met

CfoI CVS hypomet, WB met
AciI CVS unmet, WB hypomet

TOTS CVS unmet, WB hypomet
122 PIK3C3 18 212 CfoI CVS met, WB met

AciI CVS met, WB met
TOTS CVS met, WB met

123 451 HpaII CVS hypomet, WB hypomet
CfoI CVS hypomet, WB hypomet
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
124 352 MaeII CVS unmet, WB unmet

CfoI CVS hypomet, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
125 309 HpaII CVS hypomet,WB met

MaeII CVS met, WB met
TOTS CVS hypomet, WB met

126 RNF138 18 296 HpaII CVS met, WB met
MaeII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met

TOTS CVS met, WB met
127 314 HpaII CVS met, WB met

MaeII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

TOTS CVS hypomet, WB met
128 273 HpaII CVS unmet, WB unmet

MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
129 331 HpaII CVS unmet, WB unmet

MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
132 382 HpaII CVS met, WB met
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Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
MaeII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

TOTS CVS unmet, WB met
133 ME2 18 338 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

TOTS CVS hypomet, WB met
134 239 HpaII CVS hypomet, WB hypomet

CfoI CVS unmet, WB hypomet
AciI CVS unmet, WB unmet

TOTS CVS unmet, WB unmet
138 432 MaeII CVS hypomet, WB hypomet

CfoI CVS hypomet, WB hypomet
TOTS CVS unmet, WB unmet

140 428 MaeII CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet,WB met

TOTS CVS unmet, WB unmet
142 328 HpaII CVS hypomet, WB met

MaeII CVS unmet, WB met
TOTS CVS unmet, WB met

143 456 MaeII CVS hypomet, WB met
CfoI CVS met, WB met

TOTS CVS unmet, WB met

CVS met, vellositat corial metilada; CVS unmet, vellositat corial no metilada; CVS hypomet, vellositat corial hipometilada; WB
met, sang metilada; WB unmet, sang no metilada; WB hypomet, sang hipometilada; WB hypermet, sang hipermetilada.

En 7 de les 143 seqüències estudiades s’ha trobat diferència d’amplificació i, per tant,

possibles patrons de metilació diferencial entre vellositat corial i sang total: 18-29, 18-94,

18-110, 18-118, 18-132, 18-142 i 18-143 (Taula 20).

Taula 20. Seqüències amb diferències de metilació de les regions del cromosoma 18
en placenta i sang materna.

Primer Gen Cr. Mida (pb) Enzim Resultat Aplicació clínica
29 ADCYAP1 18 245 HpaII CVS met, WB unmet Assaig restricció
94 PSTPIP2 18 303 TOTS CVS unmet, WB met Bisulfit

110 ABHD3 18 290 TOTS CVS unmet, WB met Bisulfit
118 MBD2 18 287 TOTS CVS unmet, WB met Bisulfit
132 RNF138 18 382 TOTS CVS unmet, WB met Bisulfit
142 ME2 18 328 MaeII CVS unmet, WB met Bisulfit

328 TOTS CVS unmet, WB met Bisulfit
143 ME2 18 456 MaeII CVS hypomet, WB met Bisulfit

456 TOTS CVS unmet, WB met Bisulfit

CVS met, vellositat corial metilada; CVS unmet, vellositat corial no metilada; CVS hypomet, vellositat corial hipometilada; WB
met, sang metilada; WB unmet, sang no metilada.
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Les seqüències 18-94, 18-110, 18-118, 18-132, 18-142 i 18-143 presenten un patró

d’hipometilació en vellositats corials i hipermetilació en sang, que és l’oposat al desitjable en

el present estudi ja que la possibilitat del seu ús en plasma matern requereix la conversió

mitjançant bisulfit sòdic (Fig. 17).

Figura 17. Anàlisi de la seqüència 18-94 amb enzims de restricció sensibles a
metilació. Carril 1 a 5, ADNs de vellositat corial digerides amb HpaII, MaeII i AciI. La
hipometilació de la seqüència resulta en digestió completa impossibilitant
l’amplificació per PCR. Carril 6 a 10, ADNs de sang digerits amb HpaII, MaeII i AciI.
S’observa amplificació en totes les mostres resultat de la hipermetilació de la regió,
que protegeix de la digestió enzimàtica. Carril 11 i 12, ADNs de vellositat corial i
sang sense digerir, respectivament. Carril 13, NTC, Control sense mostra;
M, marcador de pes molecular.

La seqüència 18-29 és la única hipermetilada en vellositat corial i hipometilada en sang

(Fig. 18) i la única amb possibilitats d’aplicabilitat en plasma matern com a marcador

universal d’ADN fetal.

Figura 18. Anàlisi de la seqüència 18-29 amb enzims de restricció sensibles a
metilació. Carril 1 a 5, ADNs de vellositat corial digerits amb HpaII. La hipermetilació
de la citosina de la diana de restricció evita la digestió enzimàtica i permet
l’amplificació de la regió mitjançant PCR. Carril 6 a 10, ADNs de sang digerits amb
HpaII. Les regions CpG no metilades són sensibles a la digestió reduint l’eficiència
d’amplificació de la seqüència. Carril 11 i 12, ADNs control sense digerir de vellositat
corial i sang, respectivament. Carril 13, NTC Control sense mostra. M, marcador de
pes molecular.

Vellositat corial

M1311 129 107 85 63 41 2

Sang

Vellositat corial Sang

M1311 129 107 85 63 41 2
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En ampliar l’estudi de la seqüència 18-29 (Fig. 19) els nous primers de la regió 18-29.1 i

18-29.2 van mostrar un patró compatible amb digestió parcial de les mostres d’ADN o

metilació residual. La primera opció ha quedat descartada en extremar les condicions de

digestió, augmentant la concentració d’enzim fins a 4 vegades i el temps d’incubació de

2 hores a 65 hores.

La seqüència amplificada amb hipotètica diferència de metilació, M29, no ha resultat

ser-ho.

Figura 19. Resultats de les amplificacions dels nous jocs de primers dissenyats a la
regió 18-29. Els primers 5 carrils, ADNs de vellositats corial digerits amb HpaII. Els
següents 5 carrils, ADNs de sang digerits també amb HpaII. P, placenta; C, vellositat
corial; W, sang; N, Control sense mostra; CV, marcador de pes molecular.

29

M29

29.1

29.2

M29F+29.2R





Vellositat corial Sang
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Els resultats obtinguts de l’estudi de la regió 18-29 en el cromosoma 18 (Taula 21)

mostren que només hi ha una única seqüència amb diferència de metilació amb possibilitats

per l’aplicabilitat en plasma (18-29). Donat que aquesta seqüència té una mida superior a la

dels fragments d’ADN fetal lliure és, per tant, massa gran com per prosseguir amb la seva

optimització.

Taula 21. Resultats de l’estudi de la regió 18-29 en el cromosoma 18.

Primer Gen Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
29 ADCYAP1 18 245 HpaII CVS met, WB unmet

CfoI CVS hypomet, WB hypomet
M29 97 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS met, WB met
29.1 101 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS met, WB met
29.2 152 HpaII CVS met, WB hypomet

CfoI CVS met, WB met
M29F/29.2R 191 HpaII CVS met, WB hypomet

CfoI CVS hypomet, WB hypomet
TOTS CVS hypomet, WB hypomet

En groc s’indica la seqüència amb metilació diferencial. CVS met, vellositat corial metilada; CVS hypomet, vellositat corial
hipometilada; WB met, sang metilada; WB hypomet, sang hipometilada; WB unmet, sang no metilada.

En 23 dels 143 parells de primers dissenyats no ha estat possible aconseguir amplificació

suficient per obtenir un resultat satisfactori.

4.1.2. Seqüències promotores resultants d’arrays de metilació (MeDIP on

ChIP)

Els experiments de MeDIP Microarray realitzats al Wellcome Trust Sanger Institute han

permès seleccionar 5 regions al cromosoma 18. Els resultats de l’anàlisi de metilació

d’aquestes 5 regions seleccionades es mostren a la Taula 22.
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Taula 22. Resultats de l’anàlisi de metilació obtinguts de l’estudi de les seqüències.

Primer Cromosoma Mida (pb) Enzim Resultat
Regions hipermetilades en PL i hipometilades en WB

2.1 18 251 HpaII CVS met, WB met
MaeII CVS met, WB met

2.2 76 MaeII CVS met, WB met
2.3 128 CfoI CVS met, WB met
2.4 472 HpaII CVS met, WB met

AciI CVS met, WB met
Regions hipometilades en PL i hipermetilades en WB

3.1 248 HpaII CVS hypomet, WB met
MaeII CVS hypomet, WB met
AciI CVS hypomet, WB met

4.1 326 MaeII CVS unmet, WB met
4.2 310 MaeII CVS unmet, WB met

AciI CVS hypomet, WB met
4.3 315 HpaII CVS hypomet, WB met

MaeII CVS hypomet, WB met
4.4 270 MaeII CVS hypomet, WB met

AciI CVS hypomet, WB met

En groc s’indica la seqüència amb metilació diferencial. CVS met, vellositat corial metilada; CVS hypomet, vellositat corial
hipometilada; WB met, sang metilada.

Les regions 3 i 4 s’han confirmat amb diferents jocs de primers com a hipometilades en

vellositat corial i hipermetilades en sang total. En ambdues regions és essencial el disseny

dels primers ja que les diferències no són detectables amb totes les seqüències. Només en

dos dels primers d’una de les regions, 4.1 i 4.2, s’han obtingut resultats amb claredat

suficient de metilació en sang i no metilació en placenta.

En la regió 2 no s’ha trobat diferència de l’estat de metilació en cap de les 10 mostres

analitzades.
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4.1.3. Seqüències promotores en tots els cromosomes segons perfils

d’expressió

En la recerca en les bases de dades d’expressió gènica s’han localitzat 4 gens amb

patrons de metilació diferencial entre placenta i sang total, que estan ubicats en els

cromosomes 1, 9 i 12. S’han dissenyat un total de 19 parells de primers per a que incloguin

el màxim de regions CpG possibles; en 5 parells de primers no ha estat possible aconseguir

amplificació suficient per obtenir un resultat satisfactori (Taula 23).

Taula 23. Resultats del screening per expressió en tot el genoma.

Primer Gen Cr. Mida (pb) Enzim Resultat
200 CDKN1b 12 361 HpaII CVS met, WB unmet
201 314 HpaII CVS met, WB met

MaeII CVS hypomet, WB hypomet
202 252 MaeII CVS unmet, WB unmet

AciI CVS met, WB met
204 199 HpaII CVS met, WB met

MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS hypomet, WB hypomet

205 CDKN2A 9 367 HpaII CVS met, WB met
MaeII CVS met, WB met
CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

206 327 HpaII CVS unmet, WB unmet
MaeII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

207 392 HpaII CVS unmet, WB unmet
AciI CVS unmet, WB unmet

210 477 HpaII CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

211 393 HpaII CVS unmet, WB unmet
MaeII CVS unmet, WB met
CfoI CVS hypomet, WB met
AciI CVS unmet, WB unmet

212 179 HpaII CVS unmet, WB unmet
CfoI CVS hypomet, WB hypomet
AciI CVS met, WB met

213 145 HpaII CVS hypomet, WB met
CfoI CVS unmet, WB unmet
AciI CVS hypomet, WB met

214 CDKN2C 1 102 AciI CVS hypomet, WB met
217 398 HpaII CVS met, WB met

MaeII CVS hypomet, WB met
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Primer Gen Cr. Mida (pb) Enzim Resultat
218 149 HpaII CVS met, WB met

CfoI CVS met, WB met
AciI CVS met, WB met

En groc s’indica la seqüència amb metilació diferencial. CVS met, vellositat corial metilada; CVS unmet, vellositat corial no
metilada; CVS hypomet, vellositat corial hipometilada; WB met, sang metilada; WB unmet, sang no metilada; WB hypomet,
sang hipometilada

De les 19 regions estudiades, la seqüència 9-211 ha resultat amb notable diferència de

metilació, hipometilada en vellositats corials i hipermetilada en sang, però el patró ha estat

l’oposat al desitjable per a l’aplicació en plasma matern.

En canvi, la seqüència 12-200 ha mostrat un fort patró de metilació diferencial entre

vellositat corial i sang aplicable a plasma matern tot i contenir només dues dianes de

restricció: l’amplificació s’ha detectat només en la vellositat corial digerida, indicant

hipermetilació en mostres de vellositats corials i no metilació en sang (Fig. 20).

La seva anàlisi més detallada amb primers i sonda específics per a Real Time PCR es

mostra més endavant (apartat 4.2).

Figura 20. Assaig de restricció sensible a metilació per a la seqüència 12-200.
Carril 1 al 5, ADNs de vellositat corial digerits amb HpaII. L’amplificació en totes les
mostres indica hipermetilació de la seqüència. Carril 6 al 10, ADNs de sang digerits
amb HpaII. La manca d’amplificació en totes les mostres (digestió complerta) denota
hipometilació de la seqüència en ambdues dianes de restricció. Carril 11 i 12, ADNs
de vellositat corial i sang sense digerir, respectivament. Carril 13, NTC, Control
sense mostra; M, Marcador de pes molecular.

En l’ampliació de l’estudi de la regió 12-200 cap de les noves regions amplificades de

menor mida han mostrat el fort patró diferencial reflectit en l’amplicon sencer (Taula 24).

Vellositat corial Sang

M1311 129 107 85 63 41 2
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Taula 24. Resultats de l’ampliació de l’estudi de la regió 12-200 en el cromosoma 12.

Primer Gen Cr. Mida (pb) Enzim Resultat
200.1 CDKN1b 12 90 HpaII CVS met, WB met
200.2 94 HpaII CVS hypomet, WB hypomet

200.1F-200.2R 396 HpaII CVS met, WB hypomet

CVS met, vellositat corial metilada; CVS hypomet, vellositat corial hipometilada; WB met, sang metilada; WB hypomet, sang
hipometilada

4.2. PCR a Temps Real de les seqüències candidates

En 10 ADNs de vellositats corials i 10 ADNs de sang digerits amb enzims de restricció

sensibles a metilació s’ha detectat amplificació en les vellositats corials i cap traça

d’amplificació en les sangs (Fig. 21).

Figura 21. Amplificació mitjançant PCR a Temps Real de la seqüència 12-200.
Línies 1 i 2, ADNs de vellositat corial i sang sense digerir. Línies 3 i 4, ADNs de
vellositat corial digerits amb HpaII. L’amplificació en aquestes mostres indica
hipermetilació de la seqüència que impossibilita la digestió enzimàtica. Línies 5 i 6,
ADNs de sang total digerits amb HpaII. La mostra no s’amplifica perquè es
digereixen les dianes de restricció no metilades.

1 2 3 4

5
6
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Sorprenentment i malgrat la presència d’únicament dues dianes de restricció per HpaII,

només s’han obtingut resultats clars i satisfactoris amb la digestió enzimàtica múltiple de la

seqüència 12-200 (HpaII, MaeII, CfoI i AciI): amplificació dels ADNs de vellositat corial

digerits i no amplificació dels ADNs de sang total digerits, permetent així discriminar

ADN fetal i matern.

Les digestions exclusivament amb HpaII no han estat suficient per discriminar de manera

clara entre vellositats corials i sang total, ja que sempre hi ha hagut amplificació residual de

la darrera. Malauradament, l’exploració de 12-200 en plasma matern no ha estat productiva

en termes d’una futura aplicació com a marcador universal d’ADN fetal ja que no ha estat

possible reproduir aquests resultats i aconseguir amplificació d’ADN fetal en 7 plasmes

materns on la presència d’ADN fetal havia estat prèviament comprovada mitjançant

amplificació de SRY.

4.3. Avaluació del gen RASSF1A com marcador universal

La utilitat del gen RASSF1A com a marcador fetal universal en rutina de diagnòstic

prenatal no invasiu seria possible si, prèvia restricció sensible a metilació, només s’observa

amplificació en plasma matern.

En teixit fetal (vellositats corials) el RASSF1A presenta amplificació amb un Ct (primer

cicle a partir del qual hi ha amplificació exponencial) similar abans i després de la digestió,

tal i com s’espera. En canvi, en sang total després de la digestió amb l’enzim BstUI

es segueix detectant amplificació tot i que amb una diferència de 10 Ct com a mínim.

En plasma de dones no gestants s’han observat resultats similars als de sang, on la

diferència entre ADN digerit i no digerit són comparables. En plasma de gestants es detecta
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amplificació post-digestió amb una diferència d’aproximadament 5 Ct respecte a l’ADN

sense digerir (Fig. 22).

Figura 22. PCR a Temps Real de RASSF1A (en blau) i β-actina (en rosa). Corbes
d’amplificació de l’avaluació de RASSF1A. Ambdues seqüències són presents abans
de la digestió amb BstUI. Després de la digestió, RASSF1A encara és detectable en
plasma de no gestant tot i la manca d’amplificació de β-actina, indicant la digestió
complerta de la seqüència.

Després d’optimitzar l’assaig s’observa una diferència clara de 5 Ct entre plasma de

gestant i de no gestant fins i tot en tots els casos on la β-actina concorda amb digestió

complerta de l’ADN. La presència d’amplificació residual en plasma de no gestant dificulta

l’aplicació d’aquest protocol per a la detecció clara i inequívoca de l’ADN fetal lliure en

plasma matern, especialment en casos on és present en proporció més baixa.
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4.4. Selecció de marcadors polimòrfics

Dels 2.824 marcadors polimòrfics trobats a les bases de dades s’han seleccionat

1.470 marcadors al llarg de tots els cromosomes d’acord amb els criteris de selecció de

microsatèl·lits esmentats anteriorment en quant a mida, heterozigositat, posició i tipus

(Fig. 23 i Annex).

Figura 23. Idiograma dels cromosomes humans on es representen els microsatèl·lits que
s’ajusten als criteris de selecció i la seva localització (línia horitzontal a la dreta de cada
cromosoma). A sota del nom de cada cromosoma s’indiquen el nombre de marcadors
seleccionats en cada cromosoma que compleixen els criteris establerts.

La idoneïtat d’aquests STR és teòrica, ja que la seva informativitat en termes

d’heterozigositat ha de ser avaluada en cada família. No obstant, la disponibilitat d’una base

de dades de seqüències específiques potencialment utilitzables en plasma permet una

ràpida selecció de marcadors en regions específiques en tots els cromosomes.
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s’ajusten als criteris de selecció i la seva localització (línia horitzontal a la dreta de cada
cromosoma). A sota del nom de cada cromosoma s’indiquen el nombre de marcadors
seleccionats en cada cromosoma que compleixen els criteris establerts.

La idoneïtat d’aquests STR és teòrica, ja que la seva informativitat en termes

d’heterozigositat ha de ser avaluada en cada família. No obstant, la disponibilitat d’una base

de dades de seqüències específiques potencialment utilitzables en plasma permet una

ràpida selecció de marcadors en regions específiques en tots els cromosomes.
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4.5. PCR múltiplex fluorescent

4.5.1. Famílies on el pare és portador equilibrat d’una translocació i

descendència amb translocació desequilibrada

 Família 1 amb pare portador de la t(4;11)(p15.1;q23.3). Els resultats de la PCR

múltiplex fluorescent (Taula 25) mostren que, en aquesta família, són informatius 2 dels

5 STR localitzats a la regió amb trisomia parcial detectada en la filla (D4S2639, D4S1643) i

el STR localitzat fora d’ella (D4S1627) (Fig. 24 i 25).

Taula 25. Resultats de la PCR múltiplex fluorescent de la Família 1 on es detallen els al·lels
presents en cada un dels individus segons el marcador a què corresponen.

Fluorocrom 6-Fam VIC NED PET 6-Fam VIC
Rang 120-140 142-181 159-195 177-201 181-190 177-201
Marcador D4S2366 D4S1511 D4S2639 D4S1533 D4S1643 D4S1627
Mare 122-134 152-181 163-191 185-189 190 181-189
Pare 118-122 181 163-183 185-189 182-186 184-200
Filla amb translocació deseq. 118-122 181 163-183-191 185-189 182-186-190 181-200

En groc els STR que són informatius
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Figura 24. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent de la Família 1.
La trisomia parcial de la filla es detecta observant patrons dial·lèlics amb doble dosi
d’un al·lel respecte l’altre, o bé per la presència de patrons trial·lèlics en els
marcadors seleccionats que, en aquest cas, serien els informatius (indicats amb
fletxes).

Figura 25. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent dels marcadors
informatius de la Família 1 on es detecta la trisomia parcial de la filla.
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En realitzar la PCR múltiplex fluorescent dels marcadors informatius amb l’ADN de la filla

diluït en l’ADN matern en dilucions de fins a 2,5:100, s’han seguit detectant els al·lels

resultants de la trisomia parcial de la filla (Fig. 26) així com també l’al·lel d’origen patern del

marcador informatiu D4S1627 (Fig. 27).

Figura 26. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent dels marcadors
informatius de la Família 1 amb dilucions d’ADN de la filla en ADN de la mare. En la
dilució 2,5% es segueixen detectant els al·lels de la filla, encerclats en vermell.
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Figura 27. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent dels marcadors informatius
de la Família 1 amb dilucions d’ADN de la filla en ADN de la mare. En color i encerclats en
vermell s’indiquen els al·lels de la filla de procedència paterna que són detectats a la dilució
del 2.5%.

 Família 2 amb pare portador de t(10;18)(q24;p11.31 or p11.32). Segons els

resultats de la PCR múltiplex fluorescent en aquesta família (Taula 26) i amb els al·lels

heretats en el fill afectat amb la translocació desequilibrada, només dos dels 6 STR (5 a la

regió amb trisomia i 1 fora d’ella) són informatius i/o serien útils en plasma, el D10S1434 i el

D10S1425 (Fig. 28).
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Figura 27. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent dels marcadors informatius
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Taula 26. Resultats de la PCR múltiplex fluorescent de la Família on es detallen els
al·lels presents en cada un dels individus segons el marcador a què corresponen.

Fluorocrom 6-Fam NED NED VIC VIC 6-Fam
Rang 157-185 149-150 213-245 168-184 121-137 93-121

Marcador D10S1432 D10S1434 D10S1246 D10S1425 D10S1236 D10S1213
Mare 170-174 156-168 223-227 168-180 124-128 111-119
Pare 170-174 160-164 219-227 176-184 132 119-123
Fill 1 amb translocació deseq. 174 156-160-164 219-227 176-180-184 128-132 119-123
Filla 2 amb translocació eq. 170 156-160 227 180-184 128-132 119-123
Fill 3 sa 174 164-168 219-223 168-176 124-132 111-119

En groc els STR que són informatius

Figura 28. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent de la Família 2.
La trisomia parcial del fill es detecta observant patrons dial·lèlics amb doble dosi d’un
al·lel respecte l’altre, o bé per la presència de patrons trial·lèlics en els marcadors
seleccionats (indicat amb fletxes).

En realitzar la PCR múltiplex fluorescent dels marcadors informatius amb l’ADN del fill

diluït en l’ADN matern en dilucions de fins a 2,5:100 s’han seguit detectant els al·lels

resultants de la trisomia parcial del fill (Fig. 29).
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Figura 29. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent en la Família 2 amb l’ADN del
pare, la mare, el fill i dilució d’ADN del fill en ADN de la mare. En la dilució 2.5% es
segueixen detectant els al·lels paterns del marcador D10S1425 (indicat amb fletxes).

4.5.2. Heterozigositat i informativitat dels marcadors de la Múltiplex

Fluorescent Universal

L’heterozigositat dels 5 marcadors altament polimòrfics de la PCR Múltiplex Universal

desenvolupada, així com la seva informativitat en les 50 parelles analitzades es mostra a la

Taula 27, on també s’indica l’heterozigositat estimada de cada un dels marcadors.
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Figura 29. Electroforetograma de la PCR múltiplex fluorescent en la Família 2 amb l’ADN del
pare, la mare, el fill i dilució d’ADN del fill en ADN de la mare. En la dilució 2.5% es
segueixen detectant els al·lels paterns del marcador D10S1425 (indicat amb fletxes).
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Taula 27. Resultats de la Múltiplex Universal en 50 parelles. En cada marcador es
descriuen els al·lels de cada individu.

Fluorocrom 6-Fam VIC NED NED PET
Rang 91-127 177-201 159-195 207-247 177-201

Marcador D10S1213 D4S1627 D4S2639 D10S1246 D4S1533 totalment informatius
1XX 99-111 181-189 163 219-223 185-189 1
1XY 103-111 181-193 171 223-231 177-185
2XX 91-107 185-193 171-183 219-223 189 1
2XY 99-103 193-201 159-171 219 185-189
3XX 103-111 193 163-183 211-219 185-189 1
3XY 103-123 181-185 183-187 219-223 181-189
4XX 107-119 181-193 171 227 185-193 3
4XY 107 185-189 183 219-239 185-189
5XX 107-115 193-201 167-183 215-219 185-189 1
5XY 115-119 189-193 171-183 223-238 185-189
6XX 107 181-189 163-183 211-223 181-185 2
6XY 107-119 181-185 159-187 223-227 189
7XX 107-111 181 163 215-231 185-193 2
7XY 103-107 181-197 163-187 211-243 181-197
8XX 103-107 185-197 171 223-235 193-197 2
8XY 107 193-197 163-171 219-231 181-189
9XX 107 193-197 163 219-223 189-193 3
9XY 107 185-189 171-179 211-227 181-193

10XX 107-123 181-189 163-179 223 177-181 3
10XY 115 181-189 163 219-235 185-193
11XX 99-103 181-193 159-175 219-227 181-189 3
11XY 107-111 181-189 163-167 215-223 181-189
12XX 107-115 185-193 175-183 219-223 177-189 2
12XY 103-107 181-197 163-171 223 185-189
13XX 103-127 181-197 171-183 215-235 185-189 2
13XY 103-107 181-185 159-163 223 181-185
14XX 107-115 185-197 171 211-243 177-197 2
14XY 115-119 185-189 175 211-223 181
15XX 107-115 189-197 163-187 219-223 177-185 1
15XY 103-107 181-185 167-187 219 177-193
16XX 107 181-193 163-179 215-219 181-185 2
16XY 107 181 171-183 223 177-185
17XX 107-119 181-185 175-183 219 181-189 2
17XY 107 181-185 163 223-239 189-201
18XX 107 181-189 167-171 223-235 189-193 3
18XY 103-107 185 163-187 219 189
19XX 107 181-197 163-167 223-235 177-185 1
19XY 91-107 181-193 167 219-231 185-189
20XX 107-119 181-193 167-191 211-223 177-185 4
20XY 91-123 181-197 163-171 215-219 189
21XX 103-111 181-189 163-175 215-235 181-185 4
21XY 119 189 179-183 219-223 189-197
22XX 111 189-196 179-183 211 193-201 2
22XY 111-115 189-193 183 227-243 185-189
23XX 111-115 181-185 175 219 177-197 3
23XY 111-115 189 163 243 177-189
24XX 107-111 185-201 167-175 223-227 176-193 5
24XY 99-119 193-197 163-171 219-231 181-197
25XX 103-111 185 163-171 219-227 185-189 2
25XY 107-111 181-189 183 219-247 189-193
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Fluorocrom 6-Fam VIC NED NED PET
Rang 91-127 177-201 159-195 207-247 177-201

Marcador D10S1213 D4S1627 D4S2639 D10S1246 D4S1533 totalment informatius
26XX 103-107 189-197 167-171 219-235 185-189 2
26XY 103 181-185 175 211-219 185-189
27XX 99-107 185 175-183 211-223 177 2
27XY 99-115 185-189 171 223-243 185
28XX 103 185-189 179 223-231 189 5
28XY 115-119 181-193 159-167 211-239 181-185
29XX 107-111 185-201 163-167 215-227 189 1
29XY 103-107 185-193 163-171 219-223 181-189
30XX 103-115 181-185 159-167 223 189 3
30XY 99-107 185-197 163 219-227 185-189
31XX 103-111 181-193 171-179 223-231 193-197 2
31XY 99-107 193-197 163-171 215 189-193
32XX 99-103 197-201 167-171 211-231 181-189 1
32XY 99-107 197-201 171-187 223-231 185-197
33XX 103-107 189-197 163-171 215-223 189-193 4
33XY 99-111 189 167 235-239 177-181
34XX 107-111 189-197 163-171 215-219 177-189 2
34XY 99-115 185-197 163-167 215-219 193
35XX 107 181-189 171-175 219 185-189 4
35XY 103-127 185-193 163-183 219-223 181
36XX 103-111 189 171-183 219-223 185-189 1
36XY 111-119 181-185 171-183 219-243 177-189
37XX 107-119 185-197 163-179 219-227 181-185 2
37XY 91-111 189 163 219-223 181
38XX 103-107 181 163-183 207-211 181-185 2
38XY 91-103 189-197 163-175 223-227 181
39XX 119 181-197 163 223 181-189 2
39XY 119 181-189 167-171 211-219 177-181
40XX 107-111 181-193 163-175 215-223 185-189 2
40XY 103-119 185-197 163-171 223-239 177-185
41XX 103-107 181-197 179-183 211-235 189-193 3
41XY 111-119 185 171-183 219 189-197
42XX 107-119 181 167-183 219-227 185-189 3
42XY 107-111 193-197 163 223-231 189
43XX 107 193-205 163-171 215-227 177-189 3
43XY 91-107 181-197 179-183 211 181-189
44XX 107-111 185 163-175 211-219 181-185 1
44XY 107-123 181-185 163-167 231-235 185-189
45XX 103-111 185-189 163-183 219 181-193 1
45XY 107-111 193 163 219-231 181-185
46XX 107-111 193-197 163 219-227 185-189 3
46XY 107-123 185-201 171-183 211-243 189
47XX 107-111 185-201 163-167 215-227 189 4
47XY 99-115 189-193 163-187 219 181
48XX 107-115 189-193 173-183 219 193 4
48XY 103-107 181-197 103-171 211-235 185-189
49XX 107-123 181-193 171-179 215-223 185-189 2
49XY 103-111 181-209 163-183 215-239 181-189
50XX 111-119 189-197 163-183 223-239 181-185 2
50XY 111-115 185-193 175-183 219 185

Heterozigositat 81 84 74 78 80

En groc, s’indiquen els marcadors de cada parella que serien útils per detectar al·lels paterns en plasma matern.
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L’heterozigositat de cada marcador ha estat superior al 74%, i el 78% dels casos

analitzats han presentat com a mínim dos marcadors informatius (Taula 28).

Taula 28. Resum del número de marcadors informatius en cada parella.

Parelles Número de parelles
1 marcador informatiu 11
2 marcadors informatius 20
3 marcadors informatius 11
4 marcadors informatius 6
5 marcadors informatius 2

4.5.3. Múltiplex Fluorescent Universal en plasma matern

S’ha avaluat la sensibilitat de la Múltiplex Fluorescent Universal en la detecció dels al·lels

paterns en 12 mostres dels plasmes de gestants (Taula 29).

S’han considerat com a marcadors detectables aquells on pare i mare tenen al·lels

completament diferents (marcadors informatius per a la família) i el patern no coincideix amb

la mida d’un stutter peak d’un dels al·lels materns.

En 10 de les 12 parelles avaluades s’ha detectat, com a mínim, un dels al·lels paterns en

plasma matern (Fig. 30).
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Taula 29. Resultats de la Múltiplex Universal en plasma. En cada marcador, es
descriuen els al·lels de la mare, del pare i del plasma.

Fluorocrom NED PET VIC NED 6-Fam
Rang 159-195 177-201 177-201 207-247 91-121 proporció

detectablesMarcador D4S2639 D4S1533 D4S1627 D10S1246 D10S1213
Mare 1 179-183 189-201 189-197 219 103-107
Pare 1 183-195 181-185 181 211-219 111-119
Plasma 1 NI (183?) 185? stutter 181 211 119 3/3
Mare 2 159 185-189 189-193 219-227 107
Pare 2 175-183 181-185 181-201 211-219 107-111
Plasma 2 183 181? stutter 181 211 111 4/4
Mare 3 183-187 181-193 181-189 223-239 103-107
Pare 3 163 181-193 181-197 207-219 107-111
Plasma 3 ND NI 197 219? stutter 111 2/3
Mare 4 163-191 185-189 189-193 219-243 111-115
Pare 4 163-171 185 193-201 219-247 107
Plasma 4 NI (163) NI 201 NI (219?) 107? Stutter 1/1?
Mare 5 167-171 185-193 181-197 215-223 91-107
Pare 5 159-167 189-193 193-197 235-247 107-111
Plasma 5 NI (167?) 189? stutter 193? stutter ND 111 1/2?
Mare 6 171-175 185 181-197 223-227 115
Pare 6 163 177-181 181-193 223 107-111
Plasma 6 163 181? Stutter 193 NI 107 3/3
Mare 7 167-171 177-181 185-189 219-235 107-111
Pare 7 163-187 185 189-193 211-223 107-115
Plasma 7 163? stutter 185 193 223 NI (107?) 3/3
Mare 8 171-179 181-189 181-189 227-235 107-115
Pare 8 163-171 181-189 185-197 219-227 99-111
Plasma 8 NI (171?) NI 197 NI (227?) 99 2/2
Mare 9 163-179 189-193 185-189 219-223 99-115
Pare 9 163-183 181-185 193-197 219-239 107
Plasma 9 NI (163?) 181 193 NI (219?) 107 3/3
Mare 10 167-183 181-193 181-189 219-223 103-115
Pare 10 175 185 189-197 219-223 111-115
Plasma 10 175 185 197 NI 111? stutter 3/3
Família 3
Mare Fam.3 183 189-193 189 219 91-103
Pare Fam.3 163-183 181-197 189-193 211-231 103
Plasma Fam.3 NI (183) ND NI (189) ND NI 0/2
CVS Fam.3 183 181-193 189 219-231 103
Família 4
Mare Fam.4 163 181-189 181-185 219-239 107-119
Pare Fam. 4 167-191 181-185 189-197 219-235 107-123
Plasma Fam.4 ND NI (181) ND 235 stutter NI (107) 0/2
CVS Fam.4 163-191 181 185-197 219-235 107

CVS, vellositat corial; ND, no detectat; NI, no informatiu. Stutter, l’al·lel coincideix amb el stutter peak d’un dels al·lels materns,
pel que no és valorable la seva detecció. En groc, els marcadors de cada parella detectats en plasma matern i a la columna de
la dreta, la proporció d’al·lels paterns detectats en plasma respecte als que es podrien haver detectat. Els dos darrers casos
són els de la Família 3 i 4, on es disposa del resultat de la vellositat corial.
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Figura 30. Exemples de la detecció d’ADN fetal en plasma mitjançant PCR Múltiplex
Fluorescent Universal de marcadors polimòrfics. Els al·lels fetals d’origen patern
detectats en plasma s’indiquen amb fletxes.
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4.5.4. Aplicació clínica de microsatèl·lits i PCR Fluorescent

 Família 5. L’ADN de la mare receptora d’ovodonació es troba barrejat amb l’ADN fetal

que és un 50% ADN de la mare donant i un 50% ADN patern. Els resultats de la PCR

múltiplex fluorescent descarten trisomies, parcials o totals, amb patró trial·lèlic d’origen

patern dels cromosomes 13, 18 i 21 donat que no s’ha detectat en cap cas tres al·lels extra

de cap dels marcadors en plasma matern. S’han comparat els resultats obtinguts en plasma

amb els de la vellositat corial (Taula 30 i Fig. 31).

Taula 30. Resultats de l’amplificació dels marcadors analitzats a la Família 5.

Marcador Mare CVS Plasma
AMXY 105 105-110 110
X22 199-228 199-228 NI
DXYS218 281-285 277-285 ND
HPRT 277-285 288 288
D21S1411 286-290 278-290 278
D21S1446 210-223 223 NI
D21S1435 176 176-180 180
D18S391 160 156-160 Stutter
D18S535 128-141 136-150 136-150
D13S631 193-197 197-208 ND
D13S258 274 236-274 236-274

En groc els al·lels fetals susceptibles de ser detectats en plasma matern. A la columna del Plasma, els al·lels no materns que
es detecten. NI, no informatiu. ND, no detectat.

Figura 31. Electroforetogrames dels marcadors informatius en la Família 5. Els
al·lels fetals detectats en el plasma matern s’indiquen amb fletxes. El fluorocrom
utilitzat en el marcador D21S1435 en plasma difereix de l’utilitzat en la mateixa
seqüència en mare i CVS.
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 Família 6 amb Malaltia de Steinert. L’estudi dels marcadors seleccionats per a la

detecció del gen DMPK ha evidenciat amplificació de l’al·lel patern sa de 141 pb, pel que la

gestació ha resultat lliure de la malaltia. El resultat s’ha comprovat en la biòpsia de

vellositats corials (Taula 31 i Fig. 32).

Taula 31. Resultats de la PCR per a la detecció del gen DMPK en plasma.

Fluorocrom 6-Fam 6-Fam 6-Fam NED
Rang 105-110 70-235 297- 191-215
Marcador AMXY DMPK APOC2 D19S559
Mare 105 123-148 271-298 178-190
Pare 105-110 141 287-293 170-178
CVS 105-110 123-141 293-298 170-190
Al·lel patern en Plasma 110 141 ND 170

En groc els al·lels fetals susceptibles de ser detectats en plasma matern.

Figura 32. Electroforetograma de l’amplificació del gen DMPK. L’al·lel patern
expandit és refractari a la PCR pel que només es detecta un al·lel dins el rang de la
normalitat. La detecció del mateix al·lel patern en plasma està indicat amb una fletxa
i confirma la presència d’un fetus lliure de la mutació.
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 Família 7 amb t(6;21)(q21.2;q22.2). S’han detectat al·lels fetals d’origen patern en el

plasma de la gestant mitjançant amplificació amb la Múltiplex Fluorescent Universal.

Els al·lels de cada un dels progenitors i els fetals es mostren a la Taula 32. Els resultats de

la PCR en plasma es visualitzen a la Fig. 33.

Taula 32. Resultats de la PCR Múltiplex Universal en la Família 7.

Fluorocrom 6-Fam VIC NED NED PET
Rang 93-121 177-201 159-195 213-245 177-201
Marcador D10S1213 D4S1627 D4S2639 D10S1246 D4S1533
Mare 107-111 185-193 171-183 223-235 181-185
Pare 103-107 197 171-187 223 185-193
CVS 107-111 185-197 171-187 223 181-193
Al·lel patern en Plasma NI ND 187 NI 193

En groc els al·lels fetals susceptibles de ser detectats en plasma matern. NI, no informatiu. ND, no detectat.

Figura 33. Electroforetograma de l’amplificació de la Múltiplex Universal en la
Família 7. Els al·lels d’origen patern detectats en el plasma matern s’indiquen amb
fletxes i confirmen la presència d’ADN fetal en la mostra.
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En realitzar la PCR múltiplex amb els marcadors específics per al cas s’ha obtingut

amplificació d’ADN fetal en plasma matern d’un marcador del cromosoma 21 que descarta la

presència de trisomia trial·lèlica d’aquest cromosoma (Taula 33 i Fig. 34).

Taula 33. Resultats de la PCR Múltiplex Universal en la Família 7.

Fluorocrom PET 6-Fam PET VIC VIC
Rang 200-228 196-220 120-144 246-319 142-188
Marcador D21S1446 D21S1008 D21S1437 D21S1411 D21S1435
Mare 210-218 208-212 119-143 294-302 184-188
Pare 220-228 200-208 131 270-286 176-180
CVS 210-220 208-212 131-143 270-302 176-188
Al·lel patern en Plasma ND NI ND ND 176

En groc els al·lels fetals susceptibles de ser detectats en plasma matern. NI, no informatiu. ND, no detectat.

Figura 34. Electroforetograma de l’amplificació del marcador D21S1435 en ADN
matern, patern, fetal (CVS) i plasma matern. La presència d’ADN fetal en plasma és
confirmada per la detecció d’un al·lel d’origen patern (indicat amb una fletxa). La
detecció de només un al·lel descarta la presència de trisomia.
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 Família 8 amb t(13;14)rob. L’amplificació dels marcadors seleccionats per al

cromosoma 13 així com la identificació dels seus al·lels en les mostres de la família ha

permès la detecció de la trisomia del cromosoma 13 en plasma matern en visualitzar

ambdós al·lels paterns en el plasma de la mare (Taula 34 i Fig. 35).

Taula 34. Resultats de la PCR específica per al cromosoma 13 en la Família 8.

Fluorocrom VIC VIC
Rang 192-218 254-274
Marcador D13S631 D13S742
Mare 197-209 258-289
Pare 201-205 275-279
CVS 201-205-209 275-279-289
Al·lels paterns en Plasma 201-205 275-279
En groc els al·lels fetals susceptibles de ser detectats en plasma matern.

Figura 35. Electroforetograma de l’amplificació del marcador D13S631 en ADN
matern, patern, fetal (CVS) i plasma matern. L’amplificació d’ambdós al·lels paterns
en el plasma (indicats amb fletxes) permet la detecció de la trisomia 13.
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 Família 9 amb t(8;15)(p23;q15). L’amplificació del plasma matern amb la PCR

Múltiplex Fluorescent Universal ha permès detectar al·lels fetals d’origen patern en els tres

marcadors informatius (Taula 35 i Fig. 36 i 37).

Taula 35. Resultats de la PCR Múltiplex Universal en la Família 9.

Fluorocrom 6-Fam VIC NED NED PET
Rang 93-121 177-201 159-195 213-245 177-201
Marcador D10S1213 D4S1627 D4S2639 D10S1246 D4S1533
Mare 107 185-197 159-175 219-223 181-189
Pare 107-127 181-197 168-183 226-230 177-201
Al·lel patern en Plasma NI NI 168 226 177

NI, no informatiu.

Figura 36. Electroforetograma de l’amplificació de la Múltiplex Universal en la
Família 9. Cada marcador està identificat amb un color. Els marcadors D4S2639,
D$S1533 i D10S1246 són informatius en presentar al·lels paterns amb diferent mida
dels al·lels materns, que permeten la detecció de l’ADN fetal en el plasma.
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Figura 37. Electroforetograma de l’amplificació del marcador D10S1246 en plasma
matern. La detecció de l’al·lel fetal d’origen patern s’indica amb la fletxa i confirma la
presència d’ADN fetal en plasma de la mare.

En realitzar la PCR amb els marcadors específics per al cromosoma 15 s’han detectat

dos al·lels fetals dels 5 marcadors presents a la múltiplex. En un dels marcadors no s’ha

aconseguit amplificació, en un segon els al·lels paterns coincideixen amb les mides dels

stutter bands dels al·lels materns, i en el darrer no s’ha detectat l’al·lel fetal (Taula 36 i

Fig. 38).

Taula 36. Resultats de la PCR específica per al cromosoma 15 en la Família 9.

Fluorocrom VIC VIC VIC VIC VIC
Rang 170-195 123-159 145-156 195-223 203-204
Marcador D15S520 D15S172 D15S195 D15S643 D15S644
Mare 171 NA 150 206-218 202-206
Pare 181 NA 145-154 204-214 190-206
Al·lels paterns en Plasma 181 NA 154 Stutter ND

En groc els al·lels paterns susceptibles de ser detectats en plasma matern.  ND, no detectat. NA, no amplificació.
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Figura 37. Electroforetograma de l’amplificació del marcador D10S1246 en plasma
matern. La detecció de l’al·lel fetal d’origen patern s’indica amb la fletxa i confirma la
presència d’ADN fetal en plasma de la mare.

En realitzar la PCR amb els marcadors específics per al cromosoma 15 s’han detectat

dos al·lels fetals dels 5 marcadors presents a la múltiplex. En un dels marcadors no s’ha

aconseguit amplificació, en un segon els al·lels paterns coincideixen amb les mides dels

stutter bands dels al·lels materns, i en el darrer no s’ha detectat l’al·lel fetal (Taula 36 i

Fig. 38).

Taula 36. Resultats de la PCR específica per al cromosoma 15 en la Família 9.
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Figura 38. Electroforetograma de l’amplificació del marcador D15S195 en plasma
matern. L’amplificació d’un dels al·lels paterns en el plasma (indicat amb la fletxa)
permet confirmar la detecció d’ADN fetal així com descartar la presència de trisomia
parcial del cromosoma 15, en concordança amb els resultats del PGD.

El resum de l’aplicació clínica de la PCR múltiplex fluorescent en gestacions en curs

queda reflectit a la Taula 37, amb un 100% de concordança entre els resultats de l’anàlisi en

plasma fetal i les altres tècniques utilitzades en Diagnòstic Prenatal convencional o

Diagnòstic Preimplantacional.

Taula 37. Resum dels resultats de les PCR múltiplex fluorescents específiques
desenvolupades per l’aplicació clínica en les famílies estudiades.

Família
Resultat

Plasma Biòpsia de Vellositat Corial PGD
5 No aneuploïdia per als marcadors estudiats Cariotip normal -
6 Lliure de l’expansió paterna Lliure de l’expansió paterna -
7 No aneuploïdia per als marcadors estudiats Cariotip normal -
8 Trisomia 13 Trisomia 13 -
9 No aneuploïdia per als marcadors estudiats - No aneuploïdia

PGD, Diagnòstic Genètic Preimplantacional
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Els individus portadors de translocacions cromosòmiques equilibrades, en produir

gàmetes amb desequilibri cromosòmic a la meiosi, presenten un risc variable d’entre 1-10%

de tenir descendència (embrió, fetus, avortaments, nounats) amb anomalies cromosòmiques

(Gardner et al., 1996; Pierce et al., 1998; Tempest et al., 2010). Per aquesta raó, en les

parelles on un dels membres presenta aquest tipus d’anomalia està indicat, en cas

d’embaràs, realitzar un diagnòstic prenatal amb tècniques que puguin detectar variacions del

nombre de copies inclús les de mida petita (com els arrays de aCGH).

El descobriment d’ADN fetal lliure en plasma matern per Lo et al., (1997), ha obert un nou

camp de perspectives en el Diagnòstic Prenatal en possibilitar la realització d’anàlisis

genètiques sense el risc de pèrdua fetal. Aquest descobriment ha permès la detecció de

seqüències que el fetus hereta del pare i que es troben absents en la mare, com el

cromosoma Y per a la determinació del sexe fetal o el gen RHD per al genotipatge fetal.

El fet que l’ADN lliure d’origen fetal sigui component minoritari del total d’àcids nucleics en

plasma matern, ha representat un obstacle tècnic per a la detecció no invasiva d’anomalies

gèniques o cromosòmiques de forma rutinària en la pràctica clínica. El desenvolupament de

les tècniques de seqüenciació de nova generació (NGS) ha resolt parcialment aquesta

limitació i, en l’actualitat, han permès la incorporació de l’anàlisi d’ADN fetal lliure a la

pràctica del cribratge d’aneuploïdies fetals i el diagnòstic prenatal d’alguns defectes gènics

(Sehnert et al., 2011; Norton et al., 2012; Lench et al., 2013; Hill et al., 2014; Gil et al., 2015).

No obstant, el diagnòstic prenatal basat en la detecció de seqüències d’origen patern en

el plasma matern requereix una estricta avaluació prèvia de la sensibilitat de les tècniques

utilitzades, ja que es basa en la presència o absència d’aquestes seqüències i no es disposa

encara de marcadors universals que confirmin la presència d’ADN fetal en tots els casos.

A més, la detecció d’anomalies cromosòmiques mitjançant NGS encara es limita a l’anàlisi
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d’aneuploidïes totals o alguna de les microdelecions relativament més freqüents (Srinivasan

et al., 2013; Yu et al., 2013; Zhao et al., 2015).

En la present tesi, ens hem centrat en la necessitat d’identificar marcadors per a la

detecció d’ADN fetal en plasma matern, així com en la possibilitat de fer extensiu el

diagnòstic prenatal no invasiu a famílies amb alt risc d’anomalies cromosòmiques degut a la

presència d’una translocació equilibrada d’origen patern. Ens vàrem plantejar explorar el

fenomen de la metilació específica de teixit per a la recerca de marcadors universals per la

detecció d’ADN fetal i, d’altra banda, avaluar la utilitat clínica de marcadors polimòrfics per al

diagnòstic prenatal de diverses anomalies cromosòmiques d’origen patern.

5.1. Estat de metilació de les seqüències promotores seleccionades

La metilació de l’ADN és un procés dinàmic durant el desenvolupament embrionari (Reik

et al., 2001). En els darrers anys s’ha descrit la presencia de patrons de metilació

diferencials entre l’ADN fetal i l’ADN matern –presents tots dos en plasma matern durant la

gestació (Chim et al., 2008)– que possibiliten l’explotació d’aquestes regions diferencialment

metilades per ser utilitzades com a marcadors epigenètics universals que, durant el període

gestacional, permetin la detecció de l’ADN fetal en un background principalment matern

(Chim et al., 2005).

En el present estudi, per a la identificació de regions candidates de presentar metilació

diferencial en placenta (fetus) i sang materna s’han analitzat els perfils de metilació dels

promotors de 52 gens seleccionats prèvia recerca en bases de dades d’expressió gènica o

caracteritzats mitjançant arrays de metilació (MeDIP on ChIP). D’aquests gens, 48 es

localitzen en el cromosoma 18 i els 4 restants en els cromosomes 1, 9 i 12.



Discussió

- 127 -

En total s’ha analitzat el perfil de metilació de 176 regions, on 14 presentaven diferència

d’amplificació entre placenta i sang materna: 12 d’elles amb un patró d’hipometilació en

vellositats corials i hipermetilació en sang i 2 amb el patró oposat.

Si bé és cert que els estudis que inclouen metodologies de seqüenciació per a

caracteritzar les diferències epigenètiques existents entre teixit fetal i matern permeten

ampliar el nombre de posicions CpG estudiades (Chim et al., 2008), en el nostre cas, el fet

de limitar el nombre de CpG només a aquelles que formen part d’una diana de restricció ha

permès la identificació d’un 8% de regions susceptibles de ser explorades com a marcador

universal d’ADN fetal. De fet, la majoria de les seqüències diferencialment metilades

contenen dianes de restricció per varis dels enzims utilitzats però, fins i tot les que presenten

dianes només per a un dels enzims, mostren diferència d’amplificació entre placenta i sang

materna, confirmant inequívocament la presencia d’un patró de metilació completament

diferent entre elles.

El patró d’hipometilació en ADN placentari i hipermetilació en ADN de sang total

identificat en 12 de les regions estudiades és similar al patró descrit pel promotor del gen

SERPINB5, ubicat també al cromosoma 18 i postulat com a primer candidat a marcador

universal d’ADN fetal (Chim et al., 2005).

Cinc de les 12 seqüències identificades com a hipometilades en placenta i hipermetilades

en sang materna provenien de les 12 regions caracteritzades per arrays de metilació (MeDIP

on ChIP) al Wellcome Trust Sanger Institute en el marc del SAFE Network (Papageorgiou

et al., 2009), confirmant la hipometilació de l’ADN fetal en les regions identificades i amb

concordança entre les dues tècniques.
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A diferència dels assaigs amb bisulfit sòdic i restricció, la immunoprecipitació de l’ADN

utilitza anticossos específics per la 5-metilcitosina per a l’enriquiment de seqüències amb

diferències epigenètiques, així facilita la seva detecció en plasma i amplia les regions

analitzables, incloent les que no contenen dianes de restricció (Papageorgiou et al., 2009).

Aquesta característica podria explicar la discordança observada en 7 de les 12 regions

caracteritzades amb ambdues tècniques utilitzades en aquest estudi.

D’altra banda, les regions CpG no presenten sempre el mateix estat de metilació en tots

els individus degut a factors múltiples com condicions ambientals, dieta o edat (Bock et al.,

2008; Ioannides et al., 2014). Per tant, com més àmplia sigui la regió estudiada menys

resultarà afectada per la variabilitat de metilació de cada CpG. És a dir, és possible

minimitzar la variabilitat inter-individual si les regions objecte d’estudi inclouen el màxim de

dianes de restricció possibles.

Les seqüències dels candidats a marcadors epigenètics universals descrits en el nostre

estudi han resultat amb una mida dels productes analitzables per PCR massa gran per a la

detecció eficient de la forma hipometilada (específicament fetal) en plasma; a més, la

necessitat d’utilitzar el bisulfit sòdic per a la transformació prèvia de l’ADN fetal disminueix

molt significativament la, ja de per sí, baixa quantitat d’ADN de la que es parteix.

Els resultats que hem obtingut confirmen que, tot i la utilització de diferents condicions,

mai s’aconsegueix la conversió del 100% de les citosines no metilades i, inevitablement, es

degrada entre el 84-96% de l’ADN present en la reacció (Grunau et al., 2001), dificultant la

detecció de seqüències presents en baixa proporció com les fetals.

Des del punt de vista tècnic, el repte és el desenvolupament de mètodes d’anàlisi de la

metilació que no es basin en la conversió amb bisulfit sòdic per evitar la degradació de l’ADN
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que hi està associada. De fet, les dificultats tècniques, la baixa sensibilitat demostrada en la

detecció d’ADN fetal i la dificultat per a reproduir els resultats han impedit la implementació a

la pràctica clínica d’aquests tipus d’assaigs. Possiblement l’estratègia d’arrays de metilació

MeDIP on ChIP per a l’enriquiment d’ADN fetal en plasma sembla ser prometedora

(Papageorgiou et al., 2011; Tsaliki et al., 2012) però, de moment, només se n’ha descrit la

prova de principi i l’aplicació en la rutina clínica sembla llunyana.

La identificació de dues seqüències diferencialment metilades amb un patró oposat,

d’hipermetilació en vellositats corials (fetus) i hipometilació en sang materna suposa un

potencial d’aplicabilitat real ja que el mètode de detecció no comporta la degradació d’ADN.

Similar al mètode emprat en la seqüència promotora del gen RASSF1A (Chan et al., 2006)

i el gen AIRE (Old et al., 2007), la digestió enzimàtica sensible a metilació talla

específicament el background de seqüències maternes no metilades i manté intactes les

seqüències metilades d’origen fetal permetent la detecció específica d’ADN fetal més eficient

que amb els mètodes basats en el tractament de la mostra amb bisulfit sòdic.

De les dues darreres seqüències candidates identificades en aquest estudi, la variabilitat

de metilació observada en la seqüència 18-29 entre mostres i en els diferents llocs de

restricció fa imprescindible la inclusió de més d’una diana en el producte amplificat per

mantenir diferència constant entre ADN fetal i matern. Aquest motiu ha fet necessari

augmentar la grandària dels productes amplificats fora del rang de mida detectable per

a l’ADN fetal en plasma (>150-200 pb).

En canvi, malgrat incloure únicament dues dianes de restricció per discriminar l’estat de

metilació, la seqüència 12-200 ha mostrat resultats clars i prometedors presentant

amplificació en ADN de vellositat corial digerit, i no amplificar en absolut l’ADN de sang

també digerit amb endonucleases sensibles a metilació, possibilitant una discriminació total
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entre l’ADN fetal i el matern. Això podria permetre la utilització de la seqüència 12-200

(localitzada al cromosoma 12) com a seqüència de referència en experiments de

quantificació relativa dirigits a la detecció d’aneuploïdies fetals, o bé com a marcador

universal per confirmar la presència d’ADN fetal en les aplicacions que requereixen la

detecció qualitativa de l’ADN fetal –com la determinació del grup sanguini RhD i la detecció

de mutacions–, incrementant la fiabilitat de resultats que es basen en la detectabilitat d’una

característica paterna en els casos on els resultats són negatius.

No obstant, l’aplicació en l’ADN extret de plasmes de gestants no ha donat els mateixos

resultats, probablement degut a les condicions astringents de la digestió enzimàtica a que

s’ha de sotmetre l’ADN, que poden estar degradant la baixa quantitat d’ADN fetal i, per tant,

reduint la sensibilitat de detecció. Malgrat tot, la millora en els mètodes de conservació de la

mostra recollida i la millora en els mètodes d’extracció d’ADN fetal a partir del plasma

matern, paral·lelament a l’aplicació de mètodes d’enriquiment d’ADN fetal previs a la

digestió, podria propiciar la seva utilització com marcador epigenètic. No obstant, la

laboriositat i el cost dels assaigs necessaris, especialment en comparació amb la

seqüenciació NGS directa de l’ADN disponible avui en dia, no faciliten una possible aplicació

a gran escala com el cribratge d’aneuploïdies.

Addicionalment, els resultats obtinguts en les seqüencies hipermetilades en placenta

identificades en aquest estudi han estat semblants als observats per la primera seqüència

d’aquestes característiques descrita com a possible marcador universal d’ADN fetal en

plasma, la seqüència per al gen RASSF1A (Chan et al., 2006). A diferència dels resultats

descrits per aquests autors, en el nostre estudi amb mostres de gestants i controls, el

plasma de no gestants ha presentat amplificació residual de RASSF1A de manera constant,

limitant la seva especificitat per a la detecció d’ADN fetal en plasma matern. La utilització del

promotor gènic de la β-actina com a control intern per a la detecció de digestió enzimàtica
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incomplerta ha permès descartar aquesta opció com a possible explicació de la discrepància

entre els nostres resultats i els publicats prèviament.

Els resultats obtinguts en el nostre treball confirmen la presència de diferències

epigenètiques entre teixit fetal i teixit matern, així com que el genoma fetal està

majoritàriament hipometilat en contrast amb la sang perifèrica de la mare, que està

principalment hipermetilada (Rakyan et al., 2008, Papageorgiou et al., 2009, Chu et al.,

2011). Hem comprovat que, per a que un marcador de metilació sigui útil, ha de reunir uns

requeriments específics: presentar gran diferència de metilació entre ADN fetal

(completament metilat) i matern (no metilat), i que aquesta diferència sigui estable i no canviï

entre individus en la població o durant la gestació. No obstant, malgrat el potencial de les

diferències epigenètiques i la caracterització de les seqüències, la dificultat pràctica de la

utilització de marcadors com els identificats en el nostre estudi explica l’escassa aplicació

clínica en l’anàlisi de l’ADN fetal lliure en plasma matern.

5.2. Determinació d’anomalies cromosòmiques desequilibrades

d’origen patern: selecció de marcadors i PCR múltiplex fluorescent

D’entre les possibles aplicacions en l’ADN fetal lliure en plasma matern, una de les menys

explorades ha estat la detecció d’anomalies cromosòmiques com trisomies parcials d’origen

patern. La limitació principal és la necessitat de dissenyar un assaig específic per a cada

tipus d’anomalia ja que, generalment, en cada cas s’impliquen regions i llocs de trencament

cromosòmics molt diferents en quant a localització i mida.
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Per tal de solucionar aquesta limitació principal, en el present estudi hem creat una base

de dades seleccionant 1.470 marcadors polimòrfics per a tots els cromosomes, restringint-la

únicament als microsatèl·lits que compleixen els criteris per a la seva utilització en plasma

matern. La base de dades desenvolupada possibilita l’adaptació d’un protocol d’anàlisi

a qualsevol tipus de reorganització cromosòmica que pugui resultar en una trisomia parcial.

El nostre estudi evidencia que els criteris de selecció dels marcadors són fonamentals per

a l’èxit de la metodologia: la selecció de tetra i penta nucleòtids proporciona estabilitat a les

seqüències durant l’amplificació, augmenta l’eficiència de l’assaig i minimitza artefactes ben

coneguts com els stutter bands, que podrien complicar la detecció i la interpretació dels

al·lels fetals poc representats entre l’elevada proporció d’al·lels materns (Cirigliano et al.,

2001, 2004; Chen, 2001; Mann et al., 2008). D’altra banda, la selecció de microsatèl·lits amb

una heterozigositat mínima del 75% i ubicats al llarg de tots els cromosomes augmenta la

informativitat dels tests específics que es puguin dissenyar per a cada cas.

A banda de l’àmplia selecció de marcadors polimòrfics utilitzables en plasma matern, el

present treball demostra l’elevada sensibilitat de la PCR múltiplex fluorescent per a la seva

aplicació en tests prenatals no invasius, permetent l’anàlisi d’ADN en dilució amb un altre

fins al 2,5% i possibilitant la detecció d’al·lels paterns directament en plasma matern.

Com a alternativa a la detecció d’un marcador epigenètic universal d’ADN fetal que

permeti la confirmació de la presència d’ADN fetal en el plasma matern, s’ha desenvolupat

una PCR Múltiplex Fluorescent Universal seleccionant marcadors que han presentat una

heterozigositat mínima del 74%, i amb un mínim de 2 marcadors informatius per a la

discriminació d’ADN fetal en les 50 parelles analitzades en gairebé el 80% dels casos.
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La selecció de microsatèl·lits amb reduïda producció d’artefactes d’amplificació i amb

diferents fluorocroms per a diferenciar seqüències de mida similar, ha permès determinar la

presència d’ADN fetal independentment del sexe en gairebé el 90% de les gestants

estudiades.

Només en dos casos no es va detectar ADN fetal per l’absència d’amplificació dels al·lels

paterns, probablement degut a l’alteració de la mostra de plasma (llarg temps

d’emmagatzematge, transport, separació del plasma fora de temps, variacions de

temperatura de la mostra) i/o quantitat d’ADN fetal insuficient per a la seva detecció.

La PCR Múltiplex Fluorescent Universal desenvolupada en aquest estudi ha mostrat ser

un assaig simple, ràpid i econòmic que permet confirmar la presència d’ADN fetal lliure en la

gran majoria de casos, essent de gran utilitat diagnòstica en la confirmació del diagnòstic en

casos d’absència de mutació paterna o genotip fetal RhD negatiu i amb fetus de sexe

femení.

5.3. Utilitat de la metodologia desenvolupada. Aplicabilitat clínica

La fecundació in vitro és una opció reproductiva per famílies portadores de

reorganitzacions cromosòmiques equilibrades, sigui com a possible solució a un problema

d’infertilitat (De Braekeleer et al., 1990) o per evitar la interrupció de gestacions amb

reorganitzacions desequilibrades (Braude et al., 2002; Munné, 2002; Sermon et al., 2004;

Verlinsky et al., 2004). En aquests casos es realitza un Diagnòstic Genètic Preimplantacional

(PGD) que, en ser realitzat en cèl·lula única, fa aconsellable la seva posterior confirmació

mitjançant tècniques de diagnòstic prenatal com l’amniocentesi o la biòpsia de còrion.



Discussió

- 134 -

No obstant, la utilització de tècniques invasives pot ser un impediment en gestacions

resultants de processos mèdics llargs i estressants per als progenitors (Schover et al., 1998;

Elimian et al., 2003). Per tant, la possibilitat de dissenyar assaigs específics per a la detecció

de trisomies parcials d’origen patern en una mostra de sang materna, representa el

complement ideal per la confirmació de resultats de PGD sense sotmetre a la gestant a cap

procés invasiu.

La selecció prèvia de marcadors distribuïts al llarg dels diferents cromosomes ens ha

permès desenvolupar assaigs informatius per detectar els al·lels d’origen patern en les

regions implicades en les translocacions de cada família.

La tècnica emprada en aquest estudi ha demostrat un elevat potencial diagnòstic en la

totalitat dels casos clínics analitzats. En dues famílies amb translocacions d’origen patern

s’ha exclòs la presència de desequilibris cromosòmics fetals, i en la família amb translocació

paterna Robertsoniana s’ha pogut detectar correctament una Trisomia 13. En un cas

d’ovodonació, l’anàlisi de microsatèl·lits en plasma matern ha permès descartar la presència

de les trisomies més freqüents, discriminant ambdós al·lels fetals dels al·lels materns. D’altra

banda, el disseny d’un assaig específic per a la detecció del gen DMPK ha permès el

diagnòstic prenatal no invasiu en un cas de distròfia miotònica tipus I paterna, resultant una

gestació lliure de l’expansió paterna. En tots els casos els resultats en plasma matern han

estat confirmats amb anàlisi de vellositats corial, confirmant la sensibilitat i especificitat de la

tècnica en la detecció dels al·lels fetals en plasma matern a partir del primer trimestre de

gestació.
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La PCR múltiplex fluorescent i el disseny d’un assaig específic per la detecció d’una

translocació recíproca desequilibrada d’origen patern han demostrat la seva utilitat clínica en

una família que s’havia sotmès a un programa de fecundació in vitro i PGD, permetent

confirmar l’absència de desequilibris cromosòmics en ADN fetal lliure en plasma matern en

el primer trimestre d’embaràs.

Certament, amb la revolució tecnològica dels darrers anys en el camp de la NGS, la

detecció de translocacions desequilibrades com a resultat de la presència d’una trisomia o

una monosomia parcials (delecions/duplicacions) seria possible utilitzant Tests Prenatals no

Invasius basats en la seqüenciació aleatòria de tot el genoma (MPS). No obstant,

actualment les variacions en el nombre de còpies de segments cromosòmics només poden

ser detectades en plasma si assoleixen una mida mínima de 3-9 Mb (Zhao et al., 2015).

Tot i tractar-se d’una metodologia possible, aquests casos també requereixen una major

profunditat de seqüenciació i un anàlisi bioinformàtic de les dades obtingudes més complex,

amb la conseqüent repercussió en l’increment dels costs de l’anàlisi (Chen et al., 2013; Lau

et al., 2013; Liang et al., 2013; Srinivasan et al., 2013; Yu et al., 2013; Liu et al., 2016).

A diferència de la seqüenciació, l’amplificació directa de polimorfismes paterns està

dirigida només a les regions d’interès, sense cap limitació de mida excepte la del producte a

amplificar; a més, la possibilitat de seleccionar microsatèl·lits informatius en les regions

d’interès fa possible la seva aplicació en tots els casos.

Si també es considera l’elevat cost i el difícil accés a la seqüenciació massiva que, de

moment, està limitada només a laboratoris altament especialitzats (Thung et al., 2015), la

PCR múltiplex fluorescent desenvolupada en el present estudi representa una opció robusta,

fiable, ràpida i de més fàcil implementació per al laboratori clínic.





6. CONCLUSIONS
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1. S’han identificat 14 seqüències genòmiques amb metilació diferenciada entre placenta i

sang materna candidates a ser marcadors epigenètics universals d’ADN fetal en el

diagnòstic prenatal no invasiu.

2. S’ha creat una base de dades amb 1.470 marcadors polimòrfics localitzats arreu de totes

les regions cromosòmiques que possibilita la detecció no invasiva de qualsevol

reorganització cromosòmica desequilibrada d’origen patern i s’ha desenvolupat una

metodologia de PCR Múltiplex Fluorescent Universal sensible i efectiva per a la detecció

d’ADN fetal en el plasma matern en totes les gestacions.

3. S’ha demostrat l’aplicabilitat clínica de la metodologia desenvolupada en famílies

portadores d’anomalies d’origen patern com a test alternatiu a les tècniques invasives i

com a test confirmatori del diagnòstic genètic preimplantacional en famílies sotmeses a

tècniques de reproducció assistida.
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Marcadors seleccionats en els 22 autosomes, X i Y.

Marcadors seleccionats en el cromosoma 1

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D5S582 1q41 207- 50
DXS6813 1p22.2 159-
D1S1674 1p36.13 200
D1S2142 1q32.3 118
D1S2146 1p36.33-1q44 149
D1S2147 1p35.1 138
D1S3472 1p36.21 200
D1S377 1q23.3 111 66,7
D1S387 1q32.1 180 50
D1S1660 1q31.3 226-250 83,3
D1S2145 1p36.31 245-261 69,2
D1S2132 1p36.32 236-248
D1S1611 1p31.1 214-238
D1S2136 1q32.2 240-241
D1S548 1p36.23 148-172 63,3
D1S1650 1q25.2 161-162
D1S1646 1q36.31-p36.23 130-150
D1S1612 1p36.23 94-130 92,9
D1S1597 1p36.21 155-183 78
D1S402 1p36.21 249 63,6
D1S407 1p36.21 136-160 76,5
D1S1592 1p36.13 232-244 57,1
D1S1193 1p36.22-p36.21 207 53,3
D1S3669 1p36.13 171-215 80,3
D1S552 1p36.13 244-260 64,3
D1S2144 1p36.13 195-228 85,7
D1S378 1p36.13 155 68,8
D1S1676 1p36.11 138-162 92,3
D1S388 1p35.2-p35.1 148-208 75
D1S396 1p35.2-p35.1 118-137 90
D1S1591 1p34.3 86-87 68,8
D1S1596 1p32.1 105-125 60,7
D1S1157 1p34.3 232 93,3
D1S2130 1p34.2 246-262
D1S1641 1p34.2 193-194
D1S1667 1q32.3 198-218 50
D1S534 1p12 196-212 89,3
D1S3175 1p34.1 130-184
D1S1616 1p33 135-145 51,9
D1S1671 1p21.2 218-234 52
D1S1661 1p33-p32.3 89-101 50
D1S405 1p32.2 243-264 64,9
D1S1647 1q32.1 223-243 70,8
D1S390 1p31.3 214 93,3
D1S1594 1q43 104-128 57,6
D1S1182 1p31.3 206 86,7
D1S520 1p31.3 173 57,1
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D1S3473 1p31.3 247
D1S1603 1p31.1 196-197 78,6
D1S1672 1p31.1 159-160 71,4
D1S2137 1p31.3 245-246
D1S2133 1q23.3 184-196 60
D1S1178 1p31.1 250 80
D1S1665 1p31.1 219-239 71,1
D1S550 1p31.1 169-189 68,8
D1S1195 1p31.1 149 62,5
D1S1162 1p31.2 178 81,3
D1S1679 1q23.3 144-176 82,6
D1S532 1p31.1 117-133 50
D1S1172 1p22.3 151 81,3
D1S551 1p31.1 166-186 55,6
D1S375 1p31.1 146- 56,3
D1S3471 1p22.3 147-167
D1S2129 1p22.2 141-165 85,7
D1S1610 1q41 169-170 50
D1S1673 1p22.2 233-234
D1S406 1p22.1 205 81,3
D1S1170 1p22.1 120 75
D1S1174 1p21.2 187-268 82,1
D1S535 1p21.1 174-175 56,3
D1S1155 225 77,8
D1S1166 1p13.3 205 87,5
D1S1191 1p13.2 123 68,8
D1S1675 1p13.2 227-251 64,3
D1S3466 1q21.2 189-209
D1S1664 149-150
D1S2140 1q22 232-260 71,4
D1S1653 1q23.1 100-116 81
D1S1600 1q23.1 148-164 80
D1S398 1q23.2 175 81,3
D1S1677 1q23.3 184-212 74,2
D1S1158 1q24.1 180 56,3
D1S376 1q25.3 110 62,5
D1S1165 1q24.3 117-210 87,1
D1S370 1q25.1 210 75
D1S1651 1q25.2 189-190
D1S1652 1q25.2 197-198
D1S1640 1q25.2 152-172
D1S1593 1q31.2 209-210 86,7
D1S1599 1q31.1 230-231 78,6
D1S2127 1q25.3 112-132 71,4
D1S399 1q41 180 62,5
D1S1194 1q31.1 125 68,8
D1S2138 1q31.1 237-245 65,2
D1S1642 1q31.1 248-278 76,3
D1S518 1q31.1 191-223 78,6
D1S1604 1q31.1 203-204 83,3
D1S408 1q31.3 182 68,8
D1S1614 1q31.3 210-277 63
D1S533 1q31.3 193-225 82,4
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D1S1164 1q32.1 180 68,8
D1S3469 1q31.3 133
D1S1656 1q42.2 130-165 95,2
D1S1171 1q32.1 120 93,8
D1S1666 1q41 168-169
D1S2141 1q41 236-263 73,9
D1S3465 1q32.2 127
D1S549 1q41 157-193 100
D1S2135 154-173 85,7
D1S1601 1q42.13 221 74,1
D1S395 1q41 205 91,7
D1S1668 1q42.13-q42.2 167-191 75
D0S9039 1q42.3 176 68,8
D1S526 1q43 187-247
D1S517 1q43 213 93,8
D1S1609 1q44 180-208 84

Marcadors seleccionats en el cromosoma 2

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D21S1241 2p11.2 214- 50
D2S413 2p25.1 208-217
D2S258 2q24.1 113- 66,7
D2S419 2q24.1 85-97
D2S1252 2q14.3 205-
D2S1271 2q33.2 245- 81,2
D2S1359 2q37.3 130-134
D2S1362 2q14.3 206-
D2S1373 2q32.2 125-
D2S1378 2q37.3 121-
D2S1381 2q11.2 174-
D2S1390 2q14 172-
D2S1766 2q36.2 150-
D2S1768 2p-2q 188-
D2S2734 2p16.1 216-
D2S2737 2q14.3 199-
D2S2738 2p16.1 152-
D2S1769 2q22.1 177-201 92,9
D2S1370 2q36.3 240-260 72,6
D2S1335 2q37.1 149- 60
D2S407 2q37.2 194- 72,7
D2S3020 2p25-2q37 138-166
D2S1275 2p25.1 183- 93,8
D2S423 2p25.1 111-131 75
D2S1400 2p25.1 111-140 50
D2S262 2p25.1 175-208 87,5
D2S1240 2p24-p23.3 215- 75
D2S272 2p24.3 185-245 86,1
D2S1360 2p24.2 136-176 82,1
D2S1324 2p24.1 202-211 51,9
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D2S405 2p23.2 233-253 80
D2S1325 2p22.3 107-131 63,5
D2S1788 2p22.3 159-211
D2S1364 2p16.1 118-134 61,3
D2S1337 2p16.1 143- 63,3
D2S1261 2p16.1 178- 80
D2S444 2p16.1 110-126 59,3
D2S1779 2p14 127-159 74,7
D2S1772 2p14 152-202 75
D2S1336 2p14 241-261 64,6
D2S1778 2p14 146-174 74,1
D2S443 2p13.3 223-255 77,8
D2S1394 2p13.2 156-174 75
D2S1398 2p13.2 137-
D2S1774 2p12 171-199 72,7
D2S1777 2p12 196-242 64,3
D2S438 2p12 147-163 70
D2S1262 2p12 249- 87,8
D2S1770 2p12 133-149 78,6
D2S1396 2p12 110-130 85,7
D2S428 2p12 143-158 76,2
D2S1387 2p11.2 145-181
D2S440 2p11.2 187-211 61,4
D2S435 2p12 192-212 65,4
D2S1786 2p11.2 214-
D2S1789 2q12.1 246-
D2S274 2q12.2 131-210 97,1
D2S1258 2q11.2 181- 72,7
D2S410 2q14.1 156-182 82,8
D2S436 2q12.2-q12.3 179-202 81,6
D2S1784 2q12.3 196-214 65,4
D2S1277 2q14.1 184- 80
D2S437 2q14.1 185-221 77,8
D2S1771 2q14.1 127-155
D2S1328 2q14.3 142-166 83,3
D2S1273 2q14.3 213- 62,50
D2S275 2q14.3 214-280 94,1
D2S1375 2q14.3 171-
D2S442 2q22.1 196-212 65,2
D2S255 2q22.1 238- 87,5
D2S409 2q21.3 233-
D2S1326 2q22.1 233-268 83,9
D2S1792 2q22.2-q22.3 133-197 85,7
D2S1399 2q22.3 137-173 82,1
D2S1395 2q24.3 118-132 55,6
D2S1379 2q24.3 147-162 57,1
D2S1281 2q24.3 181- 53,3
D2S1791 2q31.1 220-
D2S1267 2q31.1 177- 58,3
D2S1391 2q32.1 109-133 64,3
D2S1361 2q32.1 162-190
D2S1775 2q32 115-135 55,6
D2S1384 2q33.2 141-161 76,2
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D2S1380 2q34 124-156
D2S1366 2q34 217-
D2S1385 2q34 231-251 70,4
D2S1327 2q34 143-171 83,9
D1S1649 2q34 108-136 85,7
D2S1365 2q34 204-
D2S1371 2q35 101-125 72,1
D2S1338 2q35 165-205
D2S433 2q35 179-199 64,4
D2S424 2q35 158-194 57,7
D2S1242 2q35 117-183 93,8
D2S1386 2q36.3 219-
D2S1363 2q36.3 172-192 85,3
D2S439 2q36.3 165-193 61,2
D2S268 2q36.3 119- 50
D2S427 2q37.1 243-263 57,1
D2S1279 2q37.1 147-184 93,8

Marcadors seleccionats en el cromosoma 3

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D3S1028 3q26.31 141-
D3S1244 3p24.2 177-189 61,5
D3S1359 3p21.31 213-257 89
D3S2303 3p24.3 183- 87,5
D3S2339 3p12.2 147- 62,5
D3S1351 3p25.2 112-124 56
D3S1358 3p21.31 97-121 78
D3S1675 3p25.3 139-155 68,7
D3S1747 3p12.3 118-144
D3S2430 3p13 234-
D3S3028 3pter-qter 168-
D3S3032 3p12.1 126-
D3S3033 3p21 224-
D3S3046 3p14.2 201-
D3S4012 3p24 204-
D3S4013 3p12.1 249-
D3S4014 3pter-qter 94-
D3S4015 3p13.32 250-
D3S3030 3p26.1 134-154 57,1
D3S3034 3p24.2 147-155 78,6
D3S1764 3q23 225-253 89,3
D3S1537 3p26.1 212- 85,7
D3S2397 3p26.2 200- 64,3
D3S2387 3p26.3 177-213 87,3
D3S2426 3p26.3 177-197
D3S3050 3p26.3 227-242 59,1
D3S2405 3p25.3 108- 86,4
D3S2450 3p26.1 246-266 71,4
D3S2403 3p25.1 248-292 80,8
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D3S2385 3p25.1 142-154 65,1
D3S2431 3p24.3 236-256
D3S3038 3p24.3 187-219 81,5
D3S2327 3p24.2 146- 75
D3S2396 3p24.1 183- 87,5
D3S2423 3p23-p22.3 196-
D3S1745 3p22.3 194- 57,7
D3S2432 3p23-22.3 118-170 77,4
D3S1768 3p22.3 186-206 74,1
D3S2447 3p22.3 238-
D3S3042 3p22.3 206-
D3S2304 3p22.1 113- 68,8
D3S1767 3p21.31 244-264 61,2
D3S2449 3p21.31 227-
D3S2456 3p21.31 115-135 71,4
D3S3026 3p21.1 209-226 69,2
D3S1514 3p14.3 200-280 87,5
D3S2402 3p14.3 222-250 74,6
D3S2452 3p14.2 150-166 64,3
D3S1766 3p14.2 208-232 72,7
D3S3040 3p14.2 194-218 60,7
D3S2428 3p13 136-
D3S4260 3p14.2 214-230 68,6
D3S2454 3p14.1 240-260 61,1
D3S2318 3p11.2 123- 80
D3S2445 3p12.1 216-232 85,7
D3S3039 3p13 196-304 78,6
D3S1542 3p12.3 245- 83,3
D3S2438 3p12.3 188-
D3S2425 3q26.31 133-153 64,3
D3S2392 3p12.1 132- 83,3
D3S2388 3p12.2 101-125 63,5
D3S2446 3p12.2 235-255 69,8
D3S2451 3p12.1 176-196 80,8
D3S2461 3q11.2-q12.1 158-
D3S1350 3p25.3 124-208 70
D3S1352 3cen-qter 92-132 76
D3S2462 3q11.2 232-254 77,8
D3S2434 3q13.11 204-
D3S1749 3q13.11 110-122
D3S2459 3q12.3 175-203 81,5
D3S3045 3q13.2 175-199 100
D3S1546 3q13.11 124- 56,3
D3S2313 3q13.11 231-
D3S3029 3q13.13 148-
D3S3044 3q13.13 161-342 85,2
D3S2443 3q13.12 173-
D3S2308 3q13.12 184- 87,5
D3S4017 3q13.13 173-189
D3S1518 3q13.31 211- 56,3
D3S1769 3q13.31-q13.32 249-277 78,1
D3S2457 3q13.31 109-117 57,1
D3S2460 3q13.31-q13.32 143-171 78,6
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D3S2324 3q21.3 182- 57,1
D3S1349 3q22 118-124 80,5
D3S1765 3q21.2 192-216 55,1
D3S2322 3q22.1 149- 68,8
D3S2435 3q23 131-167 79,4
D4S2378 3q24 241- 57,1
D3S2440 3q24 131-163 78,6
D3S2439 3q24 159-
D3S1746 3q25.1 248-284 77,8
D3S2391 3q25.2 187- 64,3
D3S2463 3q25.1 233-
D3S2464 3q25.2 218-
D3S1545 3q26.1 204- 75
D3S2404 3q25.32-q25.33 106-158 87
D3S3052 3q26.1 156-180 72
D3S1543 3q26.1 246- 80
D3S2458 3q26.1 197- 76,9
D3S3035 3q26.1 161-
D3S1754 3q26.32 162-194 92,3
D3S2328 3q26.31 154- 68,8
D3S2433 3q26.31 197-213 74,1
D3S3051 3q24-q26.1 162-
D3S1525 3q26.31 124- 62,5
D3S3053 3q26.31 226-238 68
D3S2312 3q26.33 250- 66,7
D3S2427 3q26.31-q26.32 203-245 94,3
D3S3037 3q26.32 189-221 89,3
D3S1521 3q27.1 205- 50
D3S2314 3q26.3 214- 62,5
D3S2455 3q28 180-204 66,7
D3S2436 3q27.3 164-180 63
D3S3043 3q28 155-175 50
D3S2305 3q29 177- 87,5
D3S2306 3q29 211- 50

Marcadors seleccionats en el cromosoma 4

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D3S2441 4p13 198-
D4S1639 4p13 72-75
D4S1640 4q31.23 200-228
D4S2298 4q21.23 215- 57,1
D4S2316 4p15.33 150- 83,3
D4S2416 4q27 208-
D4S2435 4q21.21 115-
D4S2618 4q31.22 168-
D4S2619 4p15.1 194-
D4S3243 4q21.21 170-
D4S3245 4q22.1 116-
D4S3246 4q34.1 148-
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D4S3249 4q13.3-q21.1 215-
D4S3252 4q31.3 250-
D4S2423 4q28.3 105-121 63
D4S1631 4q13.1 151- 91,7
D4S1510 4q28.3 179- 66,7
D4S1515 4q31.21 245- 80
D4S1621 4p14 120-136 66,98
D4S2374 4q34.3 220- 88,9
D4S2366 4p16.1 120-144 80,7
D4S1511 4p15.33 142-212 62,5
D4S2642 4p15.32 228-244
D4S1525 4p15.32 250- 87,5
D4S2633 4p15.32-p15.31 200-233 81,5
D4S2639 4p15.32-p15.31 160-192 81,5
D4S1533 4p15.31 188- 90
D4S2310 4p15.1 180- 73,3
D4S1643 4p15.1 181- 76,9
D4S2632 4p15.1 122-162 82,4
D4S2400 4p15.1-p14 219-
D4S2313 4p14 250- 68,8
D4S1508 4p14 177-237 68,8
D4S2382 4p14 230-248 75
D4S1627 4p13 177-201 70,4
D4S2369 4p13 241- 71,4
D4S3251 4p13 134-150
D4S3255 4q11-q12 168-184
D4S3254 4q12 204-236
D4S1630 4q12 139-155 53,7
D4S1645 4q13.1 225-257 88,5
D4S3248 4q13.1 233-257
D4S3247 4q13.1 239-240
D4S2432 4q13.1-q13.2 245-269 71,4
D4S2367 4q13.2 127-147 79
D4S2421 4q13.3 199-
D4S2641 4q13.3 245-285 64,3
D4S2405 4q13.3 157-
D4S1517 4q13.3 225-285 100
D4S2314 4q21.1 215- 62,5
D4S2363 4q21.1 121-129 58,3
D4S2640 4q21.1-q21.21 233-257 66,7
D4S2410 4q21.33 236-265 60
D4S2630 4q21.21 194-214 70,4
D4S2402 4q21.22 125-
D4S2627 4q21.23 127-143
D4S2409 4q21.23-q21.3 248-268 76
D4S2371 4q22.1 184- 50
D4S2364 4q22.1 120-128 59,3
D4S2433 4q22.3 209-241 75
D4S2404 4q22.1 130-148 53,6
D4S2380 4q22.3 192-224 83,9
D4S2407 4q22.3 128-148 65,4
D4S1628 4q22.3 149-165 69,4
D4S2634 4q23 231-267 77,8
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D4S1647 4q23 132-156 80,8
D4S3256 4q25 228-
D4S2623 4q25 200-241
D4S2309 4q25 207- 75
D4S1522 4q26 180- 75
D4S2401 4q28.2 191-
D4S2307 4q28.2 154- 86,7
D4S2625 4q28.2 207-239 76,9
D4S2424 4q28.2 198-
D4S2420 4q28.3 152-172 64,3
D4S2318 4q28.3 125-185 91,7
D4S2429 4q28.3 247-
D4S1644 4q31.21 186-206 82,1
D4S1625 4q31.21 182-210 76,7
D4S2376 4q31.22 201- 50
D4S2631 4q32.1 202-222
D4S1629 4q32.1 137-157 66,7
D4S2411 4q32.1 195-219 72
D4S2621 4q31.1-q31.3 231-251 60,7
D4S1654 4q32.1 147-167 62,5
D4S1626 4q32.2 166-190 73,3
D4S1653 4q32.2 216-228 71,4
D4S2306 4q32.3 236- 88,9
D4S2414 4q32.3 192-254 92,9
D4S2373 4q33 134- 85,7
D4S243 4q33 173- 57,2
D4S2426 4q33 242-269 76,9
D4S2292 4q32.3 140-200 75
D4S1502 4q32.3 145- 68,8
D4S2637 4q34.1 146-162 71,4
D4S2431 4q34.1 234-258 78,6
D4S2617 4q34.2 186-
D4S1529 4q34.3 207- 87,5
D4S2635 4q34.3 237-249 63,6
D4S2287 4q35.1 250- 56,3
D4S2688 4q35.2 246- 75
D4S2299 4q35.2 209- 93,3
D4S1652 4q35.2 138-150 75

Marcadors seleccionats en el cromosoma 5

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D5S1518 5p15.1 208-
D5S1492 5p15.33 114-126 68
D5S580 5p15.31-p15.2 147-187 66,7
D5S807 5p15.2 168-208 76,9
D5S1473 5p14.3 246-262 64
D5S813 5p14.2 220-249 84,2
D5S560 5q34 151-169
D5S578 5q13.2 110- 66,7
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D5S581 5p13.1 249- 66,7
D5S612 5q11.2 189-213 64,7
D5S613 5q32 142-162 79,5
D5S1489 5p13.3 122-
D5S1493 5q23.2 154-
D5S1498 5q14.3 199-
D5S2496 5q21.3 144-
D5S1713 5q35.1 160-208 92,9
D5S1714 5q23.2 204-216 57,1
D5S1469 5q33.1 180- 57,1
D5S601 5p12 113- 80
D5S1385 5p-5q 128-188 81,3
D5S821 5p14.1 161-170 65
D5S814 5p14.1 174-190 66,7
D5S1502 5p14.1 238-254 77,8
D5S1497 5p13.1 227-
D5S1457 5p13.1 97-127 71
D5S1470 5p13.3 173-209 85,2
D5S1350 5p13.3 246- 81,3
D5S583 5p13.3 250- 71,4
D5S455 5p13.2 170-190 80,4
D5S1490 5p13.1 146-161 57,1
D5S2494 5p13.1 152-184
D5S2504 5q11.1 187-
D5S577 5p13.1 175- 56,3
D5S1395 5q11.2 212- 50
D5S1405 5q11.1-q211.2 176- 53,3
D5S1508 5q11.2 234-
D5S2500 5q11.2 149-181 75
D5S1715 5q11.2 244-268 54,2
D5S2507 5q11.2 224-244
D5S2796 5q12.3 241- 64,3
D5S1491 5q13.2 202-218
D5S1404 5q13.3 230- 81,3
D5S1397 5q14.1 176- 75
D5S1719 5q14.3 81-109 76,3
D5S806 5q14.2 196- 75
D5S1726 5q14.3 79-106 88,9
D5S1459 5q14.3 90-110 67,2
D5S1487 5q14.3 194-222
D5S2495 5q14.3 220-240
D5S1509 5q14.3 242-
D5S1722 5q14.3 219-239 78,6
D5S1725 5q14.3 188-212 85,7
D5S1463 5q14.3 168-196
D5S1462 5q15 194-241 77,1
D5S1467 5q21.1 157- 91,7
D5S2498 5q15 167-256
D5S1393 5q21.1 155- 70
D5S1496 5q21.1 83-115
D5S1503 5q21.1 97-110 81,5
D5S1721 5q21.2-q21.3 190-204 76,9
D5S1461 5q21.3 201- 63,6
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D5S820 5q33.3 190-218 66,7
D5S1720 5q22.3 212-232 78,6
D5S592 5q23.1 145-205 85,7
D5S1384 5q23.1 145-205 75
D5S1505 5q23.1 243-275 74,2
D5S818 5q23.2 138-162 68,1
D5S804 5q23.2 228-248 71,4
D5S2497 5q31.1 117-146
D5S816 5q31.1-q31.2 225-257 82,6
D5S2508 5q31.3 163-191
D5S812 5q33.1 154-162 50
D5S1499 5q33.3 165-189
D5S1403 5q33.3 205- 86,7
D5S1392 5q33.2 149- 88,2
D5S1475 5q34 153- 63,3
D5S1471 5q34 152-172 68
D5S805 5q34 156- 73,3
D5S1458 5q35.1 178-190 70,5
D5S1456 5q35.1 191-211 70
D5S1402 5q35.1 248- 81,3
D5S614 5q35.2 153- 66,7
D5S1354 5q35.3 122- 53,3

Marcadors seleccionats en el cromosoma 6

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D6S380 6p21.31 230- 50
D6S390 6q21 152- 66,7
D6S477 6p25.1 213-237 90
D6S957 6q23.2 229- 64,3
D6S1344 6p12.2 176- 62,5
D6S1057 6q22.1 189-
D6S1268 6p21.31 107-
D6S1955 6p24.3 146-280
D6S1963 6p12.3 178-
D6S495 6q25.1 177-183 67,4
D6S395 6q12 210- 75
D6S962 6q16.3 147- 87,5
D6S942 6p25.3 214- 50
D6S1279 6p24.1 162-182 85,7
D6S1267 6p22.3 138-
D6S1959 6p22.3 182-198
D6S1050 6p22.3 175-203 88,5
D6S1281 6p22.2 176-212 77,8
D6S1016 6p22.1 231-256 75
D6S478 6p22.1-p21.33 234-334
D6S394 6p22.1 108-338 86,7
D6S2260 6p22.1 132-152 78,6
D6S1061 6p21.3 244-
D6S1285 6p21.31 154-
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D6S1051 6p21.31-p21.2 223-239 79,2
D6S389 6p21.2 237-343 81,3
D6S1019 6p21.2 212-234 68,3
D6S400 6p21.1 182- 75
D6S1017 6p21.1 151-171 61,1
D6S1280 6p12.3 172-191 85,2
D6S1276 6p12.1 184-200
D6S1048 6q11.2-q12 128-148 57,1
D6S1275 6q12 124-148 67,9
D6S965 6q12 246- 100
D6S493 6q13 236- 65,4
D6S1036 6q13 147-
D6S1052 6q14.1 215-239 77,8
D6S1045 6q14.3 111-137 66,7
D6S1043 6q16.1 103-143 83,1
D6S1013 6q16.1 167-179 63,6
D6S1056 6q16.1 237-273 69,2
D6S1041 6q16.1 172-192 68,3
D6S1054 6q16.1 138-154 60,7
D6S492 6q16.1 200-212 52,1
D6S501 6q16.1 166-182 67,9
D6S475 6q16.3 139-167 88,9
D6S1044 6q16.1 129-
D6S1060 6q16.1 242-266 55,6
D12S1054 6q21 184-
D6S474 6q21 151-167 68,8
D6S499 6q22.1 183-
D6S1954 6q22.2 168-
D6S1278 6q22.31 150-249 61,5
D6S979 6q22 214- 87,5
D6S1039 6q22.32 245-
D6S937 6q21 245- 100
D6S1038 6q23.2 178-190 51,9
D6S1272 6q23.2 104-120
D6S1009 6q23.3 237-273 69,2
D6S1055 6q24.2 123-139 66,7
D6S383 6q24.2 209- 75
D6S958 6q24.1-q24.2 145- 68,8
D6S970 6q24.2 178- 56,3
D6S1269 6q24.2 164-
D6S1010 6q24.2 228- 75
D6S1049 6q24.2-q24.3 234-
D6S971 6q24.3 249- 50
D6S494 6q25.1 169-193 50
D6S960 6q25.1 154- 87,5
D6S393 6q25.2 180- 62,5
D5S1724 6q25.2 184-
D6S972 6q25.3 247- 87,5
D6S969 6q25.3 110- 73,3
D6S955 6q26 153- 50
D6S1273 6q27 145-165 75
D6S1008 6q26 246- 76,9
D6S386 6q27 168- 56,3
D6S503 6q27 248-260 77,8
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Marcadors seleccionats en el cromosoma 7

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D7S619 7p11.1 212- 50
D7S622 7p12.1 123-247 80
D7S625 7q31.33 160-175 66,7
D7S809 7q11.23 241-289
D7S1513 7q21.3 177- 56,3
D7S1528 7q21.11 247- 56,3
D7S1825 7q21.13 124-
D7S2195 7q35 237-301 87,6
D7S2199 7q36.1 207-
D7S2843 7p14.2 249-
D7S2844 7p14.3 111-
D7S2197 7q32.2-q32.3 225-245 57,1
D7S3021 7q35 219-275 76,9
D7S795 7p14.3 230- 66,7
D7S1520 7q11.22 125- 93,8
D7S1819 7p22.2-p22.1 168-192 50
D7S2201 7p22.1 101-117 60,7
D7S1527 7p21.3 246- 75
D7S1487 7p15.3 177- 66,7
D7S815 7p21.1-p15.3 149-169 55,6
D7S1802 7p15.3 166-188 66,7
D7S2210 7p15.3 141-165 70,4
D7S1795 7p15.3 195-211 52,4
D7S1810 7p15.3 225- 57,1
D7S1838 7p15.3 149-
D7S2848 7p15.1 192-
D7S1806 7p15.1 190-198 57,7
D7S817 7p14.3 157-177 73
D7S460 7p14.3 180-196 84,3
D7S2206 7p14.2-p14.1 230-246 66,7
D7S2209 7p14.2-p14.1 239-263 53,6
D7S2846 7p14.1 172-196
D7S1526 7p14.1 140-252 50
D7S1488 7p13 237-347 87,5
D7S1508 7p12.3-p12.2 113- 50
D7S1818 7p12.3 183-199 73
D7S1830 7p12.1 159-228 83,3
D7S1831 7p12.1 186-
D7S1485 7p11.2-p11.1 192-223 77,4
D7S793 7p11.2 149- 87,5
D7S1839 7q11.22 206-254
D7S611 7q11.22 210- 50
D7S1519 7q11.22 208- 56,3
D7S1816 7q11.22 218-250 81,5
D7S613 7q11.23 85-147 63
D7S1843 7q11.22 174-206
D7S2204 7q21.11 217-269 80,6
D7S1797 7q21.11 220-244 62,9
D7S2212 7q21.11 192-216 73,1
D7S2845 7q21.11 198-215
D7S820 7q21.11 204-240 84,6
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D7S2205 7q21.11 203-227
D7S627 7q21.13 248- 75
D7S623 7q21.2-q21.3 247- 49
D7S1820 7q21.3 236-260 75,9
D7S821 7q21.3 238-270 82,1
D7S1503 7q22.1 250- 57,1
D7S618 7q21.3 120-180 87,5
D7S792 7q22.1 154-
D7S796 7q22.1 162-198 87,2
D7S818 7q22.1 154-
D7S1799 7q22 175-187 76,1
D7S1530 7q22.1-q22.2 214- 81,3
D7S1841 7q22.2 206-
D7S1817 7q31.1 121-141 82,7
D7S1516 7q31.1 243- 87,5
D7S2214 7q31.1 165-
D7S3039 7q32.1 121-225 99,5
D7S2847 7q31.1 174-201
D7S1517 7q31.3 176- 90
D7S1809 7q31.32 200-228 74,2
D7S1842 7q31.32 114-154
D7S1801 7q31.33 227- 75
D7S1822 7q31.33 243-271 81
D7S2215 7q33 88-92
D7S1518 7q34 248- 73,3
D7S1824 7q34 163-203 86,9
D7S2202 7q34 149-169
D7S794 7q35 161-177 68,3
D7S2207 7q35 185-
D7S1798 7q35 245-257 54
D7S1836 7q36 187- 58,3
D7S1805 7q36.1 197-223
D7S1510 7q36.1 208-
D7S1827 7q36.1 142-162 73,1
D7S1815 7q36.1 184-194
D7S1807 7q36.2 236- 78,6
D7S1823 7q36.2 207-235

Marcadors seleccionats en el cromosoma 8

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D11S1280 8p23.1 184- 66,7
D13S622 8p21.11 248-
D8S325 8p12 220- 75
D8S301 8p23.1 121- 75
D8S562 8q22.1 198-222 70
D8S440 8q21.12 228- 50
D8S441 8q21.2 176- 50
D8S452 8q24.3 218- 50
D8S467 8q21.3 210- 50
D8S475 8q22.3 222-373 66,7
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D8S1024 8q24.3 249- 68,8
D8S1045 8q23.3 122- 75
D8S1478 8p21.2 189-
D8S1986 8q12.2 234-
D8S1987 8q13.1 210-
D8S386 8q24.23 146-206 60
D8S409 8q22.1 232- 50
D8S429 8p21.3 196- 50
D8S454 8p-8q 210- 50
D8S468 8q24.23 210- 50
D8S573 8q24.22 220-232 63
D8S580 8q24.12 187-
D8S1029 8p-8q 207-
D8S1031 8q12.1 244-
D8S1469 8p23.1 218-230 82,1
D8S1130 8p23.1 132-156 77,8
D8S1106 8p22 127-158 72,8
D8S1109 8p22 234-253 79,2
D8S474 8p21.3 240-373 71
D8S322 8p21.3 224- 75
D8S1989 8p21.2 223-247
D8S1048 8p21.2 206- 75
D8S500 8p21.1 177- 66,7
D8S1463 8p12 111-
D8S499 8p12 155- 87,5
D8S1477 8p12 139-179
D8S1104 8p11.21 129-145 77,8
D8S302 8q11.23 212- 66,7
D8S587 8q11.22 154-186 70,7
D8S1051 8p11.21 206- 53,3
D8S567 8q11.23 200-
D8S591 8q11.23 154- 80
D12S1060 8q11.23 200-216
D8S593 8q12.1 195- 94,2
D8S566 8q12.1 153- 87
D8S1464 8q12.1 218-234
D8S1102 8q12.1 184-200 66,7
D8S374 8q12.1 212-248 86,7
D8S1113 8q12.1 215-245 80
D8S1136 8q13.1 241-261 74,2
D8S1473 8q12.3 206-222 78,6
D8S1141 8q12.3 137-153 74,1
D8S381 8q13.2-q13.3 230-280 50
D8S1105 8q21.12 241-257 63,5
D8S1144 8q21.11 141-169
D8S1474 8q21.11 179-
D8S1134 8q21.11 139-159 58,3
D8S594 8q21.11-q21.12 203- 77,8
D8S1468 8q21.12 250- 77,8
D8S569 8q21.13 179- 75,9
D8S1475 8q21.13 168-193 78,6
D8S1137 8q21.12 170-194 88,5
D20S201 8q21.3 230-250
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D8S1146 8q21.3 232-
D8S412 8q21.3 248-383 50
D8S346 8q24.23-q24.3 232-291 55
D8S323 8q24.12 200- 60
D8S1049 8q22.3 153- 75
D8S385 8q22.3 147- 75
D8S1127 8q22.1 153-176 60
D8S470 8q22.2 220-227 50
D8S1131 8q23.1 144-180 82,1
D8S1132 8q23.1 139-171 90,3
D8S1047 8q23.2 181- 81,3
D8S1147 8q23.3 167-183
D8S1472 8q23.2 240-
D8S588 8q23.3 177-197 75
D8S1139 8q23.3 212-232 71
D8S1465 8q23.3 192-
D8S1142 8q23.3 238-388 69,2
D8S384 8q24.11 206-226 56,3
D8S592 8q24.11 148-162 53,6
D8S1112 8q24.12 206-234 68
D8S586 8q24.12 242-290 86,2
D8S1138 8q24.13 181-
D8S1128 8q24.21 240-268 75,8
D8S378 8q24.22 122-158 82,9
D8S1462 8q24.22 155-165 75
D8S1466 8q24.22 110-134
D8S1111 8q24.23 146- 81,8
D8S1050 8q24.23 184-
D8S1520 8q24.3 214- 93,8
D8S373 8q24.3 184-213 77,5
D8S315 8q24.23 142-384 91,7

Marcadors seleccionats en el cromosoma 9

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D9S941 9p23 205-
D9S1125 9q31.3 179-
D9S2025 9p21.1 217-
D9S932 9p21.3 146- 84,6
D9S937 9p24.1 197-
D9S324 9p24.1 237- 78,6
D9S921 9p23 175-232 87
D9S775 9p23 180- 62,5
D9S925 9p22.2 165-199 81,5
D9S251 9p21.1 250- 62,5
D9S1121 9p21.3 184-216 71,4
D9S746 9p21.2 233-265 76,4
D9S319 9p21.1 163-179 56
D9S1118 9p21.1 141-177
D9S304 9p21.1 135-175 86,2
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D9S229 9p13.1 247- 90
D9S238 9q12 184- 66,7
D9S739 9q21.13 234-274 82,6
D9S745 9q21.11 144-161 75
D9S301 9q21.12 209-241 83,7
D9S936 9q21.2 224-
D9S927 9q21 118-138 53,6
D9S1115 9q21.13 177-
D9S967 9q21.2-q21.31 163-187 66,7
D9S1122 9q21.13 186-210
D9S303 9q21.32 148-168 86,2
D9S933 9q21.31 248-296
D9S768 9q21.31 250- 81,8
D9S1119 9q21.32 151-175 92,3
D9S924 9q21.32 198-218
D9S252 9q21.33 212- 75
D9S776 9q21.33 119- 58,3
D9S249 9q21.33 151- 50
D9S777 9q22.1 249- 86,7
D9S253 9q22.1-q22.2 183- 50
D9S906 9q22.2 132- 64,3
D9S299 9q31.2 192- 70
D9S748 9q31.2 242-254 55,6
D9S300 9q31.2 203-
D9S2026 9q31.3 107-131
D9S931 9q33.1 146-
D9S747 9q31.3 182-202 66,7
D9S2128 9q31.3 123-151 89,3
D9S907 9q33.1 242-290 88,5
D9S1126 9q33.1 160-178 81,8
D9S926 9q33.1 198-226 78,6
D9S241 9q33.1 208- 87,5
D9S934 9q33.1 206-230 64,3
D9S242 9q33.3 148-208 87,5
D9S778 9q33.3 209- 85,7
D9S1113 9q33.3 186-
D9S2160 9q34 84-124 75
D9S2161 9q34 152-180 79
D9S2173 9q34 165- 65,3
D9S752 9q34.11 180- 73,3

Marcadors seleccionats en el cromosoma 10

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D10S1212 10p15.3 175- 57,9
D10S526 10p15.3 186-270 77,1
D10S1234 10p15.3 223-243
D10S511 10p11.23 248- 75
D10S516 10q22.3 220-280 72,2
D10S1150 10q26.11 208- 62,5
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D10S1162 10q21.2 208- 68,8
D10S1163 10p11.21 179- 62,5
D10S1166 10p11.22 175- 75
D10S1440 10p13 136-164 61,5
D10S1157 10q24.1 180-
D10S1431 10p14 140-164 58,3
D10S1420 10p14 148-
D10S1216 10p14 207-235 68
D10S2325 10p13 119-154
D10S1430 10p13 145-168 50
D10S1159 10p14 184- 50
D10S674 10p13 218-254 69,4
D10S1423 10p12.33 236-238 83,3
D10S1417 10p12.1 106-
D10S611 10p12.1 146-158 63,3
D10S1160 10p12.1 181- 62,5
D10S1426 10p11.23 152-180 70,4
D10S2326 10p11.23 108-172
D10S507 10p11.23 148- 75
D10S1243 10p11.22 181-229 92,6
D10S675 10p11.22 102-122 60,7
D10S1424 10p11.1-q11.2 172-187 58,3
D10S1247 10p11.2 191-203 71,4
D10S1217 10p11.21 143-179 56,5
D10S508 10p11.21 186- 62,5
D10S513 10p11.21 214- 81,3
D10S1244 10q21.1 186-199
D10S609 10q21.2 232-252 69,2
D10S1241 10q21.3 145-161 78,6
D10S1422 10q21.3 237-256 85,7
D10S1428 10q21.3 238-262 82,4
D10S1211 10q21.3 141- 66,7
D10S1418 10q21.3 157-208 71,4
D10S676 10q22.1 175-199 89,8
D10S1432 10q22.1 157-185 92,6
D10S1146 10q22.1 164-246 87,2
D10S1437 10q22.3 180-
D10S2327 10q22.3 200-228
D10S523 10q22.1 212- 75
D10S1242 10q23.31 139- 85,7
D10S1419 10q23.31 243-271
D10S677 10q23.33 197-225 85,7
D10S520 10q23.33 145-190 89,2
D10S1171 10q23.31 207- 68,8
D10S1173 10q23.32 212- 81,3
D10S1433 10q24.2 149-
D10S1239 10q24.32 160-184 77,8
D10S1240 10q24.32 197-221
D10S521 10q25.1 155-215 83,3
D10S1245 10q25.1 222-
D10S1434 10q25.1 146-178 64,3
D10S1246 10q25.1 213-245 73,1
D10S1429 10q25.2 248-260



Annex

- 179 -

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D10S1425 10q26.11 168-184 52,2
D10S1236 10q26.11 121-137 55,6
D10S1213 10q26.13 93-133 83,6
D10S1439 10q26 173-193
D10S1248 10q26.3 241-261
D10S505 10q26.3 247- 53,3

Marcadors seleccionats en el cromosoma 11

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D2S1263 11q13.3-q13.4 152- 50
D11S1984 11p15.5-p15.1 170-202 81,5
D11S1908 11q12.3 154- 87,5
D11S1918 11p-11q 179- 86,7
D11S2016 11p11.2 231-290 86,4
D11S4461 11p-11q 244-
D11S4462 11p-11q 206-
D11S4905 11p15.4 157- 81,8
D11S2013 11p-11q 250- 33,3
D11S2369 11p-11q 230- 96,4
D11S1020 11p15 227-249
D11S1997 11p15.4 201-229
D11S4465 11p15.5 143-175
D11S1999 11p15.5 109-137 78
D11S1921 11p15.5 213 57,1
D11S1397 11p15.5-p15.2 142-150 65,3
D11S1981 11p15.5-p15.2 134-178 84,6
D11S2364 11p15.5-p14.1 112-140
D11S1977 11p14.2 111 89,7
D11S2001 11p14.2-11p13 126-158 96,4
D11S2014 11p14.2-11p13 159-183 61,5
D11S2010 11p14.2-11p13 110-126 66,1
D11S1392 11p14.2-11p13 200-220 88,9
D11S2008 11p14.2-11p13 134-135 87,3
D11S1980 11p14.2-11p12 198 78,6
D11S1393 11p12 198-210 60,4
D11S1385 11p12-11cen 197-217 73,5
D11S1395 11p11.12 220-232 62,5
D11S2365 11p11-q12 241-242 71,4
D11S1983 11q12-q13.1 208-251 83,6
D11S1985 11q12.1 142-286 82,3
D11S1368 11q12 190 64
D11S956 11q12-q13.1 247 88,3
D11S1298 11q12 180 85,7
D11S1286 11q12 122- 50
D11S1369 11q13.4-q13.5 180 83,3
D11S2371 11q13.4-q21 193-213 64,3
D11S2011 11q14.1 162-163
D11S1976 11q14.1-q23.3 172-173 56,7
D11S2002 11q14.1 220-252 80,9
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D11S1396 11q14.2 136-176 77,8
D11S1979 11q14.3 238-262 78,6
D11S1367 11q14.3-q21 224-244 70,2
D11S2009 11q14.3-q24.1 214
D18S864 11q14.1 136-141
D11S1366 11q22.1 241-242 71,4
D11S898 11q22.1 140-156 71,4
D11S1394 11q22.1-q22.3 222-238 67,9
D11S1982 11q22.1-q25 134 63,6
D11S2000 11q22.3 199-235 92,3
D11S2017 11q22.3 109-133 67,9
D11S2366 11q22.3 185-
D11S2004 11q22.3 205-
D11S1391 11q22.3-q23.1 158-178 75
D11S1986 11q23.1 176-252 88,1
D11S1284 11q24.1 177- 50
D11S1987 11q23.1 185-209 68,3
D11S1998 11q23.2-q24 129-165 69
D11S4460 11q23.3 200-201
D11S4464 11q23.3-11q24 225-249
D11S488 11q24-q25 243 87,6
D11S2018 11q24 83-84
D11S4463 11q24 123
D11S1304 11q24-11q25 209 73,3

Marcadors seleccionats en el cromosoma 12

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D4S2372 12q24.31 165-
D12S1285 12p-12q(12p13.3) 248-322
D12S388 12p13.33 89-131 75
D12S389 12p13.33 139-159 78,3
D12S293 12q21.2 247- 66,7
D12S294 12p-12q(12q21) 150 56,3
D12S392 12q24.33 137-154 66,7
D12S826 12p-12q 113 68,8
D12S836 12p-12q(12q23.1) 182 63,6
D12S1073 12q23.1 240-
D12S1287 12p-12q 186
D12S1295 12p-12q 201
D12S2074 12p-12q 153
D12S1024 12p-12q 148 53,9
D12S1068 12p-12q(12q21) 199 64,3
D12S300 12p-12q 250 72,7
D12S825 12p-12q(12p13.3) 149 75
D12S833 12p-12q(12q12) 154 64,3
D12S839 12p-12q 178 50
D12S1050 12p13.33 246-270 76,2
D12S372 12p13.33 174-190 50
D12S1062 12p13.33 181-182
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D12S808 12p13.32-p13.31 167 86,7
D12S397 12p12.3 210 93,3
D3S2395 12p13.31 177-217
D12S391 12p12.3 211-251 92,2
D12S1303 12p12.3 185-207 66,7
D12S373 12p12.3 208-224 82,1
D12S1027 12p12.3 244-245 78,6
D12S1066 12p12.3 208-224 81,5
D12S1057 12p12.3-p11.21 218-238 66,7
D12S823 12p12.1 119 80
D12S1299 12p11.23-q12 213-214
D12S1292 12p11.2 147-184 61,5
D12S290 12p11.2 149 68,8
D12S2080 12p11-q11 172-200
D12S1029 12q12 134-135
D12S1301 12q12 100-120
D12S297 12q13.11 205 87,5
D12S813 12q13.11 249 56,3
D12S390 12q13.12-q13.13 148 80
D12S398 12p11.2-q14 120-144 70,4
D12S298 12q13.13-q14.1 245 68,8
D12S1294 12q14.1-q14.2 197-198 85,7
D12S375 12q14.2-q14.3 175-176 90,9
D12S1291 12q14.2-q14.3 177-213 57,1
D12S1069 12q15 188-
D12S1025 12q14.3-12q15 186-187 83,3
D12S1052 12q14.3-12q15 149-165 64,5
D12S299 12q14.3-12q15 184 68,8
D12S1049 12q14.3-12q15 198-199
D12S376 12q14.3-12q15 147-148 72,7
D12S1061 12q21.2 246-
D12S1297 12q15-q21.3 235-247 63
D12S824 12q21.31 245- 81,3
D12S379 12q21.2-q21.3 196-212 94,9
D12S853 12q21.32 123- 75
D12S1064 12q21.31 173-197 96,3
D12S1071 12q21.33 209-
D12S1286 12q21.31 175-176
D12S2076 12q21.32 186-202
D12S829 12q21.33 151 86,7
D12S1055 12q23.1 225- 93,8
D12S296 12q22 215 62,5
D12S302 12q22 148 75
D12S2081 12q22 113-126
D12S1051 12q22 249-281 77,6
D12S1300 12q22 120-121 68
D12S393 12q22 242-262 70,4
D12S1058 12q22 116-117
D12S1063 12q22 195-227 85,2
D12S1059 12q22 186-206 68,3
D12S2392 250-
D12S1030 12q22-q23.1 243-271 60,4
D12S1075 12q23 188-205
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D12S2072 12q23.1-q24 190-218
D12S814 12q33.1 212- 56,3
D12S1335 12q23 208 62,5
D12S1023 12q24.1-q24.2 149-161 65,1
D12S395 12q24.3 223-247 66
D12S378 12q24.3 156-172 67,9
D12S834 12q24.33 117 62,5

Marcadors seleccionats en el cromosoma 13

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D13S787 13p11-q11 250-267 70,8
D13S243 13cen-13q12.2 147 50
D13S893 13q12.3-q13.1 181-182 64,3
D13S1493 13q12.3 223-248
D13S256 13q13.3-q22.3 154 75
D13S257 13q13.3-q21.1 250 75
D13S788 13q13.3-q21.1 240-270 83,5
D13S632 13q13.3-q22.3 246 68,8
D13S894 13q14.11 189-190 70,4
D13S1491 13q14.11 149-150
D13S765 13q14.11 193 75
D13S325 13q14.12-q14.2 195-231 73,1
D13S297 13q14.13-13q14.2 115-127 69
D13S294 13q14.3 94 82,4
D13S295 13q14.3 75 68,3
D13S296 13q14.3 123-142 77
D13S298 13q14.3 110-124 72,7
D13S300 13q14.3 212-234 76,4
D13S301 13q14.3 138-158 77
D13S887 13q14.3 196-211 51,9
D13S326 13q14.3 150-162 52,4
D13S784 13q21.1 186-210
D13S321 13q21.1 201-202 66,7
D13S803 13q21.1 139-163
D13S1492 13q21.1 129-165
D13S768 13q21.1 144-156 59
D13S242 13q21.1-q22.3 151 69,2
D13S801 13q21.31 170-194 77,8
D13S258 13q21.33 180 87,5
D13S303 13q21.33-q31.3 179 75
D13S789 13q22.3 147-171
D13S317 13q22.3-13q32 175-199 84,1
D13S921 13q22.3 214 68,8
D13S251 13q22.3-q31.1 212 50
D13S790 13q22.3 183-211 77,1
D13S628 13q31.1 247 68,8
D13S767 13q31.1 160-161
D13S794 13q31.1 159-171 57,1
D13S795 13q31.1-13q32 100-112 63,6
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D13S785 13q31.3 243-263
D13S631 13q31.3-13q32 209 93,8
D13S1494 13q31.3 177-193
D13S892 13q31.3-13q32.1 193-213 82,1
D13S797 13q31.3-q33.1 195-196 64,3
D13S322 13q31.3-13q32.1 147-148
D13S254 13q32.1 214 87,5
D13S786 13q32.1 189-205 74,6
D13S888 13q32.3-13q34 175-176
D13S796 13q33.3 152-168 66,1
D13S248 13q33.3 214 81,3
D13S895 13q34 155-167 64

Marcadors seleccionats en el cromosoma 14

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D14S243 14pter-14qter 121
D14S559 14pter-14qter 247 56,3
D14S561 14pter-14qter 120 68,8
D14S609 14pter-14qter 167
D14S619 14pter-14qter 148
D14S736 14pter-14qter 191
D14S743 14pter-14qter 141
D14S604 14pter-14qter 206 90
D14S241 14pter-14qter 183
D14S245 14pter-14qter 155
D14S585 14p12 248 50
D14S582 14p11.2-14q11.2 205 61,5
D14S122 14p11.1 193-229 100
D14S615 14q11.2 158-174 64,3
D14S608 14q11.2 188-224 77,8
D14S740 14q11.2 227-228 69,2
D14S297 14q12 96-116 59,6
D14S121 14q12-q13.3 146 81,3
D14S741 14q12 250-276 57,1
D14S587 14q12-q22.3 250-278 80,5
D14S562 14q12-q22.1 206 68,8
D14S306 14q13.1 190-210 87,2
D14S556 14q13.1-14q13.2 210 68,8
D14S613 14q21.3 150-151
D14S304 14q21.3 249-250
D14S566 14q21.3 109-149 76,2
D14S1401 14q22.2 177-189 60,7
D14S747 14q22.3 192-220 70,4
D14S139 14q22.3 231-270 87,5
D14S607 14q22.3 151-152
D14S750 14q22.3 164-165 91,7
D14S586 14q22.3 215 53,9
D14S307 14q22.3-q24.1 181-182
D14S298 14q22.3-q24.1 202 64
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D14S125 14q22.3-q24.1 188-212 68,8
D14S119 14q24.1 169 87,5
D14S620 14q24.1 114-122
D14S588 14q24.1-q24.2 117-141 68
D14S603 14q24.2 116-136 60,3
D14S120 14q24.3-14qter 245 50
D14S555 14q24.3 211 62,5
D14S739 14q24.3 181-205
D14S616 14q24.3 207-231 75
D14S612 14q31.1 210-237 69,4
D14S618 14q31.1 249-250
D14S749 14q31.3 158-182 74,1
D14S617 14q31.3 140-173 76,7
D14S553 14q31.3 247-294 81,3
D14S737 14q32.13 223-
D14S611 14q32.11 151-171 63,6
D14S543 14q32.2 246-272 56,3
D14S118 14q32.2 248-274 80

Marcadors seleccionats en el cromosoma 15

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D15S661 15p-15q 184
D15S815 15p-15q 113
D15S820 15p-15q 250
D15S660 15p-15q(15q24) 207 71,4
D15S520 15q24.1 170-195 65,7
D15S532 15p-15q 176 68,8
D15S1365 15q12 230-326 87,1
D15S817 15q11.2-q12 144-172 78,6
D15S217 15q11.2-q12 191-192 91,7
D15S1233 15q12 176-196
D15S144 15q12 101 64,3
D15S221 15q14 149-173 85
D15S537 15q13.2-q14 185 62,5
D15S659 15q14-q15.1 174-206 100
D15S172 15q15.2-q15.3 123 68
D15S143 15q21.1 189-199 64
D15S195 15q21.3 153 75
D15S190 15q21.3-15qter 247 50
D15S643 15q21.3 195-223 85,2
D15S644 15q22.2 203-204 74,1
D15S534 15q22.2 207 56,3
D15S814 15q22.33 212-213 42,9
D15S818 15q23-q24.1 150-170 74,1
D15S823 15q25.1 240-241
D15S821 15q25.3 250-251
D15S189 15q25.3 209 81,3
D15S819 15q25.3 158-159
D15S816 15q26.1 128-148 55,6
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D15S230 15q26.1 197 89,5
D15S642 15q26.2-qter 195-218 73

Marcadors seleccionats en el cromosoma 16

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D4S2413 16p11.2 222-
D16S676 16p-16q 177 68,85
D16S475 16p16.3 160-189 83,8
D16S2622 16p-16q 134 70,4
D16S468 16p16.3 198
D16S674 16p-16q 208
D16S751 16p-16q 224
D16S761 16p-16q 147
D16S763 16p-16q 228
D16S765 16p-16q 165
D16S767 16p-16q 158
D16S3404 16p13.3 90-122 80
D16S467 16p-16q 135 58
D16S675 16p13.3 238 86,7
D16S768 16p13.3 133-134 57,1
D16S678 16p13.2 177- 75
D16S687 16p13.3 210 61,5
D16S2619 16p13.2 142-162 78,6
D16S766 16q12.1 150-151
D16S541 16q11.2-q13 160 70,8
D16S2623 16q11.2-q13 221-251 66,7
D16S771 16q11.2-q21 245-273 78,6
D16S685 16q12.1 123 87,5
D16S540 16q12.1-q13 232-248 59,6
D16S770 16q13-q21 127-139 60,7
D16S492 16q21 213 73,3
D16S3253 16q21 167-187
D16S3255 16q21 177-201
D16S526 16q21 205 100
D16S310 16q21 162 75
D16S2624 16q21-q23.1 132-148 84,6
D16S688 16q21 182 50
D16S3254 16q22.3 238
D16S752 16q22.2 101-129 92,9
D16S2625 16q23.1 171-191
D16S539 16q23.1 148-172 76,9
D16S2621 16q22.3-qter 239-263 82,6
D16S476 16q24.1-q24.2 144-181 87,5
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Marcadors seleccionats en el cromosoma 17

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D17S1533 17p13.3 210-226
D17S1298 17pter-17qter 246-254 55,6
D17S914 17pter-17qter 210 83,3
D17S967 17pter-17qter 93 75
D17S1156 17pter-17qter 139
D17S1170 17pter-17qter 156
D17S976 17pter-17qter 234 89,6
D17S1153 17pter-17qter 178 75
D17S1163 17pter-17qter 154 75
D17S1169 17pter-17qter 116 50
D17S1305 17pter-17qter 213
D17S1307 17pter-17qter 209
D17S1537 17p13.3 190-191 78,6
D17S974 17p13.1-p12 201-217 82,1
D17S1289 17p13.1 149-
D17S1303 17p13.1 225-245 75
D17S969 17p13.1 116-140 72,6
D17S71 17p12-p11.2 192 63
D17S1294 17q11.1-q12 248-272 65,6
D17S1333 17q11.2-q21.33 142 70
D17S1343 17q11.2-q21.33 143 60
D17S1139 17q12-q21.33 145 54
D17S846 17q12-q21.33 215 82,9
D17S1540 17q12 182-194 53,6
D17S1158 17q12-q21.1 247 12,5
D17S1299 17q21.1-q21.31 188-208 71
D17S902 17q21.31 155- 83,5
D17S965 17q21.31 185 80
D17S1302 17q21.33-q22 147-148
D17S1306 17q22 179-180 100
D17S1161 17q22 175 87,5
D17S1290 17q22 170-210 81,5
D14S307 17q32.2 181-
D17S1300 17q24,.2-q24.1 242-243
D17S1534 17q24,.2-q24.1 236-237 85,7
D17S1304 17q24.3 144-164 60
D17S2059 17q24.3 239-263
D17S968 17q24.3 164 75
D17S1535 17q24.3 176-192
D17S1301 17q24.3 147-163 57,1
D17S674 17q25.3 124- 75

Marcadors seleccionats en el cromosoma 18

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D18S867 18pter-qter(18q21.3) 159
D18S818 18p11.31 176 66,7
D18S976 18p11.31 171-198 91,7
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D18S973 18p11.31 213-214 75
D18S391 18p11.31 182 75
D18S967 18p11.31 227-239 63
D18S542 18p11.21 191-192 75
D18S869 18p11.21-q11.2 178-198
D18S877 18p11.21-q11.2 117-137 75
D18S1001 18pcen-q11.2 228 58
D18S866 18q11.2 200-212 57,1
D18S974 18q12.1 245-246 66,7
D18S847 18q12.1 212-232 66,7
D18S536 18q12.1 146-166 69,6
D18S535 18q12.3 131-155 92,6
D18S978 18q12.3 250-251 92,9
D18S865 18q12.3 183-199 74,2
D18S972 18q12.3 190-210
D18S548 18q12.3 209-228 62,2
D18S872 18q12.3 128-144 63,3
D18S539 18q21.1 248-268 63
D18S868 18q21.2-q21.33 189-190
D18S499 18q21.2-q21.33 150 71
D18S537 18q21.33 190-191 75
D18S538 18q21.33-q22.1 201-202
D18S968 18q22.1 147-148
D18S817 18q22.2 249- 58,3
D18S544 18q22.1 149-150
D18S878 18q22.1 169-170
D18S876 18q22.1 171-172
D18S979 18q22.3 153-169 71,4
D18S848 18q22.3 87-103 50
D18S812 18q22.3 246 62,5
D18S882 18q22.3 250-251
D18S874 18q22.3-q23 177-191 53,9
D18S870 18q22.3-q23 151-167
D18S850 18q22.3-q23 202-203 69,2
D18S871 18q23 136-156 56

Marcadors seleccionats en el cromosoma 19

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D19S581 19pter-qter(19p13.2) 246 90
D19S560 19pter-qter 152 73,3
D19S727 19pter-qter 205 50
D19S595 19pter-qter 190
D19S710 19pter-qter(19p13.11) 147-148
D19S712 19pter-qter(19q13.31) 168
D19S717 19pter-qter 145
D19S714 19pter-qter 228-229 71,4
D19S591 19p13.3 96-112 63,5
D20S90 19p13.3 200- 68
D19S549 19p13.3 185 62,5
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D19S594 19p13.3 210
D19S1034 19p13.3 222-242
D19S403 19p13.3 234 56
D19S586 19p13.2 222-250 79,7
D19S394 19p13.2 227-267 90
D19S558 19p13.3-p13.2 151 81,3
D19S564 19p13.2 169 87,5
D19S588 19p13.2 153-185 82,1
D19S432 19p13.12 182-204 60,7
D19S252 19p13.2-p13.11 108-128 64,2
D19S579 19p13.11 184- 66,7
D19S1195 19p13.2-p13.11 155
D19S1037 19p12 117-141
D19S1035 19q11 220-221
D19S1036 19q12 204-216
D19S433 19q12 199-221 71,4
D19S555 19q12-q13 212 62,5
D19S719 19q12-q13 249-276 66,7
D19S587 19q13.11 143-155 52
D19S713 19q13.13 199-200 57,1
D19S582 19q13.13-q13.2 136 60
D19S557 19q13.2 145
D19S552 19q13.2 176 58,3
D19S554 19q13.2 176 68,8
D19S400 19q13.2 190-223 81,3
D19S559 19q13.2 182 87,5
D19S1181 19q13.3 147-159
D19S397 19q13.32 245 68,8
D19S601 19q13.32 137-228
D19S589 19q13.41 161-181 64,9

Marcadors seleccionats en el cromosoma 20

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D20S155 20p-20q 124 50
D20S164 20q13.32 205- 66,7
D20S166 20p-20q 198 86,7
D20S168 20p-20q 209 58,3
D20S432 20p-20q 152 80
D20S435 20p-20q 179 56,3
D20S476 20p-20q 145 78,3
D20S600 20p-20q 146
D20S1084 20p-20q 157
D20S477 20p-20q 249-250 74,1
D20S485 20p-20q 148 50
D20S603 20p-20q 162 81
D20S81 20p-20q 250 50
D20S90 chr19 200 68
D20S154 20p-20q 149 50
D20S165 20p-20q 100 81,3
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D20S482 20p13 152-153 75
D20S156 20p13-p12.3 147-177 87,5
D20S82 20p12.3 246 75
D20S162 20p12.3 246 66,7
D20S599 20p12.2-p12.1 224-225
D20S604 20p12.2-p12.1 131-147 85,7
D20S605 20p12.1-p11.23 114-126
D20S152 20p12.1 208 62,5
D20S161 20p12.1 160-190 75
D20S87 20p12.1-p11.23 185 87,5
D20S148 20p11.23-q11.22 240-357 75
D20S484 20p11.1-q11.22 181-209 92,9
D20S486 20p11.1-q11.21 231-251 68,2
D20S601 20q11.22 125-145
D20S478 20q12 243-275 67,9
D20S206 20q12 163-164 68,2
D20S85 20q12 123 87,5
D20S607 20q12 188-228 82,1
D4S2434 20q13.2 90-114
D20S89 20q13.12-q13.13 120 93,8
D20S481 20q13.13 217-253 84,1
D20S428 20q13.31 237 93,8
D20S1083 20q13.31 141-157
D20S606 20q13.31 144-159
D20S1085 20q13.31 177-191
D20S468 20q13.31 194-212
D20S469 20q13.31 207-235 53,6
D20S430 20q13.31 215- 72,7
D20S94 20q13.32-qter 140 100

Marcadors seleccionats en el cromosoma 21

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D21S1411 21q22.3 239- 93,3
D21S1268 21q21.3 178-198 77,1
D21S1808 21q22.11 147-
D21S1432 21q21.1 127-155 52,4
D21S1433 21q21.1 240-272 84,6
D21S11 21q21.1 172-264 90
D21S1261 21q21.1 185-211 82,5
D21S1264 21q21.2 119-129 78,8
D21S1436 21q21.1 164-192 87,2
D21S1434 21q21.1 187-188
D21S1437 21q21.1 119-143 77,8
D21S1240 21q21.1 249- 93,3
D21S1994 21q21.1 236-264
D21S1409 21q21.2 173-233 81,3
D21S1244 21q21.2 247- 62,5
D21S1435 21q21.3 163-191 70,4
D21S226 21q21.3 151-159 59,3
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D21S1442 21q21.3 237-269 87,5
D21S1413 21q22.11 180- 87,5
D21S1444 21q22.13 232-260
D21S1809 21q22.2 207-222 75
D21S1446 21q22.3 209-223 77,8

Marcadors seleccionats en el cromosoma 22

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D22S694 22q12.1 124-
D22S685 22q12.3 172-196 73,6
D22S691 22q12.3 226-270 88,9
D22S445 22q12.3-q13.2 110-130 61,5
D22S692 22q13.1 155-171 77,8
D22S431 22q11.23 249 62,5
D22S417 22p-22q(22q11.2-q13.2) 183 93,3
D22S442 22p-22q 210
D22S530 22p-22q 212 50
D22S531 22p-22q(22q12.1-qter) 178 62,5
D22S532 22p-22q(22q13.31) 175 62,5
D22S533 22p-22q(22q11.2-q12.1) 185 68,8
D22S536 22p-22q 149 53,3
D22S683 22q12.3 168-214 89,3
D22S689 22p-22q(22q12.1) 202-226 80,4
D22S684 22p-22q 230-231 100
D22S693 22q12.1 232- 92,3
D22S686 22p-22q(22q11.1-q11.2) 180-220 85,7

Marcadors seleccionats en el cromosoma X

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
D2S1401 Xp22.31 150-
D21S1807 Xq11.1 123-
DXS6807 Xp22.32 250-273 60,4
DXS1356 Xq28 195-233
DXS6784 Xp11.23 212- 87,5
DXS1188 Xq22.3-q23 246- 87,5
DXS1252 Xq22.3-q23 101-104
DXS2505 Xp11.22 212- 75
DXS6808 Xq26.2 250-
DXS6811 Xq25 215-
DXS6812 Xq13.1 136-
DXS7130 Xq24 191-
DXS8378 xp22.31 211-
DXS2504 Xp22.12 176- 62,5
DXS6810 Xp11.3 208-223 71,7
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Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
DXS8379 Xp11.3 187-199
DXS10067 Xp11.4 175-215
DXS337 Xp11.3-p11.23 163-193 55
DXS6785 Xq11.1 143-163 87,5
DXS7128 Xq11.1 196-
DXS981 Xq13.1 182-220
DXS6800 Xq21.1 197-221 74,5
D12S396 Xq21.1 220-
DXS10069 Xq21.2 123-163
DXS7129 Xq21.2 180-
DXS6803 Xq21.31 110-126 100
DXS6801 Xq21.32 126-134
DXS6809 Xq21.33 241-273
DXS6789 Xq21.33 118-150
DXS6799 Xq21.33 241-261 71,9
DXS6797 Xq22.3 250-270 100
DXS7133 Xq22.3 115-127 85,7
DXS6804 Xq23 172-196
DXS6791 Xq25 166-
DXS1187 Xq26.2 124- 75
DXS10068 Xq26.1 231-271
DXS6854 Xq25-q26.1 93-119 73
DXS6855 Xq25 170-184 68,4
DXS7127 Xq27.3 246-260 69,2
D3S2390 Xq27.1-q27.2 226-254
DXS10066 Xq27.3 85-175
DXS6806 Xq27.3 172- 100
DXS7423 Xq28 161-181 73
DXS10049 Xq28 234-300
DXS10053 Xq28 217-271
DXS1176 Xq28 247-263 62

Marcadors seleccionats en el cromosoma Y

Marcador Localització Mida (pb) Heterozigositat (%)
DYS389 Yq11.21 247-
DYS394 245-
DYS19 Yp11.2 186-202 66,12
DYS390 Yq11.22 212-
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