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I am among those who think that science has great
beauty. A scientist in his laboratory is not only a
technician: he is also a child placed before natural

phenomena which impress him like a fairy tale.

Marie Curie
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[. ABREVIATURES

1CP primer corpuscle polar

2CP segon corpuscle polar

Ac anticos

AcMo anticos monoclonal

AcPo anticos policlonal

ADN acid desoxiribonucleic

ADNg acid desoxiribonucleic genomic

ADO allele drop-out

Ag antigen

AP amplificacio preferencial

ARN acid ribonucleic

ARNmM acid ribonucleic missatger

oC graus centigrads

Co concentracié estandard inicial

CCR5 gen chemokine (C-C motif) receptor 5
Ct cycle threshold

DGP diagnostic geneétic preimplantacional
DGPC diagnostic geneétic preconcepcional
DOP-PCR degenerate oligonucleotide primed PCR
dNTPs deoxinucleosid trifosfat

DGPNI diagnostic genétic prenatal no invasiu
DTT dithiotreitol

DYS14 marcador de sequliéncia multicopia localitzat en el gen TSPY1
EBI European BioInformatics Institute
EDTA acid etildiaminatetraaceétic

FAM 6-carboxiflouresceina
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Fc
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FIV

GP
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hCG
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HIC
HLA
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Ig
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kDa
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MGB

MHFN

fraccié constant de la Ig

hibridacié in situ fluorescent
fecundacio in vitro

forga centrifuga relativa
glicoproteina

heterozigositat

gonadotropina coridonica humana
hormona del creixement
hemorragia intracranial

antigen d’'histocompatibilitat leucocitari
progenitors hematopoétics
antigens plaquetars humans
lactogen placentari huma
Intracytoplasmatic Sperm Injection
immunoglobulina

gen que codifica la integrina B3
immunoglobulina intravenosa
kilodalton

kilovolts

litre

lupus eritematds sistémic

locked nucleic acid

molar

megabase

segona divisié meiotica
monoclonal antibody immobilization of platelet antigens
multiple displacement amplification
Minor groove binder

malaltia hemolitica del fetus i del nounat



Abreviatures

Min

ml

mM
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ng

nM
NRBCs
pb

PBS

PCR
PCR-SSP
PEP-PCR
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PNAs
PTP

PVA
RASSF1A
ROX

rpm
RT-PCR
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SETS
SNP
SRY
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TAE
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minuts

mililitre

milimolar

massively parallel sequencing
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nucleated red blood cells

parell de bases

Phosphat Buffered Saline

reaccié en cadena de la polimerasa

PCR amb primers especifics de sequiéncia
primer extension preamplification PCR
picograms

preimplantation genetic screening

peptide nucleic acid

purpura trombocitopénica postransfusional
polivinil alcohol

gen Ras Association Domain Family1, isoform A
6-carboxirodamina

revolucions per minut

PCR a temps real
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sociedad espafiola de ginecologia i obstetricia
sociedad espafiola de transfusidn sanguinia i terapia celular
single nucleotide polymorphism
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short tandem repeats

tris-acetic EDTA
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Abreviatures
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VNTR
vWf
WGA
Hg

ML
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whole genome amplification
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II. RESUM

La trombocitopénia fetal/neonatal al-loimmune (TFNA) és la causa més comu de
trombocitopénia greu en el nounat. Aquest quadre clinic es produeix per I'accié d’un
al-loanticos matern de tipus IgG que reacciona contra un antigen plaquetar
especific (HPA), heretat del pare, que esta present en les plaquetes fetals
provocant la destruccié d‘aquestes. En la poblacié caucasica, |'al-loimmunitzacio
enfront I'antigen HPA-1a és la causa del 85% dels casos de TFNA diagnosticats. Tot
i que es tracta d’'un quadre relativament poc freqliient (1 afecte de cada 1000-2000
naixements), la TFNA presenta complicacions greus en un percentatge significatiu
de casos, sent la complicacid6 més greu I'hemorragia intracranial. Les gestants de
risc s'identifiquen majoritariament quan ja han tingut complicacions en I'embaras
i/o un fill afecte anterior, ja que de rutina no es realitza un control antenatal per
detectar anticossos antiplaquetars ni per tipificar els sistemes antigénics de

plaquetes en les gestants.

En el cas de dones HPA-la negatiu sensibilitzades per aquest antigen, el
coneixement del genotip HPA-1 fetal en gestacions subseglients és molt important
per determinar si el fetus es troba en risc de TFNA i per fer un bon maneig adequat

d’aquestes gestacions.

En aquest treball s’ha posat a punt una estratégia per la determinacié del genotip
HPA-1 fetal en gestants HPA-1a negatiu mitjancant una aproximacié no invasiva,
que permetria evitar I'Us de les actuals tecniques invasives disponibles pel
genotipatge HPA-1a fetal i els riscos associats que comporten, tant pel fetus com
pel possible increment de la sensibilitzacié materna. Aquesta estratégia consisteix
en la deteccié d'un Unic SNP responsable del polimorfisme HPA-1a/1b a partir de
I’ADN fetal circulant en plasma matern, tenint en compte les dificultats técniques
gue aixd suposa per la baixa proporcié d’ADN fetal present en plasma matern. Per
complementar aquesta estrategia i evidenciar la presencia d’ADN fetal s’ha utilitzat
I'amplificacid d’una seqliéncia corresponent al promotor d’un gen supressor de
tumors (RASSF1A) que conté diferencies epigenetiques entre I’ADN matern i I’ADN

fetal proporcionant aixi un possible marcador d’ADN fetal universal.

Atesos als avencos tecnologics dels darrers anys que permeten detectar mutacions,
fins i tot puntuals, a partir d'una sola cél-lula i la conseglient aplicacié6 d'aquestes
tecniques en el context del diagnostic preimplantacional de malalties monogéniques
s’ha abordat també en aquest treball el disseny d’un protocol de DGP aplicat a la

prevencié de la TFNA. El desenvolupament d’aquest protocol i la seva validacio
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permet oferir una alternativa més a les parelles amb antecedents de TFNA greu i un
alt risc de recurréncia d’aquest quadre clinic, tot i que només en els casos en que el
pare sigui heterozigot HPA-1alb. En aquest context, s’ha posat a punt un protocol
pel genotipatge HPA-1 a partir d’'un Unic blastomer biopsiat d’embrions obtinguts
per fecundacidé in vitro amb la finalitat de detectar i transferir només aquells que
siguin HPA-1a negatiu, evitant aixi la incompatibilitat fetomaterna per I'antigen
HPA-1a.
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III.INTRODUCCIO

III.1. ANTIGENS PLAQUETARS

Les plaquetes son petits fragments citoplasmatics, irregulars i sense nucli que
deriven de la fragmentacié de les seves cél-lules precursores, els megacariocits. El
recompte normal en sang és de 150-350 x 10° plaquetes/L i juguen un paper molt

important en I'hemostasia.

En la membrana plaquetar es localitzen diferents tipus d’al-loantigens: “els antigens
especifics” (HPA, Human Platelet Antigens) i els denominats “antigens comuns”. La
diferéncia recau en que els “antigens especifics” o HPA van ser identificats per
primera vegada a la membrana plaquetar mitjangant al-loanticossos presents en el
serum d'individus sensibilitzats i, pel contrari, els anomenats “antigens comuns” es
van detectar en plaquetes després d’identificar-se primer en altres cél-lules i teixits

de l'organisme (sistemes ABO, H, Le, I, P i molécules HLA de classe I).

III.1.1. Sistemes HPA (Human Platelet Antigens)

Els al-loantigens plaquetars especifics estan agrupats en diferents sistemes HPA,
acronim de l'anglés Human Platelet Antigens (antigens plaquetars humans), que es
localitzen en les glicoproteines dels complexos GPIIb/IIla, GPIb/IX/V i GPla/lla de

la membrana plaquetar.

A dia d’avui, s’han descrit un total de 33 al-loantigens plaquetars, que inclouen 6
sistemes HPA bial-lelics (HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5 y HPA-15) i una
llarga relacié de fins a 21 antigens més, de baixa incidéncia (Taula 1). Els antigens
de baixa frequéncia s’han definit per la detecci6 de |‘anticds del corresponent
antigen tetic pero no per l'antitétic. La rad per la qual no s’ha descrit la preséencia
d’al-loanticossos per aquests antigens antitétics és que es presenten amb tal baixa
freqiéncia que els individus homozigots i, per tant, susceptibles a sensibilitzar-se,

son molt rars o inexistents.

La taula actualitzada dels sistemes HPA es pot consultar en la pagina web del

European BioInformatics Institute (EBI): http://www.ebi.ac.uk/ipd/hpa/index.html.
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Glyco- Nucleotide Mature Reference
protein Change Protein
176T>C L33P

GPllla 1GR3 3690 NM_000212 ITB3_Human  rs5918 Newman etal, J Clin Invest 83:1778-81 (1989)
HPA-2 GPlba  GP1BA 2811 NM_000173 GPBA_Human rs6065 4820T T161M T145M  Kuijpers et al, ) Clin Invest 89:381-4 (1992)
HPA-3 GPIb  TGA2B 17 3674 NM_000419 ITAB_Human  rs5911 2621T>G 18745 18435 Lyman et al, Blood 1990, 75:2343-8 (1990)
HPA-4 GPllla ITGB3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human rs5917 506G>A R169Q R143Q ~ Wang et al, Proceedings of the Japan Academy 67:102-6 (1991)
Wang et al, J Clin Invest 90:2038-43 (1992)
HPA'S GPla  jTGA2 5 3673 NM_002203 [TGAZ Human 1510471371 1600G>A ES34K ES05K  santoso et al, J Clin Invest 92:2427-32 (1993)

Kalb et al, Thromb Haemost 71:651-4 (1994)
Simsek et al, BrJ Haematol 86:671-4 (1994)

HPA6w  GPlla |13 17 3690 NM_000212 ITB3_Human  rs13306487 1544G>A R515Q  R489Q  Wangetal, Blood 82:3386-91 (1993)

HPA-7w  GPllla  |TGB3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 1297C-G P433A P407A  Kuijpers et al, Blood 81:70-6 (1993)

HPA-8w  GPlla TG 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 1984C>T Ré62C R636C  santoso et al, J Biol Chem 269:8439-44 (1994)
HPA-9w  GPlb  |TGA2B 17 3674 NM_000419 ITAB_Human 2602G>A V86EM  VB37M  Noris et al, Blood 86:1019-26 (1995)

HPA-1I0w  GPllla  |TGB3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 263G>A R88Q R62Q  peyruchaud et al, Blood 89:2422-28 (1997)
HPA-1tw  GPlla  |TGB3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 1976G>A R659H R633H  Simsek et al, BrJ Haematol 97:330-335 (1997)
HPA-12w  GPIbb  Gpigg 22 2812 NM_000407 GPBB_Human 119G-A GA40E G15E Sachs et al, Blood 95:1849-55 (2000)

HPA-13w  GPla  |TGA2 5 3673 NM_002203 [TGA2_Human 2483CT T828M T799M  Santoso et al, Blood 94:4103-11 (1999)
HPA-14w  GPlla |13 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 1909_1911delAAG  K637del  Ké11del  santoso et al, Blood 99:1205-14 (2002)
HPA-15  CD109 D109 6 135228 NM_133493 Q8TDJ3 rs10455097 2108C-A S703Y S682Y  schuh etal, Blood 99:1692-98 (2002)

HPA-t6w  GPlla 1GR3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 4976T T166! T140l  Jallu et al, Blood 99:4449-56 (2002)

HPA-17w  GPllla  |TGB3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 662C>T T21M - T19M  stafford et al, Transfusion 48:1432-38 (2008)
HPA-18w  GPta  |TGA2 5 3673 NM_002203 [TGA2 Human 2356>T Q745H  Q716H  Bertrand et al, Transfusion 49:2076-83 (2009)
HPA-19w  GPllla  |TGB3 17 3690 NM_000212 ITB3_ Human 55120032848  487A-C K163Q  K137Q  peterson et al, Transfusion (2009)

HPA-20w  GPlb  |TGA2B 17 3674 NM_000419 ITAB_Human 55120032852  1949C>T T6S0M  T619M  peterson et al, Transfusion (2009)

HPA2tw  GPlla  |TGB3 17 3690 NM_000212 ITB3 Human  $5120032849 ~ 1960G-A E654K E628K  peterson et al, Transfusion (2009)

HPA-22bw GPIb  |TGA2B 17 3674 NM_000419 ITAB_Human  rs142811900  584A-C K195T K164T  peterson et al, Transfusion (2012)

HPA23bw GPlla 1GR3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human  rs139166528  1942C-T R648W  R622W  peterson et al, Transfusion (2012)

HPA-24bw  GPIIb  TGA2B 17 3674 NM_000419 ITAB_Human 1508G>A S503N S472N Jjalluetal, Transfusion (2011)

HPA-25bw  GPla  TGA2 5 3673 NM_002203 TGA2_Human 3347GT T1116M  T1087M  Kroll et al, Transfusion (2011)

HPA-26bw GPlla 1GR3 17 3690 NM_000212 ITB3_Human 1818G>T K606N K580N  sachs et al, Thromb Haemost (2012)
HPA-27bw  GPIb  |TGA2B 17 3674 NM_000419 ITAB_Human ~ rs149468422  2614C>A L872M L841M  Jallu et al, published online (2012)

Taula 1. Informacié genética de tots els antigens HPA descrits. HGNC. Nom del gen assignat per
I’Organitzacié del Genoma Huma (HUGO). Comité de la nomenclatura génica.

II1.1.1.1. Classificacid 1 nomenclatura

Historicament, els antigens plaquetars es van designar amb el nom dels pacients
dels quals es va obtenir I'antiserum que els definien. Aixd va resultar posteriorment
problematic perque diferents autors van definir un mateix antigen amb |'obtencié
d’antiserums de diferents pacients, de manera que la literatura va esdevenir cada
vegada més confusa per a la comunitat cientifica inexperta en el camp de la

immunohematologia.

Amb la finalitat de resoldre aquest problema, Von dem Borne i Décary van proposar
una manera més simple per nombrar aquests antigens plaquetars que consistia en
classificar-los numeéricament i d’acord amb la data del seu descobriment [Von dem
Borne and Decary, 1990]. La majoria dels sistemes HPA son bial-lélics, en qué les
dues variants al-léliques definides estan determinades per polimorfismes. La
anotacié “a” designa els al-lels d’alta freqiéncia, mentre la lletra “b” designa al-lels

de baixa frequéncia.

Per altra banda, quan s’assigna una “w” (workshop) a un antigen significa que es

desconeix I'al-loanticos reactiu contra I'antigen antitétic [Metcalfe, et al., 2003].

I11.1.1.2. Base molecular i localitzacié glicoproteica

Els antigens especifics de plaquetes estan presents en els 3 complexos glicoproteics
principals: IIb/IIIa, Ib/IX/V i Ia/Ila. La majoria d’aquests antigens es localitzen en
les glicoproteines de membrana que formen el complex glicoproteic GPIIb/IIIa

(Figura 1Figura 3). Les glicoproteines que integren aquest complex sén molécules
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d’adhesid cel-lular pertanyents a la superfamilia de les integrines, que son receptors
de membrana que es presenten com a heterodimers de subunitats alfa i beta. La
integrina B3 (GPIIla, CD61) juntament amb la integrina ap (GPIIb, CD41)
constitueix el complex heterodiméric glucoproteic GPIIb/IIIa, del qual existeixen de
50000 a 80000 copies per plaqueta i, el qual, requereix Ca’* per a la seva funcid.
Els dos gens que codifiquen les dues cadenes glicoproteiques es localitzen en el

cromosoma 17.

Principalment la integrina plaquetaria alIbB3 actua com a receptor del fibrinogen,
una molécula dimeérica capa¢ d’unir-se a dos d’aquests receptors situats en la
mateixa plaqueta o en plaquetes diferents per fer de pont i mediar |'agregacid
plaquetar. Té d’altres lligands corresponents a proteines adhesives com la
fibronectina, vitronectina i factor von Willebrand, pero la unié del fibrinogen al

complex inicia el trafic de senyals per a l'activacié i agregacio plaquetar.

Els sistemes HPA-1, -4, -6, -7, -8, -10, -11, -14, -16, -17, -19 i -21 estan
localitzats en la glicoproteina GPIIla, mentre que els sistemes HPA-3, -9 i -20 se
situen en la GPIIb. Existeixen altres antigens HPA de baixa freqiiéncia localitzats en
aquest complex, com el HPA-22bw, HPA-23bw, HPA-24bw, HPA-26bw i HPA-27bw.

La majoria dels al-loantigens estan determinats per polimorfismes, a excepcié de
I'antigen Oe? que és el resultat d’'una delecid de tres nucledtids en la regid codificant
de l'al-lel HPA-1b.

Figura 1. Estructura del complex GPIIb/IIla on s’indiquen els antigens de baixa freqtiencia.
[Peterson, et al., 2011].
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Les glicoproteines que constitueixen el complex GPIb/IX/V no son integrines,
sind que formen part de la familia de proteines riques en leucina i actuen com a
principal receptor pel factor von Willebrand (vWf) (Figura 2). En cada plaqueta
existeixen 25000 copies d'aquest complex i 12000 de la GPV. En el cromosoma 17
es localitza el gen corresponent a la GPIba. En el cromosoma 22 es localitza el gen
que codifica per la GPIbB i en el cromosoma 3 els corresponents a la GPIX i V. Els

sistemes HPA-2 i HPA-12 es localitzen en la GPIba i GPIbB respectivament.

won Willebrand factor and thrombin
§ . Einding st
GFiba HPA-2 GFiba = Molocular waight delymorphism (/NIR]
a ThiMas

. / Coiagen binding an
GPIb{ IX/V o R Sty
GPla/lla 4 —
CD42 GPY . Y — GlufLys®*
- - R— — ! n ‘és
PIX ré

a Py
CD49b | CD29

Sit

. ThriMoti

N

A
___—.______1—-/
COOH CQOH

Figura 2. Representacid esquematica del complex GPIb/IX/V. (A) i del complex GPIa/Ila (B). Els antigens
plaquetars especifics (HPA) estan senyalats amb una fletxa.

Les glicoproteines que formen part del complex GPIa/Ila pertanyen, al igual que
les del complex GPIIb/IIIa, a la superfamilia de les integrines i actuen com a
receptor del col-lagen (Figura 2). Existeixen de 800 a 2800 copies d’aquest complex
a la membrana plaquetar. S’han descrit dues substitucions nucleotidiques en el gen
que codifica la GPla que s’associen a una variabilitat en I’'expressido d’aquest
complex en la membrana plaquetar. Els sistemes que es localitzen en la proteina
GPla sén I'HPA-5, -13, -18 i -25.

Un altre glicoproteina que actua com a receptor del col-lagen és la CD109, en la
qual es localitza el sistema HPA-15. D’aquesta proteina s’expressen entre 1000-

2000 copies per plaqueta.

IIT.1.1.3. Sistema HPA-1

L'antigen HPA-1la, implicat en la majoria dels casos de TFNA, s’expressa en la
glucoproteina GPIIIa (110 kDa) . La diferéncia genética entre I'al-lel HPA-1a y HPA-
1b és un unic canvi nucleotidic T>C en la posiciéo 196 del gen ITGB3 que codifica la
glicoproteina i que comporta un canvi aminoacidic en la seva seqliéncia proteica
d’una leucina per una prolina (Leu33Pro) (Figura 3) [Van den Veyver, et al., 1994;
Bennett, et al., 1994].

El gen que codifica la GPIIla o CD61, anomenat ITGB3, es localitza en el brag llarg

del cromosoma 17, concretament en la regié 17q21.32. Aquest gen s’estén al llarg
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de 46 kilobases i comprén 15 exons, dels quals el dimorfisme HPA-1a/1b es

localitza en I’exd 3 [Rosa, et al., 1988; Newman, et al., 1989]

GPllla GPllba
GPIIb / llla Fibrinogen
Aip BS binding site
CD61/ CD41 RGD
HPA - 4 binding site
Arg/GIn'®
HPA-7 __— %
Prol/Ala%?
HPA -6
Arg/Gln*#
HPA -9
Val/Met®

Oe*
Lysﬂ 1
deletion
HPA -3
lle/Ser®®?

COOH COOH

Figura 3. Complex glicoproteic plaquetar GPIIb/IIIa. Els sistemes plaquetars especifics estan senyalats
amb una fletxa indicant les substitucions aminoacidiques que determinen els diferents antigens. El
sistema HPA-1 esta senyalat amb un cercle taronja. (Lucas G.F., Metcalfe P., 2000).

I11.1.1.4. Freqiiencies dels antigens plaquetars especifics entre els diferents

grups etnics

La freqUéncia dels antigens plaquetars varia en les diferents poblacions i races. En
la poblacié afroamericana i en els orientals, el fenotip HPA-1b1lb no és gens comu i,
per tant, s‘'observen rarament TFNAs causades per la incompatibilitat fetomaterna
per I'antigen HPA-1a. En la poblacidé caucasica océrrer lo contrari, de manera que la
causa principal de TFNA és justament la incompatibilitat entre la mare i el fetus de
I'al-loantigen HPA-1a (aproximadament el 2% de la poblacié és HPA-1a negatiu;

dada referenciada a la Taula 2).

Per altra banda, en la poblaci6 asiatica, la majoria dels casos de TFNA estan
originats per l'accié6 dels anticossos d’especificitat anti-HPA-4b, anti-HPA-6b i,
recentment s’ha afegit com a possible causa la identificacié d’anticossos anti- HPA-
21bw [Koh, et al., 2012; Peterson, et al., 2013]. Per tant, és important tenir en
compte que la distribucié dels sistemes HPA varia segons la poblacié a la que ens
referim i que existeix una correlacié evident en la prevalenca de la TFNA i en les
especificitats antigeniques involucrades, de manera que en els asiatics el sistema
HPA-4 té més importancia clinica que el sistema HPA-1 [Nomura, et al.,2010 ]. No
és d’estranyar, aixi doncs, la activa cerca i la identificaci6 constant de nous
al-loantigens plaquetars, com per exemple I'HPA-22bw, -23bw, -24bw, -26bw i -

27bw localitzats en el complex glicoproteic GPIIb/IIIa.
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El fet de coneixer les freqliéncies al-leliques dels sistemes HPA d’una poblacid

donada és molt important per:

% El diagnostic de les TFNAs.

< Dissenyar programes de cribatge per identificar les gestants potencialment
de risc.

% Dissenyar protocols per al maneig i monitoritzacié de les gestacions de risc.

% Oferir consell genétic.

< Cercar hemocomponents compatibles per individus amb anticossos anti-HPA.

Les frequeéncies fenotipiques dels diferents grups étnics es poden consultar en el

seglient link: http://www.ebi.ac.uk/ipd/hpa/freqs_1.html.

Phemotypxe Gilyooproeem ks tonamans s Jensticle

Amntigens Orthe r names Irequency™ aod chamge subalinntion
HPA-1a (F1*Y P, Zw T2% asa GPIIa/Leu +5 Prog T Crpa
HPA 1b (PP 26% ash

2% b/b
HPA-2a (Ko™ Ear, Sib BE5% aa GIIbThr 3 Met, g C = Ty
HPA-3b (Ko™ 14% a/b

1% bid
HPA-3a (Bak™) Bak, Lk ITH a‘a GPIb/NeSeng,, T = Gan
HPA-3b (Bak™) 48% a'h

15% b/
HPA=4a (Pen™) Pemn, Yuk >99.9% aa GPla ArgCin,,, G — Aoy
HPA-4h [l'ﬂ'.h__l 1% a'b

1.1% hh|

HPA-5a (B Br, He, Zav B asa GPlaAGhe: Lysyg, G — Ay
HPA-5h (B™ 19% ab

1%hsh
HPA-&bw Ca®, Tu 1% bsh GPIlar Arg « CAndEY A Gy,
HPA-Thw Mao® «1% hsb GPHla Pro + Alag, C = Gue
HPA-Bbw S <ll1% h'b GPHlaf Arg-Cysa T = Croen
HPA-Stw Max® «1% bsb GP b Val Mety A =Gy
HPA- 100w La" 1% bsb GPHla/ Arg Ging A =Gy
HPA-1 1w Gm* <il.5% h'b GPLla’ Arg His, A =G
HPA-12bw Iy 1% bsb GPIhAGHy: G, A =Gy,
HPA-13bw Sa* 1% bsb GPlasMet: Thr,. T — s
HPA-14bw O 1% bsb GPIla Dl Lys,, , A =G
HPA-15a (CGov®) Giow 35% ada COL TS ey A—=C
HPA-15b (Gov™) 42% asb

23% bsb
HPA-16bw D™ 1% GPIla/ Thr e, C =Ty
HPA-? va" <1% GPHla/ND NI
A Mak® S9EY (White) CD36 (GPIV)

97% (Hisck) T = Gypy

O6% [Asian) C =Ty

Taula 2. Antigens plaquetars humans indicant la seva localitzacié glicoproteica i el polimorfisme que els
caracteritza . “FreqUiéncies fenotipiques dels antigens plaquetars referides Unicament a la poblacié de
raga blanca [Mcquilten, et al., 2011].

ITI.1.1.5. Importancia clinica

Els anticossos especifics de plaquetes son els responsables de la trombocitopénia
fetal i neonatal al-loimmune (TFNA), la purpura trombocitopénica postransfusional
(PTP), les reaccions febrils no hemolitiques postransfusionals, la trombocitopénia
al-loimmune passiva i la trombocitopénia associada als transplantaments, que

poden contribuir a la refractarietat a les plaquetes, conjuntament amb els
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anticossos anti-HLA. Les principals vies d'immunitzacié sén la transfusié de sang o

derivats, I'embaras i el transplantament al-logénic de medul-la Ossia.

Tot i que els 33 antigens plaguetars sén potencialment capagos d’induir una
trombocitopénia fetal al-loimmune, els anticossos d’especificitat anti-HPA-1a son en
la poblacié caucasica els responsables d’'un 85% dels casos de TFNA greu seguit
dels anti-HPA-5b (9% dels casos) amb una freqiéncia menor o anti-HPA-15b [van
den Akker and Oepkes, 2008; Kaplan, 2006; Peterson, et al., 2013]. Altres
anticossos menys freqients associats a la TFNA son els d’especificitat anti-HPA-3a
(poc frequient perd d'alt risc) i anti-HPA-1b. En la taula Taula 3 es mostren els

antigens HPA que poden causar potencialment TFNA.

Sistema |Antigens |Glicoproteina|Freqiiencia dels antigens
HpA-1 AlA | oy g 273
HPA-1b 28.8
HPA-2 HPA-2a GPIba >99.9
HPA-2b 13.2
hpag |LHPA3a | 80.95
HPA-3b 69.8
HPA-4 AR | oy 299
HPA-4b <0.1
Hpag | HPA-Sa Pla 99.0
HPA-5b 19.7
HPA-15 FPA-13)  opyog A
HPA-15b 81

Taula 3. Sistemes HPA més rellevants que causen la TFNA i les freqléencies antigéniques corresponents.
[Protocol d’actuacid en gestants amb antecedents de trombocitopénia fetal/neonatal al-loimmune
(TFNA), 2011 (Annex)].

Aproximadament un 2% de la nostra poblacié és HPA-l1a negatiu, és a dir,
homozigota per I'al-lel HPA-1b i, per tant, pot potencialment sensibilitzar-se enfront
a plaquetes HPA-1a positiu desencadenant una resposta immune humoral; mentre
que el 98% de la poblacié és HPA-1a positiu (HPA-1ala o HPA-1ab).

II1.1.2. Tipificacio HPA

La tipificacié serologica dels antigens plaquetars especifics, a diferéncia d’altres
sistemes de grup sanguini com els eritrocitaris, presenta encara certes limitacions.
Actualment encara no s’han desenvolupat reactius comercials fiables i/o disponibles
per a la fenotipificacid serologica d’aquests antigens, sind que existeixen Unicament
alguns anticossos monoclonals (AcMo) com |'anti-HPA-1a, -3a i -5b i alguns d’altres

policlonals (AcPo), tot i que aquests Ultims presenten freqientment anticossos anti-
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HLA de classe I que els fan contraindicats en el seu Us perqué afecten a

I’'especificitat de la reaccio i dificulten la interpretacid dels resultats.

Fins al 1990, la tipificacio dels antigens plaquetars s’havia realitzat sempre amb
técniques serologiques perd el coneixement de les bases moleculars d’aquests
antigens (veure apartat I11.1.1.2), la majoria caracteritzats per SNPs, van permetre
la introducci6 de meétodes de tipificaci6 molecular rapids i fiables que han

esdevingut el gold standard en la tipificacié HPA.

S’han descrit diverses técniques pel genotipatge HPA d’un individu, totes elles
basades en les diferents variants de la PCR, entre les quals destaca la PCR-SSP
(PCR-sequence specific primers) que és sens dubte la técnica que s’ha implementat

preferentment en la majoria dels laboratoris per la seva simplicitat.

III.1.2.1. PCR-SSP

La PCR amb primers especifics de sequéncia (PCR-SSP) permet distingir
directament diferents variants al-l&éliques d'un mateix sistema HPA mitjangant I'Us
d’'una bateria de primers que contenen l'especificitat en I'extrem 3’. D’aquesta
manera, es determina el genotip HPA d’un individu per I'obtencié o no del producte
amplificat amb la combinacié d’uns determinats primers i sota condicions
astringents de PCR. En totes les reaccions s’ha de coamplificar una banda control
per assegurar que les condicions de reaccié s’han donat correctament (veure
apartat VI.1.1.3)(Figura 4).

HPA-1 HPA-2 HPA-3 HPA-4 HPA5 HPA-15
a b a b a b a b a b a b

Donor 1

specific
bands

Donor 2

Donor 3

Figura 4. Genotipatge simultani dels sistemes HPA-1, -2, -3, -4, -5 i -15 per PCR-SSP. La banda superior
present en tots els carrils correspon a la banda control del producte amplificat de la hormona del
creixement humana (429 pb). Les bandes inferiors corresponen als productes especifics de PCR. El
genotipatge dels 3 individus son: HPA-1blb; 2a2b; 3b3b, 4a4a; 5a5a; 15al5a (Donor 1); HPA-1bilb;
2a2a; 3a3a, 4a4a; 5aba; 15al15b (Donor 2); HPA-1blb; 2a2a; 3a3a, 4a4a; 5a5b; 15al5a (Donor 3).
[Norton, et al., 2004].
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I11.1.2.2. Assaig (TagMan®) 5’-nucleasa

La genotipificacido a nivell d’'SNPs també es pot realitzar utilitzant una altra de les
variants de la técnica de PCR com és la PCR a temps real [Wilhelm and Pingoud,
2003]. Aquesta técnica ha suposat un gran avang especialment en el camp del
diagnostic genétic prenatal i preimplantacional [Traeger-Synodinos, 2006], ambits
en qué s’ha desenvolupat aquesta tesi i els quals es desenvolupen amb més detall

en el seglients capitols.

En la tipificaci6 molecular HPA utilitzant la tecnologia TagMan s’amplifica un
fragment d’ADN que inclou el polimorfisme HPA que es vol analitzar. A la mescla de
reaccié s’afegeixen dues sondes al-lel especifiques marcades amb dos fluorocroms
distints, sent cadascuna d’elles complementaria a la sequéncia de Ial-lel
corresponent. Les sondes TagMan® [Livak, 1999] sén oligonucledtids de 18-22 pb
complementaris a una de les dues cadenes d’ADN que estan marcats amb un
fluorocrom tant en l'extrem 5’ (reporter) com en |'extrem 3’(quencher), tot i que
existeixen quenchers no fluorescents com el grup MGB (Minor groove binder)
[Kutyavin, et al., 2000]. Les sondes intactes no alliberen fluorescéncia perquée el
fluorocrom del reporter de la sonda esta emmascarat per la proximitat del
quencher, el qual absorbeix la longitud d'ona que emet el reporter. En la fase
d’elongaciéo de la PCR, la sonda que hibrida amb la seva seqléncia nucleotidica
complementaria a I’ADN motlle s’hidrolitza mitjangant l'activitat 5'— 3’exonucleasa
de l'enzim ADN polimerasa. L'emissio de fluorescéncia és proporcional a la
degradacio de la sonda. Si el “match” no és completament homoleg, la sonda no
hibridara i no s’observara fluorescéncia (Figura 5). Durant la reaccio, I'amplificacié de
la seqliéncia d'interés i la seva deteccid es produeixen simultaniament en el mateix
microtub de PCR sense necessitat de fer un pas addicional post-PCR per visualitzar
el producte amplificat. A més a més, I'amplificacidé es pot monitoritzar en cada cicle
per mitja de la fluorescéncia emesa i que es registra a mesura que I'amplico es va
generant. Els nivells de fluorescéncia detectats puntualment en cada cicle sén

proporcionals a la quantitat d’ADN amplificat.
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Figura 5. Esquema de la deteccié de SNPs amb sondes TagMan® (hidrolisi). (1) La sonda hibrida amb la
seva seqliencia complementaria i durant la fase d’extensié I’ADN polimerasa la degrada. (2) L’'emissié de
fluorescéncia és deguda a que es trenca la proximitat entre el reporter i el quencher.[Traeger-
Synodinos, 2006].

III.1.2.3. Plataforma de genotipatge extensiu a gran escala

El desenvolupament de noves técniques d’analisi evolucionen cap a la reduccié de
la quantitat de mostra necessaria i la major rapidesa i automatitzacié de l'assaig.
Per altra banda, cada vegada és més freqlient la necessitat d’analitzar
simultaniament moltes mostres, aixi com també analitzar un nimero major de
seqliencies al mateix temps utilitzant les tecniques de multiplex. La ultima
generacio pel genotipatge de grups sanguinis es basa en I'amplificacido en multiplex
dels diferents loci d'interés i la subseglent hibridaci6 amb sondes especifiques
immobilitzades sobre un suport solid. S’han descrit diferents plataformes de
deteccidé com els portaobjectes, microplaques arrays, beads arrays i espectrometria
de masses. Tots aquests sistemes permeten la detecci6 simulania de molts
polimorfismes pero el seu cost encara segueix sent molt elevat. Una de les
plataformes més noves pel genotipatge HPA esta basada en la tecnologia XMAP® i

I’analisi dels beads es déna en el sistema Luminex®100/200™.

I11.1.3. Isoantigens plaquetars

Els isoantigens plaquetars sén determinants antigenics expressats en les plaquetes
d’aquells individus que no presenten cap anomalia en |'expressio de les
glicoproteines de la membrana plaquetar. Entre els diferents tipus d’isoantigens es

troben els que simulen al-loantigens, que soén epitops reconeguts pels anticossos
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que generen els individus que tenen un déficit d’alguna de les glicoproteines

plaquetars i son sensibilitzats per transfusié i/o embaras.

III.1.3.1. Alteracions en l'expressio de les glicoproteines de la membrana

plaquetar

La deficiencia congénita quantitativa (defectes en la funcid) o qualitativa (defectes
en l'expressid) de les glicoproteines de la membrana plaquetar poden afectar a la
funcio de les plaquetes facilitant quadres hemorragics o trombotics. Les patologies
clinicament més rellevants sén la trombasténia de Glanzmann i el sindrome de
Bernard-Soulier. La deficiencia en I'expressié del complex GPIIb/IIla s'associa a la
trombasténia de Glanzmann i I'abséncia o disfuncié del complex GPIb/IX/V s’associa
al sindrome de Bernard-Soulier. En aquests quadres clinics, |'expressié dels
al-loantigens plaquetars que es localitzen en aquestes GP resulta alterada i, per
tant, la tipificacié serologica HPA (fenotip) pot resultar discrepant amb la tipificacié
molecular (genotip). La transmissié genética de les dues patologies és autosdomica

recessiva i freqiientment es troba consanguinitat en els individus afectats.

En aquests pacients, les situacions de sagnat per traumes, cirurgia, o bé, en el
moment del part es consideren d’alt risc hemorragic i tenen més possibilitats de
requerir transfusions de plaquetes. Cal tenir en compte, perd, que és convenient de
fer transfusions de sang autologa préviament congelada, ja que si no és aixi corren

el risc d’isoimmunitzacié HLA i del complex glicoproteic que manquen.

I11.2. TROMBOCITOPENIA  FETAL I  NEONATAL
AL-LOIMMUNE (TFNA)

I1I.2.1. Caracteristiques del quadre clinic

La trombocitopénia o plaquetopénia es defineix com a la disminucio de la xifra de

plaquetes sanguinies per sota del seu limit inferior normal (150 x 10°plaquetes/L).

La trombocitopénia fetal/neonatal al-loimmune és la causa més comu de
trombopénia en el nounat i té una incidéncia®’ d’'un afecte de cada 1.000-2000

naixements [Peterson, et al., 2013]. El 1-4% de tots els nounats presenten una

1 La incidéncia d’una malaltia es refereix al nombre de nous casos que sorgeixen en una poblacio
determinada i en un periode de temps determinat. La prevalenga d’una malaltia, en canvi, es refereix al
numero total d’individus que pateixen una malaltia durant un periode de temps dividit per la poblacio
que pot arribar a patir la malaltia (proporciona una estimacié del risc de que un individu d’aquesta
poblacid pateixi la malaltia).
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xifra inferior a 150x10° plaquetes/L, perd normalment es clinicament simptomatica
quan el nivell de plaquetes decau en valors inferiors a 50 x 10° plaquetes/L [van
den Akker and Oepkes, 2008].

Tot i que el grau de trombopénia és variable es considera potencialment molt greu
quan la xifra de plaquetes és inferior a 20x10° plaquetes/L. La complicacié més
greu és la hemorragia intracranial (HIC) que es manifesta en un 20-30% dels casos
[Kaplan, 2008] conduint a la mort del fetus en el 10% dels casos o provocant
seqlieles neurologiques irreversibles en els nounats que sobrevisquin. Del 50-80%
de les hemorragies intracranials (HIC) es produeixen en la vida intrauterina entre
les setmanes 30-35 habitualment, perdo de vegades pot ser que apareguin ja en la
setmana 16 de la gestacio [Bussel, et al., 2008; Kaplan, 2008; Peterson, et al.,
2013]. Els resultats ecografics associats a la hemorragia intracranial (HIC) sén
ventriculomegalia cerebral, lesions destructives i quists intracranials o hidrocefalia.
La trombocitopénia fetal i neonatal al-loimmune és considera el procés equivalent
de plaquetes a la malaltia hemolitica del fetus i del nounat. La incompatibilitat
fetomaterna de I'antigen HPA-1a del sistema antigénic plaquetar HPA-1 és la causa

més comu de trombopeénia fetal al-loimmune en la poblacié caucasica.

Diversos treballs han evidenciat que els valors de plaquetes durant la gestacidé (en
gestants sanes) son inferiors als nivells normals d’un individu adult [Matthews, et
al., 1990; Ahmed, et al. 1993]. Per aquest motiu alguns autors han establert com a
limit inferior de la normalitat durant una gestacié uns nivells de 120x10°
plaguetes/L després d’observar que les xifres de plaquetes no varien en aquesta
situacié fisiologica. El fetus, no obstant, adquireix una xifra de plaquetes similar a la

dels adults cap a la setmana 18-20 de la gestacio.

I11.2.2. Fisiopatologia

Tot i que en la membrana plaquetar s’expressen molécules HLA de classe I i el grup
sanguini ABO, l'al-loimmunitzacié materna enfront antigens especifics plaquetars
(HPA, Human Platelet Antigens) presents en la membrana de les plaquetes del fetus
és la causa principal de la trombopénia fetal i neonatal al-loimmune. Els anticossos
materns generats, de classe IgG, son capacos de travessar la placenta i reconeixer
aquests antigens al-logenics per la mare i heretats del pare induint la destruccié de
les plaquetes fetals. Com ja s’ha esmentat anteriorment I'al-loimmunitzacié enfront
I'antigen HPA-1a és responsable de la majoria dels casos clinicament diagnosticats
com a TFNA.

Tot i que els anticossos anti-HLA és presenten en més d’un terg de les gestacions,

els fetus queden protegits i rarament els anticossos d’aquesta especificitat son els
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responsables d’'una TFNA. Seguint aquesta linia, estudis prospectius han demostrat
que els anticossos anti-HLA no causen trombocitopénia [Kaplan, 2006] per6 avui en
dia és encara objecte de controvérsia [Peterson, et al., 2013]. Tot i aixi, s’han
reportat pocs casos de TFNA en gestants multipares enfront I'antigen HLA-A2 i HLA-
B27 [Chow, et al., 1992; Thude, et al., 2006]. Per altra banda, estudis prospectius
han demostrat una correlacié entre el genotip del grup sanguini ABO de la mare i la
freqiéncia de nounats amb trombocitopénia greu. El risc d'un nounat de patir TNA
és menor si la mare HPA-1a al-loimmunitzada presenta un fenotip de grup sanguini
0. El 20% de les gestacions de les dones HPA-1a al-loimmunitzades amb fenotip O
van resultar en una trombocitopénia greu en el nounat, comparat amb el 47% de

les dones amb grup sanguini tipus A [Ahlen, et al., 2011].

Els al-loanticossos materns, de naturalesa IgG, poden travessar la placenta a partir
de la catorzena setmana de gestacio, tot i que els antigens fetals estan totalment
expressats en la membrana plaquetar a partir de la divuitena setmana de gestacio
[Kaplan C., 2006].

El grau de severitat de la trombopenia fetal pot esta relacionat amb diferents

factors:

% Densitat de I'antigen(s) diana en les plaquetes fetals/neonatals.

< L’habilitat de fixar el complement.

% L'activitat dels fagocits en el sistema reticuloendotelial fetal/neonatal.

< La concentracid i subclasse dels al-loanticossos IgG materns.

% L’habilitat de la medul-la 0ssia fetal/neonatal per compensar la destruccio

accelerada de les plaquetes sensibilitzades pels anticossos materns.

Els al-loanticossos IgG travessen la barrera placentaria pel mecanisme de
pinocitosis de les cél-lules del sincitiotrofoblast i opsonitzen les plaquetes del fetus
portadores de l'al-loantigen, facilitant aixi la seva destruccid per fagocitosi o lisi per

citotoxicitat cel-lular depenent d’anticossos pels macrofags esplénics del fetus.

Val a dir que Unicament el 10% de les gestants produeixen anticossos anti-HPA tot i
ser portadores d'un fetus HPA-la positiu [Kamphuis, et al., 2010].
L’al-loimmunitzacié enfront l'antigen HPA-1a esta estretament associada amb la
preséncia de I'al-lel HLA-DRB3"0101 (veure |'apartat I11.2.4).

II1.2.3. Immunitat cel-lular associada a la TFNA

Tot i que la transferéncia transplacéntaria d'anticossos IgG que reaccionen contra
antigens plaquetars es coneix com a la principal causa etiologica de la TFNA, encara

falta molta informacio relacionada amb l’activacio i les interaccions de les cel-lules
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immunes implicades que produeixen aquests anticossos. El coneixement d’aquest
procés portaria al desenvolupament d’estratégies que potencialment podrien
prevenir la produccié d’anticossos reactius enfront al-loantigens plaquetars inhibint
o modificant les cél-lules immunes que participen en la resposta immunologica.
Generalment els limfocits B verges madurs reconeixen especificament antigens
natius proteics a través dels seus receptors de membrana (Ig). La unid de I'antigen
amb el receptor indueix la transmissido d'una série de senyals bioquimiques que
activen el limfocit B. Gracies a aquesta unid, el receptor és capac d'interioritzar
I'antigen per endocitosis i transportar l'antigen al compartiment endosomic, de
manera que la proteina es processa en diferents fragments peptidics que s’uneixen
a les molécules HLA de classe 11 i es presenten en la superficie del limfocit B perquée
siguin reconeguts especificament pels limfocits T cooperadors o helper CD4™. Aixi,
els propis limfocits B actuen com a cél-lules presentadores d’antigens als limfocits T
cooperadors en la resposta immunitaria humoral als antigens proteics. Tenint aixo
en compte, la interaccidé directa entre cél-lules T i B és necessaria per a la seleccid i

diferenciacio d’un limfocit B en una ceél-lula plasmatica secretora d’anticossos.

Per tant, per a una resposta humoral eficag es requereix l'activacié de limfocits T i
B, de manera que probablement les interaccions cel-lulars que precedeixen a la
produccid d'anticossos en la TFNA son similars a les descrites. En aquests casos, les
dones homozigotes HPA-1blb poden generar una resposta immune humoral
enfront |'epitop que conté la leucina en el residu 33 (HPA-1a) i que el fetus ha

heretat del pare.

I11.2.4. Associacio de la TFNA i1’al-lel HLA-DRB3 0101 de classe II

Es ben sabut que les molécules HLA de classe II tenen un paper molt important en
la presentacié d’antigens i en el reconeixement antigénic especific per part dels
limfocits T. L'expressio de determinats al-lels de I'HLA de classe II en un individu
determina la seva capacitat per a respondre a antigens concrets. Els gens de I'HLA
s’expressen de manera codominant en tots els individus, és a dir, cada individu
expressa els al-lels de I'HLA heretats d’ambdds progenitors. El conjunt d’aquests
al-lels present en els dos cromosomes es denomina haplotip de I'HLA. D’aquesta
manera s'augmenta al maxim el nimero de mol-lecules HLA disponibles per unir-se
a peptids i presentar-los als limfocits T. Els gens estructurals de I'HLA de classe II
influeixen en la reactivitat immunitaria, ja que els diversos al-lels difereixen en la
capacitat d‘unié amb els diferents determinants antigenics i, per tant, afecta
directament a l'estimulacié dels limfocits T cooperadors especifics. La majoria de
dones HPA-1b1b al-loimmunitzades sén portadores de I'al-lel HLA-DRB3"0101, que

juntament amb I'al-lel HLA-DRA codifiquen la mol-léecula heterodimeérica HLA de
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classe II anomenada HLA-DR52a. Existeix una clara associacié entre la preséncia de
Ial-lel HLA-DRB3"0101 i la produccié d’anticossos d’especificitat anti-HPA-1a, la
qual cosa implica que la mol-lécula heterodimérica HLA-DR52a esta restringida a la
resposta de cél-lules T CD4 maternes per al desenvolupament de TFNA. S’ha
demostrat que l'afinitat de les mol-lécules HLA-DR52a pels antigens HPA-1 és alta si
contenen una leucina en la posicio 33 (peptid HPA-1a), mentre que quan en
aquesta mateixa posicido es presenta una prolina (péptid HPA-1b) la facilitat per
presentar aquest epitop a les cél-lules T-helper disminueix considerablement. En
aquest sentit, s’ha evidenciat que la unié del complex HLA-péptid és més estable
amb el residu Leu33. No obstant, no totes les dones HPA-1blb que generen
anticossos d’especificitat anti-HPA-1a sén portadores de I'al-lel HLA-DRB3"0101. En
aquests casos, la resposta immunitaria adaptativa esta conduida per altres
mol-lécules HLA i, possiblement, els epitops reconeguts pels limfocits T deriven
d’al-loantigens diferents pero lligats al peptid HPA-1a. Per tant, no s’exclouen altres
possibilitats d’altres mol-lécules HLA i d’altres epitops associats a la TFNA. De fet,
s’ha trobat que I'al-lel HLA-DQB1"0201 també té una forta associacié amb la TFNA.

En resum, la preséncia de l'al-lel HLA-DRB3°0101 en dones HPA-la negatiu es
considera un factor de risc per a la seva sensibilitzacié. De fet, el 80% de les
gestants que presenten anticossos anti-HPA-la so6n HLA-DRB3*0101 positiu
[Skogen, et al., 2010; Peterson, et al., 2013], mentre que el risc de les dones que
no tenen aquest al-lel és inferior al 2%. No obstant aixd, només entre el 30-35% de

les dones HPA-1a negatiu que sén HLA-DRB3*0101 positiu es sensibilitzen.

Tot i que el valor predictiu negatiu en I'abséncia de I'al-lel HLA-DRB3"0101 per
I'al-loimmunitzacié HPA-1a en dones HPA-1a negatiu es major de 99%, el valor
predictiu positiu en la seva preséncia per a l'al-loimmunitzacio s’ha estimat en un
30%-35%, i no totes les dones al-loimmunitzades donen a llum a nens amb

trombocitopénia [Bussel and Primiani, 2008].

II1.2.5. Diagnostic de la TFNA

En I'abséncia d’'un programa d’screening per identificar les gestants potencialment
en risc de desenvolupar una TFNA, la incompatibilitat HPA materno-fetal es detecta
generalment després del naixement d’un nen afecte. Les mesures preventives es
poden prendre en les subseglients gestacions. A diferencia de la malaltia hemolitica
del fetus/nounat, en els casos de TFNA no hi ha de rutina un control antenatal per a
detectar anticossos antiplaquetars materns ni per tipificar els sistemes antigénics
de plaquetes, de manera que sovint es diagnostiquen a les gestants de risc quan ja

han tingut complicacions en embarassos previs i/o un fill afecte anterior. Per al
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diagnostic d’'una TFNA cal excloure préviament altres causes etiologiques com son
les infeccions virals o bacterianes, coagulopaties de consum, trastorns de la
megacariocitopoesis, hemangioma i, particularment, l'autoimmunitat materna

(pUrpura trombocitopénia autoimmune o lupus).

Durant el periode de gestacid, el diagnostic de la TFNA té lloc normalment quan
apareix una hemorragia intracranial com a conseqliiéncia d’una trombocitopénia
fetal greu, o bé durant els primers dies postpart quan s’observen simptomes
evidents d’hemorragies en el nounat. Els casos més caracteristics tracten d’una
gestacié sense complicacions en una mare sana no trombocitopénica en que,
poques hores després del part, s'observa en el nounat simptomes de petéquies i/o
equimosis que pot anar acompanyada de hematuria, hemorragia digestiva i, inclus,

d’hemorragia intracranial en els casos més greus.

La incompatibilitat maternofetal s’ha de confirmar mitjancant un estudi serologic
per detectar i identificar la preséencia d’un al-loanticos plaquetar especific en el
serum matern. L'estudi també ha d’incloure el genotipatge plaquetar dels pares i

del fetus quan sigui possible [Arnold, et al., 2008].

Es important identificar les gestants en risc principalment per les gestacions
subseglients. El cut-off de consens per sota del qual es considera un fetus
trombopénic és de 50 x 10° plaquetes/L, tot i que les formes més greus és
consideren a partir d’una xifra de plaquetes inferior a les 20 x 10° plaquetes/L i amb

tendéncia a disminuir en les primeres 24-72 hores de vida.

Els casos clinicament diagnosticats es deuen generalment a les TFNAs causades per
anticossos d’especificitat anti-HPA-1a (85% dels casos) seguit dels d’especificitat
anti-HPA-5b (9% dels casos) i, més rarament, per anticossos anti-HPA-3a (<1%
dels casos). El risc d’hemorragia intracranial i altres complicacions caracteristiques
d’una TFNA greu s6n comuns en la incompatibilitat per I'antigen HPA-1a i, en canvi,
els casos produits per anticossos anti-HPA-5b acostumen a associar-se amb
trombopénies moderades i solen ser anticossos clinicament poc significatius. Els
casos de trombopénia causats per anticossos d’especificitat anti-HPA-3a sén molt
infreqlients per6 quan es presenten solen manifestar-se de forma greu i amb

caracteristiques cliniques similars als casos produits per anticossos anti-HPA-1a.

Com s’ha especificat anteriorment, les freqliéncies al-léliques tenen una distribucio
diferent segons la situacio geografica o la poblacié en la que ens trobem. Aixi, la
poblacidé japonesa és un clar exemple en que els anticossos comunament implicats
en les TFNAs son d’especificitat anti-HPA-4b.
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Tot i la investigacid continua de noves especificitats d’al-loanticossos plaquetars, el
diagnostic de la TFNA continua sent un repte. Avui en dia encara hi ha molts casos
de TFNA en qué no es detecten els al-loanticossos responsables, fins i tot en aquells

casos en que la incompatibilitat materno fetal per I'antigen HPA-1a és evident.

I11.2.5.1. Diagnostic Immunohematologic

Les proves per a la identificacié de TFNA es realitzen en els seglients casos:

% Per confirmar una TFNA en cas de sospita, com per exemple gracies a algun
signe ecografic que ho indiqui.

% Per a qualsevol fetus o nounat que manifesti una hemorragia intracranial
d’origen desconegut.

% Per a qualsevol nounat amb una trombocitopénia de causa no explicada,

amb o sense simptomes hemorragics evidents.
Per tal de confirmar la TFNA és necessari demostrar el seglient:

% Evidenciar la incompatibilitat antigénica maternofetal. En tots els casos
potencials de TFNA es tipifiquen de forma consensuada en el laboratori els
sistemes HPA-1, -2, -3, -4, 5i -15 d’ambdos progenitors i, sempre que sigui
possible, del nounat. Cal tenir en compte que la tipificacié del sistema HPA-4
va dirigida especialment als individus asiatics o originaris de I'’Ameérica
llatina. El sistema HPA-9, segons |'ordre d‘importancia clinica, és el seglient
sistema clinicament significatiu. En cas de que en una gestacié la paternitat
sigui incerta, cal determinar el genotip HPA del fetus mitjangant técniques

invasives (veure apartat II1.3.1)

% La deteccié i identificaci6 d’al-loanticossos materns. Per aquesta prova
s'utilitzen técniques d’immunofluorescéncia o de captura, com son I'ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) i la técnica MAIPA (monoclonal
antibody immobilization of platelet antigens), que permeten determinar si el
serum problema conté anticossos anti-HLA o d’altres especifics de plaquetes.

% La realitzacié de la prova creuada entre el serum de la mare davant de
plaguetes del pare és important per descartar o confirmar una especificitat
privada o antigens de baixa freqliencia (sobretot quan s’han descartat els
al-loanticossos més comuns).

% Descartar autoanticossos materns mitjangant el test d‘immunofluorescéncia
directe utilitzant un anticos anti-IgG.

% En els casos en que el diagnostic clinic és evident perd no s’ha pogut

identificar I'al-loanticos plaquetar corresponent, es procedeix a la
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investigacio d’especificitats de baixa freqiéncia i a I'ampliacio del

genotipatge per identificar possibles incompatibilitats rares.

I11.2.6. Tractament i profilaxis

Avui en dia no s'ha consensuat encara un protocol pel tractament de la TFNA. No
existeix cap tractament segur ni eficag, aixi com tampoc una estratégia profilactica
disponible per a la prevencié de la immunitzacid materna. En els casos de TFNA, el
tipus de tractament i el moment de la gestaci6 en que s’aplica depen de les

manifestacions hemorragiques i del grau de severitat de la trombocitopénia.

Existeixen dues aproximacions pel tractament de la TFNA, cadascuna d'elles

comporten avantatges i inconvenients:

% Tractament invasiu: prendre una mostra de sang fetal mitjancant la técnica
de cordocentesi (veure apartat III.3.1.3), per determinar la xifra de
plaquetes en el fetus, i la transfusié de plaquetes intradter. L'Us d’aquestes
maniobres poden portar a complicacions com és el risc de dessagnat i de
pérdua fetal. Les plaquetes transfoses tenen pocs dies de vida, aixi que es
requereixen transfusions setmanals de plaquetes [Bussel, et al.,1988].

< Tractament no invasiu: tractament matern amb IVIG i/o Corticosteroides. No
se sap ben bé el mecanisme d’accié de les IVIG perd s’ha proposat la
combinacié de dos factors:

e Les IVIG tenen la capacitat de bloquejar els receptors de la placenta
disminuint la transferencia d’anticossos materns anti-HPA.

e En la circulacié fetal, les IVIG poden bloquejar els receptors Fc
presents en els macrofags i evitar la destrucci6 de plaquetes
opsonitzades.

L'administracié de IVIG intravenoses es considera un tractament car, forca
segur i ben tolerat. Per a la seva producciéo a partir de plasma es van
necessitar més de mil donants de sang, la qual cosa suposa un risc
d’infeccions virals o d’altres tipus i, per tant, no es pot garantir el risc “0” tot
i haver seguit uns controls estrictes.

L'administraciéo de IVIG pot produir també efectes secundaris a la pacient
com mal de cap, calfreds, nausees i malestar general. Els efectes secundaris
dels Corticosteroides so6n: augment de la gana, irritabilitat, insomni,

molesties gastriques, feblesa muscular, diabtetes i HTA.

El tractament amb IVIG ha donat molts bons resultats, ja que s’ha disminuit
satisfactoriament la preséncia de HIC (Taula 4). No obstant, aproximadament el 20%

dels fetus no responen al tractament i continuen tenint una xifra de plaquetes
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inferior a 50 x 10° plaquetes/L. Es desconeix la causa d’aquest fenomen perd en

aquestes gestacions continua havent-t'hi el risc de HIC.

Per altra banda, el seguiment del titol d’anticossos anti-HPA en una gestacid en
curs aporta informacié en l'evolucié dels casos, perd0 no sempre existeix una
correlacié entre el titol de I'anticos en el sérum matern i el grau de severitat de
trombopénia fetal. La monitoritzacié del titol de [I'anticos matern per les
especificitats anti-HPA-1a i anti-HPA-5b poden ajudar per establir el tractament
durant la gestacid i a induir el part en el moment oportl. Es important també saber
I’'especificitat implicada en la incompatibilitat materno-fetal antigénica plaquetar, ja

que ajuda a avaluar el grau de risc en cada cas.

En els Ultims anys s’ha avangat molt en el seguiment i maneig de la TFNA. En
aquesta linia la tendéncia ha portat ha minimitzar o, inclis a eliminar I'aplicacié de
tecniques invasives i a implementar cada vegada més aproximacions no invasives.
A l'estat espanyol, la societat espanyola de ginecologia i obstetricia (SEGO) i la
societat espanyola de transfusié sanguinia i terapia cel-lular (SETS) van redactar un

protocol de consens (Annex).

Number of Plt count at hirth Neonatal Pl
feluses Dose (g/kg/week) ICH (n) (x10°/L) <350 x 10%L
Lynch et al. (1992) 4 1.0 0 184 (57=-322) 0
Birchall et al. (2003) 12 1.0 0 33 4 (33%)
Berkowitz er al. (2007) 37 2.0 I 169 (14=312) 3(14%)
Yinon et al. (2006) 24 1.0 0 118 <30: 2 (8%)
Van den Akker et al. (2007) 45 1.0 0 136 7 (16%)
Giers ef al. (2010) 30 1.0 0 3P (6-117) 26 (87%)
Bertrand et al. (2011) 27 1.0 0 89 (95% CI 55-123) 12 (44%)
Kright et al. (2011) 17 IS, 0 LS. n.s.

Taula 4. Resum de la literatura de I'administracié de IVIG materna per prevenir HIC en la TFNA. Els
estudis inclouen [l'administraci6 de IVIG sense Corticosteroides. ni transfusions de plaquetes
intrauterines en dones amb un fill afecte anterior sense HIC.

ICH, hemorragia intracranial; IVIG, immunoglobulina intravenosa; n.s., no s’indica; Plt, plaquetes
® valor obtingut per una mostra de sang fetal just abans del naixement, seguit d’una sola transfusié de
plaquetes. [Kamphuis and Oepkes, 2011].

II1.2.7. Diferencies entre 1la trombocitopénia fetal/neonatal

al-loimmune i la malaltia hemolitica del fetus/nounat.

En primer lloc i segurament una de les principals diferéncies és que la TFNA pot
manifestar-se com a greu ja en la primera gestacio, en més del 50% dels casos
[Akker and Oepkes, 2008]. La rad exacta d’aquest fet es desconeix pero hi ha dues
hipotesis al respecte: una d’elles es podria relacionar amb una major capacitat
d’una dosi llindar de plaquetes que travessen la placenta i, l'altre, podria referir-se
a l'existéncia d’una altra font d'immunitzacié de plaquetes encara no demostrada.
En segon lloc, actualment no hi ha un programa d’screening de rutina per a la

tipificaci6 de plaquetes de les gestants, al contrari de quan se sospita una
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incompatibilitat maternofetal pel factor Rh gracies a la tipificacid antigénica
eritrocitaria que es realitza des de la primera visita i que permet controlar
I'embaras des del comengament, inclis en les dones que mai han estat
embarassades anteriorment. L’Unic pais en que hi ha un programa d’screening de la
TFNA és a Noruega, fora d’aquest pais I’'Unica manera de sospitar una TFNA greu és
mitjancant la historia familiar amb antecedents de TFNA greu en un fill anterior. Les

principals diferéncies entre la TFNA i la MHFN s’indiquen a la Taula 5.
Per ultim, existeixen diferéncies quant a morbiditat:

% En la malaltia hemolitica del recent nascut I'anémia pot ser per si mateixa la
causa de molts problemes perd el segell distintiu que la caracteritza és
kernicterus?, mentre que en la TFNA és la hemorragia intracranial (HIC).

< En la incompatibilitat Rh, el fetge pot quedar afectat degut a la hematopoesis
extramedul-lar, mentre que en la TFNA no.

% El tractament d'un fetus amb TFNA implica també a la mare, mentre que en la
malaltia hemolitica del fetus i del nounat (MHFN), el fetus rep transfusions
d’eritrocits cada tres setmanes.

% El 15% de les dones blanques son Rh negatiu i moltes es sensibilitzen, mentre
pel que fa a la TFNA, només 1 de cada 40 dones so6n HPA-1a negatiu i una

tercera part es sensibilitzen.

R Al
Incidence 1/100 (25% severe) 1/1000
First child affected No Yes
Routine screening in place  Yes No
Testing readily available Yes (any blood bank) No (send out)
Prophylaxis available Yes (Rhogam) No
Severe clinical phenotype Hyvdrops. kernicterus  ICH
Management ol next In utero RBC Tx Maternal IVIG

pregnancy

Taula 5. Diferéncies entre la MHFN i la TFNA [Bussel, 2009].

2 E| kernicterus és una complicacié neuroldgica greu causada per un augment en els nivells de bilirrubina
en sang del nounat.
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II1.3. DIAGNOSTIC GENETIC PRENATAL

Fins a principis dels anys setanta, la medicina fetal no existia i les parelles amb un
alt risc de concebre un fill amb algun desordre hereditari només comptaven amb
tres opcions possibles: abstenir-se de tenir fills, acceptar la situacié, o bé
considerar altres possibilitats com la anticoncepcid, la interrupcié de I'embaras o
I'adopcio.

Durant les Ultimes décades s’ha avancat molt tant en el camp de la biologia de la
reproducci6 com també en altres tecnologies que han permeées obtenir més
informacidé i un millor coneixement del fetus. Avui en dia el diagnostic prenatal és
una part integral de la practica obstétrica moderna i el fetus ha esdevingut un

pacient que es pot diagnosticar, seguir i tractar.

Fins el moment, les técniques obstétriques empleades en el diagnostic genétic
prenatal incloien la biopsia de vellositats corioniques i I'amniocentesi com els
procediments més comunament utilitzats per a l'obtencié de teixits o cél-lules
fetals. No obstant, aquests metodes son cars, requereixen habilitat i experiéncia,
no es poden realitzar abans de la desena setmana de gestacid i s'associen a una
taxa d’avortament de al voltant de I'1%. A causa d’aquestes limitacions, durant els
ultims anys s’ha generat un gran interés en cercar altres fonts de material genétic
fetal que ofereixin nous metodes alternatius, no invasius, eficagos, innocus i fiables
per a l'estudi geneétic del fetus. La primera aproximacié que ha ocupat gran part
dels ultims 30 anys s’ha centrat en la cerca de cél-lules fetals en la circulacio
materna. Durant la Ultima decada, pero, s’ha obert un nou front en la investigacié
relacionada amb la preséncia d’acids nucleics lliures d‘origen fetal presents en
circulaci6 materna. En aquest sentit, el descobriment de la preséncia d’ADN fetal
lliure en la circulacié materna ha sigut revolucionari en aquest camp i ha obert una
porta al diagnostic prenatal no invasiu (DPNI) que obviaria no Unicament els riscs
intrinsecs dels procediments invasius (invasid del medi intrauteri), sind també
I'ansietat que es produeix en les gestants a I'hora de sotmetre’s en algun d‘aquests

procediments.

II1.3.1. Tecniques invasives

Les técniques invasives permeten accedir al fetus in utero per obtenir una mostra
de material genétic fetal en gestacions d’alt risc per dur a terme un diagnostic
prenatal citogenétic o molecular del fetus. La principal desavantatge d’aquests
procediments invasius es relaciona amb el risc de pérdua fetal que se xifra entre un
0.5-3% al qual se suma la possibilitat d‘intensificar el grau d’isoimmunitzacio

materna que suposa la maniobra invasiva i que pot ocasionar hemorragies
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transplacentaries. A més a més, des del punt de vista psicologic, aquests
procediments generen en les gestants un estat d’ansietat i estrés. Per tant,
aquestes probes Unicament es reserven per a una petita part de la poblacié i en
casos en que el fetus tingui un risc potencial de patir un defecte genétic. L'eleccio
del tipus de técnica dependra del moment de la gestacio, les condicions de cada

cas, les indicacions i I’experiéncia de |'operador.

II1.3.1.1. Amniocentesi

L'amniocentesi és el primer procediment invasiu que es va introduir en el diagnostic
genetic prenatal. Aquesta técnica consisteix en I'extraccié de 10-20 ml de liquid
amniotic mitjancant una puncié transabdominal guiada per ecografia (Figura 6). Es
una prova que es realitza entre la setmana 15 i 17 de la gestacio i no es recomana
fer-la abans d’aquest periode perqué comprometria el benestar del fetus. En els
casos en qué és necessaria una proba prenatal durant el primer trimestre,
I'obtencié d’'una mostra de vellositats coridoniques seria I'opcié més segura. De totes
les técniques invasives, I'amniocentesi és la técnica més estesa i la que té el risc
menor de perdues fetals (menys del 1%) [Tabor, et al., 2009], tot i que pot induir a

hemorragies feto-maternes.

El liquid amniotiz s recallit
sota control ecografic.

Traasductor d'ultrasons

Liguid amnidtic
Placenta

Fetus Pubis

] 3
Uter vagina

cervix

Columna verzebral -

Figura 6. Amniocentesis. Imatge extreta de la web: http://www.sogi.net.au.

II1.3.1.2. Biopsia de vellositats corioniques

La biopsia de corion va apareixer als anys vuitanta com a una alternativa a
I'amniocentesi per a cercar procediments alternatius que poguessin oferir un
diagnostic genétic fetal més rapid i precog. Aquest procediment es realitza entre les
setmanes 10-14 de la gestacio i, tot i que es dur a terme per mans expertes,
comporta un risc d’avortament més alt que el de I'amniocentesi, aproximadament

d’'un 2% [Tabor, et al., 2009]. La proba consisteix en una aspiracio transcervical o
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transabdominal, segons la posicidé de la placenta i la preferéncia de I'operador, de
vellositats corioniques d’origen fetal que deriven del trofoblast guiada per una
monotoritzacid ecografica. Normalment s’arrosseguen cél-lules de la decidua
maternal en el moment de recollir la mostra, de manera que han de ser retirades

abans de realitzar I'analisi (Figura 7).

Procediment transabdominal Procediment transcervical

Transductor d’ultrasons

Transductor d’ultrasons

Placenta

‘
'j\\:

Figura 7. Biopsia de vellositats corioniques. Imatge extreta de la web: http://www.adamimages.com.

I11.3.1.3. Cordocentesi o funiculocentesi

La cordocentesi és una técnica que permet I'accés directe a la circulacio fetal. Es un
procediment poc freqlient en el seu Us per la seva complexitat, pels riscos que
implica per la mare i pel fetus i perqué es requereix de personal altament qualificat.
Consisteix en la obtencid directe d’'una mostra de sang fetal, entre 1 i 3 ml,
mitjangant una puncié del cordé umbilical, que sota control ecografic travessa la
paret abdominal i I’Gter fins a arribar a penetrar a la vena umbilical. Aquesta proba
es realitza a partir de la setmana 20 de la gestacid per assegurar el gruix minim del
cordd umbilical i minimitzar les complicacions que puguin sorgir a I’'hora de fer la
puncid. Dins de les técniques invasives, la cordocentesi és la que s’associa amb
major risc de pérdua fetal, el qual oscil-la entre el 2-3% [Buscaglia, et al., 1996;
Antsaklis, et al., 1998], tot i que les xifres disminueixen al adquirir experiéncia en
la seva realitzacié. Esta indicada en els casos de l'analisi del cariotip fetal, per
detectar la incompatibilitat del factor Rh entre la mare i el fetus, per a diagnosticar
malalties de la coagulacid i per a descartar infeccions congeénites. Per altra banda,
la cordocentesi no només té fins diagnostics, sind també terapéutics. Serveix com a
tractament de I'anémia i la tromobocitopénia fetal mitjancant les tranfsusions de
sang o plaquetes intradter. La cordocentesi ha tingut un paper molt important en el
control i seguiment de la malaltia hemolitica del fetus. Obtenint una mostra de sang

s’avalua el grau de gravetat del procés hemolitic causat per la incompatibilitat Rh
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entre la mare i el fetus i la necessitat de procedir a una transfusié sanguinia
mitjangcant aquesta técnica

(

-
Ef— Transfusio de sang a través de la vena

RE del cordd umbilical a la placenta.

Transductor d’ultrasons

Flacenta A
- Cordd umbilical
Fetus Pubis
Uter ‘ vagina
cervix
Columna vertebral - —.

Figura 8).
Per ultim, una altra de les aplicacions terapéutiques de la cordocentesi és

|'administracié de medicaments al fetus.

-
5&— Transfusié de sang a traves de la vena

G del cordé umbilical a la placenta.

Transductor d’ultrasons

Placenta /.
- Cordd umbilical
Fetus Pubis
Uter P vagina
cervix
Columna vertebral - .

Figura 8. Cordocentesi. Imatge extreta de la web: http://www.sogi.net.au.
I11.3.2. Técniques no invasives

Tal i com s’ha descrit anteriorment, |I'Us de técniques invasives per |'estudi geneétic
del fetus implica grans desavantatges que s’han de tenir en compte, entre les quals
es troba no només el petit perd significatiu risc de pérdua fetal siné també el risc
addicional de reimmunitzacié materna enfront a certs antigens que la mare no
presenta perd que en el fetus si que s’expressen. Aquests inconvenients sén els que
condueixen a moltes gestants a refusar aquestes proves en casos en que, tot i aixo,

siguin altament recomanables realitzar-les.
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Precisament per aquest motiu, 'objectiu del diagnostic genétic prenatal no invasiu
és resoldre tots aquests problemes mitjancant I'estudi genétic del fetus a partir
d’una mostra de sang periférica materna, cosa que no comportaria cap risc ni pel
fetus ni per la mare. Actualment existeixen dos abordatges per al diagnostic genétic

prenatal no invasiu (DGPNI):

% L'estudi de cél-lules fetals circulants en el torrent sanguini matern.
% L'estudi d’acids nucleics fetals Iliures (ADN i ARN) circulants en el torrent

sanguini matern.
I11.3.2.1. Cel-lules fetals circulant en sang materna

I11.3.2.1.1. Descobriment

En el 1893, el patdleg alemany Georg Schmorl va descriure per primera vegada
|'aparicié de cél-lules fetals (trofoblasts) en circulacié materna, concretament en els
capil-lars pulmonars d’una gestant que va morir d’eclampsia® [Lapaire, et al.,
2007]. Anys més tard, en el 1969, Walknowska va identificar cromosomes Y en
limfocits aillats de sang de gestants portadores de fetus masculins [Walknowska, et
al., 1969;] i, aixd mateix, va ser repetit per Herzenberg, en el 1979 [Herzenberg,
et al.,, 1979]., que va ser el primer en enriquir cél-lules fetals mitjancant la
citometria de flux reconeixent-ne els leucocits d’origen fetal per I'expressié de HLA-

A2 en la seva superficie.

El desenvolupament de la citometria de flux i de técniques moleculars sensibles
com la PCR o la FISH van provar de manera convincent la transferencia cel-lular
feto-materna. Amb aquestes técniques es van poder aillar i identificar les cél-lules
d’origen fetal en base a les seves caracteristiques propies i distintives de cada tipus
cel-lular. En el 1990, Bianchi i col-laboradors van ser el primer grup en aillar
especificament eritroblasts fetals de la circulaci6 materna. Aquest grup va
identificar una seqliéncia del cromosoma Y mitjancant la técnica de PCR, detectant
aixi la preséncia del cromosoma Y en el 75% de les gestacions corresponents a
fetus masculins amb l'objectiu d’aplicar el diagnostic genéetic prenatal [Bianchi, et
al., 1990].

Tot i que I'existencia de cel-lules fetals en la circulacié materna durant I'embaras va
suposar, en un inici, una font molt prometedora d’ADN fetal per desenvolupar
tecniques no invasives de diagnostic prenatal, hi ha una série d'inconvenients que

no van fer possible la seva aplicacio:

L'eclampsia es defineix com l'aparicio de crisis convulsives o coma durant I'embaras o puerperi sense
tenir cap relacié amb una afectaci6 cerebral preexistent.
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% L'existéncia d'una escassa concentracio de cél-lules fetals en circulacio
materna, de l'ordre d’una cél-lula per mil-lilitre de sang materna [Bianchi, et
al., 1997; Wright and Burton, et al., 2009].

% Dificultats metodologiques per aillar, identificar i analitzar aquestes cél-lules
d’origen fetal.

% S’han descrit dificultats en I'analisi cromosomal del fetus associades amb la
compactacio de la cromatina dels eritroblasts abans de que s’expulsi el nucli
de la cél-lula interferint en la fiabilitat de la técnica FISH [Babochkina, et al.,
2005].

% Persisténcia d’algunes d’aquestes cél-lules fetals en la circulacié sanguinia
materna durant décades que podrien resultar en falsos positius en

gestacions subsegiients.

La gran avantatge de I'analisi de cél-lules fetals intactes respecte I’ADN fetal lliure
en sang materna és que permeten l'accés al genoma complet del fetus i, per tant,
es podrien detectar anomalies cromosomiques i determinar el sexe fetal
simplement amb I'analisi del cariotip fetal. Per aquest motiu, els estudis actuals
van dirigits en la linia d'optimitzar els metodes de recuperacidé i analisi dels
eritroblasts fetals, per aconseguir de forma efectiva utilitzar aquesta font de

material genétic fetal per la practica clinica.

Fins al moment, s’ha descrit la preséncia de varies poblacions de cél-lules fetals
nucleades en sang periférica materna, entre les quals s’inclouen els eritroblasts
[Bianchi, et al., 1990], limfocits [Herzenberg, et al., 1979], els trofoblasts [Beroud,

et al., 2003] i els progenitors hematopoétics.

II1.3.2.1.2. Tipus de cel-lules fetals en la circulacié materna

Un cop es va arribar al consens generalitzat de la preséncia en sang materna de
diferents tipus cel-lulars d’origen fetal, els investigadors es van centrar en
identificar la cél-lula fetal idonia per a la realitzacid del diagnostic prenatal no

invasiu.

I11.3.2.1.2.1. Leucocits

Els leucocits fetals van marcar el comengament d‘una nova era de les cél-lules
fetals en circulaci6 materna en un estudi que demostrava la preséncia del
cromosoma Y en limfocits en metafase estimulats per mitdogens obtinguts de
gestants portadores de fetus masculins [Walknowska,et al., 1969]. Encara que un
dels primers atractius dels leucocits fetals consistia en la seva capacitat de

proliferar in vitro, aguesta mateixa caracteristica constitueix avui en dia una
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limitacio des de que es va comprovar que aquestes cél-lules també podien proliferar
in vivo en drgans materns. La demostracio de que aquests limfocits podien persistir
durant almenys 27 anys després del part i interferir en I'estudi genétic del fetus
d’un embaras posterior va suposar un gran inconvenient per al diagnostic prenatal
no invasiu [Bianchi, 1999]. Una altra de les limitacions que dificulta I'is dels
leucocits és la manca d’anticossos monoclonals especifics per antigens
exclusivament de leucocits d’origen fetal, tot i que hi ha grups que han recuperat
leucocits fetals a partir de sang materna mitjancant la citometria de flux basant-se
en les diferéncies entre I'expressiéo del HLA fetal i el matern [Herzenberg, et al.,
1979] sense assolir el 100% de sensibilitat i especificitat. Malgrat els resultats
aparentment bons, I'aplicacié clinica d’aquesta estratégia va resultar ser poc
practica, atesa la necessitat de realitzar la tipificacié HLA d’ambdds progenitors i

comptant que aquestes parelles fossin polimorficament informatives.

En principi, les cel-lules del trofoblast serien les cel:-lules idonies per ser aillades de
sang materna gracies a la seva morfologia multinuclear caracteristica que permet la
seva identificaci6 per microscopia i també per la facilitat que tenen per
desprendre’s de la placenta cap a la circulacié materna. Son ceél-lules epitelials que
s’alliberen a la circulacid materna a partir de la sisena setmana de la gestacié [van
Wijk, et al., 1996], tot i que normalment s’eliminen entre les setmanes 10-12 de la
gestacid a través de la circulacido pulmonar [Attwood and Park, 1961]. No obstant,
existeixen varies raons per descartar aquestes cél-lules fetals com el tipus cel-lular

adient per realitzar el diagnostic prenatal:

% El seu origen extraembrionari implica que les cél-lules trofoblastiques poden
manifestar mosaicisme confinat® a la placenta en el 1% dels casos
[Hahnemann and Vejerslev, 1997], de manera que l'analisi d’aquestes
cel-lules probablement no reflecteixen el cariotip fetal real.

% La naturalesa multinucleada de les cel-lules del sincitiotrofoblast no
ofereixen resultats fiables quan I'analisi cromosomic s’analitza mitjangant la
hibridacid in situ fluorescent (FISH).

< L'obtencié d’'anticossos monoclonals especifics contra antigens de la
superficie cel-lular dels trofoblasts és dificil. Malgrat les dificultats tecniques,

alguns grups han aillat amb éxit trofoblasts de sang materna utilitzant

4 El mosaicisme confinat a la placenta es deu a mutacions genétiques produides després de les primeres
divisions postzigotiques i dins del trofoblast en divisi6 o les cél-lules progenitores extraembrionaries de la
massa cel-lular interna que causen una anomalia genética, generalment una trisomia, limitada a la
placenta que no afecten a la constitucid genética del fetus. Les consequiéncies del mosaicisme placentari
depenen de I'anomalia citogenética especifica i el porcentatge de cél-lules implicades.
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anticossos monoclonals per realitzar analisis morfologics i genétics [Hawes,
et al., 1994].

II1.3.2.1.2.3. Eritroblasts

De tots els tipus cel-lulars descrits, els eritroblasts fetals (NRBCs, Nucleated red
blood cells) sén el tipus cel-lular que reuneixen totes les caracteristiques desitjades
per al diagnostic prenatal no invasiu. En primer lloc, els eritroblasts fetals
(hematies immadurs) sén molt abundants en la circulacié fetal durant el primer
trimestre de la gestacié i principis del segon, amb un valor maxim a les 8
setmanes, cosa que en sang periférica d’un individu adult sa es troben practicament
absents. A diferencia dels leucocits, tenen una vida mitjana curta en sang materna
(25-35 dies) degut a la seva capacitat proliferativa limitada que fa poc probable
I'aillament d’eritroblasts fetals d’embarassos previs. Una altra de les avantatges és
que tenen una morfologia caracteristica que permet identificar-los i que estan
constantment presents en sang materna durant tota la gestacié [Parano, et al.,
2001]. Per altra banda, els eritroblasts son cél:-lules mononucleades i com a tals
contenen tota la informacié genética del fetus.

Per Ultim i a diferencia dels leucodcits, presenten antigens de superficie com el
receptor de la transferrina (CD71), el receptor de la trombospondina (CD36) i la
glicoforina A (ACP), aixi com també marcadors citoplasmatics com les
hemoglobines embrionaries i les fetals que caracteritzen les cél-lules eritroides
immadures i les permet diferenciar dels eritrocits madurs. Els marcadors de
superficie faciliten |’enriquiment dels eritroblasts fetals a partir de totes les
gestacions i no només de les parelles HLA informatives. Les diferéncies entre els
antigens expressats en la superficie dels eritroblasts fetals i de les ceél-lules
maternes es van utilitzar com a base per desenvolupar anticossos monoclonals que
permeten aillar aquestes ceél-lules fetals de sang materna. La principal limitacié
d’aquesta estratégia implica la reaccié creuada dels anticossos monoclonals
utilitzats que reconeixen no només els eritroblasts fetals, sind també una
subpoblacio d’eritrocits nucleats d’origen matern. Tot i considerant aquests avengos
amb l'objectiu d‘identificar diferéncies en |'expressid d’antigens de superficie
cel-lular que s’expressen entre les cél-lules fetals i maternes, la baixa proporcid
d’eritroblasts fetals en sang materna, estimada a ser per alguns autors de l‘ordre
d’'lt cel-lula/ml de sang materna [Wright and Burton, et al., 2009], continua

suposant un gran obstacle.

II1.3.2.1.2.4. Ceél'lules mare i progenitors hematopoeétics (HMCs)

L'escassa concentracié de ceél-lules fetals en sang materna es podria afrontar si

aquestes cél-lules preparades per enriquir-les poguessin proliferar in vitro facilment
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0 poguessin ser induides a fer-ho, amb l’'esperanca d’obtenir un major nombre de
cél-lules disponibles per al diagnostic prenatal. Les cél-lules candidates que
compleixen amb aquestes caracteristiques son les cél-lules progenitores
hematopoétiques i les cél-lules mare. Molts grups han intentat desenvolupar
aquesta estratégia, sobretot amb ceél-lules progenitores fetals de la linia eritroide.
No obstant, a causa de la contaminacié de cél-lules maternes en el cultiu cel-lular,
I'amplificacio selectiva de les ceél-lules progenitores d’origen fetal respecte les de
origen matern no va resultar amb éxit en aquests estudis [Campagnoli, et
al.,2002].

A més dels problemes relacionats amb la infreqliéncia de cél-lules fetals, del seu
enriquiment i expansid in vitro a partir de sang materna, els analisis d’aquestes
cél-lules realitzats amb la técnica de PCR estan associats amb un alt grau d’efecte
allele drop-out i, en conseqliéncia, es necessitarien com a minim 5-6 céel-lules fetals

per compensar aquesta taxa d‘allele drop-out.

En un moment donat, van sorgir les cel-lules mare mesenquimatoses com a
possibles candidates per aplicar el diagnostic prenatal no invasiu [Campagnoli, et
al., 2001]. No obstant, la seva capacitat de renovacié i diferenciacié, que
comparteixen amb totes les cél-lules mare, poden comportar de la mateixa manera
una limitacié per a la seva aplicacié clinica. Probablement, després del traspas
transplacentari, aquestes cél:-lules poden ser segrestades rapidament per teixits
materns i/o persistir de gestacions anteriors i continuar circulant en sang materna

en la gestacio en curs. Aquest tipus cel-lular també s’ha desestimat pel moment.
I11.3.2.2. Acids nucleics d’origen fetal en circulacié materna

II1.3.2.2.1. ADN fetal lliure circulant en plasma matern

II1.3.2.2.1.1. Antecedents

L'existéncia de petites quantitats d’ADN extracel-lular en circulacié sanguinia va ser
reportat per primera vegada per Mandel i Metais en el 1948 [Mandel and Metais,
1948; Wright and Burton, 2009], al observar la preséncia d’acids nucleics (ADN i
ARN) en plasma d’individus sans i malalts. Aquest descobriment va tenir certa
importancia, ja que pocs anys després es va confirmar gracies als treballs de Alfred
D. Hershey i la seva col-lega Martha Chase que I’ADN conté la informacié genética
heretable, al contrari de les proteines que es el que es creia fins aquell moment.
Aguests articles sén inclis anteriors a la famosa publicacié de Watson i Crick on es
proposa el model de I'estructura tridimensional de doble hélix de I’ADN [Watson and
Crick, 1953]. Desafortunadament, l'estudi de 1948 no va obtenir gran

reconeixement ni massa interés durant la década segtient fins a I'any 1960, en qué
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es va reprendre la investigacié gracies al descobriment de la preséncia de nivells
alts d’ADN circulant en pacients que patien lupus eritematds sistémic (LES) [Tan, et
al., 1966]. Posteriorment es va detectar en pacients amb cancer altes
concentracions d’ADN lliure circulant en serum [Leon, et al., 1977], particularment

en aquells individus que es trobaven en fase metastasica amb mal pronostic.

Més endavant i seguint aquesta linia d’investigacid es va descriure la preséncia de
mutacions oncogéniques a partir de plasma de pacients amb sindrome
mielodisplastica, leucémia aguda mieloide i cancer de pancrees [Lo, 2001]
demostrant que les cel-lules tumorals sén capaces d’alliberar el seu ADN cap al

torrent circulatori.

Aquests descobriments van obrir una nova era i la possibilitat de trobar ADN lliure

circulant en plasma en altres escenaris clinics.

Seguint aquesta linea i donat les caracteristiques que comparteixen els mecanismes
de la invasio trofoblastica en I'Uter i els tumors malignes, va portar a alguns
investigadors a denominar la placenta com a un teixit pseudo-maligne [Strickland
and Richards, 1992]. Considerant els estudis previs de l'‘observacié d’ADN lliure
circulant d’origen tumoral en pacients oncologics, molts grups interessats en altres
camps van comengar a investigar altres formes d'ADN no hostes en el
plasma/sérum per considerar altres aplicacions com podia ser el diagnostic
prenatal. Un d’aquests grups es va centrar en la recerca de cél-lules nucleades que
entren en la circulacid materna durant la gestacio [Lo, et al., 1996], perd no va ser
fins el 1997 quan Lo i col-laboradors van demostrar per primera vegada la
presencia d’ADN fetal lliure en plasma/sérum matern mitjangant la deteccié per PCR
convencional de sequéncies especifiques d’ADN del cromosoma Y en plasma de
dones portadores d’un fetus masculi [Lo, et al., 1997;]. Més endavant i gracies al
desenvolupament de la técnica de la PCR a temps real va permetre a aquests
mateixos autors quantificar la concentracié d’ADN fetal en plasma matern [Lo, et al.
1998]. Avui en dia s’han descrit nombroses aplicacions cliniques pel diagnostic
prenatal no invasiu com el genotipatge Rh(D) fetal en incompatibilitat, determinacio
del sexe fetal per a desordres lligats al cromosoma X, malalties genétiques
heretades per via paterna i condicions associades a |'embaras com pot ser la
preeclampsia®. Moltes altres proves diagnostiques s’estan desenvolupant
actualment utilitzant aquesta tecnologia, com és el cas del genotipatge HPA-1a fetal
en el context de la trombocitopénia fetal al-loimmune [Scheffer, et al., 2011; Le
Toriellec, et al., 2013].

5 La preeclampsia és un trastorn multisistémic de la gestacié que s’associa amb una hipertensié arterial i
proteinuria.
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I11.3.2.2.1.2. Fisiologia de ’ADN fetal circulant en plasma matern

11.3.2.2.1.2.1. Origen

Després del revolucionari descobriment basat en la identificacid d’ADN fetal lliure en
plasma matern, el seglient aspecte que calia investigar i que va ocasionar un gran
debat durant uns quants anys va ser esbrinar quin era l'origen i la naturalesa
d’aquest ADN fetal extracel-lular. Inicialment es va plantejar la teoria de que el
traspas transplacentari de ceél-lules hematopoétiques fetals cap a la circulacio
materna podria ser una possible explicacié per aquest fenomen; no obstant, el
nombre d’aquestes cel-lules en el torrent sanguini matern es va considerar molt
baix per donar compte de tot I’ADN fetal lliure alliberat en plasma matern [Bianchi,
et al., 2004], el qual es troba en una concentracid relativament alta. Avui en dia és
ampliament acceptat que la placenta (Figura 9), concretament les cel-lules
trofoblastiques, son la font predominant de I’ADN fetal lliure en plasma matern.
Alberry i col-laboradors van demostrar la deteccié persistent d’ADN fetal circulant
en plasma matern en gestacions anembrionades® corresponents a fetus masculins
detectant el marcador DYS14 del cromosoma Y mitjancant PCR a temps real sense
obtenir diferéncies significatives en el promig del nimero de copies d’aquest gen
comparat amb el grup control d’embarassos normals (promig 148.3 copies/ml),
suggerint que la placenta és en efecte la principal font d’ADN fetal circulant
[Alberry, et al., 2007]. Entre els estudis que recolzen aquesta idea s’inclouen la
deteccié de molécules d’ARNm especifiques en plasma matern d’origen placentari
[Ng, et al., 2003], la demostracié de marques epigenétiques caracteristiques de la
placenta i distintives en I’ADN de plasma matern [Chim, et al., 2005], la preséncia
d’ADN fetal circulant posterior a la formacié de la placenta perdo anterior a
I’establiment de la circulacié fetoplacentaria [Guibert, et al., 2003], la preséncia
d’ADN placentari en plasma matern en casos amb anomalies cromosomiques
confinades a la placenta [Masuzaki, et al., 2004] i la correlacié existent entre les
concentracions d’ADN fetal i la gonadotropina corionica (hCG) mesurades en una

mateixa mostra de plasma matern [Bianchi, 2004].

Entre les cél-lules que formen el teixit placentari es troben concretament les
cél-lules del sincitiotrofoblast, que sén les responsables de proveir un flux constant
d’ADN fetal lliure cap a la circulacié materna a través del procés de I'apoptosi’

[Bischoff, et al.2004]. La relativa estabilitat de I’ADN extracel-lular en plasma, el

6 Les gestacions anembrionades estan caracteritzades pel desenvolupament del sac corionic i de la
placenta amb abséncia de pol embrionari.

7 L'apoptosi, o mort cel-lular programada, es el procés cel-lular genéticament controlat pel qual les
cél-lules indueixen la seva propia mort en resposta a determinats estimuls extra o intracel-lulars. El
procés apoptotic es fonamental per al desenvolupament embrionari, el manteniment de I’homeostasi de
les poblacions cel-lulars dels teixits o en les reaccions immunitarias.
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qual conté nucleases, i el fet de poder amplificar facilment I’ADN d’origen fetal a
partir d'una mostra de plasma o sérum indicava que aquest ADN no es
metabolitzava immediatament un cop entrava al torrent circulatori matern
postulant-ne la idea de que aquests acids nucleics circulaven protegits per cossos
apoptotics. Corroborant aquesta teoria, es va demostrar la preséncia de cossos
apoptotics en plasma matern i l'amplificacié de seqléncies del cromosoma Y
(provinents de fetus masculins) a partir d’aquest material bioldogic [Orozco, et al.,
2006]. D’altra banda s’ha demostrat també que durant el procés apoptotic
existeixen empaquetaments diferents d’ADN i ARN en diferents cossos apoptotics

per a la seva degradacié [Bischoff, et al., 2005].

Per tant, i de manera resumida, I’ADN fetal prové dels fragments nucleosomals que
formen part dels cossos apoptotics presents en circulaci6 materna com a
conseqlieéncia del procés apoptotic que pateixen les cél-lules del trofoblast que

formen part de la placenta.
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Figura 9. (A)Esquema de la circulacié placentaria. (B)Esquema de les vellositats corioniques que formen
la placenta i les capes cel-lulars trofoblastiques que les revesteixen.
(http://en.wikipedia.org/wiki/Cytotrophoblast).

111.3.2.2.1.2.2. Cinetica de la concentracio de ’ADN fetal lliure en plasma matern

L'’ADN fetal comprén al voltant del 3-6% de I’ADN total lliure present en plasma
matern [Lo, et al., 1998] durant el primer i ultim trimestre de la gestacid
respectivament; el 94-97% restant correspon a ADN matern. La concentracio
absoluta d’ADN fetal és similar en plasma i en sérum pero la diferéncia recau en la
presencia d’'una major concentraciéo d’ADN matern en serum comparada amb la que
hi ha representada en plasma, la qual cosa pot interferir en I’'analisi de la fraccio
d’ADN fetal [Bianchi, 2004].

S’ha observat que I’ADN fetal es detecta en plasma matern a partir de la quarta

setmana de gestacid [Illanes, et al., 2007] en dones sotmeses a un programa de
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reproduccid assistida, proporcionant aixi un coneixement precis del moment de la
concepcio, encara que no es consideren resultats fiables fins a la setena setmana
de gestacido. En un dels estudis es va detectar ADN fetal circulant en plasma a dia
18 post-concepcio després de realitzar una transferéncia embrionaria en un cicle de
reproduccid assistida [Guibert, et al., 2003]. La circulacié fetoplacentaria no
s’estableix fins el dia 28-30 post-concepcio i en aquest estudi cap el dia 28, el 80%
dels subjectes de I'estudi tenien ADN fetal detectable en sang. Aquest fet reforga la
idea de que la font d’ADN fetal no és hematopoética i que és més probablement del

trofoblast.

La concentracio d’ADN fetal en plasma augmenta a mesura que la gestacié avanca
[Lo, et al., 1998; Chan, et al., 2003], des de 16 equivalents genomics per mil-lilitre
de sang materna durant el primer trimestre fins a 80 en el tercer trimestre,
apareixent en les ultimes 8 setmanes un pic brusc de la concentracié [Lo, et al.,
1998; Birch, et al., 2005]. Per altra banda, la concentracié d’ADN total en plasma
incrementa aproximadament un 29.3% en cada setmana de gestacié [Bischoff, et
al., 2005], tot i que la fraccié corresponent a I’ADN fetal suposa Unicament d'un 3-
6%. Cal tenir en compte també que existeix una gran variabilitat interindividual en

la concentracio d’ADN total lliure circulant en el plasma durant la gestacié.

La concentracié total d’ADN en plasma en adults sans (no embarassades) es troba
en un rang de 10 a 100ng o bé, entre 103-104 GEg/ml [Bischoff, et al., 2005].

Després del part, I’ADN fetal s’elimina rapidament de la circulaci6 materna en
qliestio de 16.3 minuts de mitjana (rang entre 4-30min) i a les dues hores postpart
és indetectable [Lo, et al., 1999]. Alguns grups han proposat el sistema renal com
a possible mecanisme d’eliminacié de I’ADN fetal, donada la seva deteccid en orina
de gestants portadores d’un fetus masculi [Botezatu, et al., 2000; Al-Yatama, et
al., 2001]. La preséncia d’ADN fetal s’ha trobat en altres fluids com en el liquid
amniotic i liquids cerebrospinal [Angert, et al., 2004 ] i peritoneal materns [Bianchi,
2004].

Amb l'excepcié d’almenys una publicacié aillada que suggereix la persisténcia de
I’ADN fetal extracel-lular en plasma matern [Invernizzi, et al., 2002], el consens en

la literatura és que no persisteix a llarg termini.

I111.3.2.2.1.3. Caracteristiques dels acids nucleics en plasma matern

Molts grups s’han centrat en el potencial de I'ADN fetal circulant per a les
aplicacions diagnostiques perd hi ha poques publicacions que descriguin les
caracteristiques moleculars de I’ADN circulant. Chan i col-laboradors van demostrar

que les molecules d’ADN fetal circulants sén generalment més petites que les
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molécules d’ADN matern. Aproximadament el 80% dels fragments d’ADN fetal
lliures presents en plasma matern tenen una llargada inferior a 193 pb comparats
amb els fragments d’ADN matern que tenen una llargada superior als 500pb.
[Chan, al., 2004]. La diferéncia s'ha atribuit als distints mecanismes del procés
apoptotic entre el sincitiotrofoblast i la fisiologia materna. Per altra banda, aquests
investigadors van trobar que les molécules d’ADN en el plasma de dones
embarassades eren fragments més llargs que en dones que no estaven
embarassades [Chan, et al., 2004]. A part de l'interés bioldgic intrinsec en la
diferéncia de llargada entre els fragments d’ADN extracel-lular d’origen fetal i
matern, aquestes dades han obert noves linies d’investigacio per I'enriquiment de

I’ADN fetal circulant en base a la separacié per la seva mida.

I11.3.2.2.1.4. Aplicacions cliniques de I’ADN Iliure circulant en plasma matern

L’ADN fetal lliure en plasma matern pot donar informacié molt valuosa de |'estat del
fetus o de I'embaras, ja sigui a nivell de I'estudi genétic del fetus o a través de la
monitoritzacié de la gestacié. En l'actualitat i davant de les dificultats que es
presenten alhora d’aillar I’ADN d’origen fetal, I'analisi de I’ADN fetal Iliure en plasma
matern es limita a la seva quantificacio i en la deteccié de seqiéncies exclusives del
fetus que la mare no presenta, com per exemple el gen RHD fetal en mares RhD
negatiu, sequéncies del cromosoma Y per al diagnostic del sexe fetal o mutacions
géniques d’origen patern o de novo (Figura 10). Es important tenir en compte que
I’ADN fetal circulant representa una petita fraccio de I’ADN total present en plasma
i, per tant, es necessiten metodes analitics altament sensibles i especifics per
diferenciar aquesta subpoblacié d’ADN fetal del background d’ADN matern. No és
sorprenent, per tant, que com l'edat gestacional es correlaciona positivament amb
la quantitat d’ADN fetal en plasma, la taxa de deteccié augmenti a mesura que
avanga la gestacidé. A més a més de disposar de métodes sensibles, és important
també tenir a |'abast técniques d’extraccid6 d’ADN molt eficients, com son els
extractors d’ADN automatics, no només per la baixa concentracié d’ADN fetal
present en plasma matern, sind també per |'elevada variabilitat interindividual

existent en quant aquesta concentracio.

Actualment davant de les noves tecnologies d‘alt rendiment que estan sorgint com
la seqlienciaci6 massiva es poden detectar simultaniament diferents seqliéncies
d’origen fetal per a multiples diagnostics. Recentment s’ha descrit en la literatura la
deteccié d'aneuploidies utilitzant aquesta estratégia a partir de I’ADN fetal present
en plasma matern. Aquestes noves tecnologies es troben en el seu inici pero, sens
dubte, revolucionaran el panorama en els propers anys [Jensen, et al., 2013; Benn,
et al., 2013].
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Figura 10. Principis de l'analisi de I'’ADN fetal circulant en plasma matern: (a)Alliberacié6 d’ADN fetal al
torrent sanguini matern a través de la placenta. (b)En el plasma matern les molécules d’ADN fetal es
troben en molta menor proporcié que I’ADN matern. Els al-lels fetals especifics d’origen patern (estrella),
que no estan presents en I’ADN matern, sén les seqiéncies més facilment detectables. Per exemple
seqliencies del cromosoma Y, sequéncies del gen RHD en gestants RhD negatiu i mutacions o
polimorfismes heretats per via paterna. (c,d)Es pot realitzar un diagnostic prenatal no invasiu a partir de
la deteccio de dites seqliencies fetals d’origen patern. [Lo and Chiu, 2007].

I11.3.2.2.1.4.1. Determinacio del sexe fetal

El diagnostic del sexe fetal es pot determinar fenotipicament i de manera fiable per
ecografia a les 13-14 setmanes de gestacid. No obstant, en una edat gestacional
molt primerenca no es pot realitzar aquesta prova perqué els genitals externs no
s’han desenvolupat, de manera que abans d’aquest periode s’havia de recoérrer al
diagnostic genétic de sexe fetal mitjancant técniques invasives. Gracies a l'analisi
de I’ADN fetal en circulacid materna es pot determinar genéticament el sexe fetal a
edats gestacionals primerenques, aproximadament a partir de la setena setmana
de gestacio [Wright and Burton, 2009]

Fins ara, la determinacié del sexe fetal utilitzant I’ADN fetal extracel-lular com a
font de material genétic ha sigut l'aplicacié clinica més comuna del diagnostic
prenatal no invasiu, particularment en els casos de gestacions en risc d’heretar una
malaltia recessiva lligada al cromosoma X, com ara I'hemofilia o la distrofia
muscular de Duchenne. En aquests casos, la utilitzacié dels procediments invasius
es reduiria a la meitat amb l'avantatge d’estalviar-ne I'aplicacié innecessaria
d’aquestes tecniques en les gestacions corresponents a fetus femenins. Un altre
dels exemples en qué la determinacié del sexe fetal és important és en el context

de la hiperplasia adrenal congénita, que es caracteritza per la masculinitzacio dels
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genitals externs dels fetus femenins i que es pot prevenir amb un tractament
antenatal. En aquest Ultim cas, el coneixement del sexe fetal en estadis primerencs
de la gestacié permet evitar I'exposicid als tractament innecessaris, que d‘altra
banda s’administrarien, i als procediments invasius en la meitat dels embarassos

que estarien gestant un fetus masculi [Lo and Chiu, 2007].

La determinacid prenatal no invasiva del sexe fetal consisteix en la identificacié de
marcadors geneétics del cromosoma Y per PCR a temps real a partir d'una mostra de
sang materna, com és el gen SRY comunament utilitzat. En el primer trimestre de
la gestacio, la concentracio d’ADN fetal en circulaci6 materna s’apropa al limit de
deteccié de la técnica, per la qual cosa es poden observar falsos negatius.
L'amplificacié d’'una sequiéncia especifica multicopia del gen DYS14 ha permés
obtenir limits de deteccié deu vegades inferior als descrits amb el gen SRY

augmentant la sensibilitat de la técnica [Zimmermann, et al., 2005].

La sensibilitat i I'especificitat d’aguesta técnica esta continuament sent
perfeccionada pels diferents laboratoris, la majoria dels quals tenen una sensibilitat
del 100% i una especificitat del 99,5% aproximadament durant el primer trimestre
de la gestacio[Fernandez-Martinez, et al. ,2012]. Si bé hi ha una manca
d'uniformitat en quant a I'edat gestacional en la qual fer I'estudi si que existeix un

consens en quant a la técnica emprada, la PCR a temps real.

II1.3.2.2.1.4.2. Determinacio del genotip fetal Rh(D)

Una de les aplicacions cliniques de I'’ADN fetal que circula extracel-lularment en
plasma matern estesa arreu d’Europa (Espanya, Holanda, Franga, Regne Unit) és la
determinacio del genotip Rh(D) fetal a partir de I’ADN present en plasma de dones
RhD negatiu, una técnica que s’ha consolidat i s’ha establert com a una prova
diagnostica de rutina pel diagnostic prenatal no invasiu del genotip Rh(D) fetal.
S’han descrit un gran nimero de protocols per a la tipificacié Rh(D) fetal en sang
materna perd la majoria dels laboratoris utilitzen la PCR quantitativa a temps real
amb sondes TagMan ™ especifiques per a diferents regions del gen RHD. El protocol
d'analisi inclou I'amplificacié dels exons 5, 7 i, ocasionalment, exd 10 del gen RHD.
S'utilitza la combinacié d'aquests exons per la possibilitat que ofereixen de detectar
algunes de les variants Rh existents en poblacié caucasica. Normalment aquest
assaig va acompanyat de I'amplificaci6 de marcadors d’ADN fetal com el gen SRY
(fetus masculins) o el marcador epigenetic RASSF1A per evidenciar la preséncia

d’ADN fetal en la mostra.

Les gestants RhD negatiu amb una parella heterozigota per aquest gen tenen una

probabilitat del 50% de tenir un fetus RhD negatiu i, per tant, exempt de risc per a
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la malaltia hemolitica del fetus i del nounat (MHFN). Aproximadament el 40%
d'aquestes gestants reben un tractament antenatal innecessari amb
immunoglobulines anti-D. Per tant, una de les avantatges del genotipatge Rh(D)
fetal de forma no invasiva és que permet el maneig de la gestaciéo d’'una manera
més racional aplicant un protocol profilactic antenatal amb immunoglobulina anti-D

restringit a les gestants RhD negatiu portadores d’un fetus RhD positiu.

El 15%de la poblacié caucasica és RhD negatiu [Lo and Chiu, 2007]. El gen RHD
esta delecionat en els individus caucasics RhD negatiu perd en altres grups étnics
com en la poblacié asiatica, japonesa o africana negroide aquest fenotip esta
associat a petites variacions genétiques com soén les mutacions puntuals o petites
insercions perd que, en tot cas, tindrien igualment preséncia del gen RHD. Aquest
fet condiciona l'estratégia utilitzada pero existeixen dissenys que permeten distingir

aguests casos facilment.

II1.3.2.2.1.4.3. Determinacio d’altres polimorfismes de grup sanguini

A banda de la isoimmunitzaci6 enfront de I'antigen RhD existeixen altres
especificitats de grup sanguini que poden causar la malaltia hemolitica del
fetus/nounat. En aquest context, la determinacié del genotip fetal per altres
polimorfismes de grup sanguini clinicament significatius, com sén els antigens C,c i
E del sistema Rh (localitzats en el gen RHCE) i I'antigen K(Kell) del sistema Kell es
dur a terme de rutina en diferents centres europeus per a gestants amb
incompatibilitat maternofetal per aquests antigens. Els centres de referéncia
internacionals han desenvolupat i validat estratégies pel genotipatge fetal no
invasiu a partir de I’ADN fetal en plasma, amb la dificultat intrinseca que comporta
la deteccié d’un Unic canvi nucleotidic en aquest context en que I'al-lel homozigot

matern esta majoritariament representat. [Finning, et al., 2007].

Molts d’aquests grups amb una llarga experiéncia en determinacions de genotip
fetal a partir de I’'ADN de plasma matern han utilitzat oligonucleodtids sintétics com
els PNAs, anomenats també acids nucleics peptidics (Peptide Nucleic Acid).
Utilitzant aquestes molécules s’incorpora un pas addicional en la PCR, conegut com
a PCR clamping, amb la finalitat de bloquejar o minimitzar I'amplificacié inespecifica
de l'al-lel majoritari i augmentar |'eficacia de I'amplificaci6 de la seqliéncia
desitjada. L'oligonucleotid PNA té una gran afinitat en la hibridacid de la seva
seqliencia complementaria i, a diferéncia d’'un primer convencional, bloqueja el lloc
d’unio de la Taq polimerasa impedint que tingui lloc el pas d’elongacié. Una altra de
les estratégies és la incorporaciéo de LNAs (Locked Nucleic Analogs) en les sondes

TagMan o en el primer. Aquesta estrategia té la finalitat d’afavorir la discriminacié
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al-lélica amb una major especificitat i sensibilitat que, a diferéncia del cas anterior,

no té un efecte bloquejador de I'amplificacié de I'al-lel majoritari.

II1.3.2.2.1.4.4. Perspectives de futur

L'analisi genétic del fetus a partir de I’ADN present en plasma matern ha despertat
sens dubte un gran interés com a font potencial per la seva aplicacié en el

diagnostic prenatal d’aneuploidies i de malalties monogéniques.

Pel que fa a la detecci6 d’anomalies cromosomiques, molts dels estudis s’han
centrat en la quantificacié acurada de I’ADN fetal per associar-ho al guany o la
perdua d'un dels cromosomes del fetus, ja que afecta directament als nivells d’ADN
fetal lliure en la circulacié materna. Un dels exemples més estudiat, en el qual s’hi
han dedicat grans esforcos, és la deteccié de la presencia d’una trisomia 21 en el
fetus, de la que s’'han demostrat uns nivells augmentats d’1.7 vegades els nivells
d’ADN lliure en sérum matern comparats amb els controls analitzats en paral:lel
[Bischoff, et al., 2005].

Algunes de les estrategies per a la deteccié d’aneuploidies en el fetus es basen en
I'estudi del ratio al:lélic de marcadors epigenétics, o bé, de I'ARNm extracel:lular
derivat de la placenta i especific del cromosoma implicat en I‘aneuploidia.
Tanmateix, diversos estudis recents proposen la determinacio de la aneuploidia del
fetus a través de I'analisi directa de I’ADN fetal lliure en plasma matern. Alguns dels
grups que hi treballen estan utilitzant noves eines diagnostiques com la PCR digital
[Zimmermann, et al., 2008] que permetin una quantificaci6 més precisa de I’ADN
fetal, capaces d’avaluar tant les possibles aneuploidies com també les malalties

monogeéniques.

Recentment, molts grups s’estan centrant en una de les tecnologies més
prometedores en aquest ambit, la seqlienciacido massiva paral-lela (MPS, Massively
parallel sequencing), coneguda també com a seqlienciacio de nova generacié (NGS,
Next Generation Sequencing) [Chiu and Lo, 2012; Lo and Chiu, 2012 review].
Aguest métode, complementat amb la bioinformatica, consisteix en la sequenciacid
en paral-lel i en un sol run de milions d’acids nucleics de fragments d’ADN. Fins ara,
s’estan obtenint resultats molt prometedors utilitzant aquesta tecnologia amb una
sensibilitat i especificitat del 99% [Palomaki, et al., 2011; Sehnert, et al., 2011].
Amb aquest métode es poden detectar el sindrome de Down (trisomia 21),
sindrome de Patau (trisomia 13) i el sindrome d’Edwards (trisomia 18) [Benn, et
al., 2013]. A més a més, aquesta tecnologia té el potencial de detectar qualsevol
tipus de variaci6é gendmica, ja siguin diferencies d’un Unic nucleotid, com

insercions, delecions, duplicacions, inversions i translocacions.
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La principal limitacié de la seqlenciacié massiva en paral-lel és el seu elevat cost

que fa dificil implementar-la pero, val a dir, que s’esta reduint considerablement.

Per altra banda, cal destacar que el diagnostic genetic prenatal esta cobrant més
importancia a I’hora de confirmar un diagnostic genétic preimplantacional (capitol
I11.4).

II1.3.2.2.1.4.5. Analisi quantitatiu

Les concentracions elevades d’ADN fetal present en plasma matern pot ser un valor
diagnostic per a la deteccié precocg d’alguns trastorns associats a problemes en el
creixement i desenvolupament de la placenta. Les alteracions de la funcid
placentaria per factors externs com ara la hipoxia o les espécies reactives d’oxigen
poden conduir a un augment significatiu del procés apoptotic de la placenta. Una de
les complicacions més coneguda és la preeclampsia que es manifesta
aproximadament en el 2-5% de les gestacions [Hahn, et al., 2011]. Altres
complicacions durant I'embaras que es poden predir i que estan associades a alts
nivell d’ADN fetal en circulacid materna sén la restriccié del creixement intrauteri,
polihidramnios, avortaments espontanis, part preterme, embarassos amb placenta

invasiva i I’hiperemesis gravidarum.

I11.3.2.2.2. ARNm circulant en plasma matern

La preséncia de ARNm fetal lliure en circulaci6 materna es va demostrar per
primera vegada l'any 2000 utilitzant els transcrits derivats del cromosoma Y dels
fetus masculins [Poon, et al., 2000] procedents de la placenta [Ng., et al., 2003].
La deteccido de seqliéncies d’ARNm circulants va ser inesperada, donada la seva
coneguda labilitat i la preséncia de ribonucleases en plasma. Es va demostrar que
I’'estabilitat de les molécules d’ARNm es podria explicar per l'associacié amb
particules en suspensid, com sdén els cossos apoptotics, que protegeixen I’ARNm de
la seva degradacié de les ARNases en plasma. Com s’ha explicat anteriorment en
I'apartat referent a la fisiologia de I’ADN fetal circulant en plasma matern, I’ADN i
I’'ARNm s’empaqueten separadament en els cossos apoptotics per a la seva
degradacio. Lo i col-laboradors van postular la hipotesi de que la font principal de
I’ARNm fetal circulant era la placenta i per demostrar-ho van amplificar dos
transcrits especifics de placenta del plasma matern: I'ARNm del gen de la
gonadotropina coridnica humana (hCG) i el corresponent al lactogen placentari
huma (hPL) [Ng., et al., 2003].

Analogament a I’ADN fetal circulant, ’'ARNm fetal provinent de la placenta es pot
arribar a detectar des de la quarta setmana de gestacid i s’elimina rapidament
després del part [Chiu, et al., 2006].
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III.4. DIAGNOSTIC GENETIC PREIMPLANTACIONAL

El diagnostic genétic preimplantacional (DGP) és una forma molt primerenca de
diagnostic geneétic prenatal que es va aplicar per primera vegada al 1990 per
Handyside i col.laboradors amb Il'objectiu d’evitar la transmissido de sindromes o
malalties genétiques a la descendéncia [Handyside, et al., 1990]. Amb el diagnostic
genetic preimplantacional o preconcepcional es realitza una biopsia de I'embri6 o de
I’'00cit, aillant un blastomer o un corpuscle polar respectivament, per dur a terme
un diagnostic genétic, detectar les anomalies cromosomiques o les malalties
monogeéniques i transferir a I'Gter matern Gnicament aquells embrions lliures de
malaltia. El DGP comporta una avantatge important vs el diagnostic geneétic
prenatal, ja que en els casos en que el diagnostic prenatal reveli la preséncia d’un
fetus afecte, aquestes parelles es troben en la dificil circumstancia de decidir si
interrompre la gestacié amb un avortament terapéutic, o bé, continuar I'embaras
fins al final. Amb el DGP ens anticipem al problema i suposa una avantatge per
aquestes parelles portadores d’'una malaltia genética, de manera que es realitza el
diagnostic abans de la transferéncia i implantacié de I’embrié a I'Uter matern
impedint que aquestes parelles hagin d’afrontar aquesta situacié i prendre aquest

tipus de decisions.

Des de la publicaci6 de Handyside el nimero de casos de DGP ha crescut
exponencialment en paral-lel amb el nimero de malalties estudiades i la varietat de
metodes aplicats que permeten incrementar la capacitat diagnostica (deteccié
d’aneuploidies, malalties monogeniques, etc.) en els diferents laboratoris
especialitzats en aquest camp. L'Us de técniques altament especialitzades per
aquest tipus de diagnostic obliga gairebé als centres de reproduccié assistida a
derivar aquestes parelles a un laboratori extern dedicat exclusivament al DGP que
estiguin formats per professionals de diferents disciplines: citogenetistes, genetistes

moleculars, embridlegs etc.

II1.4.1. Procediment del DGP

Tot procediment de DGP inclou un cicle de fecundacio in vitro (FIV) per la generacio
d’embrions en el laboratori (Figura 11). Tot aquest procés implica un tractament
hormonal previ de la dona per a I'obtencié d’oodcits i la seva posterior fecundacio in
vitro o microinjeccio amb un espermatozoide de la parella (ICSI, Intracytoplasmatic

Sperm Injection).

En la gametogénesi femenina, els oocits completen la maduracié per meiosis en els

fol-licles de l'ovari per arribar a ser oocits madurs capacos de ser fecundats.
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Després de sotmetre a les pacients a una estimulacié ovarica controlada, els oocits
recuperats es mostren en diferents estadis de maduracid meiotica i Unicament
aquells que es trobin aturats en metafase II de la segona divisié meiodtica (MII) sén

aptes per fer una ICSI.

Els embrions que resultin de la fecundacidé in vitro es conserven en cultiu a dins
d’'un incubador. En el tercer dia de cultiu in vitro, es procedeix a la biopsia
embrionaria d’'un o dos blastomers com a maxim per al seu estudi mitjangant

sistemes de micromanipulacié.

FIV ICSI
= R

=
____.b..___

—wg o® g

Cagnéshos ctogendton

Figura 11. Esquema del procés de DGP. Imatge extreta de la web: http://www.hemofilia.com
II1.4.1.1.1. Biopsia dels corpuscles polars

L'any 1990 es va proposar un metode alternatiu al DGP, anomenat inicialment
diagnostic geneétic preconcepcional (DGPC), basat en la biopsia i analisi del primer
corpuscle polar (1CP) [Verlinsky, et al.,1990] (Figura 12).

El primer corpuscle polar, una cél-lula petita que acompanya a I’'o0cit madur, és el
resultat de la primera divisi6 meidtica de la gametogénesis femenina. Un dels
cromosomes homolegs que formen el bivalent se segrega al 1CP i l'altre es manté a
I'00cit. L’'analisi del 1CP, que un cop extrusionat no té cap funcid reproductiva,
permet informar indirectament la constitucié cromosomica de |'00cit corresponent
perqué conté una dotacid cromosomica complementaria a la de 1'0ocit el qual

acompanya.

En els casos en que durant la meiosis es produis una recombinacié genetica i
detectéssim el 1CP en heterozigosi, es podria biopsiar el segon corpuscle polar

(2CP) després de la fertilitzacid per a la deteccié de les cromatides que han sigut
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extrusionades i predir aixi el genotip resultant de I’'00cit i no tenir cap dubte

respecte a la contribucié materna en I'embrid.

No podem analitzar el material genétic de I'oo0cit directament perqué el destruiriem
i un dels requeriments pel DGP consisteix en no destruir la viabilitat de I'oocit. Per
tant, I'analisi del 1CP seria una opcié de diagnostic indirecte en els casos en qué la
dona sigui la portadora d’una anomalia genética i que comporti un risc de

transmetre-la a la descendéncia.

Un dels avantatges de I'analisi del 1CP és que no esta afectat per la preséncia del
mosaicisme, un fenomen que es presenta freqientment en les primeres divisions
mitotiques postembrionaries i que pot dificultar el DGP. Una altre dels aspectes que
el fa convenient per a la seva aplicacié és el temps de diagnostic del que es
disposa. La biopsia del 1CP es realitza el mateix dia de la puncid fol:licular i de la
fecundacio (dia 0), de manera que es disposen de tres o quatre dies per realitzar el

diagnostic genétic abans no es faci la transferencia de I'embrid.

Per altra banda, un dels inconvenients que es presenten en aquest tipus d’analisi és
que dona una informacié parcial de I'embrié, ja que no hi queda reflectida la
contribucié genética paterna. De la mateixa manera, els errors que hi puguin haver
en la segona divisi6 meiotica no es podrien detectar, tot i que és ampliament

conegut de que la majoria dels errors es produeixen en la primera divisié meiotica.

ler Corpuscle polar Zona pel-licida
Oacit secundari

Biopsia del 1er Cospuscle polar

Figura 12. Biopsia del primer corspuscle polar. Imatge extreta de la web:
http://www.reprogeneticsspain.com

111.4.1.1.2. Biopsia de blastomers

L'analisi de blastomers és la técnica més utilitzada. La biopsia embrionaria es

realitza en el dia +3 del desenvolupament quan l'estadi de I'embrié és de 6-10
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cél-lules (Figura 13). S’ha demostrat que el 70% dels embrions manipulats arriben a

I'estadi de blastocist sense problemes [Hardy, et al., 1989].

L’'avantatge principal de I'analisi de blastomers és que la constitucié genética de
I'embrié esta totalment formada i, per tant, podem estudiar tan la contribucio
materna com la paterna en un estadi molt preco¢ si ho comparem amb el
diagnostic genétic prenatal. Normalment s’aillen un o com a maxim dos blastomers
per I'estudi genétic en un medi lliure de calci i magnesi, per desestabilitzar les
unions intercel-lulars i facilitar el seu aillament (no hi ha efectes adversos per al
desenvolupament de I'embrid). Quan s’obtenen els resultats, els embrions
seleccionats poden ser transferits en el dia +3 /+4 o poden ser criopreservats
(congelats) per a la seva transferéncia en el futur. Un dels grans inconvenients
d’aquesta técnica és el curt periode del qual es disposa per a l|'‘obtencié del
diagnostic genétic, equivalent a un dia i unes poques hores per a procedir
posteriorment a la transferéncia embrionaria. A més a més, i a diferéncia de la
bidpsia del 1CP, podem trobar preséncia de mosaicisme®embrionari com a
conseqléncia de les divisions mitotiques postzigotiques, la qual cosa pot interferir
en el DGP.

Biopsiadel blastomer

Blasthmer
£ona pel-locida

Figura 13. Biopsia d’un blastomer. Imatge extreta de la web: http://www.mainlinefertility.com

I11.4.1.1.3. Biopsia del blastocist

La biopsia del blastocist és la més tardana que es pot realitzar i acostuma a fer-se
aproximadament en el dia +5 post-fecundacié in vitro (Figura 14). Aquesta técnica té
forca avantatges respecte les anteriors: en primer lloc I'embrié en aquest estadi ja
esta diferenciat en la massa cel-lular interna (I’embridé per se) i el trofoblast, el qual
és el teixit biopsiat. Es poden obtenir entre 10-30 cel-lules sense afectar a la

viabilitat de I'’embrié mitjangant una o dos biopsies seriades, la qual cosa augmenta

8 Mosaicisme: preséncia de dos o més linies cel-lulars amb diferent constitucidé cromosdmica o en el
genotip pero que han sigut derivades d’un Unic zigot.
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la fiabilitat del diagnostic [Dokras, et al., 1991]. A més a més, quan els embrions
arriben a l'estadi de blastocist, significa que la seleccié dels embrions més viables ja
s’ha produit i s’esperaria que les taxes d’embaras fossin més altes. Tanmateix,
aquest tipus d’analisi és poc freqlient perqué molts dels centres tenen problemes
amb el cultiu in vitro dels embrions fins a I'estadi de blastocist, tot i que hi ha grups
que ja han practicat aquesta técnica [McArthur, et al., 2008; Treff, et al., 2012]. Un
altre dels inconvenients que se suma és que la transferéncia de I'embrié es pot fer
com a maxim en el dia +6 del desenvolupament, de manera que hi ha poc marge
de temps per a la determinacié del diagnostic genétic; com més tard es faci la
bidopsia en el transcurs del desenvolupament de I'embrié, menys temps es disposa

per determinar el diagnostic genétic de I'embrid.

Bidpsia del trofoectoderm

Figura 14. Biopsia del blastocist. Imatge extreta de la web: http://www.hamiltonthorne.com

111.4.1.2. Diagnostic genetic

L'estudi genétic del blastomer es pot fer de dos tipus segons la indicacié de DGP
per a cada parella, ja sigui per a la deteccié d’aneuploidies cromosomiques (estudis
citogenétics), o bé, per a la deteccid6 de malalties monogéniques (estudis

moleculars).

111.4.1.2.1. Meétodes citogenétics

Existeixen dos tipus d’anomalies cromosdomiques: les anomalies numériques i les
estructurals. Les anomalies numériques s’associen amb el guany o la perdua d’un o
més cromosomes i reben el nom d’aneuploidies. Per altra banda, les anomalies
estructurals estan relacionades amb els reordenaments cromosomics estructurals,
com a conseqliéencia de trencaments cromosomics i subseglients agrupacions que

comporten un canvi en la configuracié dels cromosomes.
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El DGP classicament s’ha emprat pel cribatge d’aneuploidies en embrions per
detectar si aquests son euploides (46 cromosomes), o bé, presenten alguna

aneuploidia cromosomica.

Molts dels embrions que presenten anomalies cromosomiques son inviables i es
perden durant o després de la implantacié de I'embrido en forma d’avortaments
espontanis. La causa de més de la meitat dels avortaments espontanis son les
anomalies cromosomiques. Durant la meiosi es poden produir errors de no-
disjuncié per la mala segregacio dels cromosomes originant importants desequilibris

cromosomics.

El PGS (Preimplantation Genetic Screening) és el DGP d’embrions centrat en el
cribatge d’aneuploidies amb I'objectiu d’incrementar la taxa d‘implantaciéo dels
embrions transferits. Sobretot va dirigit en aquells casos d’edat materna avancgada,
avortaments espontanis de repeticié i fallades recurrents en la implantacié de
I'embrid.

La hibridacié in situ amb sondes fluorescents (FISH, Fluorescence in situ
Hybridation) és la técnica per excel-léncia que s’empra en el PGS i s’aplica tant per
corpuscles polars com per blastomers, per analitzar de 5 a 9 cromosomes
(cromosomes 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X i Y) i també per la deteccié d’embrions
amb reordenacions cromosdomiques no equilibrades (guany o perdua de material
genétic). La FISH combina la citogenética convencional amb la biologia molecular,
ja que es basa en la unié d'una sonda fluorescent amb la seva seqiéncia

complementaria localitzada en algun punt de |'extensié metafasica.

II1.4.1.2.2. Metodes de diagnostic molecular

Les malalties monogéniques son malalties hereditaries produides per la mutacio o
I’alteracid en la seqtiéncia d’ADN d’un sol gen responsable, moltes de les quals es
transmeten segons les lleis de Mendel. El PGD s’ha aplicat a dia d’avui per a I'analisi
de fins a 200 malalties monogeniques [Milunsky and Milunsky, 2010], entre les
quals destaquen la fibrosi quistica, la malaltia de Huntington, la distrofia muscular
de Duchenne i I'hemofilia com els exemples més coneguts. Les malalties
monogeéniques dominants, recessives i lligades al sexe més conegudes en les quals
s’ha aplicat un protocol de DGP es mostren en la Taula 6. En aquests casos és
important identificar la mutacié de la que es tracta i obtenir un estudi familiar previ.
Per tant, el PGD aplicat a malalties monogéniques redueix el risc de transmetre una
malaltia a la descendéncia d’'un 25% (malalties autosomiques recessives) o d’un

50% (malalties autosomiques dominants) a un <1%.
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Val a dir que una de les noves tendéncies i que esta sent una de les indicacions
més atractives pel DGP és la tipificacié HLA de I'embrido amb el proposit de fer un
transplantament amb cél-lules mare a un germa afecte d’una malaltia hematologica

o immunologica [Ingerslev and Hindkjer, 2012].

Disease Genes
Dominant
Huntington's disease HTT
Myotonic dystrophy Type 1, DMPK;
type 2, ZNF9
(CNBP)
Charcot-Marie-Tooth disease Type 1A, PMP22
Recessive
B-Thalassemia HBB
Cystic fibrosis CFTR
Spinal muscular atrophy SMN1
(Werdnig—Hoffman disease)
Sickle cell disease HBB
Sex-linked
Fragile X syndrome FMR1
Duchenne’s muscular dystrophy  DMD
Hemophilia Type A, F8;
type B, F9

Taula 6. Malalties monogéniques identificades per DGP [Bodurtha and Strauss, 2012].

Actualment existeixen diferents metodologies pel diagnostic molecular en el DGP.
La técnica de la PCR (Polymerase Chain Reaction) ha fet possible I'analisi de
quantitats minimes d'ADN obtingudes a partir d’una Unica ceél-lula (6pg
aproximadament). Tradicionalment s'ha utilitzat la PCR multiplex (estudi de
diversos loci simultaniament) en wuna primera ronda d’‘amplificaci6 amb
oligonucleodtids externs seguida d‘una nested PCR, utilitzant una aliquota del
producte de la primera PCR, amb primers interns especifics per a la seqiéncia que
es vol detectar amb una major especificitat. Un dels sistemes de diagnostic que es
combinen amb aquesta técnica és la digestid del producte de PCR amb enzims de

restriccio.

La tecnica, perd, que ha marcat el major avang en la historia del DGP de malalties
monogenétiques és sens dubte la PCR fluorescent que és molt més sensible que la
PCR convencional [Findlay, et al., 1996]. L'addicié d’un fluorocrom en només en un

dels primers de la parella d’oligonucledtids permet analitzar el producte de PCR en
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una sequenciador o un analitzador de fragments. El marcatge amb fluorescéncia
confereix una alta sensibilitat i una alta resolucio, ja que es pot arribar a distingir
diferéncies d’un parell de bases en dos fragments diferents. La PCR multiplex
acostuma a combinar-se amb una nested PCR fluorescent per les avantatges ja

esmentades.

Una altra de les técniques que ha guanyat molt de camp en el DGP és la PCR a
temps real, en la qual s'utilitzen sondes fluorogéniques per guanyar més
sensibilitat, s’evita el processament de post-PCR i el microtub no s’obre fins a la
finalitzaci6 de la reaccié d’amplificacio, de manera que s’eviten possibles

contaminacions que es puguin produir.

La seqlienciacio i la miniseqlienciacio son altres métodes que seguint aquesta linia

es beneficien del marcatge fluorescent i la deteccidé per seqlienciadors.

El desenvolupament continu de noves tecnologies emergents permetra |'analisi
genetic dels corpuscles polars o dels blastomers utilitzant plataformes de
microarrays possibilitant I'analisi simultani del gen d’interés i dels multiples
marcadors moleculars lligats a aquest gen, aixi com també la preséncia d’anomalies

cromosomiques.

Recentment s’han introduit nous metodes d’amplificacié com és I'amplificacié de la
totalitat del genoma a partir de I’ADN d’una cél-lula aillada, anomenades també
técniques de WGA (Whole Genome Amplification) per utilitzar aquest producte
amplificat com a ADN motlle per estudiar la regié del genoma d’interés. S’han
descrit diferents estratégies al respecte: PEP-PCR (Primer Extension
Preamplification PCR) [Zhang, et al., 1992], DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide
Primed PCR) [Telenius, et al., 1992] .i MDA (Multiple Displacement Amplification)
[Spits C., et al., 2006] . El seglent apartat esta dedicat d'una manera més extensa
a la técnica de MDA, ja que és l'escollida per 'estratégia de DGP com a prevencio
de la TFNA.

I1.4.1.2.3. Preamplificacio total del genoma

En alguns camps del diagnostic molecular i, no només en el DGP, sind també en Ia
medicina forense, el diagnostic genétic prenatal i en l'oncogenética, I'analisi de
I’ADN es realitza a partir d’'una Unica cél-lula o un pool molt reduit de cél-lules.
L'escassa concentracié d’ADN inicial suposa un inconvenient per aquest tipus
d’analisi i fa que I’ADN de partida sigui sens dubte un factor limitant. Les técniques
de WGA s’han desenvolupat per resoldre precisament aquest problema amb
I'objectiu d’amplificar i obtenir grans quantitats d’ADN a partir de concentracions

minimes d’ADN.
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En el camp del DGP, I'amplificacio inespecifica de la totalitat del genoma permet dur
a terme molts assajos a partir de l'escassa concentracié d’ADN procedent d'una
Unica cél lula o blastomer(6pg). Entre les diferents técniques descrites, el métode
de MDA (Multiple placement Amplification) ha estat reconegut com el més eficag
[Spits, et al., 2006; Coskun i Alsmadi, 2007]. Aquesta técnica es va descriure I'any
2002 [Dean, et al., 2002] i mostra significativament una alta fidelitat de seqliéncia,
una major sensibilitat i una major eficiéncia que els meétodes basats en la PCR. Amb
aquest meétode es generen grans quantitats d’ADN, de I'ordre de micrograms, a
partir de quantitats d’ADN limitants com a material genétic de partida, respectant al
mateix temps la representacié de la seqlUéncia original. Tot i que s’han descrit
protocols que reporten una concentracio del producte de MDA equivalent a 35-40ug
[Handyside, et al., 2004; Hellani, et al., 2004], hi ha d’altres autors que descriuen
variants del protocol, dels qual s’obté una concentracié d’1-2ug [Spits, et al., 2006]
o de 4-7ug [Kumar, et al., 2008]

Utilitzant el producte de MDA com a ADN motlle per a una segona fase
d'amplificacié es poden genotipar multiples loci en paral-lel per al diagnostic geneétic
preimplantacional. Tot i que generalment es recomana per |I'Us del MDA una
quantitat d’ADN inicial aproximadament d’lng (equivalent a 300 copies del
genoma), la seva aplicacié ha sigut de gran interés i s’ha explotat en el camp del
DGP. Hellani i col-laboradors van ser el primer grup en utilitzar el MDA pel DGP de

la fibrosi quistica i la B-talassémia [Hellani, et al., 2005].

La tecnica de MDA (Multiple Displacement Amplification) per se no és una PCR, sind
que consisteix en una reaccidé isotérmica a una Unica temperatura d'annealing i
polimeritzaciéo de 30°C. Per dur a terme la reaccié s'empren una barreja de primers
hexanucleotids degenerats i I'enzim Phi29 ADN polimerasa. La reaccié es basa en
I'amplificacio per desplagcament en cadena, de tal manera que mentre té lloc
I’elongacid i I'enzim es topa amb el primer seglient, la cadena de nova sintesi és
desplagada mentre continua la polimeritzacid alliberant-la com a cadena senzilla per
poder ser copiada en un altre cicle catalitic (Figura 15Figura 15). La Phi29 ADN
polimerasa, provinent d’un bacteridfag, es caracteritza per posseir una alta
processivitat’ (capa¢ d’incorporar fins a 70000 nucledtids seqiiencialment)
[Mamone, 2003] i una alta activitat 5-3’ exonucleasa o autocorrectora
(proofreading activity), de la qual es reporta una taxa d’error de 1x10°® -10 -
‘errors/pb que, comparat amb la Taq ADN polimerasa (1x10™* -2x10 > errors/pb),

és una taxa baixa [Blanco and Salas, 1996; Blanco, et al., 1989; Coskun and

° La processivitat d’un enzim fa referéncia a la capacitat de I'enzim per realitzar multiples cicles catalitics
en comptes de dissociar-se en cada cicle. Aixi una polimerasa té una alta processivitat quan és capag
d’addicionar de mitjana un elevat nombre de nucleodtids abans de dissociar-se del motlle.
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Alsmadi, 2007]. El kit comercial disponible en el mercat per dur a terme la técnica
de MDA és l'illustra GenomiPhi V2 (GE Healthcare Life Science).Els hexanucleotids
d’aquest kit tenen una modificacié consistent en l'addicid de tiofosfats en I'extrem
3’ del primer per protegir-los de la degradacié de l'activitat 3’-5’ exonucleasa de
I’enzim Phi29 ADN polimerasa a mesura que avanca la polimeritzaciéo [Coskun and
Alsmadi, 2007].

Una de les avantatges més rellevants que comporta I’'Us del MDA és que, utilitzant
el producte post-MDA per analisis subseglients, I’ADN deixa de ser un factor
limitant i es poden estudiar diferents loci per separat amb la possibilitat de repetir
qualsevol PCR si fos necessari. D’aquesta manera s’aconsegueix obtenir un

diagnostic més acurat i una eficiéncia de les PCRs subseglients superior.

reaction components

+ : + dNTPs <+
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Figura 15.Diagrama de I'amplificacio d’ADN pel metode MDA utilitzant el kit GenomiPhi (GE Healthcare
Life Science).Els primers hexamers o hexanucleotids degenerats hibriden en diferents punts del genoma
després de la desnaturalitzacié de I’ADN. La Phi 29 ADN polimerasa inicia la polimeritzacié de nucleotids.
A mesura que avanca la sintesi, es produeix el desplacament de les noves cadenes sintetitzades,
complementaries a I’ADN, i es generen noves cadenes senzilles per tornar a comencar el cicle. Figura
obtinguda de Amersham Biosciences [Mamone, 2003].

111.4.1.2.4. Inclusi6 de marcadors microsatel-lits

Els microsatél:-lits o STRs (Short Tandem Repeats) son repeticions en tandem de
sequiéncies curtes d’ADN d’unitats formades entre 1-6 nucleotids (>7 nucleotids
s'anomenen VNTR o minisatel-lits) que es troben distribuides al llarg de tot el
genoma, especialment en les regions no codificants. Els STRs més comuns soén els
dinucleotids (repeticié6 de dues bases), seguit dels mono-, els tri-, tetra-, penta- i
hexanucleodtids, de més a menys freqiéncia a mesura que augmentem el nombre

de bases del motiu de repeticid. Els microsatel-lits representen aproximadament el
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3% de tot el genoma huma [International Human Genome Sequencing Consortium,
20017.

El nombre d'unitats repetitives determinen els diferents al:lels d’un locus
microsatél-lit; per exemple un dels STRs més comuns és la repeticid del dinucleotid
adenina-citosina que s’expressaria com a (CA), , sent la “n” el nombre de
repeticions. Com més variabilitat hi hagi en el nombre de repeticions d'un
microsatéel-lit determinat i aquestes es mostrin com a diferéncies estables i

heretables en una poblacié direm que és un STR polimorfic.

Existeix una gran variabilitat interindividual, interpoblacional i entre espécies en el
nombre de repeticions que fan dels STRs uns marcadors molt Utils per a nombroses
aplicacions: estudis de Iligament pel diagnostic genétic, el mapatge genétic, estudis
forenses, estudis de paternitat etc. Aquest tipus de marcadors moleculars sé6n molt
polimorfics, sbn codominants, sén molt fiables i sdn molt facils d’analitzar. A més a
més, l'elevat grau de polimorfisme dels STRs permet identificar el perfil al-lélic
propi de cada individu, ja que és poc probable que al analitzar varis marcadors

microsatel-lits de dos individus agafats a I’'atzar comparteixin tots els seus al-lels.

111.4.1.2.5. Consideracions importants pel DGP

La biopsia del blastomer s’‘acostuma a realitzar en el tercer dia post-fecundacio,
guan els embrions estan formats entre 6-10 cél-lules. Les técniques utilitzades per
I'analisi genétic del blastomer han de ser sensibles, especifiques i rapides per
obtenir un diagnostic genétic de I’embrid abans de les 36 hores. La transferéncia de
I'embrid seleccionat lliure de malaltia es dur a terme en el dia +3 o +4 després de

la fecundacio in vitro.

Tots aquests aspectes s’han anat millorant amb I’experiéncia i amb el temps pero
encara hi ha complicacions que poden interferir en el diagnostic genétic, com és la
preséncia del fenomen d’allele drop-out (ADO) o les possibles contaminacions amb
ADN extern.

Una de les recomanacions per evitar contaminacions d’origen matern (cél-lules del
cumulus que envolten el oocit) o d'origen patern (espermatozoides adherits a la
zona pel-lucida) és la realitzacié de la ICSI com a técnica de fertilitzacid in vitro, per
evitar un diagnostic erroni amb la coamplificacié d’aquestes cél-lules amb I’ADN del
blastomer o del corpuscle polar. Per altra banda, les contaminacions produides
durant el processos de PCR o MDA es poden evitar separant les arees de treball en
pre-PCR i post-PCR, utilitzant sempre campanes de flux laminar i manipulant les

mostres sota un ambient completament esteril (veure apartat VI.2).
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Els problemes més rellevants caracteristics de les PCRs unicel-lulars i ampliament
coneguts en el DGP sén la fallada total de I'amplificacid, I'amplificacié preferencial
(AP) d’un dels dos al-lels o la fallada de I'amplificacié d’un dels dos al-lels quan el

blastomer es troba en heterozigosi, conegut com efecte allele drop-out (ADO).

L'abséncia d’amplificaci6 pot ocorrer en un 2-7% dels blastomers biopsiats
[Piyamongkol, et al., 2003]. Normalment pot ser a causa de la pérdua de la cél-lula
durant la seva transferéncia al microtub o el que comunament s’anomena "tubing”;
per I'analisi d’'una cél-lula anucleada, per una lisi incompleta o per un blastomer de

mala qualitat que contingui I’ADN parcialment degradat.

L'amplificacié preferencial implica la relativa sobreamplificacié d’un dels al-lels en
comparaci6 amb l'altre quan l'embrid es troba en heterozigosi. Normalment
s’‘observa quan s’analitzen una série de STRs que estan proxims entre ells i lligats a
la mutacié o I'SNP que es vol estudiar. En aquests casos s’acostuma a observar una
amplificacio preferencial al:-leatoria d’un dels dos al:-lels del locus microsatel:lit que
es troba en heterozigosi. Es freqient que els fragments més curts s’amplifiquin
preferentment vs els llargs quan es tracta de dos al-lels que difereixen en llargada,

simplement per una questio referent a la cinética de la PCR.

El fenomen d‘allele drop-out (ADO) es defineix com a la no-amplificacié aleatoria
d’'un dels dos al-lels presents en una cel-lula heterozigota aillada. La preséencia
d’aquest fenomen compromet sériament la fiabilitat del DGP, ja que un embrio
heterozigot per un locus determinat podria ser diagnosticat com a homozigot. Un
dels principals objectius del DGP , i en el que s’estan concentrant gran part dels
esforcos, és l'intent de minimitzar o evitar aquest efecte d’ADO. S’han plantejat

diversos factors que poden influir en I'aparicié d’aquest fenomen:

% La lisi cel-lular és un pas critic que permet l'accés a I’ADN per a la seva
amplificacio, per tant, una lisi cel-lular incompleta podria retardar o evitar
I'amplificaci6 de I'’ADN. S’han valorat diferents meétodes de lisi cel-lular
concloent-ne que Ila lisi alcalina i la lisi amb proteinasa K combinada amb
SDS son els millors métodes existents avui en dia [Thornhill, et al., 2001;
Piyamongkol, et al., 2003].

% La baixa temperatura de desnaturalitzacié de I’ADN.

% La degradaci6 de I'ADN per tractar-se d’embrions de baixa qualitat o
blastomers amb un nucli poc clar.

% Condicions no optimes de PCR o disseny suboptim dels encebadors.

% L’accié d’endonucleases que trenquin les cadenes d’ADN.

< Els amplicons llargs tenen una incidencia d’ADO major, aixi com també una

probabilitat de la fallada de I'amplificacié total si ho comparem amb els
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amplicons curts. Els fragments amb una llargada inferior als 40pb poden
aproximar-se a una incidéncia d’ADO propera a 0 i en els nivells basals d'una

fallada total en I'amplificacié (2-7%)[Piyamongkol, et al., 2003].

Una de les solucions per minimitzar I'impacte d’ADO és augmentar el nombre de
loci a estudiar. S’ha demostrat que la incidéncia d’ADO s’ha reduit un 50% quan en
I'analisi s’inclou un marcador de lligament informatiu, un 75% quan s’inclouen dos i
quan s’inclouen tres marcadors I'’ADO es detecta practicament sempre [Verlinsky
and Kuliev, 2000]. A més a més aquests marcadors proporcionen simultaniament

un control per a les possibles contaminacions.

Una altra estratégia per incrementar les probabilitats de detectar I’ADO és analitzar
més d’un blastomer d’un mateix embrid. Alguns centres utilitzen la biopsia de dos
cel-lules dels embrions formats per 8-10 cél-lules en el dia +3 post-fertilitzacid, tot i
que encara sigui objecte de debat. Aquesta estratégia, gracies als darrers avencgos,
podria ser factible amb la biopsia del blastocist en el dia +4 o +5 del
desenvolupament embrionari. Amb I‘analisi de dos blastomers es reduiria
considerablement l'incidéncia d’ADO perd per alguns loci s’arribaria al 100% de la
eficiencia d’amplificacié amb la biopsia de fins a 3 blastomers i, per tant, una taxa

d’ADO equivalent a zero.

Una altra possibilitat proposada per alguns autors per reduir la incidéncia d’ADO és
incrementar el temps i la temperatura de desnaturalitzacié en els primers 5-10
cicles de la PCR [Ray, et al., 1996], aixi com també utilitzar la PCR fluorescent, ja
que és 1000 vegades més sensible que la PCR convencional i permet determinar un

genotip més acurat.

Pel que fa el MDA, un dels inconvenients més evidents és la taxa relativament
elevada d’ADO i la freqlent aparicio d’al-lels preferentment amplificats. La mitjana
d’ADO per MDA es del 25% comparat amb el 10% de cél-lules no amplificades. De
la mateixa manera s’ha reportat que I'amplificacid preferencial apareix en un 25%
de les cél-lules. Es desconeixen les causes exactes de |'alta incidéncia d’ADO pero
podria deure’s al propi mecanisme intrinsec del MDA o a l’enzim que catalitza la
reaccio. No obstant, la solucid seria, com s’ha esmentat anteriorment, I'analisi d'un
major nombre de loci que reduirien la taxa d’ADO a menys d‘un 10% [Spits and
Sermon, 2009].

Segons aquestes dades, la millor manera per reduir I’ADO és la biopsia en fresc de
dos blastomers, utilitzar un buffer de lisis cel-lular eficient i amplificar fragments

curts d’ADN que continguin la regié d'interés.
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Els laboratoris més experimentats en el DGP poden mantenir una incidéncia d’ADO
del 5-15% , tot i que no és infreqlent trobar taxes més altes i en alguns casos ha
arribat a superar el 40% [Piyamongkol, et al., 2003]. No em de deixar de tenir en
compte que és inevitable ara per ara obtenir un cert percentatge d’ADO degut a
trencaments de les cadenes d’ADN. Per tant, s’'ha de treballar en els protocols de
DGP per intentar millorar-los permetent una baixa incidéncia d’ADO pero trobant

sempre les estratégies per a la seva facil deteccio i evitar diagnostics erronis.

I11.4.2. Consideracions legals sobre les indicacions del DGP

La legislacio en la que s'emmarca aquest treball per aplicar el diagnostic genétic
preimplantacional de la TFNA i la utilitzacié de preembrions per a la investigacid i la
posta a punt d’aquest protocol es troben publicades a la pagina web de la “Sociedad

Espafiola de Fertilidad “[http://nuevo.sefertilidad.com/publicaciones.php].

En el context de I'Estat espanyol la autoritzacié de projectes d’aquest ambit
correspon a les diferents comunitats autonomes amb el suport técnic i assesor de la
“Comission Nacional de Reproduccion Humana Asistida”, entitat a la que s’ha

d’adrecar la sol-licitut d’'un projecte per evaluar-ne les caracteristiques i aprovar-lo.

En la llei 14/2006 s’especifica que els preembrions sobrants d'un cicle de
reproduccid assistida que no siguin transferits a la dona poden destinar-se a la
investigacio, sempre supeditats a la voluntat dels progenitors, en condicions
estrictes d’autoritzacio, seguiment i control per part de les autoritats sanitaries
corresponents. En aquest cas es necessitaria un consentiment informat de la parella

amb una breu explicacié dels fins de la investigacid i les implicacions que comporta.

Tal i com s’indica a l'article 12 d’aquesta llei es permetra practicar el diagnostic
preimplantacional en centres de reproduccié assistida autoritzats per a detectar
malalties hereditaries greus, per a la deteccidé d’altres alteracions que comprometin
la viabilitat de I'embrid, com és el cas de la TFNA i, per ultim, per a qualsevol altra
finalitat no esmentada anteriorment o per a la determinacié dels antigens
d’histocompatibilitat dels preembrions in vitro per a fins terapéutics a tercers,
sempre amb l|'autoritzacié de l'autoritat sanitaria corresponent i el vistiplau de la
“Comission Nacional de Reproducciéon Humana Asistida”.

L'apartat de l'article 12 de la llei 14/2006 on s’englobarien els casos de TFNA és el
seglient: "Los centros debidamente autorizados podran practicar técnicas de
diagnéstico preimplantacional para la deteccidon de otras alteraciones que puedan
comprometer la viabilidad del preembrion. La aplicacion de las técnicas de

diagnostico preimplantacional en estos casos deberd comunicarse a la autoridad
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sanitaria correspondiente, que informara de ella a la Comision Nacional de

Reproduccion Humana Asistida.”
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IV.HIPOTESI

El programa profilactic antenatal de la TFNA esta dissenyat per a ser aplicat a les
gestants HPA-1la negatiu sensibilitzades, que han desenvolupat anticossos anti-
HPA-1a i que en la gestacid en curs sén portadores d’un fetus HPA-1a positiu. A la
practica, pero, el coneixement del genotip HPA-1 fetal requereix la utilitzacié de
técniques invasives, com la biopsia corial o I'amniocentési, en les que al risc
d’interrupcié de I'embaras s’hi ha de sumar el de la reimmunitzacié materna. La
tecnologia disponible avui dia en I'ambit del diagnostic prenatal i preimplantacional
obre noves possibilitats que poden ajudar a millorar el maneig d‘aquestes
gestacions, i fins i tot a prevenir el quadre clinic. L'experiéncia del laboratori
d’immunohematologia del BST en la determinacié del genotip RHD fetal a partir del
DNA de plasma, ens capacita per a posar a punt noves aplicacions de
genotipificacié fetal mitjangant aquesta aproximacido no invasiva. A l'igual que
succeeix amb la determinacioé antenatal del genotip RHD fetal en plasma matern, la
genotipificacié HPA-1a fetal no invasiva permetra evitar el tractament innecessari
de la gestant en aquells casos en els que el genotip fetal sigui HPA-1a negatiu. En
aquest sentit, es important poder disposar d’'un control de DNA fetal que permeti
assegurar els resultats de genotipificacié del fetus a partir del plasma matern,
especialment en aquells casos en els que el resultat és HPA-1a negatiu. La
descripcio de marcadors epigenétics ens brinda l'oportunitat de posar a punt una

estratégia de deteccié especifica del DNA d’origen fetal en el plasma de gestants.

Finalment, el desenvolupament d’un protocol de diagnostic preimplantacional per
determinar el genotip HPA-1 a partir de ceél-lules embrionaries, permetria
seleccionar i transferir en un cicle de reproduccié assistida, embrions compatibles
amb la mare al-loimmunitzada. Aquest protocol tindria una aplicacié potencial en
aquelles parelles amb antecedents greus de TFNA i un alt risc de recurréncia del

quadre clinic, sent el pare heterozigot HPA-1a1lb.
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V. OBJECTIUS

L'objectiu general d’aquest treball és el desenvolupament de noves eines de

diagnostic molecular aplicables a la prevencié de la trombocitopénia fetal/neonatal

al-loimmune (TFNA).

Els objectius especifics son els segiients:

7
0.0

KD
£X4

Posar a punt una técnica no invasiva per a la tipificaciéo de l'antigen plaquetar

HPA-1a fetal a partir de I’ADN present en el plasma matern.

7
0.0

Avaluar diferents estrategies per a la deteccié de SNPs a partir de I’ADN
fetal present en plasma matern.

Recollir de forma prospectiva una série de mostres de gestants HPA-1a
negatiu en diferents setmanes de la gestacié per a poder avaluar el
protocol un cop desenvolupat en una cohort de mostres cliniques.
Realitzar una validacié clinica amb les mostres recollides contrastant els
resultats amb el genotip dels nadons i/o amb els resultats d’'una
amniocentesi amb I‘objectiu d’avaluar la sensibilitat, 'especificitat i la

fiabilitat del métode desenvolupat.

Incorporar al disseny de la técnica un marcador epigenétic d’ADN fetal que com

a marcador universal permeti evidenciar la preséencia d’ADN fetal en la mostra

analitzada.

Optimitzar la deteccié del marcador RASSF1A en mostres de plasma
matern.
Avaluar la sensibilitat i la reproducibilitat de I'assaig RASSF1A en la seva

aplicacid prospectiva en mostres de diferents setmanes de gestacio.

Desenvolupar un protocol per a la deteccié preimplantacional d’embrions HPA-

la negatiu, amb l'objectiu de prevenir la incompatibilitat HPA-1a maternofetal

en gestants HPA-1a negatiu altament sensibilitzades i amb antecedents d’haver

induit una trombopénia fetal/neoanatal greu i/o hemorragia intracranial en

gestacions anteriors.

Avaluar i seleccionar una bateria de loci microsatél-lit polimorfics.

Posar a punt un protocol per a la tipificacido del genotip HPA-1 a partir
d’una sola cel-lula.

Avaluar |'estrategia de Multiple Displacement Amplification.

Realitzar un estudi de validacié del protocol desenvolupat a partir d’un

numero minim de 50 blastomers.
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VI.MATERIAL I METODES

VI.1. TIPIFICACIO DEL SISTEMA HPA-1

Per a la tipificacid molecular del sistema HPA-1 de qualsevol individu es van seguir
3 passos basics: la obtencié del material genétic a partir de sang total o a partir de
cél-lules de mucosa bucal, I'amplificacié per PCR-SSP de la seqliéncia del gen ITGB3
que conté el canvi nucleotidic T*°®C caracteristic del sistema HPA-1 i la visualitzacio
i la interpretacié del genotip HPA-1 per preséncia o abséncia del producte amplificat

en un gel d'agarosa.

VI.1.1. Extraccio d’ADN genomic

L'aillament de I’ADN genomic es va fer fonamentalment a partir de sang fresca
pero, en alguns casos, també es va realitzar a partir de cel-lules de mucosa bucal.
El rendiment en quant a la concentracié d’ADN que s’obté utilitzant sang total com
a material de partida és molt més alt comparat amb la quantitat d’ADN que s’obté
utilitzant cel-lules de I'epiteli bucal; tot i que aquest Ultim métode resulta ser més
senzill i menys invasiu per a l'obtenci6 d’ADN genomic. La sang periférica es va
obtenir per puncié venosa utilitzant un tub Vacutainer amb anticoagulant EDTA (BD
Vacutainer Systems, UK). Les cel-lules de descamacio de |'epiteli bucal es van
recol-lectar utilitzant un bastonet higiénic, amb el que es va fer un raspat bucal
resuspenent les cél-lules en un tub eppendorf contenint PBS sense calci ni magnesi
(Thermo scientific). La purificacié d’ADN es va realitzar amb dos métodes diferents:
el métode manual utilitzant el sistema de columnes QIAamp DNA Blood Mini Kit i el
meétode automatitzat. En el cas de tenir cél:-lules de mucosa bucal com a font de
material genétic, es va extreure I’ADN seguint el protocol manual. En cas d’obtenir
una mostra de sang, l'extracci6 d’ADN es va fer generalment mitjangant un

extractor d’ADN automatic.

VI.1.1.1. Extraccié d’ADN utilitzant el sistema de columnes QlAamp DNA
Blood Mini Kit

El protocol que es descriu a continuacié esta dissenyat principalment per a
I'extraccié d’ADN genomic a partir de sang total, tot i que en el nostre cas també es
va utilitzar per a la purificacié6 d’ADN de ceél-lules de la mucosa bucal. Per aquest
procediment es va fer servir el kit comercial QIAamp® DNA blood Mini Kit (Qiagen,

Hilden, Alemanya) seguint el seglient protocol:
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1. Transferir 200uL de la suspensié de cél-lules de mucosa bucal a un tub
eppendorf.

Afegir 20uL de proteinasa K als 200uL previament dispensats.

Afegir 200uL del Buffer de lisi (AL). Agitar amb el vortex durant 15 segons.
Incubar a 56°C durant 10 minuts.

Fer un pols de centrifuga per a recuperar lo que hagi condensat en la tapa.
Afegir 200pL d’alcohol absolut (VWR International Eurolab). Agitar amb el

S o

vortex.

7. Aplicar cuidadosament tota la barreja preparada (aproximadament 600uL)
sobre la columneta (QIAamp spin column) préviament rotulada amb el
corresponent numero d’identificacio.

8. Tapar la columneta i centrifugar a 8000 rpm durant 1 minut.

Descartar el que queda al tub de recollida (collection tub) i col-locar la
columneta en un tub nou.

10.Afegir 500uL de buffer de rentat (AW1). Tapar la columneta i centrifugar a
8000rpm durant 1 minut.

11.Descartar el que queda al tub de recollida (collection tub) i col-locar la
columneta en un tub nou.

12.Afegir 500uL del segon buffer de rentat (AW2). Tapar la columneta i
centrifugar a 13000rpm durant 3 minuts.

13.Descartar el que queda al tub de recollida (collection tub) i col-locar la
columneta en un tub nou.

14.Centrifugar a 13000 rpm durant 1 minut.

15.Descartar el tub de recollida (collection tub) i col-locar la columneta en un
tub eppendorf, préviament rotulat amb la seva identificacio.

16.Aplicar 100uL del buffer d’elucié (AE) directament sobre la membrana de Ia
columneta. Esperar 5 minuts i centrifugar a 8000 rpm durant 1 minut.

17.Guardar I’ADN congelat a - 20°C

VI.1.1.2. Extraccié d’ADN automatitzada

La disponibilitat al laboratori d’'un equip automatic per a la purificacié d’acids
nucleics, I'extractor QIAsymphony SP(Qiagen), va permetre d’agilitzar les
extraccions d’ADN genomic a partir de sang total, especialment en el context del
cribatge d'un nombre elevat de gestants per a identificar genotips de baixa

frequéncia.

Consisteix simplement en carregar les mostres de sang a I|'‘extractor d’ADN,

introduir les dades corresponents relacionades amb el tipus de tub del que es tracta
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tant de partida (sang total) com d’elucié (recollida de I’ADN genomic purificat) i en

marcar el protocol de treball programat.

El sistema robot comprén 5 passos basics per a la purificacio de I'ADN: la lisi
cel-lular; la unio de les moléecules d’ADN a unes particules magnétiques o beads; la
captura dels beads amb un imant que el sistema porta acoblat; una série de rentats
de la mostra per eliminar les impureses que puguin ser arrossegades en el procés i,
finalment, el pas d’elucié de I’ADN en 100uL de tampd d’elucid (Figura 16). El kit que
es va utilitzar es el QIAsymphony ® DNA Mini kit (Qiagen, Alemanya).

Fast vp and down
mevemant of

rod caver bo release
mognetic parficles
L
I Wedl 1 i I Well 2 f
Figura 16: Il-lustracio extreta de la pagina web de Qiagen

(http://www.qgiagen.com/products/giasymphonydnakit.aspx#Tabs=t1)

VI.1.1.3. Amplificaci6 dels al-lels HPA-1 mitjancant PCR amb primers
especifics de sequiiencia (PCR-SSP)

El genotipatge del polimorfisme T'°°C del gen ITGB3, que caracteritza el sistema
bial-lélic HPA-1, es va realitzar mitjancant una estratégia de PCR-SSP descrita per
[Cavanagh, et al., 1997]. El fonament d’aquest metode de genotipatge esta explicat

a l'apartat d’introduccié (II1.1.2.1).

Per a la tipificaci6 HPA-1 d’un individu es preparen dues reaccions d’amplificacio
paral-leles, una especifica per a la sequéncia de |'al-lel HPA-1a i |'altre especifica per
la de I'al-lel HPA-1b diferenciades Unicament entre elles pels primers al-lel especifics
corresponents. Cada microtub de PCR contindra uns components comuns i la
parella de primers al-lel especifics corresponent. Les seqléncies dels dos primers

especifics difereixen entre elles en I'extrem 3’, que coincideix amb el polimorfisme
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HPA-1a/1b i les dues comparteixen un mismatch intern consistent en la substitucid

d’una citosina per una guanina a la posicié -4 des de I’'extrem 3’ de I'oligonucleotid .

A la reacci6 de PCR també es van afegir un parell de primers especifics per
coamplificar un fragment de la seqliéncia del gen de la hormona del creixement

com a control positiu intern de la reacci6 (Taula 7).

Locus Nom Sequeéncia dels primers Longitud Tm [eC] Amplicé [pb]
HPA-1a 5'-TCACAGCGAGGTGAGGCCA-3' 19 MER 62

ITGB3 |HPA-1b 5'-TCACAGCGAGGTGAGGCCG-3' 19 MER 64 90
HPA-1c 5'-GGAGGTAGAGAGTCGCCATAG-3' 21 MER 66

HGH HGH-1 5'-CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3' 25 MER 64.6 429
HGH-2 5'-ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3' 28 MER 63.7

Taula 7: Sequéncies dels primers per a la la PCR-SSP especifica per a la tipificaci6 HPA-1 d’un individu.
Les sigles HGH corresponen als primers de la hormona del creixement. La base marcada en vermell
correspon a la posicié polimorfica i la base marcada en blau correspon a un mismatch intencionat.

La reacci6 de PCR es va realitzar en un volum final de 10uL. Els reactius, les
concentracions corresponents i els volums necessaris per un Unic microtub de

reaccié (1X) es mostren en la Taula 8 seglient:

Reactius Mescla PCR HPA-1a especifica Mescla PCR HPA-1b especifica

Components comuns Volum per una reacci6 (pL) Volum per una reacci6 (pL)

Buffer PCR 10X (Invitrogen) 1 1

MgCl, 50 mM (Invitrogen) 03 03

dNTPs 2,5 mM (Promega) 0.3 0.3

Glicerol 99% (Sigma-Aldrich) 0.5 0.5

Cresol Red 10 mg/ml (Sigma-Aldrich) 0.1 0.1

HGH-1 8uM (Operon) 0.2 0.2

HGH-2 8uM (Operon) 0.2 0.2

Aigua destil-lada i autoclavada 5.82 5.92

ADN genomic 1 1

Taq Platinum DNA polimerasa 5U/uL (Invitrogen) 0.08 0.08
Components especifics

Primer HPA-1A 40uM (Operon) 0.3 -

Primer HPA-1B 40uM (Operon) - 0.2

Primer HPA-1C 40uM (Operon) 0.2 0.2

TOTAL 10 10

Taula 8: Reactius i concentracions per a la preparacié de les dues reaccions de PCR al-lel especifiques
per al genotipatge del sistema HPA-1. Les sigles HGH corresponen als primers per amplificar el gen de la
hormona de creixement. Es fan constar les concentracions inicials dels diferents reactius emprats.

L'enzim Taq polimerasa (Taq Platinum) emprat per al genotipatge dels al-lels HPA-
la/1b és una Taq de les anomenades Hot-start, que roman inactiva a temperatura
ambient per |'efecte d’un anticos monoclonal i que s’activa a temperatura elevada a

I'inici del programa de termociclat.
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Les condicions de ciclat segueixen el seglent programa de PCR:

Programade PCR

95°C 3min

95°C 25seg |
68°C 45seg | 10 cicles
72°C 30seg |
95°C 25seg |
61°C 45seg t 22 cicles
72°C 30seg |
72°C 7min

Atés que l'especificitat de la reaccido d’amplificacié és critica per a la interpretacid
del resultat de genotipatge, és molt recomenable de processar en paral-lel mostres
de genotip conegut, tant heterozigotes com homozigotes per a cadascun dels dos
al-lels HPA-1.

VI.1.1.4. Separaci6 electroforetica dels productes de PCR

Els productes d’amplificacié de cada reaccidé es van separar per electroforesis en un
gel d'agarosa al 2%(Ecogen). Per a preparar el gel d’agarosa es va dissoldre 2
grams d’'agarosa en 100ml| de buffer TAE 1X contenint 10puL de SYBER®safe
concentrat 10.000X (Invitrogen), un agent que s’intercala en I'ADN i permet
visualitzar-lo, sent menys genotoxic que el bromur d’etidi. En cada pouet del gel
d’'agarosa es carreguen els 10uL del producte de PCR i es deixar correr
I’electroforesi durant el temps suficient per a separar els diferents fragments.
Conjuntament amb les mostres, es carrega un marcador de pes molecular d’ADN,
Ladder 100pb (Invitrogen), com a referéncia per a confirmar el pes molecular dels

fragments amplificats.

Es important tenir en compte que el SYBER®safe és un producte sensible a la llum i
que a I’'hora de preparar el gel d’agarosa i realitzar I'electroforesi s’ha de protegir de

la llum.

VI.2. MESURES NECESSARIES PER EVITAR
CONTAMINACIONS PER AL DIAGNOSTIC GENETIC
PRENATAL I PREIMPLANTACIONAL

Tant per seguir protocols de diagnostic genétic preimplantacional com de diagnostic
prenatal utilitzant , en aquest Gltim cas, ADN fetal Iliure en plasma matern com a
font de material genétic fetal, es imprescindible i necessari aplicar métodes per

evitar les possibles contaminacions amb ADN extern que es puguin arrossegar
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durant el processament de la mostra (Tornhill and Snow 2002; Kwok and Higuchi

1989). A continuacio s'anomenen les mesures que s’han pres en el laboratori:

% Separacio fisica de diferents arees de treball: area d’extraccié d’ADN, area
de pre-PCR i area de post-PCR, per tal d’evitar la contaminacié de mostres
amb productes préviament amplificats. Cada zona disposa del seu
equipament exclusiu (pipetes, puntes, reactius, gradetes, centrifugues i
vortex).

% Manipulacié de les mostres a processar sempre sota una campana de flux
laminar (model CV-30/70, Telstar) que sera netejada abans i després de
cada Us i quinzenalment tractada amb DNAzap™ (Applied Biosystems), una
solucid que elimina qualsevol tragca d’ADN. A més, abans de treballar a la
campana cal exposar la seva superficie amb Illum ultraviolada (UV) durant
un minim de 10 minuts.

< Us de puntes amb filtre i pipetes exclusives Unicament per a cada tipus de

mostra, siguin cél-lules embrionaries o bé ADN extret de plasma.

VI.3. DIAGNOSTIC PRENATAL NO INVASIU

Aprofitant la presencia d’ADN fetal lliure circulant en el plasma de les gestants,
s’han desenvolupat nombrosos metodes per al genotipatge fetal no invasiu. En
aquest apartat es descriu la metodologia desenvolupada en aquest treball de tesi

per a la determinacié prenatal del genotip HPA-1a fetal a partir del plasma matern.
VI.3.1. Obtencié de les mostres

VI.3.1.1. Mostres de gestants HPA-1a negatiu

En tots els casos es va obtenir el consentiment informat de les gestants per a la
utilitzacié de les mostres en el desenvolupament d’un nou protocol de diagnostic

prenatal no invasiu.
Les mostres de plasma es van obtenir a través de tres canals (Taula 9):

% Casos referits al laboratori d'Immunohematologia del Banc de Sang i Teixits
per antecedents de trombopénia fetal al-loimmune greu. A través d’aquest
canal es van obtenir 28 mostres corresponents a 14 gestants HPA-1b/1b.

% Gracies a la col-laboracié establerta amb el Centro de Hemoterapia y
Hemodonacién de Castilla y Ledn, localitzat a Valladolid, que han
proporcionat bona part de les mostres. A través d’aquesta via es van obtenir

un total de 29 mostres provinents de 17 gestants HPA-1b/1b.
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KD

% Mitjancant un cribatge sistematic de mostres de gestants referides al
laboratori d'Immunohematologia del Banc de Sang i Teixits per escrutini
d’anticossos irregulars o determinacié del grup sanguini. Durant aquesta
cerca activa i continuada realitzada en el propi laboratori, es van tipificar
391 gestants pel sistema HPA-1, de les quals es van identificar 12 gestants
HPA-1b/1b. Malauradament i per circumstancies alienes com és la
interrupcié de l'embaras es va poder obtenir Unicament un total de 9

mostres de plasma corresponents a 3 gestants HPA-1a negatiu.
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Gestants HPA-1b/1b

Setmana de gestacid

1 26 (1ra mostra)
34 (2ona mostra)
15 (1ra mostra)

2 20 (2ona mostra)
25 (3ra mostra)

3 26 (1ra mostra)
30 (2ona mostra)

4 24

5 20 (1ra mostra)
28 (2ona mostra)

6 24

7 17 (1ra mostra)
35 (2ona mostra)
12 (1ra mostra)

8 22 (2ona mostra)
31 (3ra mostra)

9 15 (1ra mostra)
25 (2ona mostra)
8 (1ramostra)

10 29 (2o0na mostra)
33 (3ra mostra)

11 22

12 18

13 26 (1ra mostra)
31 (2ona mostra)

14 12

15 19
18 (1ra mostra)

16 22 (2ona mostra)
24 (3ra mostra)
37 (4a mostra)

17 14 (1ra mostra)
18 (2ona mostra)
14 (1ra mostra)

18 21 (2ona mostra)
29 (3ra mostra)

19 18 (1ra mostra)
22 (2ona mostra)
27 (1ra mostra)

20 34 (2ona mostra)
38 (3ra mostra)

21 26 (1ra mostra)
33 (2ona mostra)

20 19 (1ra mostra)
26 (2ona mostra)

23 15

24 20 (1ra mostra)
24 (2ona mostra)

25 33

26 28

27 25

28 26

29 26

30 28
18 (1ra mostra)

31 22 (2ona mostra)
27 (3ra mostra)
32 (4a mostra)
18 (1ra mostra)

32 26 (2ona mostra)
35 (3ra mostra)
13 (1ra mostra)

33 18 (2ona mostra)
23 (3ra mostra)

34 16 (1ra mostra)
27 (2ona mostra)

Edat gestacional
<20 setmanes | >20 setmanes
N2 de mostres 23 43
N2 de gestants 20 29

Taula 9: Taula que mostra el nimero de gestants
amb les corresponents mostres obtingudes en
diferents setmanes de gestacié. En la segona taula
s’'agrupen el numero de gestants i de mostres
obtingudes anteriors i posteriors a la setmana 20 de
la gestacid, ja que a partir d’aquesta setmana s’inicia
el tractament de la gestant amb Ig.
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VI.3.1.2. Mostres control

Per a cada determinacié del genotip HPA-1a fetal hem inclos un control positiu i un

control negatiu.

Com a controls negatius es van utilitzar mostres de plasma de donants d’aferesi de
plaguetes HPA-1a negatiu.

Paral-lelament i com a controls positius s’han utilitzat sempre que ha estat possible
mostres de gestants HPA-1a negatiu portadores de fetus HPA-1a positiu préviament

caracteritzades.

VI1.3.2. Processament de les mostres

L'esquema seglient representa els diferents pasos que abarca la determinacié del

genotip HPA-1a fetal a partir d'una mostra de sang periférica de la gestant:

[ 1.Extraccio de sang ] [ 2.Separacio de plasma ]

<48 hores

Plasma

. Extraccié de DNA
Y

[ 3.Purificaciéo de DNA ]

Centrifugacio

DNA fetal
o
4.Analisi del DNA fetal per PCR a temps real Fd 4; 2 $ N\
v'Determinacio6 del genotip HPA-1 fetal / Eg 3 . gg"‘- e
i 2 |
v'Deteccio del marcador fetal epigenétic \ 3 §§ % 2 | deplasma
RASSF1A \ ﬁ__ Bl
N 3 - ',; 3!*’

VI.3.2.1. Separaci6 del plasma

Un pas critic per tenir una bona sensibilitat per a la determinacié del genotip fetal
és el moment en qué es dur a terme la separacido del plasma. Generalment
s’aconsella un termini de fins a 48h per a separar el plasma de la fraccié cel-lular.

En el cas que es retardés aquest pas, la concentracié d’ADN extracel-lular d’origen
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matern augmentaria considerablement degut a la lisi de cél-lules maternes i
contribuiria a diluir encara més la quantitat d’ADN fetal lliure en el plasma. A més a
més, és estrictament imprescindible que es processi la mostra en una campana de

flux laminar per evitar qualsevol contaminacié que hi pugui haver d’ADN extern.

L'extraccio de sang de les gestants HPA-1a negatiu es va realitzar utilitzant tubs
Vacutainers amb EDTA com a anticoagulant (BD, Vacutainer Systems,UK) obtenint

un volum de sang aproximat d’entre 10-20ml per a cada extraccio.

La separacido de plasma es va realitzar seguint el protocol que es descriu a
continuacié que inclou principalment dos passos de centrifugacid; en el primer pas
s’aplica una velocitat baixa de centrifugacid i en el segon una alta velocitat de

centrifugacié per assegurar aixi I’eliminacié de les cél-lules nucleades maternes:

1) Centrifugar el tub de sang total durant 6 minuts a 3000 rpm (2.500 g) sense
fre.

2) Trasvassar la fraccié de plasma a un tub falcon estéril i homogenitzar bé el
seu contingut. No apurar massa el plasma de la mostra (millor descartar una
mica i no arrossegar leucocits de la interfase).

3) Transferir a tubs eppendorf préviament identificats aliquotes de 1300uL de
plasma.

4) Centrifugar els tubs eppendorf a 13000 rpms (10.000 g) durant 10 minuts.
Recuperar 1200uL i transferir-los a un nou tub rotulat amb el ndmero
d’identificacio.

5) Guardar aquestes aliquotes congelades a -30°C fins al moment de procedir a

|'extraccié de I’ADN.

VI1.3.2.2. Extraccié d’ADN a partir de plasma

El pas d’extraccido d’ADN a partir del plasma de gestants és també critic per intentar
recuperar la maxima quantitat i qualitat d’ADN d’origen fetal possible. En aquest
context, |'Us de [I'extractor d’ADN automatic QIAsymphony ®(Qiagen) va
representar una millora en quant a l'eficiencia, rapidesa i reproducibilitat de

I’extraccié de I’ADN en plasma matern comparat amb el métode manual tradicional.

Utilitzant aquest mecanisme automatitzat es van eluir 60uL d’ADN a partir d'1ml de
plasma matern seguint les instruccions del fabricant (Qiagen). Per a l'extraccid
d’ADN es va utilitzar el kit comercial Virus/Bacteria Midi kit (Qiagen), a diferéncia

del que s'utilitza en sang total i del que ja s’ha fet referéncia anteriorment.
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VI1.3.2.3. Genotipatge HPA-1a fetal a partir d’ADN de plasma matern

VI.3.2.3.1. PCR a temps real al-lel especifica mitjancant ’assaig TagMan

L'estrategia que es va desenvolupar i que finalment es va aplicar en l'estudi de
validaciéo per a la tipificacié de l'al-lel HPA-1a fetal a partir de plasma matern
combina la sensibilitat que ofereix la técnica de PCR a temps real mitjangant
I'assaig TagMan i I'especificitat determinada per uns primers al-lel especifics. Per a
I'analisi del polimorfisme HPA-1a/1b en I’ADN de plasma, es va amplificar un
fragment del gen ITGB3 utilitzant els mateixos primers al-lel especifics descrits
anteriorment i que s’'empren comunament per a la tipificacié del sistema HPA-1 a
partir d’ADN genomic [Cavanagh, et al., 1997]. El senyal de fluorescéncia que
s'emet durant lI'amplificaci6 es detecta per I'hidrolisi d’'una sonda TagMan MGB
dissenyada amb el software Primer Express versid 3.0 (Applied Biosystems) que
hibrida amb una regié no polimorfica del gen ITGB3 inclosa en el fragment
amplificat (Figura 17). Les sequéncies tant dels primers com de la sonda TagMan
MGB s’indiquen a la Taula 10. Es important aliquotar en volums petits els reactius
critics com les sondes fluorogeniques o els primers al-lel especifics per evitar
processos de congelacid i descongelacié repetides vegades. Aquests processos
poden afectar a la integritat de la sonda i, en conseqliéncia, a la deteccié de la
fluorescéncia que s’allibera en el pas d’elongacié. Aixi mateix, també poden
malmetre alguna de les bases que componen la seqlieéncia dels primers i afavorir

possibles amplificacions inespecifiques.

Primer comu R

AGGGCCTGCA GRAGGTAGAG AGTCGCCATR TE'I'I'ETGEL'ITG CTGEACTTCT CTTTGGECTC

TCCCGGFACGT CCTCCATCTC TCAGCGGTAT CALGACTAAC GACCTGLAGL GAALCCCERLG
SNP HPA-1a/1b

CTGTCTTACE GGCCCTGCCT GGGCTCAC CTCGCTGTGRE CCTGR

GACAGAATGT CCGGEACGEL COOGAGTG GAGCGACACT GGAC

S

Primer especific

| Missmatch C>G I

Figura 17:Representacio grafica de la seqliéncia corresponent a I’al-lel HPA-1a i la localitzacio en ella de
I’'SNP, els primers i la sonda TagMan MGB per a la determinacié del genotip HPA-1 fetal.

Per a determinar el genotip HPA-1a fetal a partir de I’ADN de plasma, es realitzen
en paral-lel dues reaccions d’amplificacié, una per analitzar el polimorfisme HPA-1a
i I'altra per analitzar el polimorfisme HPA-1b (que estara present de forma segura
tant en I’ADN d’origen matern com en I’ADN d’origen fetal). Per a tal fi, es preparen
dues barreges de reaccid que comparteixen tots els reactius i concentracions
necessaris per a la PCR a temps real pero que difereixen entre elles en el primer

al-lel especific utilitzat (Taula 11). D’aquesta manera, s’analitza en paral-lel en una
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mateixa mostra d’ADN de plasma tant la seqliéncia corresponent a I'al-lel HPA-1a

com la corresponent a |'al-lel HPA-1b.

Locus | HPA |Espedcificitat Seqiiéncia Longitud| Tm |primer /sonda| Producte amplificat (bp)l
1a 5'-TCACAGCGAGGTGAGGCCA-3' 19 MER | 61°C primer
1b 5'-TCACAGCGAGGTGAG:CCG-3' 19 MER | 63°C primer
ITGB3 | HPA-1 90
Comu 5'-GGAGGTAGAGAGTCGCCATAG-3' 21 MER |61.8°C primer
Comu 5'[6"’FAM]CTGGACTI'CTC'ITI'GGGCT(MGB)—3'* 19 MER | 70°C sonda

: MGB, de I'acronim en anglés minor-groove binding

Taula 10: Sequéncies dels primers al-lel especifics i de la sonda TagMan MGB per a la determinacié del
genotip HPA-1 fetal en plasma matern. La base marcada en vermell correspon a la posicié polimorfica i
la base marcada en blau correspon a un mismatch intern deliberat per desestabilitzar la hibridacié amb
la seqliencia de l'al-lel que no es complementaria al primer.

La reacciéo d'amplificacié es va fer en un volum final de 20uL amb la seglent

composicié de cadascuna de les dues mescles de reaccio:

Reactius Mescla PCR HPA-1a especifica Mescla PCR HPA-1b especifica
Components comuns Volum per una reaccio (pL) Volum per una reaccio (pL)
TagMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems) 10 10
Aigua destil-lada i autoclavada 0.6 0.6
Sonda HPA-1 MGB Comu 5uM (Applied Biosystems) 0.8 0.8
ADN de plasma (gestant) 8 8
Components especifics
Primer HPA-1A + 1C 30uM (Operon) 0.6
Primer HPA-1B + 1C 30uM (Operon) - 0.6
TOTAL 20 20

Taula 11: Reactius i concentracions per a la preparacié de les dues reaccions de PCR al-lel especifiques
per al genotipatge HPA-1a fetal a partir d’ADN de plasma matern. Es fan constar les concentracions
inicials dels diferents reactius emprats.

Les condicions de PCR van ser les seglients:

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

64°C 1min }45 cicles

VI1.3.3. Analisi de marcadors d’ ADN fetal

VI.3.3.1. Analisi del marcador epigenetic RASSF1A

Per a dur a terme l'analisi del marcador RASSF1A s’ha partit del protocol
originalment descrit per Chan i col-laboradors [Chan, et al., 2006], que consisteix
en un primer pas de digestié de I'ADN de plasma amb un enzim de restriccio
(BstUI) sensible a metilacid, seguit d’'un segon pas d’amplificacié d’aquest locus

mitjancant PCR a temps real.
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Com a control de l'assaig RASSF1A es processa en paral-lel i en les mateixes
condicions que la mostra problema, un ADN extret de plasma d’una dona que no
estigui embarassada, per tal de detectar, en cas que es produissin, possibles falsos

positius en I'amplificacié del locus RASSF1A.

VI.3.3.1.1. Mostres de gestants utilitzades en ’avaluacio

Es van recollir un total de 25 mostres de plasma de 24 gestants, en les que

préviament s’havia estudiat el genotip Rh(D) fetal o bé el genotip SRY (Taula 12).

N2 Gestant | Setmana de gestacio
1 19
2 20
3 7

15
4 16
5 19
6 24
7 24
8 23
9 16
10
11 18
12 19
13 20
14 18
15 24
16 18
17 20
18 15
19 15
20 15
21 15
22 15
23 13
24 13

Taula 12: Mostres de plasma recollides a diferents setmanes de gestacié d’un total de 24 gestants per
realitzar I'assaig RASSF1A.
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VI.3.3.1.2. Digesti6 enzimatica de ’ADN de plasma amb I’endonucleasa BsfUI

L’ADN de plasma es tracta amb l'endonucleasa BstUI (New England BiolLabs,
Ipswich,MA) que digereix especificament les sequéncies CGCG d’ADN que no es
troben metil-lades (ADN d’origen matern), mentre que les que es troben metil-lades
(ADN d'origen fetal) queden protegides de |'activitat de I'enzim, tal i com es mostra

en el diagrama de la Figura 18.

DNA matern DNA fetal

5 GGGCGCG 3 5 GGGCGCG ¥
3 CCCGCGC 5 3 CCCGCGC &
Lenzim de restriccio BstUI
no talla les C metilades
5 GGGCG'CG 3 M CICICEONCOC )

3 CCC|GC ,GC| o 3 CCCGCGC
Diana de restriccio
l PCR a tempsreal l

NO amplificacio Si amplificacio

Figura 18: Il-lustracié que representa la caracteristica de I'enzim de restricci6 BstUl de tallar
especificament pel seu lloc de reconeixement (CGCG) quan les citocines no tenen un grup metil
incorporat, representat amb un cercle rosa, impedint posteriorment I'amplificacié d’un fragment que
abarqui un punt de tall.

El protocol per a dur a terme la digestié utilitzant I’enzim de restriccié BstU I és el

seguent:

% Transferir 35uL d’ADN de plasma en un tub eppendorf préviament
identificat.

< Afegir 5uL del tampo especific per a aquest enzim de restriccio (NEBuffer 4,
New England BiolLabs, Ipswich,MA).

< Afegir 5uL d’aigua autoclavada en el mateix tub eppendorf.

< Per ultim afegir 5uL de I’enzim BstUI 1000U/ml

% Agitar amb el vértex suaument

% Incubar a 60°C durant 16h.

% Fer un pols de centrifuga per a recuperar lo que hagi condensat en la tapa.

% Congelar a -20°C I’ADN digerit.
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VI.3.3.1.3. Amplificacié per PCR a temps real dels gens RASSF1A i -Actina

A continuacié de la digestié amb I’enzim BstU I, es realitza una reacci6 de PCR a
temps real per amplificar les seqliencies d’ADN fetal resistents a I'actuacié de

I'enzim.

A la Figura 19 es representa la localitzacio de les dianes de restriccié de I'enzim BstUI
en la seqiiéncia promotora i en I’exé 1 del gen RASSF1A. Existeixen quatre punts de
tall en la seqliéncia compresa entre els primers emprats per a |'amplificacid
d’aquest fragment del gen. D’aquesta manera, les seqiéncies d’origen matern

seran inaccessibles per a la seva amplificacié després de la digestié enzimatica.

No. Exon/Intron Start End Start End LengthSequence
PhasePhase

5" upstream
sequence

1 ENSE00001889507 50,377,987 50,378,343 - 1

Exo 1

Figura 19: Figura X:Representacio grafica, extreta de la pagina web
http://www.ensembl.org/index.html, de la seqiiéncia promotora i de I’'exé 1 del gen RASSF1A marcant
en color groc les dianes de restriccid de l'enzim BstUIL. Els primers estan representats amb fletxes
negres.

Per a evidenciar l'efectivitat de l'activitat enzimatica, s’analitza en paral-lel el gen
de la B-actina, un gen constitutiu que tant en I’ADN provinent de la mare com en el
del fetus no es troba metil-lat. En el cas que la digestié enzimatica sigui completa,
Unicament les seqiiéncies hipermetilades del gen RASSF1A del fetus podran ser

amplificades (Figura 20).

Si la digestié enzimatica és incompleta, pot arribar a produir-se amplificacié tant
del gen RASSF1A com del gen de la B-actina a partir de seqliencies no digerides
d’'origen matern o fetal. En aquest cas, les seqlieéncies amplificades del gen
RASSF1A no seran necessariament especifiques del fetus, sind que poden
correspondre tant a la mare com al fetus. L'amplificacié del gen de la B-actina és
doncs, un control intern molt util per a posar en evidéncia una digestié incompleta
amb l’enzim de restriccid, donant com a resultat la detecci6 de productes
amplificats en aquest locus i evitant aixi una malinterpretacido de possibles falsos

positius en el locus RASSF1A.
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Digestié completa
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=

Figura 20: Figura extreta de la patent WO 2007/132166 A2 que representa graficament una digestio
completa i incompleta de I’ADN extret de plasma mitjangant I'endonucleasa BstUI"

Les se

guéncies dels primers

i de les sondes TagMan MGB per dur a terme

I'amplificacié per PCR a temps real del fragment de I'exé 1 del gen RASSF1A i d'un

segment del gen de la B-actina es mostren en la Taula 13.

Locus Nom Seqiiéncia primer [sonda | Longitud [ Tm[°C] | Amplic (pb)

RASSF1A-F 5'-AGCCTGAGCTCATTGAGCTG-3' primer 20MER 57

RASSF1A |RASSF1A-R 5'-ACCAGCTGCCGTGTGG- 3' primer 16MER 55,9 130
RASSF1A-MGB | 5'[VIC]CCAACGCGCTGCGCAT (MGB)-3' sonda 16MER 74
B-ACTIN-F 5'-GCGCCGTTCCGAAAGTT-3' primer 17MER 58,4

B-actina [B-ACTIN-R 5'-CGGCGGATCGGCAAA-3' primer 15MER 59,8 137
B-ACTIN-MGB  |5'[6~FAM]ACCGCCGAGACCGCGTC(MGB)-3" sonda 17MER | 75

! MGB, de |'acronim en anglés minor-groove binding

Taula 13: Sequéncies dels primers i les sondes TagMan MGB per a I'amplificacié per PCR a temps real del
gen RASSF1A i B-actina.

Es van preparar tres barreges de reaccié de PCR per a cada mostra a analitzar: una

per amplificar un fragment del gen RASSF1A afegint I’ADN de plasma digerit amb

I'enzim BstUI com a ADN motlle; una per amplificar un fragment del gen de la B-
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actina afegint també I’ADN de plasma digerit com a ADN motlle i, per ultim, es va
preparar una barreja de PCR per a la coamplificacio del gen RASSF1A i el gen de la
B-actina utilitzant I’ADN de plasma sense digerir. Els components de reaccié per a

les tres PCR produides en paral-lel a un volum final de 20uL s’especifiquen en la

Taula 14.
Reactius Mescla PCR RASFF1A Mescla PCR g-actina Mescla PCR multiplex
Components comuns Volum per una reacci6 (uL) Volum per una reacci6 (uL) Volum per una reacci6 (uL)
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 10 10 10
Aigua destil-lada i autoclavada 2,31 2,31 3,50
Components especifics
Primers RASSF1A-F+R 30uM (Operon) 0,20 - 0,20
_.__Sonda RASSF1A-MGB 5uM (Applied Biosystems) __|_______ 034 L. B I 030 _ . _. -
Primers ACTIN-F+R 30uM (Operon) - 0,20 0,30
—___Sonda ACTIN-MGB 5uM (Applied Biosystems) _ __|___ _ __ _ - _ _____|_______( 034 _ . _. o 030 _ . _. -
ADN digerit 7,15 7,15 -
ADN no digerit - - 5

Taula 14: Reactius i concentracions per a la preparacid de les tres reaccions de PCR a temps real per a
I’'analisi del marcador RASSF1A i el gen de la B-actina a partir d’ADN de plasma matern. Es fan constar
les concentracions inicials dels diferents reactius emprats.

Cadascuna de les reaccions d’amplificacidé es va realitzar en un volum final de 20pL.

Les condicions de ciclat son les seglents:

Programade PCR

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

60°C 1min }50 cicles

VI.3.3.2. Analisi del gen SRY com a marcador del cromosoma Y

Tot i que I'assaig del gen RASSF1A és Util sobretot per a evidenciar ADN fetal en
gestants portadores d’un fetus femeni, la deteccié de seqiéncies del gen SRY, com
a marcador de fetus masculins, segueix sent important per a la confirmacié de
presencia d’ADN fetal en la mostra d’ADN de plasma. El fet de no haver de tractar
I’ADN de plasma amb enzims de restriccié, com en el cas del marcador epigenétic
fetal RASSF1A, sind de tractar-se d’una amplificacié directa de la seqliéncia del

cromosoma Y, comporta una avantatge en el seu Us.

VI.3.3.2.1. Amplificaci6 del gen SRY per PCR a temps real

Per a la deteccié del gen SRY, es realitza I'amplificacié d’'un fragment d’aquest gen
mitjancant PCR a temps real utilitzant la tecnologia TagMan. En la Taula 15Taula 15

s’especifiquen les sequéncies tant de la sonda TagMan MGB com dels primers.
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Locus Nom Seqiiéncia primer [sonda| Longitud [ Tm [°C] | Amplicé (pb)
SRY-F 5'-GAGCAGTCAGGGAGGCAGAT-3' primer 20MER 58

SRY |SRY-R 5'-GCAAAACATGGTAATTCAGTAACGTT- 3' primer 26MER 58.6 63
SRY-MGB | 5'[VIC]AGCAGGGCAAGTAGT(MGB)-3' sonda 15MER 69

«
MGB, de I'acronim en anglés minor-groove binding

Taula 15: Sequéncies dels primers i la sonda TagMan MGB, marcada amb VIC, per a I'amplificacié per
PCR a temps real del gen SRY.

La reaccié de PCR es va fer en un volum final de 20uL, amb la seglient composicié

de la mescla de reaccid (Taula 16):

Reactius Volum per una reaccio (pL)
TagMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems) 10
Primers SRY 30uM (Operon) 0.2
Sonda SRY-MGB 5uM (Applied Biosystems) 0.8
ADN de plasma (gestant) 9
TOTAL 20

Taula 16: Reactius i concentracions per a la preparacio de la reaccié de PCR a temps real per a l'analisi
del marcador SRY (fetus masculins) a partir d’/ADN de plasma matern. Es fan constar les concentracions
inicials dels diferents reactius emprats.

Les condicions de PCR van ser les seglients:

Programade PCR

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

60°C 1min } 45 cicles

VI1.3.3.2.2. Amplificacié6 Multiplex del gen SRY i1’al-lel HPA-1b per PCR a temps real

Els primers i les sondes TagMan MGB utilitzades per a la coamplificacié dels dos
locus es mostren a la Taula 14 i Taula 10. La reacciéo de PCR multiplex es va fer en un
volum final de 20uL variant la concentracid dels primers, amb la seglent

composicié de la mescla de reaccié (Taula 17):
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Reactius Volum per una reaccio (pL)
TagMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems) 10
Primers SRY 30uM (Operon) 0.2
Primers HPA-1B + 1C 30uM (Operon) 0,2
Sonda SRY-MGB 5uM (Applied Biosystems) 0.8
Sonda HPA-1 MGB 5uM (Applied Biosystems) 0.8
ADN de plasma (gestant) 8
TOTAL 20

Taula 17: Reactius i concentracions per a la preparacié de la reaccié de PCR a temps real per a la
coamplificacié del marcador SRY (fetus masculins) i I'al-lel HPA-1b a partir d’ADN de plasma matern. Es
fan constar les concentracions inicials dels diferents reactius emprats.

Les condicions de PCR van ser les segients:

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

64°C 1min }45 cicles

VI.3.4. Quantificacio de I’ADN total lliure en plasma matern

Per a quantificar la quantitat d’ADN total (d’origen matern + fetal) present en una
mostra d’ADN extret del plasma d’'una gestant, s’amplifica un gen diana constitutiu
(en el nostre cas, el gen CCR5, chemokine (C-C motif) receptor 5 ) mitjancant una
PCR a temps real quantitativa. Per a fer aquesta determinacid, cal construir una
corba patré a partir de dilucions seriades d’'un ADN de concentracié coneguda.
Paral-lelament a I'amplificacido dels estandards, s’‘amplifica el locus CCR5 de les
mostres a quantificar. A partir de la corba patrd, s’extrapola la quantificacié d’ADN

de les mostres problema utilitzan el mateix software SDS d’Applied Biosystems.

VI.3.4.1. Preparacio de la diluci6 seriada de ’estandard

Per a construir la corba patré s’analitzen un minim de quatre dilucions diferents de
I'estandard. Aquestes dilucions es preparen aplicant un factor de dilucié 1:10 a
partir d’'una solucié d’ADN de concentracié 204 ng/uL comercial (Human Genomic

DNA:Male referéncia G1471, Promega)(Figura 21).

Les dilucions seriades es preparen en una campana de flux laminar utilitzant una
punta de pipeta nova cada vegada, per obtenir aixi la maxima precisié possible en

I'experiment de quantificacié. El protocol consisteix a:

< Preparar i rotular quatre tubs eppendorfs i afegir en cada un d’ells 900uL

d’aigua autoclavada.
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% Agitar la solucid6 mare (204 ng/uL) en un vortex per homogenitzar bé I’ADN i
fer, a continuacio, un pols de centrifuga.

% S’afegeixen 100uL de I'’ADN de la soluci6 mare a un tub eppendorf
préviament identificat (estandard 1) que conté 900uL d’aigua autoclavada.
Agitar el tub de dilucioé en un vortex i, tot seqguit, fer un pols de centrifuga.

% S’afegeixen 100uL de la dilucié anterior (estandard 1) en un tub eppendorf
nou que conté també 900uL d’aigua autoclavada. Agitar el tub eppendorf de
la nova dilucié (estandard 2) i fer, a continuacio, un pols de centrifuga.

% S’afegeixen 100uL de la dilucié 2 al tub rotulat com a estandard 3 i que
conté 900uL d’'aigua autoclavada. Agitar el tub eppendorf de la nova dilucid i
fer, a continuacio, un pols de centrifuga.

< S’afegeixen 100uL de la dilucié anterior (estandard 3) en un tub eppendorf

nou que conté també 900uL d’aigua autoclavada. Agitar el tub eppendorf de

la nova dilucié i fer, a continuacio, un pols de centrifuga.

Human gDNA: Male (Promega)

Factor de dilucié 1:10
204 ng/uL

20.4 ng/uL

900 ulL Aigua autoclavada ‘

=

2.04 ng/uL

900 ul Aigua autoclavada ‘

-

900 ul Aigua autoclavada ‘

-/

100pL

20.4 pg/ulL

900 ulL Aigua autoclavada ‘

A&

Figura 21: Representacido de la dilucié seriada de I'ADN comercial Human gDNA:Male Ref:G1471
(Promega) per a l'obtencié dels estandards.
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VI1.3.4.2. Amplificacio del gen CCRS5 per PCR a temps real

La concentracié d’ADN lliure total en plasma matern es va mesurar mitjangant
I'amplificacid per PCR a temps real del gen CCR5. Es van emprar una parella de
primers i una sonda TagMan MGB descrites originalment per Finning i col-laboradors
[Finning, et al., 2007]; les seqliéncies s’especifiquen a la Taula 18. Les mostres
d’ADN de plasma de les gestants HPA-1a negatiu a quantificar i els estandards per

a construir la corba patrd, es van analitzar per duplicat en cada run de PCR.

Locus Nom Seqiiéncia primer [sonda| Longitud Tm [°C] Amplico (pb)
CCR5-F 5'-TACCTGCTCAACCTGGCCAT-3' primer 20MER 59,1

CCR5  [CCR5-R 5'-TTCCAAAGTCCCACTGGGC- 3' primer 19MER 59,5 91
CCRS-MGB | 5'-[6~FAM]TTTCCTTCTTACTGTCCCCTTCTGGGCTC-(MGB)-3" sonda 29MER 79

A(MGB, de |'acronim en anglés minor-groove binding

Taula 18: Sequencies dels primers i la sonda TagMan MGB, marcada amb 6-FAM, per a I'amplificacié per
PCR a temps real del gen CCR5.

La reaccio d’amplificacié es va fer en un volum final de 20uL. La barreja de reaccio

es va preparar afegint els seglients components (Taula 19):

Reactius Volum per una reaccio (pL)
TagMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems) 10
Primers CCR5 30uM (Operon) 0.2
Sonda CCR5-MGB 5uM (Applied Biosystems) 04
ADN de plasma/ADNg estandards 5
Aigua destil-lada i autoclavada 4.4
TOTAL 20

Taula 19: Reactius i concentracions per a la preparacié de la reacci6 de PCR a temps real per a
I'amplificacié del locus CCR5 per a la quantificaciéo de I'’ADN extret de plasma a partir d'una corba patré
construida amb els ADNs estandards. Es fan constar les concentracions inicials dels diferents reactius
emprats.

Les condicions del programa de PCR van ser les seglients:

Programade PCR

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

60°C 1min } 45 cicles
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VI1.3.4.3. Construcci6 d’una corba patro

Un cop finalitzada la PCR, I'analisi de les dades obtingudes es va realitzar de forma
automatica amb el software SDS Collection. Aquest programa construeix, a partir
de les quatre dilucions de l'estandard analitzades, la corba patré (Figura 22) que
relaciona linealment el Ct (llindar del cicle) vs log Cy (concentracié estandard inicial

d’ADN) utilitzant les dades quantitatives registrades durant la reaccié d’amplificacio.

A B

HH
jig

Figura 22: PCR a temps real quantitativa. A, plots d’amplificaci6 del gen CCR5 corresponents a
cadascuna de les dilucions de I'estandard per PCR a temps real quantitativa . Cada corba d’amplificacié
correspon a una concentracio particular d’ADN motlle: 100ng, 10ng, 1ng i 0.1ng seguint aquest ordre de
menor a major Ct. L'eix de les X denota el nombre de cicles de la reaccié de PCR quantitativa i I'eix de
les Y indica la intensitat de fluorescéncia per sobre del fons (ARn) [Heid et al. 1996]. B, corba estandard
construida a partir dels plots d’amplificacid representats en A on es representa el Ct vs log Co. El
coeficient de correlacié és de 0.99 i la pendent de la recta és de -3.87.
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VI1.4. DIAGNOSTIC GENETIC PREIMPLANTACIONAL

El protocol desenvolupat per a la genotipificacié del sistema plaquetar HPA-1 a

partir d'una cél-lula embrionaria es realitza seguint el seglient esquema:

Biopsia embrionaria

V

Amplificacié total del genoma (MDA)

V

Determinacio del genotip HPA-1 de I'embrid i
analisi de locus microsatel-lit

VI1.4.1. Mostres biologiques

En l'estudi de validacié d’aquest protocol es van utilitzar blastomers procedents
d’embrions descartats i cedits per parelles que es van sotmetre a un programa de
Reproduccié Assistida al laboratori d’embriologia de la Fundacié Puigvert, grup amb
qui hem col-laborat pel desenvolupament d’aquest projecte. Previ a la cessid dels
embrions, s’obtenia el consentiment informat i una mostra de sang fresca dels
corresponents progenitors per al seu analisi. La utilitzacié d’aquestes cel-lules per al
desenvolupament d’aquest protocol, aixi com el model de consentiment informat
emprat van ser préviament aprovats per part del Comité d’Etica de la Fundacié

Puigvert i dels Hospitals Vall d’"Hebron.

V1.4.2. Analisi dels blastOomers
VI14.2.1. Obtencio i aillament de cél-lules

La biopsia embrionaria es va dur a terme per una especialista en embriologia de la

Fundacié Puigvert en el tercer dia del desenvolupament embrionari, quan els
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embrions tenen entre 5 -10 cel-lules. Per dur a terme aquest pas es prepara una
placa de petri que conté una gota d’acid Tyrode (pH 2,5, Sigma) i varies gotes de
rentat. (PBS sense Ca?* ni Mg?* amb 0.1%PVA autoclavat ). En primer lloc, I'embrié
es transfereix mitjancant un capil-lar comercial de 140um de diametre (Cook) a la
gota d’acid Tyrode, un reactiu que digereix la zona pel-licida molt rapidament. A
continuacio, s’aspira de nou I'embrié amb el capil-lar i es traspassa en una de les
gotes de rentat per diferenciar, sota una lupa binocular, les cél-lules disgregades
amb preséncia de nucli. Amb un capil-lar nou, s’ailla una de les cél-lules nucleades i
es transfereix d’'una gota de rentat a una altra per eliminar les traces d’acid Tyrode
que es puguin arrossegar. El PBS desestabilitza les unions intercel-lulars facilitant
I'aillament d’una Unica cél-lula i, per altra banda, el PVA impedeix que els

blastomers s’enganxin a la superficie de la placa de Petri.

Cadascun dels blastomers aillats s’introdueix en un microtub de PCR (0.2mL) que
conté 3uL de Sample Buffer, un reactiu que forma part del kit comercial illustra
GenomiPhi V2 (GE Healthcare Life Science, Piscataway, NJ, USA) que es descriu

més ampliament en el seglient apartat.

V1.4.2.2. Tecnica del Multiple Displacement Amplification (MDA)

L'amplificacié de la totalitat del genoma a partir de I’ADN d‘una Unica cél-lula
(6.6pg) es va realitzar mitjangant la técnica de MDA, seguint el protocol descrit per
Kumar i col.aboradors [Kumar, et al., 2008]. Per a |'amplificacié s’utilitzen els
components del kit d’amplificacié d’ADN illustra GenomiPhi V2 (GE Healthcare Life

Science, Piscataway, NJ, USA), els quals s’especifiquen en la Taula 20.

Components Contingut

Sample Buffer |Random hexamers

Sals
dNTPs

Reaction Buffer

Phi29 DNA polimerasa

Enzyme Mix Random hexamers

Taula 20: Components del kit d’amplificacié d’ADN illustra GenomiPhi V2 (GE Healthcare Life Science,
Piscataway, NJ, USA).

Després d’obtenir el blastomer aillat en el microtub de PCR (aproximadament 2pL)
resuspés en 3uL de Sample Buffer del kit del GenomiPhi, s’afegeix al microtub
1.5uL de la solucié de lisi i es porta a 30°C durant 10 minuts per facilitar la lisi
alcalina i la desnaturalitzacié de I'’ADN. Després d’aquest temps s’afegeix 1.5uL de
la solucié de neutralitzacié (Taula 21) , 4uL de Sample Buffer addicionals , 9uL del

reaction buffer i, per ultim, 1uL de la solucié d’enzim.
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A. B
Solucié de lisi Solucié de neutralitzacio
Component Concentracio Component Concentracié
KOH (Fluka Biochemika) 600mMm Tris-HCl pH 8.0 (Sigma-Aldrich) |4 volums 1M
EDTA (Sigma-Aldrich) 10mM HCI (Sigma-Aldrich) 1volum 3M
DTT (Fluka Biochemika) 100mM

Taula 21: A, Components i concentracions de la solucié de lisi. B, Components i concentracions de la
solucié de neutralitzacié.

Tant el microtub que conté el blastomer com els reactius del kit s’han de mantenir
durant tot el procés de manipulacié en gel per evitar la renaturalitzacié de I’ADN.
Després d’aquest altim pas, la reaccié isotérmica té lloc incubant el microtub a
30°C durant 3 hores seguida d'un ultim pas a 65°C durant 10 minuts per inactivar
|'activitat exonucleasa de la Phi29 ADN polimerasa, evitant aixi la possible
degradacio del producte amplificat . L’activitat polimerasa remanent que hi pugui
haver en el tub pot interferir en els analisis genétics subseglents, de manera que
és molt important finalitzar el procés inactivant I’enzim. El producte d’amplificacio
es conserva a -20°C (Figura 23).

3ul Sample Buffer + 1 blastomer + 1,5ul solucié de lisi

1 gel

30°C- 10

1 gel

1,5uL solucié de neutralitzacio + 4ul Sample Buffer + 9ul Reaction Buffer + 1ulL enzim

1 gel

30°C-3h

!

65°C— 10’

!

-20°C

Figura 23: Esquema del protocol de MDA per a I'amplificacié de I’ADN d’un Unic blastomer.
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V1.4.2.3. Gel d’electroforesi

Per a comprovar que I'amplificacio inespecifica de la totalitat del genoma d’un Unic
blastomer hagi funcionat i per descartar possibles contaminacions, es realitza una
electroforesi del producte amplificat en un gel d‘agarosa (Ecogen) a una
concentracio del 2% en tampo TAE 1X (Qiagen). El gel es tenyeix amb SYBR® Safe
(Invitrogen) i es visualitza el producte de MDA en un transil-luminador de llum

blava.

V1.4.2 4. Deteccio del polimorfisme HPA-la/1b per PCR a temps real
mitjancant sondes TagMan MGB al-lel especifiques

A partir del producte preamplificat obtingut mitjangant el métode MDA, es va
realitzar una segona amplificacié especifica del fragment que conté I'SNP HPA-1
mitjancant dues sondes TagMan MGB al-lel especifiques marcades amb dos

fluorocroms diferents. La seqliéncia dels primers i de les sondes es detallen a la

Taula 22.
Locus HPA Nom Seqiiéncia Longitud Tm [2C] primer [sonda | Amplicé [pb]
HPA-1F 5'-TGCTGGACTTCTCTTTGGGCT-3' 21 MER 60°C primer
HPA-1R 5'-TATCCTTCAGCAGATTCTCCTTCA-3' 24 MER 58.2°C primer
ITGB3 HPA-1 88
HPA-1a 5'[6~FAM]CCTGCCTCTGGGCT (MGB)-3' 14 MER 67°C sonda
HPA-1b 5'[VIC]CCTGCCTCCGGGCT (MGB)-3' 14 MER 69.°C sonda

Taula 22: SeqUliéncies de les sondes i dels primers utilitzats en la rt-PCR.

La mescla de reaccid es va preparar en una campana de flux laminar localitzada a
I'area de pre-PCR. L’addicidé del producte preamplificat a la mescla de reaccid es va
realitzar en una segona campana, exclusivament per aquest Us, situada en una

area de pre-PCR d’un altre laboratori.

La reaccié d’amplificacid es va efectuar en un volum final de 20uL. Els components
de PCR utilitzats sén els que formen el kit comercial TagMan® PCR Core (Applied

Biosystems). La composicio de la mescla de reaccid es detalla a la Taula 23.
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Reactius Volum per una reaccio (pL)

Buffer A 1X (Applied Biosystems) 2
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 2.4
dNTPs 2mM (Applied Biosystems) 2
HPA-1F ] 30 uM (Applied Biosystems) 0.6
HPA-1R

sonda HPA-1a MGB 5uM (Applied Biosystems) 0.8
sonda HPA-1b MGB 5uM (Applied Biosystems) 0.8
AmpliTaq Gold®ADN polimerasa 100U (Applied Biosystems) 0.08
Aigua destil-lada i autoclavada 10.32
Producte preamplificat per MDA 1
TOTAL 20

Taula 23: Reactius i concentracions per a la preparacié de la reaccié de PCR a temps real per a la
genotipificaci6 HPA-1 del blastomer biopsiat. Es fan constar les concentracions inicials dels diferents
reactius emprats.

Les condicions de PCR van ser les segiients :

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

60°C 1min }45 cicles

V1.4.2.5. Analisi dels STRs

A partir del mateix producte de MDA, utilitzat també per al genotipatge HPA-1 de

I'embrid, es van estudiar els diferents locus microsatel-lit de la cél-lula.

VI1.4.2.5.1. Amplificacié dels marcadors microsatel-lits

El producte preamplificat obtingut mitjancant la técnica de MDA s’utilitza com a
ADN motlle per amplificar en una segona PCR uniplex tots els STRs que componen
el panell de microsatél-lits disponibles. Les seqiéncies dels primers emprats per
aquestes reaccions es mostren en la Taula 24, en qué el primer forward porta un
fluorocrom conjugat en I'extrem 5’ per a detectar l'amplimer generat per

electroforesi capil:lar.
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Nom Seqiiéncies primers forwards Seqliéncies primers reverse Producte amplificat(pb)
D1751183 5'[SHEX]TTAGCTGTGACCATATTGTATTG-3' | 5'-CAATTTAATATGTAGCTAGTGGCT-3' 123-165
D17S934 5'[SHEX]TCTGAATGGCCCTTGG-3' 5'-TCCTATCTGAGGTGGGGTAT-3' 170-190
intré6 [CT] 5'[6~“FAM]AGCCATTGCTCCTAGTGGAG-3' | 5'-AGAAGTTTCTCATGTATAAGC-3' 180-201
DS17S806 5'[SHEX]AGCTTTACTGCACTAGCCCC-3' 5'-GGAGATTGGGATTTGGTGAC-3' 153 -185
D1751827 5'[6~FAM]GTGAGTGGAGATTGCACC-3' 5'-CACTGGGCTAAGGCTGT-3' 128 - 148
D1751868 5'[SHEX]GCAAAATCCATCCAAGC-3' 5'-AGTCAAATTCAGCCTGGG-3' 190 - 202
D17S1795 5'[6~“FAM]AGTGCCAGAGATATACCGTG-3' | 5'-GTCTGCAAGGCAAGTTGTC-3' 167 -177

Taula 24: Sequéncies dels primers per a la amplificacié dels locus STRs adjacents al gen ITGB3

Totes les reaccions de PCR es van realitzar en un volum final de 10uL. En la Figura 24
s'indiquen les condicions d’amplificacié i el programa de ciclat optimitzat per a

cadascun dels set STRs que formen el panell.

D1751795/D175806

Reactius i concentracions finals Programade PCR
Buffer 1X (Invitrogen)
MgCl, 1mM (Invitrogen) 942C 5min
dNTPs 100uM (Promega) 94°C 1min
Primers 0.5uM (1zasa) 592C 1min 30 cicles
Taq Platinum 0.4V (Promega) 72°C 1min
Producte MDA 0,5uL 728C 20min
Aigua autoclavada fins a un Vf de 10pL

D1751868
Reactius i concentracions finals Programade PCR
Buffer 1X (Invitrogen)
MgCl, 1mM (Invitrogen) 942C 5min
dNTPs 100uM (Promega) 942C 1min
Primers 0.5uM (1zasa) 542C 1min + 30 cicles
Taq Platinum 1U (Promega) 722C 1min
Producte MDA 0,5uL 722C 20min
Aigua autoclavada fins a un Vf de 10pL

D1751827
Reactius i concentracions finals Programade PCR
Buffer 1X (Invitrogen)
MgCl,0.8mM (Invitrogen) 942C 5min
dNTPs 100uM (Promega) 942C 1min
Primers 0.5uM (1zasa) 602C 1min + 30 cicles
Taq Platinum 1U (Promega) 722C 1min
Producte MDA 0,5uL 722C 20min
Aigua autoclavada fins a un Vf de 10pL
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Dinucleotidintro 6 / D1751183 (CA47)

Reactius i concentracions finals Programade PCR

Buffer 1X (Invitrogen)

MgCl, 2mM (Invitrogen) 942C 5min

dNTPs 100uM (Promega) 942C 1min

Primers 0.5uM (Izasa) 55eC 1min} 30cicles
Taqg Platinum 1U (Promega) 722C 1min

Producte MDA 0Q,5uL 72°C 20min

Aigua autoclavada fins a un Vf de 10puL

Dinucleotid D175934

Reactius i concentracions finals Programade PCR
Buffer 1X (Invitrogen)
MgCl, 1.5mM (Invitrogen) 942C 5min
dNTPs0.1uM (Promega) 942C 1min
Primers 0.5uM (1zasa) 562C 1min 30 cicles
Taq Platinum 1U (Promega) 722C 1min
Producte MDA 0,5uL 722C 20min
Aigua autoclavada fins a un Vf de 10pL

Figura 24: Components i programa per a la PCR uniplex dels locus microsatél-lis: D1751795, D175806,
D1751868, D1751827, D17S1183, el dinucleotid localitzat a I'intr66 del gen ITGB3 i el D175934.

A diferéncia de [l'analisi de marcadors microsatél-lit en blastomers, per la
determinacio del perfil al-lélic dels marcadors STRs en els progenitors es va
realitzar la PCR corresponent a cada STR variant Unicament la concentracid inicial
d’ADN que s’afegeix a la reaccid. En aquest cas s’afegeix 3ng d’ADN genomic

(extret a partir d'una mostra de sang fresca) a la reaccié de PCR.

V1.4.2.5.2. Electroforesi capil-lar dels productes de PCR

El producte amplificat de cada locus microsatel-lit s’analitza per electroforesi
capil-lar en el seqienciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) per separar els
diferents amplicons en funcié de la seva longitud (pb). El marcador intern utilitzat
per assignar els diferents tamanys dels fragments amplificats va ser el ROX500
(Applied Biosystems). Per l'analisi de cada mostra es prepara la seglient mescla:
20uL de formamida desionitzada (Hi-Di'™™ Applied Biosystems), un agent
desnaturalitzant d’ADN, 0.5uL de ROX500 (Applied Biosystems) i 0.5uL d’amplimer.
La mescla es va incubar a 95°C durant 3 minuts per a la desnaturalitzar I’ADN i, tot
seguit, es van carregar rapidament en l'analitzador de fragments ABI PRISM 310.
Les mostres s’han de protegir de la llum per a la fluorescéncia que contenen. La
separacio electroforéetica dels diferents fragments es dur a terme en un capil-lar

omplert de polimer POP-4 ™ (Applied Biosystems) a una temperatura de 60°C, a
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15KV, i durant 24 minuts. Durant el transcurs de [|’electroforesi, les molécules
fluorescents unides a un dels primers sén excitades per un laser d'argd provocant
una emissio de llum captada per un detector, el qual permet visualitzar en un

electroferograma els resultats en diferents colors (segons el fluorocrom).

Després de I'electroforesi, els resultats s’analitzen utilitzant el software GeneScan®

v 3.1.2 (Applied Biosystems).
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VII. RESULTATS

VII.1. DESENVOLUPAMENT D’UNA ESTRATEGIA PER A LA
DETERMINACIO DEL GENOTIP HPA-1A FETAL A
PARTIR DEL PLASMA MATERN

VIL.1.1.1. Consideracions tecniques importants per al disseny de I’estrategia

Existeixen una seérie de consideracions técniques que calia tenir en compte a I’'hora

de fer el disseny de |'estrategia:

< L'ADN lliure en plasma matern d’origen fetal representa Unicament entre el
3-6% de I’ADN total extret del plasma.

% Existeix una gran variabilitat interindividual en la concentraci6é de I’ADN lliure
circulant en el plasma.

% La diferéncia genética entre l'al-lel HPA-1a i HPA-1b és un Unic SNP. A
diferéncia d’altres determinacions de grups sanguinis en el fetus en queé a la
mare |li manca el gen (RHD), la deteccié del polimorfisme HPA-1a en el
context d’'un ADN majoritariament HPA-1b1b és técnicament més dificil. En
aquests casos tant la mare com el fetus presenten I'al-lel HPA-1b que, per
tant, esta molt més representat que I'al-lel d'interes, I'al-lel HPA-1a.

< Resulta important incloure controls negatius corresponents a plasma

d’individus HPA-1b1b (genotip molt poc freqient a la poblacid).

VIIL.1.1.2. Abordatge de diferents estrategies per a la determinacié del genotip

fetal mitjancant PCR a temps real

Atesa la dificultat de detectar I'SNP minoritari s’han avaluat diferents estratégies,
entre les quals es troba la utilitzacié de sondes TagMan-MGB al-lel especifiques com
a primera aproximacio i variants d’aquestes sondes que incorporen modificacions
d’analegs de tipus LNAs. Com a Uultim abordatge es va intentar el bloqueig de
I'amplificaci6 de I'al-lel majoritari utilitzant PNAs analegs a la sonda
oligonucleotidica. En tots els casos els resultats no van ser tan satisfactoris com es

preveia en un inici.
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VII.1.1.2.1. Estratégia de tipatge amb sonda TagMan MGB al-lel especifica

Atesa la dificultat de disposar de mostres de gestants portadores d'un fetus HPA-
l1a, donat que sén mostres molt preuades i a I'hora escasses, es van utilitzar en
I'avaluacié de les diferents estratégies quimeres de plasma formades pel 5% de
plasma d‘un individu HPA-1alb i el 95% de plasma d’un individu HPA-1blb per
simular un escenari lo més proper possible al que ens trobariem si es tractés de

I’ADN extret de plasma d’una gestant HPA-1a negatiu.

Es va avaluar un assaig TagMan utilitzant la sonda HPA-1a especifica en uniplex i la
combinacié de les dues sondes, la HPA-1a més la HPA-1b, per a la co-deteccid dels

dos al-lels utilitzant com a ADN motlle I'extret de la quimera de plasma.

Aguestes sondes TagMan MGB al-lel especifiques i els primers son els mateixos que

les que es van emprar en el protocol del diagnostic preimplantacional (Taula 22).

Les condicions de PCR van ser les estandar en assajos TagMan:

50°C 2min
95°C 10min
95°C 15seg

60°C 1min } 45 cicles

VII1.1.2.1.2. Resultats

Els resultats obtinguts en aquests assajos preliminars van evidenciar una
especificitat molt limitada de la sonda HPA-1a que impedia la deteccié de l'al:lel

minoritari utilitzant aquesta estratégia (resultats no mostrats).

VII.1.1.2.2. Estratégia d’inclusié de LNAs en la sonda

Per tal d’avaluar una altra estratégia i a fi de millorar I’'especificitat de I'assaig es va
dissenyar un joc de sondes TagMan al-lel especifiques incorporant bases LNA

(Locked nucleic acids) en la seva seqliéncia

(
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Nom Segqiiencies de les sondes Al-lel Mida
LNA Mother 5'[HEX]CC[+T]GCC[+T]CCGGGCTCAC[BHQ1] HPA-1b 17MER
LNA Fetal 5'[6FAM]CCCTGC[+C]TC[+T]GG[+G]CTCAC[BHQ1] HPA-1a 18 MER

Taula 25). En la Figura 25 es mostra el disseny de |'estrategia.

Nom Segqiiéncies de les sondes Al-lel Mida
LNA Mother 5'[HEX]CC[+T]GCC[+T]CCGGGCTCAC[BHQ1] HPA-1b 17MER
LNA Fetal 5'[6FAM]CCCTGC[+C]TC[+T]GG[+G]CTCAC[BHQ1] HPA-1a 18 MER

Taula 25: Sequéncies de les sondes TagMan amb bases LNA incorporades marcades amb [+] utilitzades
per a la discriminacié al-lélica del polimorfisme HPA-1a/1b. Les bases marcades en vermell correspon al
canvi nucleotidic caracteristic del polimorfisme HPA-1a/1b.

Les sondes LNA es van testar inicialment utilitzant mostres quimériques

comentades en |'apartat anterior.

Per dur a terme les diferents proves de PCR a temps real amb aquestes sondes LNA
es van utilitzar els mateixos primers que a la aproximacioé anterior i es van testar

diferents temperatures d‘annealing (60°C, 62°C, 65°C) en 45cicles.

Es van avaluar diferents mix disponibles en el mercat pel genotipatge de SNPs: el
kit TagMan® PCR Core (Applied Biosystems), la TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), i la TagMan Environmental Master Mix (Applied Biosystems),

pero no es van obtenir resultats satisfactoris.

SNP

—_— sonda LNA

+——

Figura 25: Representacio esquematica de la base del funcionament de la PCR a temps real amb sondes
LNA per a la discriminaci6 al-lélica d’'un SNP.

VII.1.1.2.2.2. Resultats

Els resultats obtinguts no van ser satisfactoris i es van obtenir amplificacions

inespecifiques (Figura 26).

En les diferents temperatures que es van testar no vam aconseguir eliminar del tot

la unio inespecifica de la sonda HPA-1a.

Atesos als resultats insatisfactoris es va discontinuar aquesta estratégia i es van

intentar estratégies alternatives.
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A B
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Figura 26: A, Amplificaciéo per PCR a temps real utilitzant la sonda LNA fetal a partir de I’ADN extret
d’una barreja quimérica de plasma del 5% d’un individu heterozigot HPA-1a/1b i el 95%d’un individu
homozigot HPA-1b/1b a una temperatura de 62°C. B, Amplificacié per PCR a temps real utilitzant la
sonda LNA fetal a partir de I’ADN extret de plasma d’un individu homozigot HPA-1b/1b.

VII.1.1.2.3. Estratégia bloqueig de I’amplificacié amb PNAs

VII1.1.2.3.1. Disseny

Un dels metodes que permet I'analisi directe d’'un SNP per PCR és basa en I'Us de
PNAs (peptide nucleic acids). Els PNAs reconeixen i s'uneixen a la seva seqiéncia
complementaria amb major especificitat i estabilitat termica que la corresponent
seqgliéncia d’ADN. Aquestes molécules no poden funcionar com a primers per a la
Taqg polimerasa, de tal manera que s’han dissenyat per unir-se al lloc d'unié del
polimorfisme per permetre |'amplificacidé/supressido selectiva de seqliéncies diana
que difereixen en un Unic SNP. Es van dissenyar dos PNAs (PNA-S, sense i PNA-AS,
antisense) complementaris a la seqlieéncia de l'al-lel HPA-1b per dur a terme una
amplificaciéo selectiva de l'al-lel HPA-1a emprant els mateixos primers que al

diagnostic genétic preimplantacional (Taula 22) amb combinacié de la sonda LNA

fetal
(
Nom Segqiiencies de les sondes Al-lel Mida
LNA Mother 5'[HEX]CC[+T]GCC[+T]CCGGGCTCAC[BHQ1] HPA-1b 17MER
LNA Fetal 5'[6FAM]CCCTGC[+C]TC[+T]GG[+G]CTCAC[BHQ1] HPA-1a 18 MER

Taula 25). A la Figura 27 es mostra el disseny de l'estratégia i en la Taula 26 les

seqliéncies corresponents al PNA-S i —-AS.

Nom Seqtliencies de PNA en sentit N-terminal - C terminal Mida
PNA-S CCCTGCCTCCGGGCTC 16MER
PNA-AS GTGAGCCCGGAGGCAGG 17 MER

Taula 26: Seqliéncies dels PNAs utilitzats per bloquejar I'amplificacié de I'al-lel HPA-1b.
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SNP
Sonda LNAFetal

—
PNA-S 1b

PNA-AS 1b

Figura 27: Competéncia de la sonda LNA Fetal amb el PNA per afavorir I'amplificacié de I'al-lel HPA-1a
bloguejant I'amplificacié de I'al-lel HPA-1b mitjancant el PNA.

Es van avaluar diferents concentracions creixents de PNA (62 nM, 0.1 uM, 0.15 uM ,
0.2 uM , 0.35 uM y 0.5 uM ), aixi com també diferents temperatures d’annealing
(700°C, 75°C, 78°C y 80°C) per a la hibridaci6 del PNA amb la seqiéncia
complementaria. A la Figura 28 es mostra un cicle de la PCR a temps real quan
s'incorpora un PNA a la reaccié, de tal manera que s’afegeix un pas més
d’annealing perqué el PNA hibridi amb la seva seqliéncia complementaria en un pas
previ a la hibridacio dels primers i de la sonda. Es va utilitzar I’ADN de plasma d’una
dona homozigota HPA-1b1b per poder testar les condicions d’amplificacid optimes

per a minimitzar I'amplificacié inespecifica de I'al-lel HPA-1b.

preessesnnennasens PCR CYCLE  -++esreseeeeeeeend

DEMATURATION

95°C
SYNTHESIS
- PMA ANNEALING /_
75°C \ PCR PRIMER
ANNEALING
T 62°C

Figura 28: Esquema dels 4 passos del cicle de PCR que tenen lloc en |'estratégia de PCR clamping.

VII1.1.2.3.2. Resultats

Els resultats no van ser satisfactoris, ja que es van evidenciar amplificacions
inespecifiques. Es va observar que a mesura que s’incrementa la concentracié de
PNA, I'amplificacid6 d’ambdds al-lels es bloqueja i es perd especificitat en la reaccié

(Figura 29).
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62nM PNA-AS 0,2uM PNA-AS
Amplification — 201009 proves PNA-AS Amplification - 201009 proves PNA-AS
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0.200 0.200
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& 0100 € 0100
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0.000 - 0.000
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Cycle Cycle
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055w 4 0250
azan J 0200 -
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0 2 4 6 5 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 54 36 35 40 42 44 02 4 & & 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 37 40 42 44
Cycle Cycle

Figura 29: Plots corresponents a la PCR a temps real afegint la molécula PNA-AS a concentracions
creixents (62nM, 0,2pM i 0,5uM) i sense PNA-AS a partir de I’ADN de plasma d’una dona HPA-1b1lb. Es
va aplicar una TOC d’annealing pels primers de 62°C i pel PNA de 75°C.

VII.1.1.2.4. Estrategia de digestido amb Hpall

Una de les estratégies que s’ha provat pel genotipatge HPA-1a fetal es basa en la
digestié de I’ADN extret d'una barreja quimeérica de plasma (5% de plasma d’un
individu HPA-la/1b + 95% de plasma d’un individu HPA-1b/1b) mitjancant
I’endonucleasa Hpall. Aquest enzim té com a diana de restricci6 ADN de doble
cadena d’una sequéncia no metilada CCGG (Figura 30), és a dir, coincident amb la

seqgliéncia corresponent a l'al-lel HPA-1b.

5’...CvCGG...3’
3’...GGCAC...5’

Figura 30: Esquema de la seqliéncia diana de I’endonucleasa Hpall.

Aguesta estrategia esta dissenyada per a digerir les sequéencies d'ADN
corresponents a l'al-lel HPA-1b i afavorir aixi I'amplificacié subsegient de I'al-lel
HPA-1a.

El protocol que es va seguir consisteix en la digestio, en un volum final de 50uL, de
35uL d’ADN extret de la quimera de plasmes, afegint en aquest tub eppendorf 5uL
de NE Buffer 1, 5uL d’aigua destil-lada i 3uL d’enzim (30 unitats). Un cop afegits
tots els components necessaris per dur a terme la digestid, s’escalfa el tub

eppendorf en un bany maria a 37°C durant 5 hores. Després d’aquest temps,
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s’afegeix en un segon pas 2uL més d’enzim Hpall i es deixa el tub durant tres
hores més a 37°C. Per Ultim, i passades les 8 hores de digestid, s’escalfa el tub a

659°C durant 20 min per inactivar I'enzim Hpall.

A continuacié es va realitzar una rt-PCR utilitzant com a ADN motlle el producte
digerit per I’endonucleasa Hpall emprant els mateixos primers del diagnostic
genetic preimplantacional i afegint la sonda LNA Fetal i Mother per separat. La rt-
PCR va constar de 45 cicles i es va dur a terme a una temperatura d'annealing de
620°C.

En la Figura 31 es mostra un esquema on s’indiquen les dianes de restriccié de

I'enzim Hpall i la localitzacio dels primers respecte el polimorfisme.

aaagaccacaacaatttgtttatgctccaatgtacggggtaaactcttagectattgggaagtggtaggge
ctgcaggaggtagagagtocgoccatagttcoctgattgetggactictectttgggeotecctgtecttacaggecce
tgccto@gggctcacctogctgtgacctgaaggagaatctgectgaaggataactgtgeccccagaateccat
cgagttceccagtgagtgaggccocgagtactagaggacaggocccctcagecgacaagggctetggagacage
tceccaggtcactcecaagtcagtococccagaggattgecactecggetecggecaggtagggctgggactettt
goccatggggagagacctgaagocaggtgggcatagagecacaaggtggaggtctgaggaggaagtecttgggg
aagtagctcagaatguaaatggggtgggaagacaaggatgaggggggaggtgtgggcaagagaatggaag
aazataagagacgttaggacttgagtcagaagatctgaggtgaatctttactgtatecatatatagectatt

Primers HPA-1
— SNPT/C

Dianes derestriccid del’endonucleasa Hpall

Figura 31: Sequéncia genética de I'al-lel HPA-1b, en la qual se senyala el polimorfisme, les seqliéncies
diana de I'endonucleasa Hpall i els primers emprats per a 'amplificacié per PCR a temps real.

Tot i ser una estratégia, a priori, molt prometedora, no es van obtenir resultats
satisfactoris perqué es visualitzava amplificacié de lal-lel HPA-1b (resultats no

mostrats).

VII.1.1.2.5. Estrategia primers especifics 1 sonda generica

Aprofitant la nostra experiéncia en la genotipificacié d’SNPs utilitzant primers al-lel
especifics mitjancant PCR-SSP, es va dissenyar una estratégia basada en
I'amplificaci6 per PCR a temps real de la seqliéncia del polimorfisme HPA-1a/1b
utilitzant primers al-lel especifics amb la combinacié d’'una sonda TagMan-MGB
generica (Taula 10 apartat VI.3.2.3.1). L'estrateégia es va provar utilitzant una mostra
d’ADN extret d’'una quimera del 5% de plasma d’un individu heterozigot HPA-1alb i
un 95% de plasma d‘un individu homozigot HPA-1b1lb i es van obtenir resultats

preliminars molt satisfactoris.
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VIIL.1.1.3. Validacié tecnica de ’estrategia de tipatge fetal

La validacid técnica es va realitzar mitjangant I'amplificacié per PCR a temps real de
la sequéncia del polimorfisme HPA-1a/1b utilitzant primers al-lel especifics en
combinacié amb una sonda comu a les seqiiéncies d’ambdoés al-lels. Es van provar
diferents temperatures d‘annealing (62°C, 64°C, 66°C, 67°C i 68°C) utilitzant ADN
genomic d‘individus amb genotips HPA-1ala, HPA-1alb i HPA-1b1lb i també ADN de
plasma d’una barreja quimeérica del 5% d’ADN de plasma d’un individu heterozigot
HPA-1a/1b amb el 95% d’ADN de plasma d’un individu HPA-1b1b. Per a la validacié
tecnica es van afegir controls corresponents a ADNs de plasma d‘individus
homozigots HPA-1b1b.

Els millors resultats es van obtenir amb una temperatura d’hibridacié de 64°C i van

ser resultats altament satisfactoris (Figura 32).

Amplificacié de I'al-lel HPA-1a

ADN de plasma HPA-1b1b ADN de plasma 5% HPA-1lalb + 95% HPA-1blb
Amplification - 160310 HPA-1 PCR SSP Amplification - 160310 HPA-1 PCR SSP
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Amplificacié de I'al-lel HPA-1b

ADN de plasma HPA-1b1b ADN de plasma 5% HPA-1a/1b+ 95% HPA-1b1b

500 Amplification - 160310 HPA-1 PCR SSP .. 2 om0 Amplification - 160310 HPA-1 PCR S5F s
[ Far-Bs ] ] Fam-BS (]
2.000 4 O Fam-Be O 2.000 [ Fari-g6 (]
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Cycle Cycle

Figura 32: Representacié dels plots corresponents a I'amplificaciéo per PCR a temps real de I'al-lel HPA-1a
i HPA-1b d’una quimera artificial composta pel 5%de plasma d’un individu HPA-1alb en el plasma d’un
individu HPA-1blb a una T.A.=64°C. A l'assaig s’inclou com a control negatiu I'amplificacié del
polimorfisme a partir de I’'ADN extret del plasma d’un individu HPA-1b1b.
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VIL.1.1.4. Validacié clinica amb mostres de gestants HPA-1blb a diferents

setmanes de gestacid

Després d’obtenir resultats preliminars tan satisfactoris en la validacié técnica per al
genotipatge HPA-1a fetal en quant a sensibilitat i especificitat de |'estratégia, es

van testar mostres de gestants HPA-1b1b a diferents setmanes de gestacio.

VII.1.1.4.1. Mostres recollides

Per a lI'estudi de validacid, es van analitzar un total de 66 mostres de plasma de 34
gestants HPA-1a negatiu corresponents a diferents setmanes de gestacid, entre 8 i
38 setmanes, per a la determinacié del genotip HPA-1a fetal a partir de plasma

matern (Taula 9 de I'apartat VI.3.1.1).

VIIL.1.1.4.2. Resultats obtinguts

Els resultats obtinguts del genotipatge HPA-1 del fetus utilitzant un procediment no
invasiu es plasmen en la Taula 27. L'al-lel HPA-1a d’origen fetal es va detectar a
setmana 8 de la gestacid, la qual cosa indica una alta sensibilitat de I'assaig.
Cinquanta-quatre mostres corresponen a dones portadores d'un fetus HPA-1la
positiu, de les que es va confirmar el resultat posteriorment en totes elles. En tots
aquests casos es va detectar satisfactoriament l'al-lel HPA-1a i no es va observar
cap amplificacié inespecifica en els controls negatius (ADN extret de plasma
d’individus HPA-1b1b) processats en paral-lel en les mateixes condicions (exemple
mostrat en la Figura 33). En les 12 mostres restants no es va poder confirmar el

genotip del fetus.

Covisualizacio de I'al-lel HPA-1a fetal i I'al-lel HPA-1b

2000 e e B I B e 2000

2,300 1 2500 -
2000 - 2.000 4

1.500 = 1.5000 <

aRn

1.000 1 1.000 4

0.500 + 0500

0.000

=0500 ATT AT T T T T I I T AT T T T AT T I T AT T T T T T AT T T T ITTT 0500 TYTTA T T T T I T T T T AT T T A T T r A T T T T T T T TT
02 4 6 810121416 1822022 24 26 29 30 3234 36 38 40 42 M4 D2 4 6 8 101214 16 12 20 22 24 26 20 30 32 34 36 38 40 42 44

Cyele Cyele

14 setmanes de gestacid 18 setmanes de gestacio

Figura 33: Deteccio especifica de I'al-lel HPA-1a a partir d’ADN extret de plasma d’una mateixa gestant a
14 i 18 setmanes de gestacio.

En tres mostres de plasma (de les 12 mostres de les que no es va poder confirmar
el genotip fetal) obtingudes de dos gestants HPA-1blb no es va observar

amplificacido per PCR a temps real de la seqliéncia de I'al-lel HPA-1a suggerint, per
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tant, un genotip fetal HPA-1a negatiu del fetus. En aquests casos es van analitzar
els marcadors d’ADN fetal amb la finalitat d’evidenciar la preséncia d’ADN fetal en
aquestes mostres. El resultat de la determinacié del genotip HPA-1 fetal en una
d’aquestes dues gestants va ser discrepant. Es van obtenir mostres de plasma a
setmana 18, 26 i 35 de la gestacid suggerint un resultat de genotip fetal HPA-1a

negatiu a setmana 18 i positiu en les setmanes més avancades de la gestacio.

Gestants HPA-1b1b Dataoc:’etil:ér:::tres Setmana de gestacié | genotip HPA-1 Marit | genotip HPA-1 Fetus Gig‘:;:u[;?;:::lﬁl RS :II/\;;ntrHPA-la

. 16/04/2007 26 (1ra mostra) 1a1a 1a1b POSITIU s
11/05/2007 34 (2ona mostra)
15/05/2007 15 (1ra mostra)

2 21/06/2007 20 (20na mostra) lala lalb POSITIU Sl
20/07/2007 25 (3ra mostra)

3 12/11/2007 26 (lramostra) 1a1b 1ab POSITIU <
14/12/2007 30 (20na mostra)

4 05/08/2008 24 lalb lalb POSITIU S|

5 21/08/2008 20 (1ra mostra) 1a1a 1a1b POSITIU s
21/10/2008 28 (20na mostra)

6 18/11/2008 24 lala lalb POSITIU SI

; 10/12/2008 17 (lramostra) 1a1b 1a1b POSITIU s
08/04/2009 35 (2ona mostra)
22/01/2009 12 (1ra mostra)

8 02/04/2009 22 (20na mostra) lalb lalb POSITIU NO
03/06/2009 31 (3ramostra)

9 16/02/2009 15 (lra mostra) 1a1b 1alb POSITIU <
20/04/2009 25 (20na mostra)
23/03/2009 8 (lramostra)

10 19/08/2009 29 (20na mostra) lala lalb NEGATIU NO
16/09/2010 33 (3ramostra)

11 16/07/2009 22 lala lalb POSITIU SI

12 14/10/2009 18 lala lalb POSITIU NO

13 14/10/2009 26 (ra mostra) lala 1alb POSITIU si
19/11/2009 31 (2ona mostra)

14 01/03/2010 12 lala lalb NEGATIU autoanticos

15 05/03/2010 19 lalb lalb NEGATIU NO
09/03/2010 18 (lramostra)

16 05/04/2010 22 (20na mostra) 1a1b 1a1b NEGATIU O
05/05/2010 24 (3ramostra)
15/07/2010 37 (4a mostra)

17 01/04/2010 14 (1ramostra) lala 1alb NEGATIU NO
05/05/2010 18 (20na mostra)
07/04/2010 14 (lramostra)

18 27/05/2010 21 (2ona mostra) lala lalb POSITIU NO
21/07/2010 29 (3ramostra)

10 21/04/2010 18 (1ra mostra) 1a1b NEGATIU NO
21/05/2010 22 (20na mostra)
26/04/2010 27 (lramostra)

20 17/06/2010 34 (20na mostra) lalb lalb NEGATIU NO
14/07/2010 38 (3ramostra)

2 26/04/2010 26 (1ra mostra) 1a1b NEGATIU NO
09/06/2010 33 (20na mostra)

22 11/05/2010 19 (ira mostra) lala 1alb POSITIU NO
23/06/2010 26 _(20na mostra)

23 10/05/2010 15 lalb NEGATIU NO

2 19/05/2010 20 (lramostra) 1b1b NEGATIU NO
14/07/2010 24 (20na mostra)

25 17/06/2010 33 lalb NEGATIU Sl

26 21/06/2010 28 lala lalb NEGATIU NO

27 15/07/2010 25 lala lalb POSITIU NO

28 15/07/2010 26 lalb NEGATIU S|

29 20/07/2010 26 lalb POSITIU NO

30 21/07/2010 28 lala lalb NEGATIU NO
06/09/2010 18 (1ra mostra)

31 05/10/2010 22 (2ona mostra) 1a1a 1alb POSITIU NO
08/11/2010 27 (3ramostra)
14/12/2010 32 (4a mostra)
19/11/2010 18 (lramostra) 1blb

32 17/01/2011 26 _(20na mostra) 1lalb POSITIU NO
23/03/2011 35 (3ramostra) lalb
06/04/2011 13 (1ra mostra) lalb

33 10/05/2011 18 (20na mostra) lala lalb POSITIU SI
20/06/2011 23 (3ra mostra) 1a1b

34 15/04/2011 16 (lramostra) 1ala lalb NEGATIU NO
30/06/2011 27 (2ona mostra) 1a1b

Taula 27: Taula que representa totes les mostres recollides per a la validacié clinica de I'estratégia
utilitzada per a la determinacié del genotip HPA-1a fetal a partir de plasma matern. S’indica el n© total
de gestants que han participat en I'estudi amb preséncia/abséncia de l'al-lel DRB3*01:01 i amb
presencia/abseéncia d’Ac anti-HPA-1a, el n° total de mostres recollides i la data d’obtencid, el genotip
HPA-1 del marit i els resultats obtinguts del genotip HPA-1 fetal a partir del protocol que s’ha posat a
punt.
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VII.1.1.4.3. Analisi de la concordanga amb el genotip del nadd

Per tal de confirmar la validesa de I'estratégia posada a punt es van contrastar els
resultats amb el genotip HPA-1 del nad6 o mitjangant la técnica d’amniocentesi. A

la Taula 28 es mostren els resultats.

Prediccié del genotip HPA-1a fetal

Negatiu

Positiu

Negatiu

Positiu

Negatiu

Positiu

Resultats concordants*

0

6

0

36

0

14

Resultats pendents de confirmar

0

0

3

5

0

2

*Resultats concordants amb el genotip HPA-1 del nadé al néixer o per amniocentesi.

Taula 28: Taula que mostra els resultats concordants i pendents de confirmar contrastant els resultats
de I'analisi del genotip HPA-1a fetal a partir de plasma matern del total de mostres recollides a diferents
setmanes de gestaci6 amb els resultats obtinguts del genotip del nadd i/o utilitzant la técnica
d’amniocentesi.

En tots els resultats en els que s’ha pogut confirmar el resultat s’'ha observat una
concordanca del 100%. El valor predicitu positiu i negatiu no s’han pogut calcular
perqué per una banda totes les mostres en les que s’ha confirmat el resultat eren
mostres de gestants portadores d’un fetus HPA-1a positiu i per l'altra, perque el
genotip HPA-1b1lb es troba en una freqliéncia tan baixa en la poblacié que no ha

permés calcular aquest valor en les mostres estudiades.

VIL.1.1.5. Quantificacié de ’ADN de plasma

VII.1.1.5.1. Resultats de la quantificacié d’ADN total en plasma de gestants HPA-1b1b

Els resultats de la quantificaci6 d’ADN total present en plasma matern de les 66
mostres de plasma analitzades en total per a la determinacié del genotip HPA-1a
fetal es mostren en la Taula 29. Les dades recollides en cada run de I'amplificacio del
gen CCR5 dels estandards en paral-lel amb les mostres d’ADN de les diferents

gestacions es van analitzar amb el software v1.2.3. Applied Biosystem.

En cada run es va construir una recta de regressié a partir de 4 punts
corresponents als estandards (4 dilucions d’'un ADNg comercial, Promega). Un dels
parametres de la recta que es té en compte és el coeficient de correlacié (R2) que
mesura la proximitat de |'ajust entre la recta de regressié i els 4 punts dels Ct de la
reaccié d’amplificacié dels estandards. Es desitjable que s’obtinguin valors de
coeficients de correlacié superiors a 0.99. Un altre parametre que es te en compte
és la pendent de la recta de regressid, que indica el nivell d’eficiéncia en la reaccio
d’amplificacié. Si s’obté una pendent proxima a -3.3 significa que l'eficiéncia de la
PCR és del 100% [Guia de introduccion Applied Biosystems StepOne™ Real-Time
2010].

evidenciat una alta variabilitat en la concentracié d’ADN present en plasma en les

PCR System-Experimentos de Curva Estandar, En els resultats s’ha
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diferents setmanes de gestacié provinents de les 34 gestants incloses en |'estudi

(Figura 34).

RESULTATS DE LA QUANTIFICIO DEL DNA PRESENT EN PLASMA MATERN MITJANCANT L'AMPLIFICACIO DEL GEN CCR5

Gestant | Setmanade gestacié| Ct | Quantitat (ng) | Mitjana quantitat(ng) | ng/uL | ng totals extraccié 60pL | ng/mL
. 26 26,40 36,99 36,99 7,40 443,88 443,88
34 29,87 4,87 4,87 0,97 58,44 58,44
30,54 3,30 0,66 39,60 39,60
15 3,13
) 30,72 2,96 0,59 35,52 35,52
20 28,09 13,76 13,76 2,75 165,12 165,12
25 26,00 46,62 46,62 9,32 559,44 559,44
30,36 3,66 0,73 43,92 43,92
26 3,91
3 30,14 4,15 0,83 49,80 49,80
33,77 0,50 0,10 6,02 6,02
30 0,56
33,39 0,62 0,12 7,49 7,49
30,52 3,34 0,67 40,08 40,08
4 24 2,81
31,17 2,28 0,46 27,36 27,36
33,86 0,31 0,06 3,66 3,66
20 0,24
s 34,94 0,17 0,03 2,03 2,03
30,07 2,44 0,49 29,28 29,28
28 2,50
29,98 2,56 0,51 30,72 30,72
26,11 21,42 4,28 257,04 257,04
6 24 20,58
26,25 19,74 3,95 236,88 236,88
33.31 0,63 0,13 7.56 7.56
33.77 0,48 0,10 6,00 6,00
17 0,43
. 34,24 0,34 0,07 4,03 4,03
34,57 0,28 0,06 3,34 3,34
32,53 0,89 0,18 10,73 10,73
35 0,85
32,71 0,81 0,16 9,66 9,66
33,86 0,31 0,06 3,66 3,66
12 0,29
34,07 0,27 0,05 3,26 3,26
31,56 1,08 0,22 12,96 12,96
8 22 0,97
31,96 0,87 0,17 10,39 10,39
32,37 0,69 0,14 8,30 8,30
31 0,59
33,00 0,49 0,10 5,87 5,87
34,21 0,39 0,08 4,64 4,64
15 0,43
5 33,88 0,47 0,09 5,64 5,64
25,13 77,24 15,45 926,88 926,88
25 73,01
25,33 68,78 13,76 825,36 825,36
34,35 0,25 0,05 2,98 2,98
8 0,32
33,57 0,39 0,08 4,69 4,69
32,26 0,83 0,17 9,98 9,98
10 29 1,06
31,50 1,29 0,26 15,48 15,48
30,95 1,78 0,36 21,36 21,36
33 1,75
31,02 1,71 0,34 20,52 20,52
32,23 0,85 0,17 10,19 10,19
11 22 0,86
32,17 0,88 0,18 10,54 10,54
32,81 0,61 0,12 7,30 7,30
12 18 0,87
31,72 1,14 0,23 13,68 13,68
34,25 0,33 0,07 4,01 4,01
26 0,28
13 34,91 0,23 0,05 2,76 2,76
34,71 0,26 0,05 3,10 3,10
31 0,24
34,90 0,23 0,05 2,77 2,77
31,87 1,30 0,26 15,60 15,60
14 12 1,51
31,38 1,71 0,34 20,52 20,52
29,22 4,85 0,97 58,20 58,20
15 19 4,99
29,13 5,13 1,03 61,56 61,56
35,03 0,37 0,07 4,43 4,43
18 0,36
35,08 0,36 0,07 4,31 4,31
35,31 0,32 0,06 3,79 3,79
22 0,40
16 34,54 0,48 0,10 5,81 5,81
34,91 0,39 0,08 4,72 4,72
24 0,55
33,87 0,70 0,14 8,45 8,45
33,04 1,12 0,22 13,44 13,44
37 0,98
33,54 0,85 0,17 10,14 10,14
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RESULTATS DE LA QUANTIFICIO DEL DNA PRESENT EN PLASMA MATERN MITJANCANT L'AMPLIFICACIO DEL GEN CCR5

Gestant |Setmanade gestacié| Ct | Q (ng) | Mitjana quantitat(ng) | ng/pL | ng totals extraccié 60uL | ng/mL
34,10 0,62 0,12 7,42 7,42
14 0,83
17 33,18 1,03 0,21 12,36 12,36
25,45 77,73 15,55 932,76 932,76
18 75,09
25,57 72,46 14,49 869,52 869,52
30,22 2,77 0,55 33,24 33,24
14 2,55
30,54 2,32 0,46 27,84 27,84
28,95 5,65 1,13 67,80 67,80
18 21 597
28,76 6,29 1,26 75,48 75,48
32,96 0,60 0,12 7,19 7,19
29 0,75
32,25 0,89 0,18 10,69 10,69
26,12 27,45 5,49 329,40 329,40
18 26,90
26,20 26,34 5,27 316,08 316,08
32,00 1,03 0,21 12,36 12,36
19 31,42 1,42 0,28 17,04 17,04
30.51 2,48 0,50 29.76 29.76
22 1,94
30.32 2,78 0,56 33.36 33.36
30.69 2,16 0,43 25.92 25.92
31.01 1,77 0,35 21.24 21.24
33,24 0,51 0,10 6,17 6,17
27 0,58
32,84 0,64 0,13 7,69 7,69
31,12 1,68 0,34 20,16 20,16
20 34 1,62
31,24 1,57 0,31 18,84 18,84
24,43 70,67 14,13 848,04 848,04
38 63,93
24,81 57,19 11,44 686,28 686,28
34,43 0,26 0,05 3,16 3,16
26 0,35
21 33,51 0,44 0,09 5,29 529
33 30,52 0,60 0,60 0,12 7,20 7,20
35,35 0,20 0,04 2,41 2,41
19 0,27
22 34,39 0,34 0,07 4,03 4,03
27,59 12,86 2,57 154,32 154,32
26 14,86
27,08 16,87 3,37 202,44 202,44
33,81 0,46 0,09 5,50 5,50
23 15 0,48
33,67 0,49 0,10 5,93 5,93
33,17 0,65 0,13 7,76 7,76
20 0,51
2 34,20 0,37 0,07 4,46 4,46
31,27 1,79 0,36 21,48 21,48
24 1,48
32,05 1,18 0,24 14,16 14,16
31,50 1,58 0,32 18,96 18,96
25 33 1,52
31,64 1,46 0,29 17,52 17,52
30,76 2,35 0,47 28,20 28,20
26 28 2,24
30,94 2,13 0,43 25,56 25,56
29,80 3,94 0,79 47,28 47,28
27 25 3,29
30,54 2,64 0,53 31,68 31,68
29,00 6,04 1,21 72,48 72,48
28 26 4,37
30,50 2,70 0,54 32,40 32,40
26,57 43,33 8,67 519,96 519,96
29 26 45,32
26,42 47,31 9,46 567,72 567,72
34,56 0,45 0,09 5,34 5,34
30 28 0,39
35,05 0,34 0,07 4,02 4,02
35,00 0,18 0,04 2,15 2,15
33.41 0,45 0,09 5,42 542
34.06 0,26 0,05 3,16 3,16
18 0,26
34.26 0,23 0,05 2,78 2,78
35,79 0,22 0,04 2,63 2,63
36,04 0,19 0,04 2,27 2,27
35,32 0,29 0,29 0,06 3,46 3,46
31 22 32,87 0,73 075 0,15 8,78 8,78
32,80 0,76 ! 0,15 9,16 9,15
36,55 0,14 0,03 1,70 1,70
27 0,16
36,22 0,17 0,03 2,05 2,05
33,73 0,72 0,14 8,58 8,58
34,35 0,50 0,10 5,99 5,99
32 0,57
33.42 0,59 0,12 7.08 7.08
33.79 0,47 0,09 12,00 12,00
34,95 0,39 0,08 4,67 4,67
34,52 0,48 0,10 5,78 5,78
18 0,34
35,74 0,15 0,03 1,81 1,81
34,39 0,33 0,07 4,01 4,01
31,00 2,83 0,57 33,96 33,96
30,93 2,93 0,59 35,16 35,16
32 26 2,82
30,99 2,47 0,49 29,64 29,64
30,63 3,05 0,61 36,60 36,60
26,29 30,21 6,04 362,52 362,52
26,17 32,21 6,44 386,52 386,52
35 31,57
26,61 32,56 6,51 390,72 390,72
26,68 31,28 6,26 375,36 375,36
33,03 1,07 0,21 12,84 12,84
13 111
32,90 1,15 0,23 13,80 13,80
33 23 32,30 1,20 1,20 0,24 14,40 14,40
32,45 1,49 0,30 17,88 17,88
28 1,29
33,00 1,09 0,22 13,08 13,08
34,47 0,47 0,09 5,60 5,60
34 16 34,06 0,37 0,39 0,07 4,46 4,46
34,28 0,33 0,07 3,95 3,95
27 31,00 0,60 0,60 0,12 7,20 7,20

Taula 29: Resultats de |la
quantificaci6 de I'ADN total
extret de les 66 mostres de
plasma a diferents setmanes de
gestacid incloses en l'estudi de
validacio del genotipatge HPA-1a
fetal.
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Figura 34: Grafic que representa la variabilitat en la concentracié d’ADN present en plasma matern de
les 66 mostres de plasma analitzades a diferents setmanes de gestacid i procedents de 34 gestants.

VII.1.1.5.2. Resultats de la quantificacié d’ADN total present en els controls negatius

La concentracié d’ADN expressada en ng/ml de plasma es va mesurar en tots els
ADNSs extrets de plasma de 24 individus HPA-1a negatiu i corresponents als controls
negatius que es van utilitzar per a la determinacié del genotip HPA-1a fetal en
plasma matern. En total es van quantificar varies répliques de cadascuna de les 24

mostres d’ADN de plasma analitzades, resultats dels quals es mostren a la Taula 30.
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RESULTATS DE LA QUANTIFICIO DE L'ADN PRESENT EN PLASMA MATERN MITJANCANT L'AMPLIFICACIO DEL GEN CCRS

N2 Control neg. Ct Q (ng) | Mitjana quantitat (ng) ng/uL ng totals e: i6 60pL ng/mL
1 34,67 0,28 0,26 0,06 3,40 3,40
35,00 0,23 0,05 2,80 2,80
35,00 0,15 0,03 1,78 1,78
34,36 0,22 0,04 2,60 2,60
) 33,90 0,19 0325 0,04 2,30 2,30
34,00 0,18 0,04 2,16 2,16
32,90 0,37 0,07 4,38 4,38
32,88 0,37 0,07 4,45 4,45
3 33,66 0,33 0,29 0,07 3,95 3,95
34,13 0,25 0,05 2,98 2,98
33,00 0,49 0,10 5,83 5,83
33,57 0,35 0,07 4,16 4,16
4 33,54 0,52 0,51 0,10 6,20 6,20
33,76 0,46 0,09 5,47 5,47
33,65 0,48 0,10 5,81 5,81
32,92 0,74 0,15 8,84 8,84
33,14 0,45 0,09 5,38 5,38
5 33,46 0,37 0,37 0,07 4,44 4,44
33,95 0,33 0,07 3,98 3,98
33,99 0,32 0,06 3,89 3,89
6 34,04 0,26 028 0,05 3,14 3,14
33,80 0,30 0,06 3,64 3,64
35,11 0,14 0,03 1,67 1,67
35,20 0,13 0,03 1,58 1,58
7 33,53 0,36 0,24 0,07 4,27 4,27
34,23 0,24 0,05 2,82 2,82
34,57 0,29 0,06 3,42 3,42
34,58 0,28 0,06 3,41 3,41
32,75 0,57 0,11 6,78 6,78
32,53 0,64 0,13 7,72 7,72
3 34,25 0,28 0,38 0,06 3,35 3,35
34,82 0,20 0,04 2,42 2,42
33,35 0,27 0,05 3,28 3,28
33,13 0,31 0,06 3,77 3,77
33,24 0,62 0,12 7,38 7,38
5 33,24 0,61 - 0,12 7,37 7,37
33,46 0,54 0,11 6,48 6,48
34,12 0,37 0,07 4,43 4,43
33,70 0,47 0,09 5,64 5,64
34,37 0,32 0,06 3,84 3,84
10 33,70 0,22 0,32 0,04 2,63 2,63
33,85 0,20 0,04 2,38 2,38
32,84 0,38 0,08 4,54 4,54
33,11 0,32 0,06 3,83 3,83
1 33,38 0,57 0,58 0,11 6,80 6,80
33,31 0,59 0,12 7,08 7,08
33,57 0,51 0,10 6,10 6,10
33,16 0,64 0,13 7,69 7,69
36,88 0,06 0,01 0,75 0,75
12 35,99 0,10 0,39 0,02 1,25 1,25
32,76 0,40 0,08 4,79 4,79
32,35 0,52 0,10 6,23 6,23
32,53 0,46 0,09 5,56 5,56
35,53 0,14 0,03 1,62 1,62
36,34 0,09 0,02 1,02 1,02
35,58 0,13 0,03 1,57 1,57
3 36,30 0,09 012 0,02 1,04 1,04
35,46 0,14 0,03 1,69 1,69
36,00 0,10 0,02 1,24 1,24
36,00 0,10 0,02 1,24 1,24
35,22 0,16 0,03 1,93 1,93
14 33,50 0,43 0,49 0,09 5,15 5,15
33,07 0,55 0,11 6,58 6,58
15 34,27 0,15 015 0,03 1,81 1,81
34,35 0,14 0,03 1,73 1,73
16 32,76 0,40 0,40 0,08 4,79 4,79
17 33,60 0,41 0,40 0,08 4,94 4,94
33,72 0,39 0,08 4,62 4,62
18 31,90 1,12 1,21 0,22 13,44 13,44
31,65 1,29 0,26 15,48 15,48
19 34,18 0,29 0,32 0,06 3,50 3,50
33,94 0,34 0,07 4,04 4,04
20 31,01 1,89 178 0,38 22,68 22,68
31,22 1,66 0,33 19,92 19,92
21 33,00 0,59 0,61 0,12 7,03 7,03
32,88 0,63 0,13 7,56 7,56
2 34,14 0,30 0,31 0,06 3,59 3,59
34,00 0,33 0,07 3,90 3,90
2 33,20 0,52 - 0,10 6,26 6,26
33,23 0,51 0,10 6,12 6,12
24 33,14 0,54 0,69 0,11 6,47 6,47
32,37 0,85 0,17 10,18 10,18

Taula 30: Resultats de
la  quantificaci6  de
I’ADN total extret de les
82 mostres de plasma
d’individus HPA-12
negatiu utilitzats com a
controls negatius en
I'estudi de validacié per
a la determinacié del
genotip HPA-1a fetal.
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VIL.1.1.6. Incorporacié d’uns marcadors d’ADN fetal

La incorporacié de marcadors d’ADN fetal en |'assaig pel genotipatge HPA-1a fetal
és important per evidenciar la preséncia d’ADN fetal en la mostra de plasma d’una
gestant. Es van realitzar proves per a la multiplexacié de la seqliéncia del gen SRY

amb la seqliéncia de I'al-lel HPA-1b i també es va analitzar el marcador RASSF1A.

VII.1.1.6.1. Multiplexacié amb gen SRY

La coamplificacié de la sequéncia de I'al-lel HPA-1b i el gen SRY en les condicions
astringents per a la determinacié del genotip HPA-1 fetal (temperatura d’annealing
64°C) no va donar els resultats desitjats. Com s'observa en la Figura 35,
I'amplificaci6 del gen SRY no es troba afavorida en aquestes condicions de
multiplex, Unicament aplicant les mateixes condicions de reaccié i sense la
coamplificacio d’un altre gen en paral-lel que hi pugui interferir es va visualitzar el
producte amplificat d’aquest gen per PCR a temps real. Val a dir, i tal i com
s’'observa en la Figura 36, les condicions de reaccié Optimes per I'amplificacio

d’aquesta seqliéncia es dona a una temperatura d’annealing de 60°C.

A B

HPA-1b —>

Figura 35: Analisi en paral-lel del genotip HPA-1a fetal i gen SRY a una T.A.=64°C. A, Amplificacié per
multiplex mitjancant PCR a temps real de la seqtiencia HPA-1b i gen SRY utilitzant sondes TagMan-MGB.
B, Amplificacié en uniplex mitjancant PCR a temps real de la seqlieéncia delgen SRY.

SRY | =}

Figura 36: Amplificacid per PCR a temps real de la seqliéncia del gen SRY utilitzant la sonda SRY
TagMan-MGB i aplicant una T.A.=600°C.
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VII.1.1.6.2. Detecci6 del marcador epigenetic RASSF1A

Per posar a punt lI'assaig RASSF1A es va seguir el protocol descrit en la publicacio
d’Allen Chan i col-laboradors [Allen Chan, et al., 2006] (veure apartat VI.3.3.1) per
a la deteccié del marcador epigeneétic a partir de mostres de plasma de gestants a

diferents setmanes de gestacio.

En un inici es va provar de dur a terme una digestido a partir de 21uL d’ADN de
plasma matern en un volum final de 30uL perd es van obtenir millors resultants
digerint 35uL d’ADN de plasma en un volum final de 50uL. En paral-lel i com a
control de l'assaig s’analitza I’ADN de plasma sense digerir. En primer lloc es va
provar d’analitzar I’ADN no digerit sota les mateixes condicions que les de digestid
excepte per I'addicié al tub eppendorf de I'endonucleasa. Finalment i com es descriu
en la publicaci6 de Chan i col-laboradors, es va analitzar I'’ADN sense digerir

amplificant directament 5uL de I’ADN extret de plasma.

En la Figura 37 es mostra un exemple dels resultats de I'amplificacid del gen
RASSF1A.

Deteccio especifica de 'ADN d’origen fetal

Analisi del locus RASSF1A en ADN de plasma sense digerir

Amplification - 270110 rassfla i bastina Amplification - 270110 rassfla i b-actina
000 —Samples 0800 —Samples
o700 Cvic-o4 L1k 0.700 Cvic -4 ]
0600 (vic-oe (] G [ vic -0 [
oo [ vic-o7 = 2500 -~ wic-o7 (]
[ vic-pe - [ vic-0s ]
. Cve-oo g " g Oue-on [
0300 Cwic-Fz H “ azon (J [Mvic-F2 | |
0200 =1 Ove-rs [ o200 A Muve-rs [l
0.100 | of g::i:: 5 L D [ vic - 74 (|
B 1 0.000 =< M
-0.100 ! ! ! ! ! ! ! 1 1 Viewer: [_aRn (Ba_| < o100 ! ! ! ! ! ! 1 ! 1 1 ! Wiewer: [_aRn (Ba
BEas iR W B 2 M = S B W mwo 0246810 14 1820 24 2830 34 3240 44 4850 popgerr
Cucle Cysle
DonaHPA-1blb no embarassada Gestant- setmana 19 de gestacid
T . .
Analisi del locus RASSF1A en ADN de plasma digerit
Amplification ~ 270110 rassfla i bactina Amplification -~ 270110 rassfia i b-actina
800 —Samples 0500 —Samples
0700 [ vic - e2 (] 0700 R vic - B2 [
0,600 [ vic-e3 1 0.500 A vic - 83 ]
0500 e=E [} il [ vic - B4 [}
[ vic - 5 (] O wic-es =
& 0400 [ vic - 86 g Wy [ wic-Be
3 0.300 Cwvic-g7 = : 0.300 k .) rp a I — [[Ewe-87 =
; o
0200 [ vic - 63 [ | 0200 P | H
0.100 [ vic - b2 (] 0969 [ vic -pz =
Ove-vs [ ] al Qve-oz [
0000 0000
o0 Hiewer: (4 CBa] 0100 | Viewer: (aFn {Ba_
0246810 14 1820 24 2830 34 B4 4 B0 g D246 B0 14 1B 4 W M B 4 BT e
cyele cycte
DonaHPA-1blb no embarassada Gestant- setmana 19 de gestacid

Figura 37: Amplificiacié del gen RASSF1A a partir de I’ADN de plasma digerit i sense digerir d'una mostra
obtinguda a setmana 19 de la gestacid. El control utilitzat és I’analisi en paral-lel de I'’ADN extret del
plasma d’una dona no embarassada.
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VIIL1.1.6.2.2. Inclusio dels controls f-actina

El gen de la B-actina es troba hipometil-lat tant en I’ADN d’origen matern com fetal.
La digestié de les seqliéncies d’aquest gen mitjangant I’endonucleasa BstUI permet
ser un control de l'eficiencia de la digestidé enzimatica. Els resultats de la digestio i
de la posterior amplificacido del gen de la B-actina van ser molt satisfactoris, tal i

com es mostra en I'exemple de la Figura 38.

Analisidel gen de la B-actina: control de la digestié enzimatica

Analisi del locus B-actina en ADN de plasma sense digerir

Amplification - 270110 rassfla i b-astina Amplification - 270110 rassfia i b-aetina
1600 —Samples 1600 —Samples
1.400 [ Far - b4 [} 1400 (1 Fart-pd [
1200 (I Far-pe [ 1200 » ] Fart-ps ]
1.000 C Fart-p7 ] 165D I Fari-o7 [
Cravi-ee [ Cram-os [
. 0800 Drat-vio [l 0800 et
H & Cear-ci0 [l
0600 I Far1-F2 ] 4 neoo f/'J oA Fari- F2 [
0400 1 [Fam-F3 [ | 0400 r’} [ Fat1 - Fz [ |
a0 o [ Fan - Fa (] o208 ] Fart-Fa ]
B4 Fam - Fe - M Far-Fe -
0000 0000
@D Viewer: [(aRn (Ba... @ Wiever: [_aRn (Ba.
D 246810 14 1820 24 203 M A0 44 80 g (FAN 1] 0246810 14 1820 24 B30 T4 34D 44 48T gy
Cycle Cycle

DonaHPA-1b1b no embarassada Gestant- setmana 19 de gestacié

Analisi del locus B-actina en ADN de plasma digerit

Amplification - 270110 rassfia i b-actina Amplification — 270110 rassfla i b-actina
1.600 —Samples 1600 —Samples
1.400 ] FaM - bz - 1.400 [ Fart - b2 -
= 1 ra-o3 B 1.200 A Far- 03 ]
- [ Far-p4 ]
Q6T 1 Farm-pa o.EE
O rFar-oe ] 1 Fa-06 []
g 0800 oA Far - 07 [} g 1 Famt - 07 (]
& % i
T Geoo o F - b5 = 0.600 I Fam-na =
0400 Ara-oio0 [l 0.400 Mra-oi0 [l
aEm [1Fam-F2 ] 0.200 ] P -2 ]
I Fart-F3 [ | o000 I Fam-Fa [ 1
0000 =
-0.200 Viewer: [_aRn (Ba =t | R
0245810 14 1820 24 2830 M 34D 44 48T pepige 0246310 13 1820 24 2830 54 5840 44 450 peporter: ((FAM <
cycle . i
DonaHPA-1b1lb no embarassada Gestant- setmana 19 de gestacio

Figura 38: Amplificacid del gen de la B-actina com a control de I'efectivitat de la digestié enzimatica.
S’analitza una mostra d’ADN de plasma a setmana 19 de la gestacié digerit i sense digerir i, en paral-lel,
I’ADN d’una dona HPA-1b1lb no embarassada en les mateixes condicions.

VII1.1.6.2.3. Avaluacié amb mostres de gestants

En les 25 mostres analitzades s’ha obtingut un patré d’amplificacié concloent,
observant-ne una amplificacié sensible i reproduible del marcador RASSF1A de
procedencia fetal en totes elles. Paral-lelament i com a control negatiu s'ha
analitzat ADN de plasma de dones no embarassades i en cap cas s’ha detectat un

fals positiu (Taula 31).
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N2 Gestant| Setmana de gestacié Ct Control digestié completa
1 19 38 negatiu
2 20 38 negatiu
3 7 39 negatiu

15 42 negatiu
4 16 38 negatiu
5 19 38 negatiu
6 24 38 negatiu
7 24 38 negatiu
8 23 38 negatiu
9 16 39 negatiu
10 39 negatiu
11 18 38 negatiu
12 19 38 negatiu
13 20 38 negatiu
14 18 39 negatiu
15 24 38 negatiu
16 18 39 negatiu
17 20 38 negatiu
18 15 40 negatiu
19 15 40 negatiu
20 15 40 negatiu
21 15 40 negatiu
22 15 40 negatiu
23 13 40 negatiu
24 13 40 negatiu

Taula 31: Resultats de I'amplificacié del gen RASSF1A a partir de I’ADN d’origen fetal de mostres d’ADN
extret de plasma matern. En la taula es mostra el n® de mostres analitzades, la corresponent semana de

gestacio i el valor Ct obtingut de la PCR a temps real.
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VII.2. DIAGNOSTIC GENETIC PREIMPLANTACIONAL

VII.2.1. Seleccio i avaluacio dels marcadors STRs

VII.2.1.1. Localitzaci6 1 informacié disponible

Per a la seleccio del panell de STRs es van seguir els criteris seglients:

% Localitzaci6 cromosomica del STR proxima al gen ITGB3 (a una distancia
<3Mb) per evitar possibles recombinacions entre els loci incloent-hi un
minim de tres marcadors: dos loci STRs extragénics flanquejant el gen
ITGB3 per I’extrem 5" i 3’ i un locus intragénic.

% Contingut d'un alt grau de polimorfisme i del valor d’heterozigocitat o Hy.

% Preferiblement i molt recomanable la tria d’aquells STRs de tipus

tetranucleotids, ja que donen resultats més robusts i facils d’interpretar.

Després d’una cerca bibliografica i en bases de dades es van identificar una bateria
de marcadors microsatel:lits polimorfics adjacents al gen ITGB3, com es mostra en
la Figura 39, es van seleccionar de forma que complissin al maxim les

caracteristiques desitjades (Taula 32).

Marcador Tipus Localitzacio6 (bp) n2 al-lels| Heterozigositat | Unitat de repeticio Referéncia bibliografica

D17S1185 |extragenic|40.553.561-40.553.785 16 0.91 [AGGG]n Bennett-Baker, etal., 1996

D17S1340 |extragenic|41.015.530-41.016.034 13 0.93 [TTTCIn Bennett-Baker, etal., 1996
i |p1751339 extragenic|41.734.330-41.734.694 15 0.80 [TTTC]n Bennett-Baker, etal., 1996
E D1751184 |extrageénic|42.112.004-42.144.103 10 0.75 [CAIn Miki, et al., 1994
E D17S1183 |extragénic|42.435.053-42.435.181 14 0.56 [CAIn Miki, et al., 1994 Shayakul, etal., 2004

D17S934 |extragénic|43.057.680-43.057.853 10 0.84 [CAIn Gyapay, et.al., 1994

D17S950 |extragenic|43.260.171-43.260.360 12 0.76 [CAIn Gyapay, et.al., 1994

inticlo [n0agEnic 8 Gl Stoffel, etal., 1992 Denomme, 1998

Gen de referéncia: ITGB3 (45.331.208-45.518.678 bp)

D17S806 |extragénic|45.811.845-45.812.021 16 0.90 [CAIn Gyapay, et.al., 1994
'E D1751827 |extragénic|46.638.484-46.638.615| 11 0.84 [CAIn http://www002.upp.so-net.ne.jp/kyama-Q/MS.html
© |D1751868 |extragenic|47.184.853-47.185.044 8 0.79 [CAIn http://www002.upp.so-net.ne.jp/kyama-Q/MS.html
5 D17S733 |extragénic|47.580.128-47.580.320 6 0.89 [GGAA]n Albertsen, etal., 1994

D17S1795 |extrageénic|47.924.994-47.925.165 8 0.52 [CAIn http://www002.upp.so-net.ne.jp/kyama-Q/MS.html

Taula 32: Panell dels marcadors microsatel-lits lligats al gen ITGB3 amb les seves caracteristiques
corresponents: localitzacié cromosomica (segons la base de dades Ensembl), grau de polimorfisme,
heterozigositat, unitat de repeticié i nimero de referéncia de I'SNP.
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Figura 39: Esquema de la disposicié dels marcadors microsatel-lit polimorfics respecte el gen ITGB3 en el
cromosoma 17.

VIL.2.1.2. Amplificacio 1 analisi del perfil al-1elic d’aquests marcadors

Les diferents PCRs dels marcadors microsatél-lits es van optimitzar ajustant les
concentracions de clorur de magnesi i les condicions de termociclador apropiades
per a I'amplificacié de cada STR a partir d’ADN genomic de diferents individus HPA-
1a negatiu, heterozigots HPA-1a/1b i HPA-1b negatiu. Les seqliéncies dels primers
es van extreure de les referéncies indicades a la Taula 32. La visualitzacié del
producte amplificat es va fer en un gel d’agarosa i posteriorment es va avaluar la
qualitat dels electroferogrames corresponents, tal i com es mostra a la Figura 40 i
Figura 41 alguns dels exemples.
B = =
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Figura 40: Electroferograma i gel d’agarosa de I'amplificacié a partir d’ADN genomic del dinucleotid [CT]
localitzat a l'intré 6 del gen ITGB3. En les mostres 4B i 6B es visualitza un perfil al-lélic d’individus
heterozigots i en les mostres 5B i 9B es visualitzen perfils al-lelics d’individus homozigots.
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Les condicions de les PCRs dels loci microsatél-lit es van poder estandaritzar i es va
posar a punt I'amplificaci6 per a cada locus de forma reproduible. No obstant,
I'amplificacié dels marcadors STRs D17S1185, D1751339, D1751340, D1751184,
D17S950 i D17S733 va presentar molts problemes. Amb tota la informacio
disponible d’aquests marcadors microsatél-lits i després d’avaluar la sensibilitat,
especificitat i eficiencia de les PCRs corresponents es van descartar els 6 STRs que
van presentar problemes de la bateria de marcadors inicialment proposada. Les
seqliéncies dels primers dels microsatel-lits seleccionats es mostren en la Taula 24
(apartat VI.4.2.5.1).

™ s - " n [ - " mrow - .

Figura 41: Electroferograma de |'amplificacié del dinucledtid localitzat a l'intré 6 del gen ITGB3,
D17S1183 i D175806 (3 ng d’ADN motlle).

VIIL.2.1.3. Estudi d’informativitat amb 10 parelles

Per a comprovar i analitzar el grau de polimorfisme dels diferents marcadors STRs
seleccionats, com també avaluar el seu grau d’'informativitat en el context
d’aplicaci6 que ens interessava es va determinar el perfil al-lelic per aquests
microsatél-lits en 10 parelles consistents en dones homozigotes HPA-1b1lb i homes
heterozigots HPA-1alb. En els casos en que disposavem d’ADN genomic de les
parelles amb antecedents de TFNA i del fill afecte de les mateixes es va poder
estudiar el lligament entre els al:lels del sistema HPA-1 i els al-lels corresponents

als diferents loci microsatel-lits.

En la Taula 33 seglient es mostren els resultats dels genotips dels loci microsatel-lit

de les 10 families.:
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MARCADORS MICROSATEL-LIT

FAMILIA D17S1183 | D17S934 | intr6 6 [CT]| D17S806 | D17S1827 | D17S1868|D1751795

Mare 123/123 | 169/175 180/180 150/166 126/140 193/195 | 169/171

A Pare 123/123 | 167/167 180/192 166/174 134/140 191/195 | 169/171

Nado - - 180/192 150/174 126/134 191/193 | 169/169

Mare 123/137 | 177/177 180/180 152/160 126/132 191/191 | 163/165

B Pare 123/125 | 167/179 180/192 152/168 132/138 191/191 | 165/169

Nado 125/137 | 177/179 180/192 152/168 126/138 - 165/165

Mare 123/123 | 167/175 180/180 150/154 120/134 187/193 | 165/165

C Pare 123/141 | 167/171 180/192 152/172 120/130 187/191 | 163/169
Nadoé

Mare 123/143 | 169/169 | 180/180 | 160/168 | 124/132 | 187/191 | 163/169

D) Pare 123/123 | 169/179 180/192 148/168 122/132 191/195 | 163/165
Nadé

Mare 123/143 | 169/171 | 180/180 | 150/150 | 122/136 | 191/193 | 163/169

3 Pare 123/143 | 167/175 180/192 144/150 122/130 187/193 | 169/169
Nadé

Mare 123/147 | 175/179 180/180 154/166 132/142 191/193 | 163/169

F Pare 123/123 | 167/179 180/184 166/168 116/122 187/187 | 165/169

Nado - 167/175 180/184 166/168 116/142 - 163/169

Mare 123/139 | 165/167 180/180 148/148 120/138 173/189 | 161/165

(€] Pare 123/141 | 175/177 180/192 164/174 128/132 191/193 | 163/169
Nadé

Mare 123/123 | 167/169 | 180/180 | 156/164 | 122/138 | 187/193 | 163/169

H Pare 123/123 | 169/179 180/192 154/156 122/126 193/195 | 163/169

Nadoé - 169/179 180/192 156/164 122/126 193/195 | 163/163

Mare 123/131 | 171/173 174/180 150/162 116/132 181/189 | 167/169

| Pare 123/145 | 167/177 180/190 154/168 120/138 191/191 | 169/171

Nado 123/123 | 167/171 174/190 150/154 132/138 - 169/169

Mare 123/145 | 173/175 180/180 148/174 134/136 189/189 | 165/169

J Pare 123/145 | 167/177 180/192 154/164 124/138 187/193 | 169/169

Nadoé 123/145 - 180/192 164/174 136/138 187/189 | 169/169

Taula 33: Taula que representa els perfils genétics dels diferents marcadors STRs de les deu families
estudiades. Les caselles que contenen un guié corresponen a mostres que no van poder ser amplificades
pel locus en quiestio.

En la Taula 34 es confirma |'elevat grau de polimorfisme de cada marcador STR com

a resultat de I'analisi de les mostres d’ADN.
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Microsatel-lit N2 al-lels descrits N2 al-lels detectats

D1751183 14 9

D17S934 10 8
[CT] intré6 8 5

D17S806 16 13
D1751827 11 13
D1751868 8 7
D17S1795 8 6

Taula 34: Numero d‘al-lels detectats en |'estudi preliminar per a l'avaluacié del grau de polimorfisme de
cada STR comparat amb el niumero d’al-lels ja descrits en la literatura.

Cadascuna de les parelles va tenir un fill HPA-1alb pero malauradament només va
ser possible disposar d’ADNg de sis d’aquests nadons. Per aquesta rad i per avaluar
la informativitat dels STRs es van fer dues classificacions per a cada locus a
estudiar observant el perfil genétic de cadascuna de les families: families amb
marcadors informatius i families amb marcadors potencialment informatius (Taula
35). Val a dir que alguns dels locus microsatél-lit no van poder ser amplificats
utilitzant I’ADNg dels nadons segurament a causa de la poca quantitat de mostra
obtinguda i també per una possible degradacié de I'’ADN a causa de la seva

conservacio durant un llarg periode de temps (des del 2003-2004).

Microsatel-lit Families marcador informatiu  Families marcador potencialment informatives Total families estudiades
D1751183 1 2

D17S934
[CT] intré6
D17S806
D1751827
D1751868
D17S1795

10

wlwlvw]lo|o |~
[SN NG TV TSN N N

Taula 35: Taula que representa la informativitat de cada locus microsatel-lit segons I’'estudi realitzat amb
deu families amb antecedents de TFNA.

VII.2.2. Disseny i posta a punt d’una estratégia de tipificacio

HPA mitjancant PCR a temps real a partir d’una sola cel-lula

El primer pas que es va dur a terme en aquest estudi i, després d’haver fet proves
preliminars a partir d’'una concentracié de 20pg d’ADN genomic, va ser posar a punt
I’'estratégia per a la tipificacio HPA-1 mitjangcant PCR a temps real a partir d’'una
cél-lula de mucosa bucal amb genotip HPA-1 conegut, preferiblement d’un individu
heterozigot. Un cop validat aquest pas es va procedir a l'experimentacié amb

blastomers provinents d’embrions no transferibles.

L'aillament d’una Unica cel-lula de mucosa bucal es va realitzar utilitzant un sistema

de micromanipulacié i sota una lupa binocular. Es va posar a punt una PCR

121



Resultats

convencional per amplificar el fragment que inclou el dimorfisme HPA-1la/l1b
utilitzant uns primers dissenyats amb el programa Primer 3. A partir del producte
amplificat obtingut es va fer una amplificacio per PCR a temps real utilitzant les
mateixes condicions de PCR i disseny d’oligonucledtids que es descriu en |'apartat
VI.4.2.4. En aquesta Ultima PCR s’utilitzen uns primers interns amb combinacid

d’unes sondes TagMan"™-MGB al-lel-especifiques (Figura 42).
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Figura 42: Representacid del plot corresponent a I'amplificacié per PCR a temps real de I'al-lel HPA-1a
(linia vermella) a partir d’una cél-lula de mucosa bucal d’un individu HPA-1ala. A I'assaig s’inclou aigua
com a control negatiu (linia verda).

VII.2.3. Avaluaciéo d’un protocol de preamplificacié total del

genoma mitjancant MDA

Després de posar a punt la PCR a temps real pel genotipatge HPA-1 a partir de
I’ADN d‘una cél-lula, es va avaluar la preamplificacié de la totalitat del genoma a
partir d'una Unica ceél-lula de mucosa bucal i després es va implementar aquesta
técnica en l'estudi de validacié a partir del genoma dels blastomers d’embrions

descartats i cedits per les 13 parelles particips de I'estudi.

L'’ADN d’aquestes cel-lules es va amplificar en una primera ronda d’amplificacio
mitjancant el métode de MDA amb la finalitat d’obtenir una gran quantitat d’ADN
inicial pels analisis subseglients dels loci d'interés. En la Figura 43 es mostra un
exemple d’un dels gels d’electroforesi que es va realitzar per a la comprovacio i
visualitzacié del producte amplificat per MDA. Es possible que en algunes reaccions
control (medi composat per PBS amb el 0.1% de PVA) es generin artefactes d’ADN
d’alt pes molecular [Kumar, et al., 2008; patent WO 2008/051928 A2; patent n©°
US20040248105 A1, 2004].
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Figura 43: Migracio electroforéetica dels productes
de MDA.

A, El carril 1 correspon al marcador de pes
molecular (100-1500 pb). Els carrils 2-8, 10-12,
14, 16 i 18 corresponen cadascun al DNA d’‘un
blastomer amplificat pel métode MDA. Els carrils 9,
13, 15 17 corresponen als controls negatius (medi

1.5 Kb cel-lular).

B, El carril 1 correspon al marcador de pes
molecular (100-1500pb). Els carrils 2, 3, 5i 6
corresponen cadascun a l'amplificacié pel métode
MDA del DNA d’un Unic blastomer. Els carrils 4 i 7
corresponen als control negatius, en els quals
apareix una banda amb baixa intensitat
correponent a DNA artefacte.

VII.2.4. Estudi de validacio

VII.2.4.1. Criteris de seleccio

Per a l'estudi de validaci6 es van utilitzar blastomers procedents d’embrions
descartats i cedits per parelles que es van sotmetre a un programa de Reproduccio
Assistida al laboratori d’embriologia de la Fundacié Puigvert, grup amb qui hem
col-laborat pel desenvolupament d’aquest projecte. S’ha obtingut el consentiment
informat de les 13 parelles que han participat en I'estudi i una mostra de sang
fresca per a la tipificacid6 molecular tant del sistema HPA-1 com dels marcadors

microsatel-lit.

VII.2.4.1.1. Determinacions en els progenitors

Per poder avaluar els resultats subseglients, tant de tipatge HPA-1 com dels loci
microsatel-lit, obtinguts en I'analisi de les cél-lules embrionaries, es va determinar
préviament el genotip HPA-1 i el perfil al-lélic per a cada STR de totes les parelles

que participaven en |'estudi.
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VII.2.4.1.1.1. Tipatge HPA-1

Els resultats de la tipificaci6 HPA-1 molecular per PCR-SSP de les 13 parelles van

ser els seglents (Taula 36):

< Cinc parelles estan formades per dos progenitors homozigots HPA-1lala.

< Cinc parelles consten d'un progenitor homozigot HPA-lala i un progenitor
heterozigot HPA-1alb.

< Dues parelles estan formades per dos progenitors heterozigots HPA-1alb.

% Una parella esta formada per un progenitor homozigot HPA-1ala i un

progenitor homozigot HPA-1b1b.

ViI.2.4.1.1.2. STRs

De tot el panell de STRs, es van seleccionar tres dels marcadors polimorfics: dos
flanquejant el gen ITGB3, a I'extrem 3’ (D1751183) i a I'extrem 5’ (D17S806) del
gen, i un tercer d'intragénic (localitzat a I'intré 6 del gen ITGB3). De cadascuna de
les parelles es va realitzar |'analisi inicial d’aquests tres marcadors per tal d’avaluar
si amb el perfil al-lelic dels progenitors en el conjunt de tots els loci s’obtenia la
informativitat necessaria per poder analitzar la concordanca amb els resultats

obtinguts en blastdmers corresponents a cada parella.

A la Taula 36 es mostren els resultats del genotipatge dels tres loci microsatél-lit
seleccionats com a primer bloc d’analisi. En tots els casos es van obtenir resultats
satisfactoris quant a la informativitat dels STRs i no va caldre recérrer a altres

marcadors microsatel-lit del panell.
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de acié parelle D1751183 [CA] intré 6 D175806
Dona HPA-la/la| 123/145 184/201 168/170

! Home HPA-1a/1b | 139/150 180/184 152/160
5 Dona HPA-la/la| 139/143 184/194 164/176
Home HPA-1a/1b | 123/123 180/192 146/152

3 Dona HPA-la/la| 143/150 180/192 168/168
Home HPA-1a/1b | 123/147 180/192 140/148

A Dona HPA-la/la| 123/123 192/192 170/170
Home HPA-1a/la | 123/123 192/192 152/152

c Dona HPA-1a/ib| 123/123 180/180 154/168
Home HPA-1a/1a | 135/150 192/192 170/172

. Dona HPA-1a/lb| 123/139 180/192 150/166
Home HPA-1a/1b | 123/123 180/192 148/176

. Dona HPA-la/ib| 123/123 180/201 146/164
Home HPA-1a/1b | 123/139 180/184 150/166

g Dona HPA-la/ib| 139/141 180/190 148/172
Home HPA-1a/1a | 123/139 184/192 152/164

9 Dona HPA-la/la| 123/123 192/192 154/164
Home HPA-1a/la | 125/150 180/194 164/168

10 Dona HPA-la/la| 123/143 192/192 164/166
Home HPA-1a/1a | 123/139 184/194 162/164

1 Dona HPA-la/la| 139/145 180/192 146/174
Home HPA-1b/1b | 141/150 180/180 146/148

1 Dona HPA-la/la| 123/143 180/192 160/170
Home HPA-1a/la | 123/147 180/180 148/156

13 Dona HPA-la/la| 123/123 188/201 168/170
Home HPA-1a/la | 123/123 192/196 164/168

Taula 36: Perfil al-lélic dels STRs D1751183, el dinucleotid [CT] de I'intrd 6 del gen ITGB3 i D175806 del
total de les 13 parelles que van participar en 'estudi de validacié per al genotipatge HPA-1 d’embrions.

VII.2.4.1.2. Determinacions en blastomers

En total s'han analitzat 61 blastomers biopsiats de 31 embrions, dels quals 51 s’han
analitzat seguint el protocol optimitzat i en un subgrup de 10 cel-lules s’ha aplicat el
mateix protocol perd modificant-ne les condicions per tal de reduir l'incidéencia
d’ADO, tal i com es descriu més endavant a l'apartat VII.2.5.1.. Es van obtenir un
total de 27 controls negatius, corresponents a la solucid6 tamponada en la que es
troben resuspeses les cél-lules a I'hora d’aillar-les en un microtub, dels quals en 8
d’ells (29.6%) es va evidenciar I'existéncia de producte artefacte perd sempre es
van obtenir resultats negatius en totes les amplificacions, descartant la presencia

de contaminacié amb ADN extern. En una fase subseglient a la preamplificacidé del
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genoma dels blastomers per MDA es va analitzar el genotip HPA-1 i els marcadors

microsatel-lit adjacents.

El genotipatge HPA-1 dels blastomers es va realitzar per PCR a temps real a partir

del producte MDA preamplificat (Figura 44).

Determinacid del genotip HPA-1 en blastomers

HPA-lala HPA-1blb HPA-lalb

- ——aian ——halas

Figura 44: Determinacié del genotip HPA-1 a partir d'un blastomer mitjancant el protocol desenvolupat.
El color vermell correspon a I'al-lel HPA-1a i el blau a I'al-lel HPA-1b.

En 51 blastomers del total de cél-lules analitzades es va detectar un genotip HPA-
lala, en 5 de les cél-lules un genotip HPA-1alb i en les 4 ceél-lules restants un
genotip HPA-1b1b. Per altra banda, només en un Unic blastomer (n°12) no es va
visualitzar producte amplificat especific del locus HPA-1 pero si producte de MDA. A
la Taula 37 es mostren els resultats del genotip HPA obtingut per a cadascuna de les

cél-lules embrionaries aillades.

126



Resultats

Parelles Genotip HPA-1 N2 embrié N2 Blastomer i Controls negatius  Genotip HPA-1 Parelle enotip HPA 2 embrié ¢ Blastome ontro ega enotip
h 1 lala 45 lalb
1 lala/lalb Control negatiu - 26 46 1b1b
2 2 1blb i -
1 1ala/1blb Control negatiu
3 lala 47 lalb
3 4 lala 27 48 lalb
5 lala Control negatiu -
2 lala/lalb Control negatiu - 49 1ala
6 lala 28 50 lala
4 7 ) 51 lala
Control negatiu i Control negatiu -
s 8 lala 12 lala/lala 52 lala
Control negatiu contaminacié 53 1ala
9 lalb
3 1ala/lalb 6 — - 23 =L lala
ontrol negatiu - 55 1ala
7 10 tala Control negatiu -
Control negatiu -
56 lala
11 lala
8 - 57 lala
Control negatiu - 30 -
Control negatiu -
12 X
4 lala/lala 9 - 58 lala
Control negatiu - 13 lala/lala
59 lala
13 lala
10 " 60 lala
Control negatiu - 31
61 lala
14 1blb
1 s P Control negatiu
Control negatiu -
16 lala
5 lalb/lala 12 17 lala
Control negatiu -
18 lala
13 19 lala
Control negatiu -
20 lala
14 c | "
t i -
6 lalb/ialb oo neeRty
21 1blb
15
Control negatiu -
16 22 lala
7 lalb/lalb 17 23 lalb
24 lala
25 lala
26 lal,
8 lalb/lala 18 22
27 lala
Control negatiu -
28 lala
19 29 lala
Control negatiu -
30 lala
31 lala
20
9 lala/lala 32 lala
Control negatiu -
33 lala
34 lala
21
35 lala
Control negatiu -
36 lala
22
Control negatiu -
37 lala
38 lala
23
39 lala
Control ti -
10 | 1ala/tala ST neeRty
40 lala
24 41 lala
Control negatiu -
42 lala
25 43 lala
44 lala

Taula 37: Taula que representa el genotip HPA-1 dels individus de cada parella inclosa en I'estudi, el
numero d’embrions biopsiats de cada parella i el nUmero de blastomers analitzats amb el protocol
original i el protocol modificat (addicid de primers especifics - color marrd). Els requadres vermells
indiquen la preséncia d’ADO. La creu en vermell indica la fallada de I'amplificacié per PCR a temps real.

ViI.2.4.1.2.2. STRs
Paral-lelament a la determinacié del genotip HPA-1 dels blastomers , es va obtenir
el perfil al-lélic de cadascun dels blastomers dels tres marcadors microsatel-lit

seleccionats com a primer bloc d‘analisi. La Taula 38 mostra els resultats dels

genotips dels marcadors microsatel-lit de cada blastomer analitzat.
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Marcadors microsateél-lit

Parelles Genotip HPA-1 N2 embrié N2 Blastomer i controls neg
1 1 139/145 180/201 152/170
1 lala/lalb Control negatiu - R -
2 2 123/139 180/180 152/152
3 123/123 192/194 152/176
5 4 123/139 192/194 152/176
5 139/139 194/194 152/176
2 lala/lalb Control negatiu - - -
6 143/143 No concloent 152/176
4 7 123/143 No concloent 152/176
Control negatiu - - -
s 8 123/143 192/192 140/168
Control negatiu - - -
3 la1a/la1b 6 9 X 180/192 148/168
Control negatiu - - -
; 10 123/150 192/192 140/140
Control negatiu - - -
g 11 123/123 192/192 152/152
Control negatiu - - -
4 la1a/lata 5 12 123/123 192/192 X
Control negatiu - - -
10 13 123/123 192/192 152/152
Control negatiu - - -
14 123/123 180/180 154/154
11 15 X 180/192 172/172
Control negatiu - - Contaminacid
16 123/123 192/192 No concloent
5 lalb/lala 12 17 No concloent X No concloent
Control negatiu - - -
18 135/135 X 168/168
13 19 123/123 180/180 168/168
Control negatiu - - -
14 20 123/139 X 166/176
6 la1b/la1b Control negatiu - - -
15 21 123/123 180/180 150/150
Control negatiu - - -
16 22 123/123 201/201 164/164
7 lalb/1alb 17 23 123/139 180/201 150/164
24 123/123 201/201 164/164
25 123/123 184/190 172/172
8 laib/lala 18 26 123/141 190/190 152/172
27 141/141 190/190 No concloent
Control negatiu - - -
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Marcadors microsatel-lit

Parelles  Genotip HPA-1 N2 embrié N2 Blastomer i controls neg
28 123/150 180/192 164/168
19 29 123/150 180/192 164/168
Control negatiu - - -
30 123/125 192/194 154/168
20 31 123/123 192/194 154/154
9 32 123/125 192/192 154/168
Control negatiu - - -
33 123/150 180/192 164/164
)1 34 123/150 180/192 154/164
35 123/150 180/192 154/164
Control negatiu - - -
- 36 123/123 184/184 162/162
Control negatiu - - -
37 123/123 X 164/164
Control negatiu - - -
23 38 123/123 192/194 164/164
10 1a1a/1a1a 39 123/139 192/194 164/164
40 123/123 184/192 No concloent
24 41 123/143 184/192 No concloent
Control negatiu - - -
42 123/139 192/194 164/164
25 43 139/139 | No concloent|] 164/164
44 139/139 192/192 164/164
45 139/139 180/180 146/148
26 46 141/141 180/180 148/148
1 la1a/1b1b Control negatiu - - -
47 139/141 180/180 146/148
27 48 139/141 180/180 146/148
Control negatiu Contaminaci| - -
49 143/147 180/192 160/160
)8 50 143/147 180/192 160/160
51 147/147 180/192 148/148
Control negatiu - - -
12 lala/lala 52 143/143 180/192 156/160
53 123/123 180/192 No concloent
29 54 123/143 180/192 156/160
55 123/143 180/192 160/160
Control negatiu - - -
56 123/123 196/196 164/164
30 57 123/123 188/196 164/170
58 123/123 188/196 164/170
13 1ala/lala Control negatiu - - -
59 123/123 188/196 164/170
31 60 123/123 196/196 X
61 123/123 188/188 170/170
Control negatiu - - -

Taula 38: Perfil al-lélic dels STRs , D17S51183, el dinucleotid [CT] de l'intré 6 del gen ITGB3 i D175806
del total dels 61 blastomers biopsiats per a I’'estudi de validacié. En color marré es mostren el subgrup
de blastomers (10 en total) analitzats afegint una modificacié en el protocol de MDA incorporant primers
especifics complementaris a la seqténcia dels loci d’interés en la barreja de random primers hexamers.
Els requadres vermells indiquen la preséncia d’ADO. La creu en vermell indica la fallada de I'amplificacié

de la PCR.
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VII.2.4.1.3. Estimaci6 de 'incidéncia d’ADO

Coneixent el tipatge HPA-1 dels progenitors i el perfil al:-lélic pels tres loci
microsatel-lit, s’ha pogut estimar la incidéncia d’ allele drop-out (ADO) per a cada

locus.

La incidéncia d’ADO s’ha calculat a partir dels blastomers que podien potencialment
presentar un genotip HPA-1 heterozigot i, per tant, corresponents a parelles en les
que, com a minim, un dels dos progenitors fos heterozigot. Un total de 28
blastomers dels 61 analitzats (no s’inclou cap cél-lula analitzada amb el protocol
modificat) complien aquesta caracteristica. En 5 d’aquests blastdmers s’ha obtingut
un genotip heterozigot HPA-1a/1b. En 5 blastomers es va evidenciar el fenomen
d’ADO en el locus HPA-1, aixi que s’ha estimat una incidéncia d’ADO del 17.8% per
aquest locus (Taula 38). En 11 blastomers el resultat del genotip HPA-1 és compatible
amb el genotip dels progenitors i amb el genotip dels loci STRs que serien
informatius per evidenciar el fenomen d’ADO en el locus HPA-1, en cas de que
s’hagués produit. Tot i aixi, en 7 blastdmers s’ha obtingut un resultat no concloent

tenint en compte els resultats del conjunt dels loci microsatél-lit.

Per altra banda, si ens fixem en la incidéncia d’ADO individualment per a cada locus
microsatel-lit, sense incloure cap cel-lula del subgrup de 10 analitzades amb el
protocol modificat, s’ha estimat una incidéncia del 35% pel locus D17S1183 (18
blastomers amb evidéncia d’ADO), una incidéncia del 25% pel dinucleotid [CT] de
I'intré 6 (13 blastomers amb evidéncia d’ADO) i una incidéncia del 35% pel locus
D17S806 (18 blastomers amb evidéncia d’ADO).

VIIL.2.5. Optimitzacié d’un protocol de DGP

VIIL.2.5.1. Modificacio6 del protocol MDA amb inclusi6 de primers especifics

En 10 cél-lules de les 61 totals analitzades (Taula 38) es va afegir una modificacié en
el protocol de MDA per tal de minimitzar |'efecte d’allele drop-out. Aquest canvi
consisteix en la incorporacié de primers especifics complementaris a la seqliéncia
dels loci d’interés en la barreja de random primers hexamers per assegurar la
representacié d’aquestes seqliéncies en el producte final amplificat. Aquests
primers especifics de sequéncia contenen una modificacié quimica de tipus
fosforotioat (PTO) en dos dels enllacos fosfat que uneixen els nucleotids de I'extrem
3’ (Figura 45). Aquesta modificacié protegeix els primers de la seva degradacio per
I'activitat exonucleasa 5’-3’ de I'enzim Phi29 ADN polimerasa, tal i com es descriu
en la patent internacional: “Target oriented whole genome amplification of nucleic

acids” WO 2008/051928 A2. Dins de la mesura possible es va intentar obtenir com
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a minim dos blastdmers del mateix embrié per analitzar-los en paral-lel mitjangant
el protocol modificat i el protocol original.

[+]
O=pP=0"

CH. Base

[T_I Base
C
Fl
.-1

Figura 45: Modificacié quimica en el fosfat internucleotidic. Quan en R; I'atom d’oxigen (O) es reemplaca
per un atom de sofre (S°) s’anomena fosforotioat:

Les seqliencies dels primers especifics emprats per afavorir |'amplificacié especifica
de la regié del gen ITGB3 que conté el polimorfisme HPA-1a/1b i el marcador
microsatel-lit localitzat en I'intr6 6 del mateix gen durant la reacci6 de MDA es
mostren en la Taula 39. Es van utilitzar primers octamers per a cada locus afegint la
modificacié en els enllagos internucleotidics de I'oligonucleotid en I'extrem 3’. Les
reaccions d’amplificacid es van realitzar seguint el protocol original i, per tant,
afegint un volum final de 7uL de Sample Buffer contenint els primers especifics per

a la reaccié de MDA a una concentracioé de 2,5 pmols/uL de cadascun dels primers.

Sequieéncies primers Mida Tm [°C]
ITGR3 oct-HPA-1-S 5'-GCTATT*G*G-3' 8 MER 24
oct-intré6 [CT]-S | 5'-CATTGC*T*C-3' 8 MER 24

" Modificacié Fosforotioat (PTO)

Taula 39: SeqUiéncies dels primers especifics afegits a la barreja de random primers que conté el Sample
Buffer del kit GenomiPhi.
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VIII. DISCUSSIO

VIII.1.DIAGNOSTIC GENETIC PRENATAL

El diagnostic genétic prenatal no invasiu comporta algunes dificultats técniques, ja
que la fracci6 d’ADN fetal circulant en sang materna és tan sols del 3-6%, de
manera que la discriminacio entre I’ADN d’origen fetal vs el d’origen matern no és
tan facil. En aquest context, les primeres aplicacions en el diagnostic genétic
prenatal es van dur a terme per analitzar marcadors genétics heretats del pare
presents en el fetus i absents en la mare. En aquest sentit, el laboratori
d'Immunohematologia del BST té una amplia experiéncia en el genotipatge Rh(D)
fetal en gestants RhD negatiu (prova implementada des de I'any 2003) i en la
determinacio del sexe fetal mitjangant I'amplificacié de seqliéncies del cromosoma
Y. Seqguint aquesta linea i gracies a |'experiéncia adquirida en el genotipatge fetal a
partir de sang materna utilitzant la técnica de la PCR a temps real es va poder
posar a punt la determinacid del genotip HPA-1a fetal a partir de I’ADN de plasma
matern. Aquesta determinacié va suposar des d’un inici complicacions tecniques, ja
que la diferéncia a nivell de seqiiéncia genética entre I’ADN matern i fetal és d’un
unic SNP.

Es van provar varies estratégies introduint la diferéencia nucleotidica en el disseny
de primers o en el disseny de les sondes TagMan-MGB al-lel especifiques marcades

amb dos fluorocroms diferents.

Abordatge de diferents estratégies per a la determinacié del genotip fetal

mitjancant PCR a temps real

Es van abordar diferents estratégies per a la deteccié de I'al-lel HPA-1a fetal en el
context del plasma matern perd algunes d’aquestes estratégies no van donar els
resultats lo suficientment satisfactoris. Per aquest motiu, aquestes estratégies
preliminars no s’han inclos amb detall en I'apartat de material i métodes pero si que
les hem volgut incloure en el contingut d’aquesta tesi perqueé les dificultats
técniques de l'assaig que voliem desenvolupar justificaven l'aplicacio de diferents
abordatges. Algunes d’aquestes aproximacions son estratégies novedoses que
podien haver funcionat i per motius d’interés cientifico-académics s’han inclos en
|'apartat de resultats incloent-ne tan el disseny especific com els resultats

obtinguts.

Tal i com es comenta a resultats i atesa la dificultat de disposar de mostres d’ADN

de plasma de gestants HPA-1b1lb, s’han preparat barreges quimeriques de plasma
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per avaluar les diferents estratégies, ja que és lo habitual per posar a punt un
protocol en el context del diagnostic genétic prenatal no invasiu. La proporcid
concentracio que hem utilitzat en general ha estat d’'un 5% de plasma d’un individu
heterozigot i un 95% d’un individu HPA-1b1b.

En primer lloc es va provar el disseny de les sondes TagMan-MGB al-lel especifiques
dissenyades pel diagnostic genétic preimplantacional d’embrions HPA-1a negatiu.
Els resultats a partir d’ADN extret de plasma d’una barreja quimérica equivalent a
la proporcio d’ADN fetal i matern esperada en sang d’una gestant no van ser
satisfactoris perqué es van observar amplificacions inespecifiques. Es van realitzar
proves afegint a la PCR les dues sondes (HPA-1a i HPA-1b) i afegint Unicament la
sonda TagMan-MGB HPA-1a per0 no es va obtenir la suficient especificitat per a la

deteccié de fetus HPA-1a positiu.

Cercant en la bibliografia altres grups que treballaven en el genotipatge de SNPs i
per tal d’avaluar altres estratégies, es van dissenyar oligonucleotids de tipus LNA i

PNA amb I'objectiu sobretot d’augmentar I'especificitat de la técnica.

La incorporacidé d’aquest tipus de modificacié permet millorar la deteccié especifica
de SNPs en variants al-léliques augmentant l’especificitat del metode i afavorint
I'amplificacid de seqiiéncies minoritaries d’interés clinic [Ugozzoli, et al., 2004]. La
substitucio de les bases LNA coincideix en la posicié polimorfica i en les posicions -3
i +3 respecte I'SNP en la sonda HPA-1a especifica. L'Us de sondes LNA augmenta
considerablement la Tm del duplex LNA/ADN permetent augmentar la temperatura
d'annealing i elongacié de l'assaig TagMan millorant I'especificitat de les sondes. La
substituci6 de residus LNA en l'oligonucleotid milloren igualment I'estabilitat i
I’afinitat per la seva seqléncia complementaria mantenint una unié forta entre les

dues cadenes nucleotidiques.

L'estrategia coneguda com a “PCR Clamping” és un altre métode que es basa en
I'amplificacio selectiva d’'una seqliéncia minoritaria que difereix Unicament per un
SNP amb una altra sequéncia majoritariament representada. En el context del
genotipatge HPA-1a fetal a partir d’ADN lliure circulant en plasma matern, es va
plantejar I'ls de “Peptide Nucleic Acids” (PNA) per bloquejar I'amplificacié de Ial-lel
HPA-1b tan d’origen matern com fetal permetent la deteccié de l'al-lel HPA-1a

d’origen fetal.

Per tal de minimitzar I'amplificacié inespecifica de l'al-lel HPA-1b i augmentar la
sensibilitat i I'eficacia de l'amplificacié de Ial-lel HPA-1a fetal es va aplicar
I’'estratégia del “PCR clamping” dissenyant dos oligonucleotids PNAs, un en sentit
sense i l'altre en sentit anti-sense complementaris a la seqliéncia que conté el

polimorfisme HPA-1b. Tot i que és una estratégia descrita i utilitzada per altres
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grups en a la detecci6 de SNPs, no es van obtenir resultats satisfactoris en el
context del genotipatge HPA-l1la fetal a partir de plasma matern. A mesura que
s'augmentava la concentraci6 de PNA en la PCR es bloguejava l'amplificacio
d’ambdds al-lels, de tal manera que s’hauria d’ajustar en cada cas la concentracio
de PNA adequada per al bloqueig especific de I'amplificacié de I'al-lel HPA-1b en
funcio de la concentracié d’ADN lliure present en sang per a cada gestant. Es va
desestimar aquesta estratégia, ja que la gran variabilitat intrinseca en aquest tipus
de mostres, tant en la concentracio total d’ADN lliure en plasma com en la
proporcio relativa d’ADN fetal dificulta molt I'estandarditzacié d’unes condicions
d’'assaig que permetin detectar de forma fiable I'al-lel HPA-1a fetal present en I’ADN

de plasma matern.

Una altra de les estratégies que s’ha avaluat consisteix en I'amplificacié de la regié
genomica que conté el polimorfisme HPA-1a/1b a partir de I’ADN de plasma digerit
mitjancant I’endonucleasa Hpall. Aquest enzim té la peculiaritat de que la seva
diana de restriccid coincideix amb la seqliéncia de I'al-lel HPA-1b (-CCGG-) i també
el fet de ser sensible a la metilacié de la seqliéncia, de manera que per digerir-la no
poden presentar-se citosines metilades. Aquesta aproximacié no només semblava
una bona opcié per afavorir la deteccié de l'al-lel HPA-1a fetal, sind també per
digerir Unicament les seqiiéncies d'origen matern i mantenir intacte I’ADN d’origen
fetal. L'enzim de restriccié Mspl és un altre dels enzims que s’ha provat com a una
aproximacio alternativa a la basada en I'enzim Hpall, tenint en compte que és una
estratégia en la que un grup holandés pioner en aquest camp hi ha treballat més i
hi té més experieéncia [Scheffer, et al., 2011]. La diferéncia entre les dues
endonucleases es basa en que la Mspl digereix indistintament la seva diana de
restriccié estigui o no metilada la citosina més interna. Els resultats d’aquestes
estratégies no van ser satisfactoris i per aix0 es van desestimar. Més recentment
un alte grup europeu ha treballat en una altra estratégia utilitzant sondes FRET per
al genotipatge HPA-1a fetal en plasma matern pero els resultats no van ser molt

optims [Le Toriellec, et al., 2013].
Validacio técnica de I'estratégia de tipatge fetal

Els millors resultats per al genotipatge HPA-1a fetal es van obtenir mitjangant una
PCR a temps real utilitzant primers al-lel especifics amb combinacié d’'una sonda
TagMan-MGB complementaria a una regid no polimorfica del gen ITGB3. La
validacio técnica es va dur a terme a partir de I'’ADN extret de barreges quimeriques
de plasma composades per un 5% de plasma d’un individu HPA-1a/1b i el 95% de
plasma d’un individu HPA-1b/1b. Es van obtenir resultats amb una sensibilitat i una

especificitat molt alta de la técnica a una temperatura d’annealing de 64°C, aixi que
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es va procedir a la validacié clinica de la técnica. L'avantatge d’aquesta estrategia
consisteix en que és una deteccié directa de l'al-lel HPA-1a fetal, sense cap
tractament previ de I'’ADN de plasma amb algun enzim de restriccié. Tot aixo
comporta menys manipulacié de la mostra i alhora menys risc de possibles
contaminacions. A més a més aquesta estratégia també demora menys temps a

I’hora d'informar un diagnostic prenatal.

Validacioé clinica amb mostres de gestants HPA-1b1b a diferents setmanes

de gestacio

Gracies als resultats tan satisfactoris de la validacid técnica de l'estratégia, es va
procedir a la validacidé clinica utilitzant mostres d’ADN de plasma matern de
gestants HPA-1b1b a diferents setmanes de gestacidé (entre 8 i 38 setmanes). S’han
analitzat 3 répliques de cadascuna de les mostres, ja que és lo habitual en el
context del diagnostic genetic prenatal per la poca proporcié d’ADN fetal present en
plasma matern. Tot i que a la setmana 8 de la gestacid la sensibilitat de la técnica
baixa considerablement, s’ha pogut detectar el genotip HPA-1a del fetus en dos de
les tres repliques analitzades. A partir de la setmana 12 de la gestacié hem
comprovat que el genotipatge HPA-la fetal és del tot fiable tan per la alta
sensibilitat com especificitat de I'estratégia. Per altra banda, s’ha comprovat que
I’ADN de plasma extret amb un sistema automatitzat com és I'extractor
QIAsymphony *°(Qiagen), s’obté amb més qualitat i permet analisis més acurats.
En edats gestacionals més avancades s’obtenien Ct més baixos, d’acord amb el que
cal esperar quan la concentracié6 d’ADN lliure en plasma matern alliberada

incrementa a mesura que avanca la gestacio.

En 56 mostres del total de les 66 mostres de plasma estudiades s’han obtingut
resultats concordants amb el genotip del nadd i/o amb el diagnostic prenatal per
amniocentesi. En tots aquests casos hem pogut detectar satisfactoriament l'al-lel
HPA-1a i no hem observat en cap cas amplificacié inespecifica. Les 10 mostres
restants han quedat pendents de confirmar el resultat amb el genotip HPA-1 del
nado per les dificultats que s’han presentat a I’hora de contactar amb les mares
d’aquests nadons. Tres d’aquestes 10 mostres corresponen a dues gestants
portadores d’'un fetus suposadament HPA-la negatiu. En una de les gestants, el
resultat HPA-1a negatiu es va reproduir en l'analisi de les mostres de plasma
subseglients evidenciant la presencia d’ADN fetal en totes elles mitjangant
I'amplificacio del gen RASSF1A. En el cas de la segona gestant, el resultat del
genotip HPA-1a fetal és discrepant i ha quedat pendent de contrastar amb el

genotip HPA-1 del nadé.
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Com en el primer cas i tenint en compte que el sexe del fetus era masculi, es va
amplificar el gen SRY com a marcador d’ADN fetal perd malauradament no

disposavem de suficient mostra per arribar a resultats concloents.

Els resultats de la validacid clinica han demostrat una alta sensibilitat i especificitat
de la técnica. Tot i aixi, en aquest estudi ha faltat més casuistica per a I'analisi de

mostres de plasma de gestants HPA-1b1lb portadores d'un fetus HPA-1a negatiu.

Per altra banda i per tal de preservar millor les cel-lules maternes, prevenir la
degradacio dels globuls blancs (fet que alliberaria ADN matern) i estendre el termini
per al processament del plasma es van provar els tubs Cell-Free DNA™ BCT (Streck
BCTs) [Fernando, et al., 2010; Wong, et al., 2013], ja que estan tractats amb
agents estabilitzants per evitar la degradacié de les cél-lules maternes i inhibir les
nucleases. Per avaluar aquests tubs es va realitzar una extraccié de sang d’una
gestant a setmana 20 de la gestacid i es recollir sang total en tubs STRECK i tubs
EDTA. Es va procedir a la separacido de plasma a les 48h, a +5 dies i +9 dies
posteriors a I'extraccié. No es van obtenir diferencies significatives en quant a la

quantificacio de la concentracié total d’ADN en plasma matern.
Quantificacio de I'ADN de plasma

Existeix una alta variabilitat en la concentracié total d’ADN present en plasma
matern. La presencia d'un possible excés d’ADN matern en les mostres
corresponents a setmanes de gestaci6é més avancades podria interferir en
I'especificitat de I'assaig (fendmen ja descrit per altres grups en |'analisi d'altres
SNPs de grup sanguini) mostrant falsos positius. Per aguest motiu, es va quantificar
I’ADN total extret de plasma mitjancant I'amplificacié del gen CCR5 per PCR a
temps real utilitzant una recta patrdé construida amb un ADN de concentracio
coneguda. Els resultats mostren una alta variabilitat en la concentracid total d’ADN
en plasma matern en les diferents setmanes de gestacié: de 2ng/ml a 900ng/ml,
tot i que no és lo habitual i s’ha trobat en poques mostres una concentracio tan
elevada corresponent a l'ordre de 800-900ng/ml. La concentraciéo estandard es
troba entre 2-30ng/ml. Les fluctuacions en quant a la concentracio total d’ADN en
plasma de les diferents gestants es pot deure no només a la variabilitat
interindividual de la concentraci6 d’ADN en plasma sind també a l'estat de la

gestacid en aquell moment (condicions fisiologiques i patologiques).
Incorporacié d’'uns marcadors d’ADN fetal

Per tal d’evidenciar la preséncia d’ADN fetal en l'assaig, es van avaluar dos
marcadors: el gen SRY i el gen RASSF1A.
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Per intentar determinar en el mateix assaig el genotip HPA-1a fetal i el gen SRY
(com a marcador de fetus masculins), es van realitzar proves per multiplexar
aquestes dues reaccions d‘amplificacié sota les mateixes condicions de ciclat
(temperatura d’annealing 64°C) pero no es van obtenir resultats satisfactoris, aixi
que per avaluar aquest marcador s’ha d’aplicar el protocol estandard a una T°C

d’annealing de 60°C en PCR uniplex.

Per altra banda es va avaluar el marcador universal epigenétic d’ADN fetal
RASSF1A per incorporar-lo com a control intern en les determinacions de genotip
de grup sanguini fetal a partir del I’ADN de plasma. Es va seguir el protocol descrit
per Chan i col-laboradors [Chan, et al., 2006] i de les mostres analitzades es va
obtenir un patré d’amplificacié concloent. El gen RASSF1A és un marcador molt util
per evidenciar la preséncia d’ADN fetal en plasma matern en gestants portadores
tan de fetus femenins com de masculins. D’aquesta manera i especialment en els
casos de genotipatge de fetus femenins en qué no es pot utilitzar el marcador SRY
ajudaria a la interpretacid dels resultats confirmant la preséncia d’ADN fetal en la
mostra. Es a dir, que en el context de gestants portadores de fetus femenins en
que s’‘obtingués un resultat negatiu del genotipatge fetal per a un determinat
marcador (exemple: RHD) evitaria errades en la interpretacio dels resultats (falsos
negatius), ja que podria haver-se donat per la baixa sensibilitat de la técnica degut

a l'escassa concentracid inicial d’ADN fetal present en plasma.

La utilitzacié del marcador SRY per a la determinacié del sexe fetal és un protocol
que esta estandarditzat en la rutina del laboratori pero |'assaig RASSF1A s'ha
avaluat amb poques mostres (protocol descrit en la bibliografia) per implementar-lo

en rutina.

VIIL.2.DIAGNOSTIC GENETIC PREIMPLANTACIONAL

L'interés per a desenvolupar un protocol de DGP per a la prevencié de la TFNA
sorgeix davant la problematica d’aquelles dones al-loimmunitzades, amb un marit
heterozigot HPA-1alb, amb antecedents de TFNA greu en un fill anterior i amb un
alt risc de repetir el quadre clinic en una segona gestacio. Tot i que actualment la
tendéncia és evitar els procediments invasius emprats anteriorment i es camina
més cap a un consens de tractament i maneig estratificant el risc en base als
antecedents, encara hi ha excepcions i qualsevol de les opcions terapéutiques no

garanteix el 100% la possibilibilitat de que es torni a donar una TFNA greu.

En aquest sentit, i coincidint amb els avencos tecnoldgics que permeten genotipar a
partir d'una sola cél-lula en el context de malalties monogéniques, es va plantejar

des del laboratori d'Immunohematologia del Banc de Sang i Teixits (laboratori de
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referéncia per al diagnostic d’aquest quadre clinic) la possibilitat de posar a punt un
protocol de diagnostic genétic preimplantacional per a oferir una alternativa a
aquestes parelles, en les que després d’haver esgotat totes les possibilitats
terapéutiques, es podrien beneficiar d’aquest Ultim recurs per a concebre un fill sa.
Per a emprendre el desenvolupament i la validacié d’aquest protocol es va establir

una col-laboracié amb laboratori d’embriologia de la Fundacié Puigvert.

En el camp del DGP existeixen diferents metodologies aplicades a malalties
monogenétiques, entre les quals es troba la PCR a temps real, técnica que aplicada
al diagnostic és amb la que tenim més experiéncia en el nostre laboratori. Tot i aixi,
és molt important i necessari complementar la determinaciéo de I'SNP HPA-1 amb
I'analisi de marcadors polimorfics adjacents al gen. Aquests marcadors son molt
Utils per detectar possibles contaminacions amb ADN extern i per confirmar el
resultat de genotip HPA-1 de I'embrié. Malgrat que lo idoni es que siguin marcadors
tetranucleodtids, la majoria dels STRs que es van seleccionar eren dinucleodtids
perqué precisament dels tetra- no es van obtenir bons resultats i es van descartar.
La localitzaci6 cromosomica d’aguests marcadors proxima entre ells i en relacio
amb el gen ITGB3 permet augmentar la probabilitat de que s’heretin conjuntament.
S’estima que amb una distancia d’1IMb hi ha 1% de recombinacid, aixi doncs, i
segons la distancia del marcador més allunyat del panell de STRs disponible
respecte el gen ITGB3 (3Mb), acceptem un risc tedric d’'un 3% de recombinacid.
Afortunadament, hi ha un marcador intragénic que és molt informatiu i permetra
establir el lligament entre el polimorfisme HPA-1a/b i els al-lels en aquest locus. Un
cop identificada la bateria de STRs disponibles per |'estudi es va seleccionar un
subgrup de STRs en base a l'eficiéncia i a la reproducibilitat en la seva amplificacio i

deteccio.
Estudi d’informativitat

Per tal d’avaluar la utilitat practica d’aquests marcadors microsatél-lits en el context
d’aplicacio del nostre protocol de DGP, es va dur a terme un estudi d’informativitat
d’aquests STRs en 10 families corresponents a casos de TFNA previament
diagnosticats en el laboratori d'Immunohematologia. Aquests 10 casos familiars
corresponen tots ells a parelles en les que la mare presenta genotip HPA-1blb i
anticossos anti-HPA-1a en el sérum i el pare és heterozigot HPA-1alb. En la
majoria dels casos es disposava també de mostra del nad6 afecte de TNA (genotip

HPA-1alb, préviament identificat), tot i que no es tenia ADN disponible de tots ells.

En aquest estudi es va incloure I’analisi de tots els STRs del subgrup seleccionat.
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Resultats de I'estudi d’informativitat

Aguells loci microsatél-lit amb resultat heterozigot en el pare i que els 2 al-lels
paterns no coincidissin amb el genotip de la mare, eren considerats informatius en
el context d’aquell estudi familiar. Quan el pare i la mare comparteixen 1 dels
al-lels, pero el genotip del nadd mostra que ha heretat I'al-lel no compartit d’algun
dels dos progenitors, també es considera un marcador informatiu. Quan en aquest
Gltim escenari, no es disposava de mostra del nado afecte, el marcador

microsatel-lit es considerava potencialment informatiu.

Tots els marcadors analitzats han resultat informatius en alguna de les families com
a minim, tal com es pot veure en la Taula 35, tot i que alguns d’ells destacaven per

la seva informativitat.

L'analisi del marcador de l'intré6 6 en el conjunt de les 10 families estudiades ha
posat de manifest un cert desequilibri de lligament entre I'al-lel 192 d’‘aquest

marcador i el polimorfisme HPA-1a (patern).

Curiosament, del marcador D1751827, hem arribat a detectar fins a 13 al-lels

diferents, quan en la descripcié original constaven 11.

Qualsevol d'aquests marcadors pot ser d’utilitat en el pre-analisi d'una parella
candidata a sotmetre’s al protocol de PGD, i en aquest sentit, les condicions per a la
seva amplificacio i analisi han estat establertes. No obstant aix0, per a dur a terme
I'estudi de validaci6 amb cél-lules embrionaries, es va acotar el nombre de
microsatel-lits que serien co-analitzats paral-lelament al polimorfisme HPA-1a/1b
d'interés. De tot el panell de STRs, es va acotar l'analisi a tres dels marcadors
microsatel-lit: un flanquejant I'extrem 5’ del gen ITGB3, un altre flanquejant

I'extrem 3’ i un d’intragénic.

Com a primer pas per al desenvolupament del protocol de DGP, es va abordar la
deteccié del polimorfisme HPA-1a/1b mitjancant PCR a temps real. Proves
preliminars realitzades en el laboratori indicaven que aquesta aproximacié tenia
una sensibilitat i una especificitat elevades. Atés que el material de partida es una
Unica cél-lula, i que aquest ha de rendir no només per a l'analisi del SNP HPA-1,
sind també per a co-analitzar els marcadors microsatél-lit adjacents, es va intentar
com a primera aproximacio una amplificacid en dos passos: un primer pas (en el
que potencialment es podria multiplexar la PCR del locus HPA-1 amb la PCR dels
STRs) i un segon pas de PCR a temps real utilitzant primers interns del gen ITGB3 i

dues sondes especifiques per cadascuna de les variants HPA-1,

Donada la dificultat per la multiplexacio eficient dels diferents loci d'interés, es va

valorar la possibilitat d'aplicar el metode de MDA com a alternativa, ja que permetia
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la preamplificacio total del genoma sense alterar la composicid genética. L'aplicacio
recent de la técnica de MDA en protocols de DGP, tot i que es te menys experiéncia
comparada amb altres estratégies, suposa una simplificaci6 del protocol.
L'amplificacié total del genoma a partir de I’ADN d’una sola cél-lula permet obtenir
una gran concentracié de material genétic de partida per analitzar multiples loci en
una segona ronda d’amplificacid, sense que la quantitat d’ADN inicial sigui un factor

limitant.

Malgrat que un dels inconvenients més rellevants de l'estratégia de MDA és
I’elevada incidéncia d’ADO (una mitjana del 25%, una incidéncia de 3-5 vegades
més alta que els protocols basats en PCR), una dada descrita en la segona edicio
del llibre “Molecular Diagnostics” [Patrinos and Ansorge, 2010], es va considerar
que aquest efecte negatiu quedava contrarestat amb l’analisi dels 7 marcadors
microsatél-lits disponibles, una bateria de STRs prou amplia per a obtenir un
diagnostic fiable. Finalment, considerant les possibles avantatges que suposa
I'aplicacié d’aquest métode més la combinacié dels diferents marcadors STRs i la
innovacié que representa |'aplicacié del MDA en protocols de DGP es va optar per

aquesta estrategia.

Es va posar a punt el primer pas d’amplificaci6 mitjancant MDA, seguint com
condicions basals les descrites en la referencia de Kumar i col-laboradors [Kumar,

et al., 2008], en la que aplicaven el metode MDA a una sola cel-lula.

En la nostra experiéncia, aquesta preamplificacié ha funcionat de forma eficient en
tots els casos excepte en 4 cel-lules, en les que no es va visualitzar producte
amplificat i que no es van incloure en l'estudi de validacié. Una possible explicacio
de que no s’hagués produit la reaccié seria la manca de nucli del blastomer aillat o

bé la pérdua de la cél-lula durant el procés de manipulacio.

L'analisi en paral-lel de controls negatius és d’especial importancia per a detectar
possibles contaminacions, en cas de que es produissin, i evitar errors en la
interpretacié dels resultats. No obstant, en el nostre estudi hem detectat producte
artefacte del MDA en aproximadament un 30% dels controls negatius, un fenomen
descrit en la literatura [patent n® US20040248105 A1, 2004: “Method of whole
genome amplification with reduced artifact production”]. L'’ADN artefacte generat
durant la reacciéo de MDA esta produit principalment pels random primers hexamers
i l'activitat de I'enzim Phi29 ADN polimerasa que esta afavorida per la baixa
temperatura en que te lloc la reaccié isotérmica (30°C). Tot i que a priori la
preséncia d’ADN artefacte en les reaccions control sembli un motiu per a
desestimar l'estratégia, en cap cas la generacio d’artefactes ens va interferir en els

resultats, ja que en els analisi subsegilients no es detectava producte amplificat.
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Després del pas de preamplificacié per MDA, es van analitzar per un costat, el locus
HPA-1 per PCR a temps real (utilitzant els primers interns) i, en paral-lel, els
diferents marcadors microsatél-lit per PCR convencional utilitzant primers
fluorescents per a la visualitzacié posterior de I'amplicd per electroforesi capil-lar.
En aquesta etapa es va optimitzar el nombre de cicles d’amplificacié i la quantitat

de producte de MDA optim per aquestes PCRs subseglents.
Estudi de validacio

Un cop optimitzada la metodologia, es va dur a terme un estudi de validacié en
col-laboracié amb la Fundacié Puigvert. Aquest estudi es va portar a terme utilitzant
blastomers enlloc d’altres tipus cel-lulars, com limfocits o cél-lules de mucosa bucal,
gracies a la possibilitat d’accedir en el laboratori d’embriologia de la Fundacio

Puigvert a embrions descartats per a la seva transferéncia.

En aquest sentit, la validacid6 s’ha fet amb cel-lules equivalents a les que
s’utilitzaran en un cas real, i s’ha pogut obviar els possibles problemes derivats de

|’'estat semiapoptotic de cél-lules de descamacié de mucosa bucal.

Per poder avaluar els resultats obtinguts en I'analisi de blastomers, tant de tipatge
HPA-1 com dels loci microsatel-lit, i poder valorar la incidéncia d’ADO, es va
determinar préeviament el genotip HPA-1 i el perfil al-lelic per a cada STR de totes

les parelles que participaven en |'estudi.

Donada la baixa frequéncia de l'al-lel 1b respecte de |'la, se'ns plantejava la
dificultat de disposar de parelles amb, com a minim, un dels dos progenitors
heterozigot. Afortunadament, vam tenir sort en les parelles incloses en I'estudi

perqué 8 de les 13 parelles tenien aquestes caracteristiques.

Per a I'estudi de validacid, es van seleccionar 3 loci (2 extragénics i un intrageénic)
de tot el panell, per a acotar les dianes d’analisi simultani en el protocol de PGD. Es
van seleccionar aquest tres, per la localitzacid6 cromosomica, per les condicions
d’amplificacié i per la seva informativitat (valorada segons l'estudi préviament
realitzat). En aquest sentit, cal dir que el marcador D1751183, tot i no ser el que
semblava més informatiu en aquell estudi, si que es va incloure perquée les
condicions per a la seva amplificacié coincidien amb les del marcador intragénic i es
va considerar convenient d’avaluar la seva inclusié en l'estudi de validacio.
Finalment i després de genotipar a tots els progenitors vam trobar que dels 26
individus (13 parelles), 17 eren heterozigots pel locus D1751183, 18 eren
heterozigots pel dinucleotid de I'intréd 6 i 23 eren heterozigots pel locus D175806,

aixi que s6n microsatel-lits forga informatius.
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En qualsevol cas, la bateria més amplia de marcadors microsatel-lit seleccionats
inicialment pot arribar a ser d’utilitat en un escenari real en el que s’analitzés el
perfil al-lélic dels dos progenitors en tots aquests loci i es seleccionessin els més
informatius per cada parella. Aquests s’analitzarien aleshores, junt amb el genotip

HPA-1 de cada embrid, en I'analisi dels diferents blastomers.
Resultats de I'estudi de validacio

Tal com ja s’ha comentat i es va fer durant la optimitzacié del protocol, en I'estudi
de validacié es van analitzar en paral-lel als blastomers controls negatius recollits
en cada tanda d’obtencio de les cél-lules embrionaries. Aquests controls sén molt
importants en el context d’utilitzar blastomers biopsiats, ja que corresponen al
tampd on es troben resuspesos els embrions. En aquest sentit, la incidéncia de
resultats no concloents per sospita de contaminacié ha estat minima (3 de 51

blastomers analitzats).

En la totalitat de les cél-lules s’ha visualitzat producte de MDA. Només en una
d’elles (12), malgrat l'evidéncia de producte MDA, no es va obtenir producte
d’amplificacié dels diferents loci en el pas subseglient. En tots els altres casos,
I'analisi del genotip HPA-1 i del perfil al:lélic pels diferents microsatél-lits, es va

poder realitzar de forma satisfactoria.

Coneixent el genotip dels progenitors per a cada locus, s’ha pogut analitzar la
concordanca dels resultats obtinguts en els blastomers i aixd ens ha permes
d’estimar la incidencia del ADO (veure l'apartat VII.2.4.1.3) en el conjunt del nostre
I'estudi de validacié. Malgrat que I’ADO calculat individualment per a cada locus és
prou significatiu, i aix0 concorda en certa manera amb reports previs, el coanalisi
dels tres marcadors polimorfics en paral-lel amb el locus HPA-1 ha permés d’obtenir
resultats concloents en 44 dels 51 casos (tots menys 7 blastomers), entre els quals
hi ha 11 casos en que el resultat de genotip HPA del blastomer era concordant a
priori perd no es podia excloure que s’hagués produit ADO, tot i que els locus STRs
haguessin sigut informatius per evidenciar-ho en cas de que s’hagués produit. Tots
els STRs han ajudat a identificar I'evidéncia d’efecte ADO com a adverténcia per a

evitar un diagnostic erroni.

En conjunt, els resultats obtinguts sén prou satisfactoris per a encoratjar la seva

aplicacio en casos reals.
Modificacié del protocol incorporant primers especifics

Donada la incidéncia d’ADO, tenint en compte que aquest fenomen és avui en dia la
principal preocupacid6 i punt feble dels protocols de DGP, es va intentar

d'implementar una modificacié descrita en la patent : “Target oriented whole
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genome amplification of nucleic acids” WO 2008/051928 A2. del protocol de
preamplificacio per MDA. El fonament es basa en afegir primers octamers especifics
a la barreja de primers hexamers del kit illustra GenomiPhi V2 (GE Healthcare Life
Science, Piscataway, NJ, USA) per afavorir I'amplificacié del locus HPA-1 i del
microsatel-lit [CA], de l'intrd 6 del gen ITGB3 i minimitzar aixi I'efecte ADO. Hem
dut a terme una avaluacié d’aquest protocol amb 10 cél-lules, de manera que la
mostra no és prou gran per treure resultats estadisticament significatius. Les dues
parelles que van cedir els embrions per I’'estudi eren HPA-1a homozigots, aixi que
no es va poder avaluar l'efecte ADO per aquest locus. En el cas de l'analisi del
dinucleotid [CA], de l'intré 6 es va evidenciar efecte ADO en dos cél-lules (20%),
perd sén pocs blastomers per treure conclusions i, per altra banda, caldria treballar
més en aquest protocol per ajustar adequadament les concentracions dels primers
octamers especifics i donar una oportunitat a aquesta estratégia que sembla

prometedora a I’hora de reduir I'efecte ADO.

Tot i que ha sigut una experiéncia molt limitada, obre una porta a una possible

millora del protocol desenvolupat.
Perspectiva de futur

El diagnostic genétic preimplantacional aplicat a la TFNA va adrecat a aquelles
parelles en que la mare és homozigota per I'al-lel HPA-1b i el pare és heterozigot
HPA-1alb, que ja tenen un fill afecte anterior de TFNA i que, per tant, tenen un
50% de possibilitats d’engendrar un segon fill amb la incompatibilitat HPA-1a

plaquetar.

El marc legal permet aplicar el protocol de PGD descrit en aquest treball a les
parelles que es trobin amb aquesta problematica. En aquests casos es fara una
avaluacio prévia de cada cas i es disposara del genotip de la parella i del fill afecte

anterior, tant pel sistema HPA-1 com pels STRs.

Fins a dia d‘avui, no s'ha aplicat cap protocol de diagnostic genétic
preimplantacional a una parella amb antecedents greus de TFNA. La implementacio
d’aquest protocol impulsat pel Ilaboratori d'Immunohematologia del BST
representara, com a Laboratori de Referéncia, un gran pas endavant per oferir una
alternativa a aquestes parelles que es troben en aquest context. En aquest sentit,
és necessari establir una relaci6 amb un laboratori de reproduccié assistida per
aplicar aquest protocol en centres adequats, especialitzats i acreditats amb la

infraestructura que es requereix en aquest ambit del diagnostic.
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*

7
*

El protocol de diagnostic genétic prenatal desenvolupat ha estat validat amb
una alta sensibilitat per al genotipatge HPA-la fetal a partir de plasma
matern.

Tot i que els controls negatius de mostres de dones HPA-1blb no
embarassades han mostrat una alta especificitat en I'assaig, no s’ha pogut
avaluar en gestacions reals perqué en l'estudi de validacié no s’ha pogut
disposar de mostres de plasmes de gestants portadores de fetus HPA-1b1b.
S’han avaluat estrategies alternatives (PNAs, LNA, enzims de restriccid) per
posar a punt el protocol de diagnostic genétic prenatal definitiu perd han
estat desestimades per la baixa especificitat de les diferents técniques en
aquest context.

La inclusio de marcadors d’ADN fetal en técniques de genotipatge fetal és
molt util i necessaria per a evidenciar la preséncia d’ADN fetal.

S’ha avaluat i demostrat l'eficiéncia, sensibilitat i reproducibilitat del meétode
descrit per Chan i col-laboradors per a detectar el marcador RASSFIA com a
marcador epigenétic, utilizant mostres d’ADN de plasma de gestants,
préviament estudiades pel gen RHD o pel gen SRY.

El protocol de DGP que desenvolupat durant aquest treball ha estat validat i
és fiable per a la deteccid i transferéncia d’embrions HPA-1a negatiu, per
evitar aixi la incompatibilitat fetomaterna per aquest antigen.

Tot i que obtenim una incidéncia d’ADO del 17.8% pel sistema HPA-1, es
conclou que l'estratégia en conjunt, complementada amb el co-analisi dels
loci microsatel:lit, ens permetria donar un diagnostic fiable i detectar els
falsos negatius.

L'analisi i la disponibilitat de set marcadors microsatél:lit polimorfics
adjacents al gen ITGB3 permet confirmar el genotip HPA-1 de |'embrid,
detectar el fenomen d’ADO i detectar possibles contaminacions amb ADN
extern de forma segura.

La técnica de MDA permet simplificar els protocols de DGP obtenint un
producte preamplificat de tot el genoma per a l'estudi subseglient de
multiples loci d‘interés, sense que la quantitat d’ADN inicial sigui un factor
limitant.

La modificacié del protocol de diagnostic genétic preimplantacional afegint

primers octamers especifics en el métode MDA és una possibilitat poc
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explorada en aquest treball perd obre una porta per a reduir lI'incidéncia
d’ADO en els protocols de DGP.
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Introduccio

La trombopénia fetal-neonatal al.loimmune (TFNA) es produeix per la
destruccio de les plaquetes del fetus induida per anticossos produits
per la mare que van dirigits contra antigens plaquetaris d’origen patern.
Es una eventualitat que té lloc aproximadament en 1 de cada 1.000
naixements, i és la causa més freqiient de trombopénia greu en fetus i
nounats. La TFNA és el resultat de l'existéncia d’'una incompatibilitat
materno-fetal en els antigens plaquetaris (HPA; Human Platelet
Antigens) i de la sensibilitzacio de la gestant que produeix anticossos
anti-HPA de tipus IgG, que travessen la barrera placentaria. La TFNA
seria, doncs, una situaciéo homologable a la malaltia hemolitica del fetus
i nounat per incompatibilitat Rh (D), pero, a diferéncia d’aquesta, es pot
produir en un 30-50% de casos en la 12 gestacio. Tot i que el grau de
trombopénia és variable, la TFNA pot ser potencialment molt greu
(<20.000 plaquetes/uLl), comportant un risc d’hemorragia intracranial
(HIC) en un 10-30% de casos. Més del 50% de HIC es produeixen
durant la vida intrauterina, habitualment entre les 30 i 35 setmanes de
gestacio, pero, a vegades, tant prematurament com a les 20 setmanes

de gestacio.

La majoria de TFNA son degudes a una alloimmunitzacié enfront
l'antigen HPA-la. En l'Annex 1 es mostren els sistemes HPA més
rellevants per aquesta patologia, la seva localitzaci6 en les diferents
glicoproteines de la membrana plaquetar i la freqiiencia de cada antigen
en la poblacio caucasica. Menys d'un 3% d’aquesta poblacio és HPA-1a
negatiu (HPAlblb) mentre que més del 97% és HPA-la positiu
(HPAlala o HPAlalb). L’alloimmunitzacié enfront 'antigen HPA-1a és
la causa en més del 75% dels casos de TFNA descrits. Amb una
freqiéncia menor, la causa és una immunitzacié enfront els antigens
HPA-5b o HPA-15b, o d’altres. Tot i que existeix una incompatibilitat
per l'antigen HPA-1a aproximadament en una de cada 350 gestacions,
només en 1:1.000 naixements es produeix una trombopenia. La

capacitat d’ al.loimmunitzar-se enfront 'antigen HPA-1a en las gestants
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HPA-1a negatiu esta molt lligada al sistema HLA; les dones HLA
DRB3*0101 positiu tenen un risc molt superior de sensibilitzar-se que
aquelles que no tenen aquest al.lel HLA. Entre un 25 i un 30% de dones
HPA1blb DRB3*0101 es sensibilitzen, mentre que el risc per les dones

que no tenen aquest al.lel es inferior al 2 %.

Les gestants immunitzades amb anticossos anti-HPA i amb antecedents
de TFNA en una gestacio anterior, presenten un risc molt elevat de
recidiva, que pot arribar a més del 95% en els casos més greus. D’altra
banda, s’ha observat també que en les successives gestacions, la
gravetat de la trombopénia tendeix a augmentar. Aquestes evidéncies
justifiquen el plantejar un tractament preventiu en les gestants amb
antecedents de TFNA, i molt especialment en aquells casos en que es va
produir una HIC en el fetus/nadé. El tractament optim per aquestes
pacients €s encara un tema controvertit. Una possible aproximacio
consisteix en l'administracio a la gestant de dosis altes
d’immunoglobulines (Igs) e.v. i/o corticoides. Una aproximacio
alternativa a aquesta, consisteix en realitzar transfusions intrauterines
setmanals de plaquetes compatibles. Aquesta darrera opcio, que ha
estat també utilitzada amb éxit en alguns casos, és una terapia invasiva
amb molts riscos associats. La tendéncia actual és evitar, d’entrada, les
cordocentesi i donar a la gestant un tractament adaptat al grau de risc
en cada cas. En general, és aconsellable programar el part per cesaria,
planificant-la al voltant de la setmana 34 a 37 segons el cas, tenint
preparades plaquetes compatibles, per si el nounat precisa ser transfos.
El Banc de Sang i Teixits (BST) disposa d'un panell de donants de
plaquetes tipificats, per poder subministrar unitats antigen negatiu, que

siguin compatibles amb el serum de la mare en cada cas.

Proposem un protocol pel maneig de les gestants amb antecedents
de TFNA, al.loimmunitzades enfront I'antigen HPA-la o d’altres

especificitats, en que I'actuacié s’adaptara al grau de risc en cada
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cas. Per valorar el grau de risc s’han de tenir en consideracio una série
de factors, sent els més important la gravetat de la trombopénia en la
gestacio anterior i el desenvolupament, o no, d'una HIC en el fetus. El
seguiment del titol d’anticossos anti-HPA aporta informacié de I'evolucio
del cas i pot ser d’interés per modificar I'actitud terapéutica en alguns
casos, tot i que no sempre existeix una correlacio entre el titol de
I'anticos en el serum de la gestant i el grau de trombopeénia en el fetus.
D’altra banda, 'especificitat implicada també ajuda a valorar el grau de
risc del cas. En general, una sensibilitzacio enfront els antigens HPA-
la i/o HPA-3a s’associa a un major risc de trombopénia greu i
complicacions hemorragiques. Les incompatibilitats en els sistemes

HPA-5 i HPA-15 son més rarament causa de trombopénies greus.

% L’actitud a adoptar en gestants amb antecedents d’haver induit
trombopeénia fetal/neonatal en una gestacié anterior, en les que es
va sospitar una causa al.loimmune, pero en que els estudis no van
detectar anticossos anti-HPA en la mare, s’individualitzara en
funcioé de la incompatibilitat existent i del grau de gravetat clinica del
cas anterior. Si es tracta de gestants HPAlblb, es recomanara
sempre la determinacié del DRB3*0101, per avaluar el grau de risc
de sensibilitzacio. En tots els casos es realitzaran controls periodics,
sollicitant una investigacio d’al.loanticossos antiplaquetaris per

estudiar una possible sensibilitzacio.

< El protocol proposat a continuacié esta dirigit al maneig de les
gestants amb antecedents de TFNA, en les que existeix una
al.loimmunitzacié enfront I'antigen  HPAla o d’altres
especificitats. En cas que la parella sigui heterozigota pel sistema
HPA implicat, es confirmara l'existéncia de la incompatibilitat entre
la mare i el fetus en la gestacié actual. En cas de confirmar-se la

incompatibilitat, la gestant entrara en el protocol. En tot els casos,
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abans d’administrar cap tractament a la gestant, aquesta signara un

consentiment informat.

El protocol proposa unes mesures terapéutiques inicials per cada
grup de risc, aixi com uns controls periodics a les gestants. En
funcié de l'evolucio, l'obstetra i 'hematoleg valoraran, de forma
individualitzada, la necessitat d’intensificar el tractament o la
conveniéncia de practicar una cordocentesi per coneixer el grau de

trombopénia fetal.

--- Protocol d’actuacié en les gestants sensibilitzades amb

antecedents de TFNA ---

1. Consideracions generals:

1.1. Confirmar l'existéncia d’'incompatibilitat materno-fetal en la

gestacio actual si el pare és heterozigot pel sistema HPA implicat:

Per evitar I'administracié de tractaments innecessaris, es recomanara
confirmar sempre la incompatibilitat abans de comencar el tractament,
sobretot en els casos amb antecedents de trombopénia greu (<50.000)

plaquetes/nL) en el fetus anterior.

1.1.1. Incompatibilitat HPA-la: en gestants HPAlblb amb wuna
parella lalb, es pot sollicitar al Laboratori dImmunohematologia del
BST, la tipificacioc HPA-la fetal en plasma matern. Aquesta
determinacio permetra coneixer si el fetus és portador o no de 'antigen
HPA-1a evitant técniques invasives, com I'amniocentesi o la biopsia de

corion. La determinacio del genotip HPAla fetal en plasma matern es
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podra realitzar en aquestes gestants entre la setmana 16 i 18 de

gestacio.

1.1.2. Altres incompatibilitats: S’aconsellara a la pacient fer una
amniocentesi, entre la setmana 16 i 18 de gestacio, per estudiar el

genotip plaquetar del fetus.

En aquells casos en que la gravetat dels antecedents en gestacions
anteriors o altres circumstancies ho justifiquin, es pot plantejar el
realitzar una biopsia de corion, per coneixer més preco¢cment el

genotip plaquetar del fetus.

Si I'antecedent és d'una trombopénia moderada, no inferior a 50.000
plaquetes/pL, es valorara el risc/benefici de fer o no 'amniocentesi o

administrar el tractament sense confirmar la incompatibilitat.

1.2. Consentiment informat:

Abans d’iniciar cap tractament, les gestants hauran de signar en tots
els casos un Consentiment Informat, després dhaver rebut la

corresponent informaci6 per part del seu metge. Veure Annex 2.

1.3. Controls analitics al Laboratori d’Immunohematologia:

Es fara una determinacié del titol d’anticossos abans d’iniciar el

tractament, i un seguiment periodic del titol. Veure Annex 3.

1.4. Coordinacio entre els Serveis d’Obstetricia i el BST per

disposar de donants de plaquetes compatibles:

Es notificara al Laboratori d'Immunohematologia del BST el dia en que

es programa la cesaria, com a minim amb una setmana d’antelacio, per
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a poder citar donants de plaquetes compatibles. Aixi mateix, es
notificara com a minim amb una setmana d’antelacio, en el cas que es

programi una cordocentesi.

2. Tractament i maneig de la gestant en funcio del grup de risc:

Es consideraran els segiients grups de risc en funcié dels antecedents
d’hemorragia intracranial (HIC) i del grau de trombopénia en el fetus

anterior:

2.1. Gestants amb antecedents d’HIC en el fetus o nounat

anterior

- 2.2, Gestants sense antecedents d’haver induit HIC en el fetus
0o nounat, perd0 si una trombopénia greu, de < 20.000
plaquetes/uL

- 2.3. Gestants sense antecedents de fetus o nounats amb HIC,
pero si de trombopénia entre 20.000 i 50.000 plaquetes/pL

- 2.4. Gestants sense antecedents d’haver induit HIC, pero si

una trombopénia de > 50.000 plaquetes/uL

2.1. Gestants amb antecedents d’HIC en el fetus anterior:

Aquest €s el grup de pacients considerades de més alt risc. L'actitud en

aquests casos sera la segtient:

- Determinar el titol d’anticossos anti-HPA abans d’iniciar el
tractament antenatal.

- A partir de la setmana 20* de gestacio iniciar el tractament de la
gestant amb Igs e.v. 1gr/kg/setmana i Prednisona 0.5mg/kg/dia.

- Control del titol d’anticossos: 1 cop / mes
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- Davant d'un augment significatiu del titol (>2 dilucions) plantejar
la conveniéncia de practicar una cordocentesi per valorar el grau
de trombopénia fetal. Si el fetus presenta una trombopénia greu
(<50.000 pl/pl), es transfondran plaquetes compatibles i
s’intensificara el tractament a la gestant augmentant la dosi d’Igs
a 2gr/kg/setmana.

- Realitzar un control ecografic cada mes, des de la setmana 20.

- Programar la cesaria entre les setmanes 34-36, amb
administracio d’'una dosi

d’ Igs dins les 24-48 hores previes.

- Comunicar sempre al BST, una setmana abans, la data de la

cesaria.

* Si hi ha evidéncia que en el fetus anterior la HIC va tenir lloc abans de
la setmana 28 de gestacio, iniciar el tractament amb Immunoglobulines
més precocment, a partir de la setmana 16 de gestacio, afegint la

prednisona a partir de la setmana 20.

2.2. Gestants sense antecedents d’HIC en el fetus anterior, pero si

de trombopénia greu, de < 20.000 plaquetes/pL:

- Determinar el titol d’anticossos anti-HPA abans d’iniciar el
tractament.

- A partir de la setmana 20 de gestacio: tractament amb Igs e.v.
1gr/kg/setmana

- Control del titol d’anticossos: 1 cop / mes

- Davant d'un augment significatiu del titol (> 2 dilucions), afegir
tractament amb Prednisona 0.5mg/Kg/dia.

- Si el titol s'incrementa significativament en el segtient control,
plantejar la conveniéncia de practicar una cordocentesi. Si el

fetus presenta una trombopénia greu (<50.000 pl/pl), es
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transfondran plaquetes compatibles i s’intensificara el tractament
a la gestant augmentant la dosi d’Igs a 2gr/kg/setmana.

- Es realitzara un control ecografic cada mes, des de la setmana
20.

- Programar cesaria entre les 34-36 setmanes, amb administracio
d'una dosi

d’ Igs dins les 24-48 hores preévies.

- Comunicar sempre al BST, una setmana abans, la data de la

cesaria.

2.3. Gestants sense antecedents d’HIC en el fetus anterior, pero
amb wuna trombopénia al néixer entre 20.000 - 50.000

plaquetes/pL

- Determinar el titol d’anticossos anti-HPA abans d’iniciar el
tractament.

- A partir de la setmana 24 de gestacio: tractament amb Igs e.v.
1gr/kg/setmana

- Control titol Ac: 1 cop / mes

- Davant d'un augment significatiu del titol (> 2 dilucions), afegir
tractament amb Prednisona 0.5mg/Kg/dia.

- Si el titol s'incrementa significativament en el segtient control,
plantejar la conveniéncia de practicar una cordocentesi. Si el
fetus presenta una trombopénia greu (<50.000 pl/pl), es
transfondran plaquetes compatibles i s’intensificara el tractament
a la gestant augmentant la dosi d’Igs a 2gr/kg/setmana.

- Realitzar un control ecografic cada mes, des de la setmana 20.

- Programar cesaria entre les 35-36 setmanes, amb administracio
d’una dosi

d’ Igs dins les 24-48 hores preévies.

- Comunicar sempre al BST, una setmana abans, la data de la

cesaria.
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2.4. Gestants sense antecedents d’HIC en el fetus anterior, pero
amb wuna trombopénia al néixer no inferior a 50.000

plaquetes/pL:

- Determinar el titol d’anticossos anti-HPA abans d’iniciar el
tractament.

- A partir de la setmana 28 de gestacio: tractament amb Igs e.v.
1gr/kg/setmana

- Control titol Ac: 1 cop / mes

- Davant d'un augment significatiu del titol (> 2 dilucions) afegir
tractament amb Prednisona 0.5mg/Kg/dia.

- Si el titol s’incrementa significativament en el segiient control,
plantejar la conveniéncia de practicar una cordocentesi. Si el
fetus presenta una trombopénia greu (<50.000 pl/pl), es
transfondran plaquetes compatibles i s’intensificara el tractament
a la gestant augmentant la dosi d’Igs a 2gr/kg/setmana.

- Realitzar un control ecografic cada mes, des de la setmana 20.

- Programar cesaria al voltant de la setmana 37 de gestacio, amb
administracio d'una dosi d’ Igs dins les 24-48 hores previes.

- Comunicar sempre al BST, una setmana abans, la data de la

cesaria.

. Recomanacions pel maneig de la TFNA en el nounat:

- En la majoria dels casos, si s’ha aconseguit una bona resposta
amb el tractament antenatal de la mare, el nen no presentara
trombopénia greu al néixer. En qualsevol cas, s’aconsella
monitoritzar la xifra de plaquetes durant 3 o 4 dies, ja que la

trombopénia pot agreujar-se els primers dies de vida.
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Caldra administrar una transfusié de plaquetes HPA compatibles
(20 ml/Kg) sempre que la xifra de plaquetes sigui menor de
50.000/ /pL

Si el nen esta trombopénic, fer una ecografia cerebral els primers
dies de vida.

En cas dhemorragia intracranial, o d’altres complicacions
hemorragiques importants, s’ha de transfondre amb xifres de
plaquetes inferiors a 100.000/pL.

Si la trombopénia és greu, administrar també al nen Igs e.v.

1g/kg/d, durant 2 dies.
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- Annex 1.

Sistemes HPA (Human Platelet Antigens) i

freqiiéncies antigéniques en la poblacié caucasica.

) ) Frequencia
SISTEMA Antigens Glicoproteina
dels antigens

HPA 1la GPIlla 97.9
HPA-1

HPA-1b GPIlla 28.8

HPA 2a GPIba >99.9
HPA-2

HPA-2b GPIba 13.2

HPA 3a GPIIb 80.95
HPA-3

HPA-3b GPIIb 69.8

HPA 4a GPIIla >99.9
HPA-4

HPA-4b GPIIla <0.1

HPA 5a GPIa 99.0
HPA-5

HPA-5b GPIa 19.7

HPA 15a CD109 74
HPA-15
HPA-15b CD109 81
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Annex 2. CONSENTIMENT INFORMAT

La trombopénia és una disminuciéo de la xifra de plaquetes
circulants en la sang. Les trombopénies greus poden produir
complicacions hemorragiques que poden ser de diversa gravetat, des de
petites hemorragies cutanies fins a hemorragies internes greus, com la

hemorragia intracranial.

La trombopénia neonatal al.loimmune €és wuna eventualitat
infrequient, que té lloc en aproximadament 1 de cada 1.000 naixements,
en que el nen presenta una trombopénia al néixer deguda a la
destruccio de les plaquetes induida per anticossos materns. Es
produeix per l'existéncia d'una incompatibilitat materno-fetal en els
antigens plaquetaris (HPA) i per la sensibilitzacio de la mare, que
produeix anticossos anti-plaquetaris, que travessen la placenta i
arriben al fetus. Tot i que el grau de trombopénia €s variable, pot ser
potencialment molt greu (<20.000 plaquetes/pL), comportant un risc
d’hemorragia intracranial en un 10-30% de casos. Aquesta complicacio
es pot produir en el moment del part, pero també pot tenir lloc en el

fetus, a nivell intrauteri.

Les dones que tenen un antecedent de trombopénia fetal-neonatal
al.loimmune en una gestacié anterior, tenen un alt risc de recidiva en la
seguient gestacio. Per aix0, €s important que rebin un tractament
preventiu en cas d’'una nova gestacio. Li proposem seguir un protocol de
tractament, amb l'objectiu de disminuir la producciéo d’anticossos anti-
plaquetaris i reduir el risc de trombopénia greu en el fetus. El
tractament dependra del grau de risc en cada cas, que es valora
fonamentalment per la gravetat de la trombopénia i el desenvolupament
o no d'una HIC en el fetus de la gestaci6é anterior. El tractament es basa
en l'administracio d’ Immunoglobuline, i en alguns casos s’associa
també tractament amb Prednisona. Les pautes a seguir, dosis, temps

d’administracio, etc.. dependran del grau de risc de cada gestant.
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Immunoglobulines

- Son components de la sang humana que s’han utilitzat pel
tractament de moltes malalties infeccioses o inflamatories, en
pacients amb immunodeficiéncies, processos autoimmunes, i
d’altres patologies, amb bons resultats.

- S’extreuen a partir de sang de molts donants sans, controlats per
que no puguin transmetre cap infeccio, i seguint uns processos
de fabricaci6 que garanteixen al maxim la seva seguretat. No
obstant aix0, al ser derivats sanguinis de procedéncia humana,
no es pot garantir el risc “0".

- L’administracio és per via endovenosa i s’ha de fer a un hospital,
habitualment un cop per setmana.

- En general no produeixen cap trastorn al pacient, perd en alguns
casos poden produir mal de cap, calfreds, nausees i malestar
general durant la infusi6. Els simptomes disminueixen o
desapareixen alentint la velocitat d’infusié. Algun cop poden
produir febre, que s’autolimita en 24 hores. Molt més
excepcionalment s’ha descrit irritacio de les meninges, trastorns
de la coagulacio o reaccions alléergiques. Els metges estudiaran i

controlaran qualsevol efecte que es pugui produir

Prednisona

- Es un medicament (corticosteroide) semblant a la cortisona. Es
un potent antiinflamatori e immunosupressor, molt utilitzat en el
tractament de malalties al-lergiques, inflamatories i en processos
autoimmunes. Es el tractament d’elecci6 com a farmac

immunosupressor en gestants amb artritis reumatica, Lupus,
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etc.. en les que s’ha utilitzat sense que s’hagin produit reaccions
adverses sobre la salut del fetus o del nounat.

S’administra per via oral.

Els efectes secundaris més frequents durant la seva
administraciéo son: augment de la gana, irritabilitat, insomni,
molesties gastriques, feblesa muscular, diabetis i HTA. En les
gestants pot associar-se a diabetis gestacional, HTA i ruptura
preco¢ de membranes. Els metges estudiaran i controlaran

qualsevol efecte que es pugui produir durant el tractament.

160



Annexos

Tenint en consideracié els seus antecedents, el tractament que li sera

administrat a voste segons el protocol sera:

El tractament es mantindra fins al moment del part, que sera per cesaria

programada al voltant de la setmana .................

Se li faran els controls periodics necessaris durant tot el tractament. En funcio

de l'evolucio, pot ser necessari modificar el tractament.

CONSENTIMENT:

19 Lo T ,

com a pacient

EXPOSO:

Que he sigut degudament INFORMADA pel Dr........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiniininnnn,
de que es aconsellable que rebi el tractament abans especificat i que he estat

informada del mateix, havent pogut aclarir qualsevol dubte plantejat.
MANIFESTO:

Que he entes les explicacions que he rebut i DONO el meu consentiment per

rebre el tractament proposat, i per que aixi consti, signo el present document.

N17<) 6 B LB ) o>

J\\[o) 03 Ws (ol E= 10 2= Va3 (<3 o | PR

DNI de la pacient: ......c.ccoooiiiiiiiiiiiiiiii e
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Annex 3. Informacié de les mostres que caldra remetre al

Laboratori d’Immunohematologia:

Mostres pels controls del titol d’Ac anti-HPA:

- 1 tub de 10 ml de sang sense anticoagulant (sérum) + 1tub EDTA
de 10 ml

- Sempre que una gestant estigui rebent Ig e.v., I'extraccio s’haura
de fer just abans de I'administracié d’'una dosi de Ig.

- Enviar al Laboratori dImmunohematologia a I'adreca:

Laboratori d Immunohematologia
Banc de Sang i Teixits

Edifici Doctor Frederic Duran i Jorda
Passeig Taulat, 116

08005 Barcelona

Els telefons de contacte son:
BST : 93 557 35 00
Extensions

Dr Muniz: 6650

Dra Nogués: 6652

Dra Canals: 6653

Les adreces de correu:

emuniz@bst.cat

nnogues@bst.cat

ccanals@bst.cat
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Resum del tractament assignat inicialment segons el grup de risc.

Grup de Risc

Tractament inicial
recomanat

Setmana
d’inici del
tractament

Cesaria a la
setmana

Antecedents d’HIC*

* Si la HIC va tenir lloc
abans de la setmana 28

Ig e.v 1 gr/kg/setmana
+ PDN 0.5mg/kg/dia

Setmana 20

Setmana 34-36

Ig e.v 1 gr/kg/setmana
PDN 0.5mg/kg/dia

Setmana 16

Setmana 20

Setmana 34-36

No HIC
<20.000 plag

Ig e.v. 1gr/kg/setmana

Setmana 20

Setmana 34-36

No HIC
20.000-50.000 plaq

Ig e.v. 1gr/kg/setmana

Setmana 24

Setmana 35-36

No HIC
50.000-100.000 plaq

Ig e.v. 1gr/kg/setmana

Setmana 28

Setmana 37
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