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Resumen

El empleo de técnicas de biologia molecular para €l estudio
de hemogl obinopatias permite realizar una deteccién precoz,
seguray répida de estas alteraciones. Una de estas hemoglo-
binas anémalas, la S, debida a una mutacion en el gen dela
B-globina, es una anomalia hereditaria de claro predominio
en laraza negray que en nuestro medio era poco frecuente
hasta la Ilegada de la inmigracion procedente del Africa
Central. Una deteccion temprana de la misma en individuos
homocigotos permite iniciar un tratamiento profilactico de
las infecciones desde |os primeros meses de vida. El objetivo
de este trabajo ha sido desarrollar una técnica para el diag-
néstico molecular neonatal de esta mutacion. Para ello he-
mos empleado sangre total en filtros de papel de neonatos de
raza negra que previamente por HPLC habian sido clasifi-
cados como normales o como portadores del gen falciforme
pero dudosos entre homocigotos y heterocigotos. En primer
lugar hemos realizado la microextraccion de DNA genémico
dela sangre en filtros de papel, seguido de una amplifica-
cion por PCR del gen de la B-globinay posterior digestion
con laenzimaderestriccion Ddel. Trasajustar las condicio-
nes Optimas de cada una de las técnicas hemos obtenido un
fragmento de 381 pb en individuos homocigotos, en lugar de
los fragmentos de 201 y 180 pb que aparecen en un indivi-
duo normal, mientras que en heterocigotos encontramos los
tres fragmentos. Con este protocol o precisamos de un redu-
cido volumen de sangre, estudiamos directamente la muta-
cion y al simplificar la PCR respecto a otros protocolos y ser
una técnica no radiactiva, disponemos de una herramienta
muy Util para el diagnostico neonatal de esta patologia.
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natal, PCR, filtros de papel.

I ntroduccién

Laaplicacion de técnicas de biologia molecular para el estudio
de hemoglobinopatias permite realizar una deteccidn precoz,
seguray rapida de estas alteraciones. Una de estas hemoglobi-
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Summary

The use of molecular genetic techniques for study of hemo-
globinopathies allows a early, sure and rapid diagnosis of
these genetic diseases. One of these abnormal hemoglobines,
the S, caused by a mutation in the 3-globin gen, is a genetic
disorder very commun in the black population, which was
unusual in our area until the arrival of Central-African im-
migration. An early detection of this mutation in homozy-
gous individuals allows a prophylactic treatment of the in-
fections to begin from the first months of life. The objective
of thiswork isto develop a technique for neonatal molecular
genetic diagnosis of this mutation. We have used whole blo-
od spotsin filter paper blotters from black newborns that
have previously been classified, by HPLC, as normal or ca-
rriersfor the sickle gen but doubted between that of homozy-
gous and heterozygous. First, we have made the DNA micro-
extraction from dried blood spots on filter paper blotters,
followed by amplification by PCR of the 3-globin gen and fi-
nally a digestion of each PCR product with the restriction
enzyme Dde |. After applying these techniques, we have ob-
tained a fragment of 381 bp in homozygous individuals, ins-
tead of two fragments of 201 and 180 bp in normal indivi-
duals, whereas we have found the three bands in
heterozygous. With the use of thismolecular techniqueonly a
small amount of blood is needed to make a direct DNA diag-
nosis and how we simplify this technique, which isa non-ra-
diactive technigue, in relation to others authors, we have a
very useful tool to neonatal diagnosis of this genetic disorder.

nas (Hb) anébmalas, la S (mutacion en el coddn para el sexto
aminoécido de lasubunidad 3 de laHb), es una anomalia here-
ditaria de claro predominio en laraza negray que en nuestro
medio era poco frecuente hasta la llegada de lainmigracion
procedente sobre todo del Magreb y de paises subsaharianos
como Gambiay Senega (1, 2). Una deteccion temprana de la

Abreviaturas no estandarizadas:

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién
DNA: &cido desoxirribonucleico

PCR: reaccion en cadena por la polimerasa

pb: pares de bases
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misma en individuos homaocigotos (SS) para el gen falciforme
(gen mutado) permite la instauracion precoz de medidas profi-
| &cticas que reducen considerablemente la morbilidad y la
mortalidad (10 % en la primera década, concentrada en los 3
primeros afos) (3, 4). El objetivo de este trabajo ha sido adap-
tar una técnica descrita por Monk y Holding (5) para el diag-
noéstico molecular de esta mutacion, pero que ellos aplicaron
para estudios de fecundacion in vitro y nosotros la hemos em-
pleado para diagnéstico neonatal de esta mutacién partiendo
de DNA extraido de sangre en filtros de papel.

Material y métodos

Se recogieron 2 mL de sangre, en tubos con EDTA, de neona-
tos de raza negra que el departamento de Anemias del Hospital
«Vall d'Hebron» (Barcelona) habia estudiado por HPLC y ha
bia clasificado como normales o como portadores del gen fal-
ciforme pero no podia determinar su condicién de homocigo-
tos u heterocigotos en el momento del nacimiento. A estos
nifios, al margen de nuestro estudio, se les hizo el seguimiento
habitual y se les repiti6 la determinacion por HPLC entre los
2-4 meses de edad para poder determinar si eran homocigotos
u heterocigotos. De cada neonato se impregnaron 3 papeles de
filtro (Schleider & Schuell 903, 8 mm; Schleider & Schuell,
Dassel, Alemania) con unos 40 pL de sangre por filtro.

Se aplicaron las siguientes técnicas:

1. Microextraccion de DNA gendmico de sangre total utili-
zando € kit QIAamp® Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) incu-
bando previamente 3 filtros por individuo en 300 uL de agua
destilada durante 24 h a temperatura ambiente y pasando di-
rectamente a laincubacion con la proteinasa K (Qiagen,
Hilden, Alemania). La elucion se hizo en 100 pL de solucién
amortiguadora de elucion.

2. Amplificacion por PCR de la secuencia del gen de la f3-
globinade 721 pb (Figura 1) segin el protocolo de Monk y
Holding (5) pero modificado. Amplificacion de 50 pL del
DNA extraido con 100 pmol de cada cebador (Ecogen,
Barcelona, Esparia) (secuencia de los cebadores en figura 1),
25 mM de nucledtidos (Ecogen, Barcelona, Espafia), 12,5 mM
Cl,Mg (Ecogen, Barcelona, Espafia) y 5 Ul de la enzima de
amplificacién Ecotaq (Ecogen, Barcelona, Espafia) para una
mezcla de reaccion de 100 puL en un termociclador Gene
Cycler™ (Bio Rad, Madrid, Espafia). El control negativo se
prepard con agua destilada en lugar de DNA. Se realizaron 35
ciclos de amplificacion (94°C 1min, 55°C 1 min, 72°C 1 min)
y posteriormente 10 min a 72°C. 24 uL de cada producto de
PCR fue mezclado con 2 pl de azul de bromofenol (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) y se aplico a un gel de
agarosa a 2 % que contenia 2 pg/mL de bromuro de etidio y
se realiz6 la electroforesis a 120 V durante 30 min.
Posteriormente fue fotografiado bajo luz ultravioleta.

3. Digestion de 40 pL de cada producto de PCR con 5 unida
des de la enzima de restriccion Dde | (cat. n° 835307; Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) y 5 uL del tamp6én de res-
triccién de la enzima durante 3 h a 37 °C. Posteriormente se rea-
liz6 la électroforesis de los 50 UL de cada producto de digestion
en un gel de agarosaa 3 % que contenia 2 ug/mL de bromuro
deetidio a 120 V durante 70 min. El gel fue fotografiado des-
pués bajo luz ultravioleta. Se utiliz6 DNA @X174 digerido con
Hae Il (cat. n.° 1449460 Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania) como marcador de peso molecular de DNA.
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Figura 1. Secuencia de cebadores (ay b), puntos de corte de laenzimaDde | (D) y
tamafio de los fragmentos digeridos en |la secuencia del gen de la 3-globina
amplificado por PCR.
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Figura 2. Producto de amplificacién de la PCR de 721 pb en todos los
individuos: normal (AA), homocigoto (SS) y heterocigoto (SA) para el gen
falciforme. Control negativo (H,0). Marcador ¢X174 digerido con Hae I11 (M).
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Figura 3. Productos de |a digestion con Dde | del producto de PCR. Se observan
dos fragmentos de 180 y 201 pb en un individuo normal (AA), un Unico
fragmento de 381 pb en un homocigoto (SS) y los tres fragmentos en un
individuo heterocigoto (SA) para el gen falciforme. Marcador X174 digerido
con Hae lll (M).



Resultados

Laregién del gen de la B-globinaamplificada, la secuencia del
par de cebadores usados, asi como €l tamafio de los fragmentos
obtenidos tras la digestién con la enzima Dde | vienen descri-
tosenlafigural.

L os resultados obtenidos tras la amplificacion por PCR del
DNA extraido de los distintos tipos de neonatos se muestran en
lafigura 2, observandose un fragmento de 721 pb en todos
ellos.

L os fragmentos resultantes de la digestion con la enzima
Dde | de los productos de PCR se muestran en lafigura 3.
Bandas del tamarfio esperado se producen en los tres tipos de
neonatos. La mutacion puntual que originalaHb S elimina €l
punto de corte de laenzimaDde | en el exén 1 (Figura 1) pro-
duciendo un fragmento de 381 pb en lugar de los dos fragmen-
tos de 201 y 180 pb que se producen en un gen normal, por o
tanto un individuo heterocigoto (AS) presentara los tres frag-
mentos, dado que tiene un gen normal y otro mutado, mientras
gue uno homocigoto (SS) sélo presentara el de 381 pby uno
normal (AA) los dos fragmentos de 201 y 180 pb.

Discusion

El andlisis molecular de DNA extraido de sangre en filtros de
papel tiene cada vez mas aplicaciones en el cribado neonatal
(6, 7y 8), y es que las ventajas de muestras de sangre en este
medio de soporte son varias: la simplicidad a la hora de obte-
ner las muestras, el poco volumen requerido, lafacilidad de
transporte y la estabilidad, entre otras.

En el periodo neonatal hay una elevada proporcion de Hb fe-
tal y una baja proporcién de Hb adulta. Debido a que la expre-
sion del gen falciforme permanece baja en este periodo, el es-
tado de portador heterocigoto (SA) frente a homocigoto (SS),
cuando se estudia con técnicas que analizan directamente los
distintos tipos de Hb como es el caso de latécnicaHPLC, per-
manece dudoso hasta que no se analizan nuevas muestras entre
los 2-4 meses de edad (9). Este problema se puede resolver es-
tudiando directamente el DNA de neonatos. La técnica de bio-
logia molecular que se emplea es el método basado en una
PCR seguida de una hibridacion con sondas de oligonucl edti-
dos alel o-especificas marcadas radiactivamente (9) o no ra-
diactivamente (10). Nosotros proponemos un método no ra-
diactivo basado también en la PCR pero seguido de una
digestion enzimatica que es un proceso mas sencillo que una
hibridacién. Este método fue aplicado por Monk y Holding (5)

para detectar €l aelo falciforme en estudios de fecundacion in
vitro apartir de DNA extraido de oocitos y cuerpos polares hu-
manos y nosotros lo hemos adaptado a nuestro DNA extraido
de sangre de neonatos en filtros de papel. Para ello hemos teni-
do que gjustar |as condiciones tanto de la extraccion de DNA,
como delaPCRy deladigestion, y hemos conseguido adaptar
la PCR empleando un solo par de cebadores en lugar de los
dos pares utilizados por Monk y Holding, lo cual simplificay
abaratalatécnica.

Por |o tanto disponemos de una técnica que requiere poco
volumen de sangre, que es independiente de que el gen esté
mas 0 menos expresado y es rapida, seguray sencilla de apli-
car siendo muy Util para el diagndstico neonatal de la hemo-
globinopatia S.
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