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[Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)

INTRODUCCION AL
DIAGNOSTICO GENETICO

PREIMPLANTACIONAL

Il Jornadas Espafiolas de : : .

Pacientes de Amiloidosis AnFonla Roig Ferra - o
hereditaria por Transtirretina Unidad de Reproduccion Asistida
(AhTTR) y Hospital Son Llatzer




Enfermedad de Andrade o

Polineuropatia Amiloidética Familiar

Mutacion gen Transtirretina (TTR) localizado en cr 18
* Descrita por Corino Andrade 1952 en Povoa de Varzim.
* Neuropatia axonal: SN periférico sensitivo, motor y autonémico.
* Comienzo tardio (25-35 afios edad) y 10 afios de duracion.
» Polineuropatia progresiva, problemas cardiacos e insuficiencia renal

e Mutacion en gen que codifica la TTR: depdsitos de proteinas inestables en
forma de amiloide

 Enfermedad rara: prevalencia inferior a 5/10.000
» Descrita por todo el mundo:
— Focos en Portugal (1952), Japon (1968), Suecia (1974) y Brasil
— En Espania (quinto foco mundial):
» Mallorca
» Huelva (Valverde del Camino)

e Transmision autosdémica dominante
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Moderador
Notas de la presentación
Resaltar cromosoma 18 – mutación de uno o los dos alelos del gen de la TTR. Esa mutación codifica una variante de la TTR (anómala)



Enfermedad monogénica
Mutacion gen Transtirretina (TTR) localizado en cr 18:
sustitucion de un aminoacido por otro en una determinada posicion.

Se han descrito mas de 80 nuevas mutaciones, la mas frecuente es la
sustitucion de la valina por la metionina.

La variante de [a TTR :
e Circulacion sanguinea: portadores asintomaticos

* Depositos en det tejidos en forma de amiloide: enfermedad

Herencia autosdomica dominante

gen
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Pacientes JOVENES Deteccion PRECOZ

Deseo GESTACIONAL

Nifno sano
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DIAGNOSTICO &
GENETICO JO-
PREIMPLANTACIONAL 7

OBJETIVO:

Prevencion de la transmision a la descendencia de enfermedades o
trastornos de origen cromosomico o genético graves de aparicion precoz
no susceptibles de tratamiento curativo

DIRIGIDO A:
Parejas con riesgo genético = con algin miembro afecto o portador
de alguna enfermedad genética y hereditaria

METODO:

Mediante el estudio genético de los embriones con el fin de conseguir
embriones genéticamente ‘“‘sanos”, antes de ser transferidos al utero
materno y por tanto antes de la implantacion


Moderador
Notas de la presentación
Evitar que la pareja tenga que pasar por decisiones dolorosas como la interrupción de embarazos anormales.
La única posibilidad de evitar la transmisión de una enfermedad genética sin los inconvenientes del diagnóstico prenatal pasa por diagnosticar la enfermedad antes del estadío fetal, mediante la selección de embriones sanos por medio del Diagnóstico Genético Preimplantacional (DGP).


Islas Baleares

Incluido en la cartera de servicios de la sanidad publica siguiendo las
recomendaciones de la orden SS1/2065/2014 de 31 de Octubre,
apartado 5.3.8 del Real Decreto 1030/2006 del BOE

EXCLUSION: @ Criterios exclusion de FIV

|:> Edad de la mujer > o = 40 anos/ Edad del varon > o = 55 anos

|:> Hijo previo en comun SANO

INDICACIONES: e

e Enfermedades monogénicas o ligadas al X, susceptibles de ser
diagnosticadas desde el punto de vista citogenético y molecular

e Anomalia cromosomica estructural o numeérica materna o paterna


Moderador
Notas de la presentación
Algunas enfermedades se heredan de forma autosómica dominante y se pueden heredar de un progenitor afectado. Otras enfermedades se heredan de forma autosómica recesiva y se pueden heredar de dos progenitores portadores no afectados. Otras enfermedades están ligadas al sexo y se pueden heredar de un padre afectado o una madre portadora. Sin embargo, no todas las enfermedades genéticas son causadas por mutaciones en genes individuales y por tanto no pueden ser detectadas por el Diagnóstico Genético Preimplantacional para enfermedades monogénicas.
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Indicaciones actuales con informe favorable del Comité
Técnico del DGP
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WD de les llles Balears

Servei de Salut

1.- Atrofia muscular espinal
2.- Distrofia muscular de Duchenne
3.- Malaltia de Huntington
4.- Fibrosi quistica
5.- Hemofilia A
6.- Hemofilia B
7.- Altres malalties amb heréncia recessiva lligada al cromosoma X
8.- Sd Alport lligat al cromosoma X
9.- Distrofia miotonica tipus |
10.- Sd X-Fragil
11.- Sd Marfan
12.- Poliposi adenomatosa familiar del colon
13.- Selecci6é HLA
14.- Ataxia espinocerebel.losa autosomica dominant:
-AEC 1 - AEC 2 (SCA2)
- Malaltia de Machado-Joseph (MJD) (SCA3)
- AEC 6 (SCA®b)
- AEC 7 (SCA7)
- AEC 8 (SCA8)
- Atrofia Denato-rubro-pal.lido-luisiana (DRPLA)
15.- Beta-Thalassemia Major
16.- Distonia primaria de torsié (DYT-1)
17.- Distrofia muscular oculofaringia (DMOF)
18.- Malaltia de Charcot-Marie-Tooth (gens PMP22, GJB1 i MPZ)
19.- Sd de neoplasia endocrina multiple de tipus I: MEN 1
20.- Sd de neoplasia endocrina multiple de tipus 2: MEN 2
21.- Sd de Von Hippel Lindau (VHL)
22.- Cancer de colon no poliposic (Sd Lynch)
23.- Cancer de mama i ovari hereditari
24.- Sd de McKusick Kaufman
25.- Amiloidosi visceral familiar (gens APOAL, FGA i LYZ)
26.- Malaltia de Pompe



Moderador
Notas de la presentación
Llista 


CIRCUITO

Centro de Servicio hospitalario o
Atencion extrahospitalario implicado
Primaria

. «

Geneética HUSE

AGENDA DGP

1

Servicio Ginecologia — Obstetricia

Unidad de Reproduccion Humana

/ \

Son Espases Son Uatzen

hospital universitari




A

Servicio Ginecologia — Obstetricia

Unidad de Reproduccion Humana
1 VISITA

Anamnesis completa de la pareja:

*Edad de ambos.

*Trastorno o afectacion por la que el/la paciente son
tributarios de DGP (estudio genético previo).
*Antecedentes familiares y personales.

Exploracion fisica de la paciente

Ecografia transvaginal:
*Morfologia uterina y de ovarios.
*Recuento de foliculos antrales.



Moderador
Notas de la presentación
Posibilidad de DGP en pacientes femeninas afectas, sin pareja masculina o en mujeres solas 
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11 JORMNADAS
AMILOIDOSIS HEREDITARIA
por TRANSTIRRETINA (AhTTR)

ks Servicio Ginecologia — Obstetricia Tt
[Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)
Unidad de Reproduccion Humana

Solicitud de estudio basico a la pareja: l( '

Los pacientes serdn remitidos para descripcion del patron de herencia y asesoramiento
a Genética HUSE, en los casos en que la afectacion no haya sido motivo de estudio

previamente y no esté descrita entre las enfermedades susceptibles de DGP (Comité
Técnico DGP)


Moderador
Notas de la presentación
Tener en cuenta que en ppio no se trata de parejas infértiles
De todos modos antes de iniciar ningún estímulo, los casos son comunicados a Genética para que consten en la agenda DGP.


Servicio Ginecologia — Obstetricia

Unidad de Reproduccion Humana
2* VISITA

e Revision de resultados de pruebas solicitadas
* Informe Servicio Genética
e Consentimiento Informado

!

Laboratorio de Genética Reproductiva
(SISTEMAS GENOMICOS- Valencia)

Solicitud de estudio de informatividad genética
Todos tenemos dos copias de cada gen (cada una heredada de un
progenitor). El estudio de informatividad nos permite saber en qué copia
del gen esta la mutacion que causa la enfermedad en cada pareja.


Moderador
Notas de la presentación
El objetivo de este estudio es establecer la viabilidad del DGP, mediante la localización de la mutación del gen para posteriormente poder seleccionar el embrión sano.
Para realizar este estudio se necesita una muestra de sangre de los miembros de la pareja (y en algunos casos) de algún otro familiar portador o afectado de esa enfermedad, acompañada de los informes genéticos correspondientes. El estudio de informatividad tiene una duración aproximada de unos 35 días. Una vez aprobado, la paciente ya puede empezar el tratamiento de estimulación para la fecundación in Vitro.


PROTOCOLO DE FIV - ICSI

Estimulacion ovarica controlada

o FSH +- LH
+ HMG

Endometrio trilaminar Foliculos ovaricos tras estimulo hormonal

Induccion de ovulacion

e HCGr
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Azociacién Expaficla
Enferrmadad de Andrade
[Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)

LABORATORIO FIV - embridlogos

Captaci()ny preparacion del semen

Denudacion de los ovocitos: son liberados de la corona
radiata (previa a ICSI)

Fecundacion: mediante ICSI

Microinyeccion intracitoplasmica del espermatozoide (ICSl)

Division: busqueda de signos de fecundacion (dos
pronucleos, dos corpusculos polares). Se produce tras |7-
20h de la fecundacion


Moderador
Notas de la presentación
Es importante una decumulación exhaustiva de los oocitos para evitar contaminación del DNA embrionario durante el proceso de extracción de la blastómera en el DGP.
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Azociacién Expaficla
Enferrmadad de Andrade
[Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)

CUMULO OOFORO

Ovocito rodeado por células
de la granulosa

PROFASE | o VESICULA GERMINAL
Ovocito inmaduro, diploide,

no tiene corpusculo polar

Presenta vesicula germinal visible (nucleo)

METAFASE II
METAFASE | Ovocito maduro, haploide,

Ovocito inmaduro, haploide, presenta corpUsculo polar
no tiene corpusculo polar
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Enferrmadad de Andrade
[Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)

Suction holds
&egg in place




| JORNADAS
AMILOIDOSIS HEREDITARIA

por TRANSTIRRETINA (ARTTR) CU LTIVO O]
PACIENTES Alteracion FECUNDACION:
FECUNDACION D+1 (17-20h) Embriones multinucleados

DiA 1 {comienzo) DiA 1 (final)



Il JORNADAS
AMILOIDOSIS HEREDITARIA

por TRANSTIRRETINA [AhTTR) i
PACIENTES CULTIVO rmoiﬂ?“:‘::‘;??:ﬁ%ﬁmm

DIVISION D+2 Mitosis: el embridn se ha dividido en 4 células

DiA 1 (comienzo) DiA 1 (final) DiA 2 DiA3 DiA 4 DiA S DiA 6



@ 11 JORMNADAS
AMILOIDOSIS HEREDITARIA

por TRANSTIRRETINA (AhTTR) CU LTIVO ¢ Auodacicn Espatla,
n e An

Fﬁ.ﬂE NTE 5 [Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)

DIVISION D+3 El embrion se ha dividido en 8 células

DiA 1 {comienzo) DIA 1 (final) DiA2 DiA 3 Dia a DiA 5 DiA 6


Moderador
Notas de la presentación
Para el DGP se recomienda biopsiar los embriones en día +3.
También se pueden obtener biopsias embrionarias en estadio de blastocistos, en cuyo caso es recomendable realizarla en día +5 o +6 cuandoel blastocisto está expandido.


BIOPSIA 'Y AISLAMIENTO NUCLEAR



Moderador
Notas de la presentación
El sistema de micromanipulación tiene adaptados los soportes para tres micropipetas; una a la izquierda para sujetar el embrión y dos a la derecha, una para perforar la zona pelúcida (ZP) y otra para aspirar el blastómero.
El orificio en la ZP ha de hacerse frente al blastómero que se va a extraer y cuya elección debe ser en función de:
1.que presente un núcleo visible, 
2.que presente un acceso fácil, 
3.que, cumpliendo lo anterior, sea lo más pequeño posible.
Una vez completada la biopsia, el siguiente paso es aislar el núcleo del blastómero. El método para ello es diferente dependiendo de si el DGP está indicado por una anomalía cromosómica o génica. En el primer caso, el análisis del ADN que contiene el núcleo del blastómero se realiza porHibridación In Situ Fluorescente (FISH) mientras que, para el estudio de las modificaciones presentes en una secuencia génica, se emplean técnicas basadas en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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11 JORMNADAS
AMILOIDOSIS HEREDITARIA
por TRANSTIRRETINA (AhTTR) Asociocite Expafala

PACIENTES Enfermedad de Andrads

[Amilaidosis Hereditaria por Transtimedina)

Aislamiento del nucleo

L —

Embridn sano


Moderador
Notas de la presentación
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es la técnica de análisis de ADN usada en el DGP de enfermedades monogénicas (como es el caso que nos ocupa). La PCR será el mecanismo utilizado para amplificar el segmento de ADN que contiene el gen de interés.
En caso de anomalías cromosómicas, la técnica utilizada para aislar el ADN es la Hibridación in situ fluorescente (FISH)


TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

v

D+5

Transferencia del embrion SANO seleccionado tras DGP

TR

-



Moderador
Notas de la presentación
Cambios en la TE


Limitaciones del DGP (5-10% error diagnéstico)

Contaminacion con ADN exogeno

Protocolos especificos para cada mutacion: solo
permite detectar anomalias buscadas

Fallo de amplificacion de alelo especifico
Mosaicismo embrionario

Bajas respondedoras en el tratamiento de FIV-ICSI



Moderador
Notas de la presentación
Para solventar los posibles errores en el diagnóstico siempre se aconseja la realización de un diagnóstico prenatal de confirmación
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