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Diagnostic d’anemia falciforme

Practica per fer al laboratori

Aquests materials didactics son per a s docent i d’investigacio.
Resta prohibida la seva comercialitzacié o modificacio.
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1. Cas clinic: ets assessor/a genetic!

AMGEN

TRANSFER
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Imagina que ets assessor/a genetic del Servei de Genetica de I'Hospital Vall d'Hebron i venen

a la consulta en Marti (I11.4) i I'Aina (lI1.5), una parella de 30 i 31 anys, respectivament. El motiu

pel qual venen a la consulta és que s'estan plantejant tenir fills, pero estan preocupats pels

seus antecedents familiars. T'expliquen que tant el germa del Marti (I11.3) com la neboda de

I'Aina (IV.2) pateixen anéemia falciforme. Pel que fa a la resta de la familia, tots sén

aparentment sans per part del Marti, mentre que per la branca familiar de I'Aina el seu pare

(I1.3) i el seu nebot (IV.3) pateixen daltonisme. Malauradament, la mare de I'Aina (1.4) va morir

d'un accident de cotxe dos anys enrere. A continuacid, es mostra 'arbre genealogic que hem

pogut dibuixar gracies a la informacié que ens han facilitat. Quina creus que és la pregunta

clau que et faran I’'Aina i en Marti a la teva consulta com a assessor/a genetic?
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Omple el requadre amb la que creus que pot ser la pregunta clau:
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2. Objectius

Els objectius d'aquesta practica sén els seglients:

a) Familiaritzar-se amb |'anemia falciforme i les
hemoglobinopaties.

b) Coneixer el funcionament de la cromatografia.

¢) Relacionar els resultats de la cromatografia amb
el tipus d’hemoglobina.

d) Aprendre el procés que es podria dur a terme en
una consulta d'assessorament genétic.
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3. Hemoglobinopaties i anémia falciforme

A la nostra sang, la proteina encarregada de transportar I'oxigen des dels organs respiratoris

fins als teixits, i el dioxid de carboni, dels ot

teixits als pulmons, és I'hemoglobina a chain g - i chain

(Hb), la qual es troba dins dels eritrocits o
globuls vermells. La seva estructura

consisteix en quatre cadenes

olipeptidiques (globines) on s'uneix un -
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La combinaci6  d'aquestes  quatre

H HF4 Font: Hemoglobin Molecule. Structure and function of hemoglobin
su b un Itats’ p ermet I a fO rmacio d e (https://es.slideshare.net/asifzeb2/structure-and-function-of-hemoglobin/9)
diferents tipus d'Hb:
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vida.

5-diagnositco-diferencial-de-las-hemoglobionopatias.pd|

Les hemoglobinopaties son un grup de
malalties genétiques d’heréncia autosomica recessiva que afecten les cadenes de globina de
la molecula d'Hb. Sén les malalties monogeniques més freqlients i aproximadament el 7% de
la poblacié mundial és portadorade mutacions genetiques causants d’hemoglobinopaties.
S'estima que cada any neixen mésde 500.000 nounats afectes d’hemoglobinopaties greus. Es
caracteritzen en dos grans grups:les talassemies i les hemoglobines variants o estructurals.

Les talassémies son causades per mutacions genetiques que afecten als gens de les cadenes
de globina produint una disminucié o absencia de la sintesis d'una o més cadenes de globina
(alteracié quantitativa). Aixd provoca que es redueixi la formacié d'Hb fent que els globuls
vermells siguin de menor mida i amb menor contingut d'Hb. Les talassemies més comunssén
'a o B-talassemia, en les quals la mutacié genetica afecta al gen de la a o B-globina,
respectivament.
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S’han descrit més de 1200 variants estructurals de I'Hb, pero I'hemoglobinopatia estructural
més frequent és la causada per 'hemoglobina S (HbS), la qual té una major incidencia a
Africa, Orient Mig, india i la conca del Mediterrani. Resultat d'una mutacié en el gen de la p-
globina (HBB), la qual consisteix en un canvi d'un sol nucleotid (A en comptes de T) que
comporta un canvi d’aminoacid en la posicié 6, d'un acid glutamic (GAG) a una valina (GTG)
(p-Glu6Val).
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Font: https://www.archivesofmedicine.com/medicine/sickle-cell-anaemia-a-synopsis-of-the-
inherited-ailment.php?aid=22306

El canvi d'aminoacid altera les caracteristiques fisicoquimiques de I'HbS, de manera que en
situacions d'oxigenacié I'HbS és igual de soluble que I'HbA, pero en abséncia d'oxigen la
solubilitat d'HbS disminueix fent que precipiti en forma de polimers. Aquests s'acumulen en
el globul vermell distorsionant el seu aspecte normal (biconcau) a una forma de mitja lluna o
falciforme. Cicles repetits d'oxigenacio i desoxigenacio causen un dany irreversible a la forma
de la cél-lula. A més, es redueix la seva vida mitjana de 90-120 dies, fins a només 10-20 dies.
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Wikimedia Commons

Les manifestacions cliniques per la preséncia d'HbS es donen amb I'estat homozigot (HbSS)
causant I'anemia falciforme. Aixi doncs es tracta d'una malaltia autosomica recessiva on es
necessiten ambdues copies del gen amb la mutacié HBB: p.Glu6Val. Clinicament, els pacients
comencen a mostrar els simptomes durant el primer any de vida quan disminueixen els nivells
d'HbF.
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L'anémia falciforme es caracteriza per esdeveniments vaso-oclusius i anémia hemolitica
cronica, el qual produeix isquémia dels teixits donant lloc a dolor agut i cronic aixi com també
dany intern als organs. També pot generar sepsis, accidents cerebrovasculars o hipertensié
pulmonar.

Els individus heterozigots (HbAS) s6n portadors d'una mutacié en una de les dues copies del
gen HBB i fenotipicament presenten el que s'anomena tret de cél-lules falciforme. No
presenten manifestacions cliniques, pero el fet de tenir alguns globuls vermells amb forma
falciforme els protegeix de morir per malaria. Aixo s'atribueix probablement al fet que tenen
una vida mitjana molt més curta, de manera que el parasit causant de la malaria (Plasmodium
falciparum) no pot completar el seu cicle vital. Per aquest motiu, els heterozigots per HbS son
molt freqiients a I'Africa que a la resta del mén, coincidint amb el lloc on hi ha més malaria.
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4. Hipotesis i prediccions

Per poder solucionar el cas de I'Aina i el Marti, ens hem de
plantejar unes quantes preguntes. Responeu de manera

individual, i posteriorment, les posarem en comu amb tota
la classe.

Com podriem identificar els genotips relacionats amb I’'anémia falciforme?

Quins membres de la familia s’haurien d’analitzar?
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5. Disseny de I'experiment

La mutacié HBB: p.Glu6Val provoca un canvi en la solubilitat de I'hemoglobina (Hb), pero
també un canvi en la mida. La massa molar de I'acid glutamic és 147,13 g/mol, mentre que
la massa molar de la valina és 117,15 g/mol. Per tant, 'HbA tindra un pes superior a la HbS.
A més, com es tracta de dues proteines diferents, tindran un color lleugerament diferent.
Mentre que I'HbA té un color vermell fosc, I'HbS és d'un to més rosat.

Aprofitant la diferencia de mida entre ambdues
hemoglobines, farem servir la técnica de la cromatografia
per separar-les. Utilitzarem el

de Bio-Rad (https://www.bio-
rad.com/es-es/product/size-exclusion-chromatography-
kit?ID=7d8fb923-21a1-44ab-9077-a81c022cd6e8).

A partir de l'extracci6 de sang dels - ek
individus que volem estudiar, i després /D-- o nerp i
d'haver preparat aquestes mostres de \E/ e
manera adequada i del tot segura per a : %:‘Z"EEE%EE‘;Z”?E“
la seva manipulaci6 al laboratori, | & | Mmolocudes penelale
realitzarem una cromatografia d'exclusio N e Sawed!
per mida. Es una técnica que consisteixen S [tk
dues fases: = s
- Fase mobil: solvent amb molecules Fraction 2
a separar :
- Fase estacionaria: columna amb una @
matriu porosa =

. Font: PowerPoint Presentation for Educational Use de la pagina
Els porus de la matriu actuen com trampes del producte de Bio-Rad.

per a les molécules més petites, les quals es

gueden atrapades en aquests porus, mentre que les molécules més grans passen de llarg i
son recollides fora de la columna. A I'aplicar el buffer i recollir les diferents fraccions, les
molecules més grans sortiran primer de la columna, i més tard les més petites.

Quins resultats esperes obtenir en funcié del tipus d’hemoglobina i per qué?
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6. Llistat de material necessari

El material necessari per dur a terme aquesta practica es troba gairebé en la seva totalitat
inclos en el kit de Cromatografia d'exclusié per mida, a excepcio dels elements assenyalatsamb
un asterisc. Aquest material és suficient per a 8 grups d'estudiants.

- Mostra (Sample)

- Tubs de recollida (collection tubes)

- Columnes Poly-Prep

- Taps per les columnes (column caps)

- Buffer per les columnes (column buffer)
- Pipeta (1 ml)

- Retolador permanent*

- Suport pels tubs*

Dividiu-vos en parelles. A cada grup ha de tenir: 12 tubs de col-leccié, 1 columna Poly-Prep,
1 tap per a la columna, 1 pipeta, 1 retolador permanent i 1 suport.

El vial amb les mostres i 'ampolla del buffer és comu per a tots els estudiants, de manera que
el professor us ho repartira. Hi haura dues mostres corresponents a I'Aina i el Marti, cada
grup ha de analitzar una de les dues mostres. Us heu d'organitzar de manera que en el
conjunt de la classe com a minim s'analitzi una mostra de cada persona, i sempre que sigui
possible que hi hagi duplicats.
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7. Protocol

En un pas més del procés, imagina que ets un técnic del laboratori de Genetica i et toca
processar les mostres. Un cop has preparat les mostres i t'assegures que tens tot el material
necessari, procedeixes a obrir les instruccions del kit i et trobes que estan en angles. Com és
un idioma que ja coneixes comences a llegir-ho i a fer pas a pas I'experiment:

https://www.bio-rad.com/sites/default/files/webroot/web/pdf/Ise/literature/Bulletin 3056.pdf
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8. Interpretacio i comunicacio dels resultats

A continuacio, farem una activitat en grups de 4 que hagueu analitzat mostres diferents.
Compartiu els vostres resultats amb l'altre grup i completeu el quadre seglent:

Mostra de I’'Aina Mostra d’en Marti

Resultat

Genotip deduit

Un cop finalitzat el treball de laboratori, imaginem que estem a la consulta d'assessorament
genétic, venen I'Aina i en Marti per saber els resultats i aclarir alguns dubtes. Per aixo, us fan
les seglients preguntes:

Quina probabilitat tenim de tenir un fill afecte d’anemia falciforme? Com heu
calculat aquesta dada?

Ens podeu explicar la técnica que heu utilitzat? Es fiable?

Elaboreu un guié de com seria la conversa en aquesta consulta i prepareu una teatralitzacid
per representar-ho davant dels companys.
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