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ES 2 543709 T3

DESCRIPCION
Procedimiento de diagndstico prenatal en célula fetal aislada de sangre materna

La presente invencion esta relacionada con un nuevo procedimiento de diagndstico prenatal no invasivo aplicado a
partir de una muestra de sangre materna. Dicho procedimiento permite el diagnéstico prenatal en células fetales
epiteliales no apoptéticas aisladas de sangre materna después de su enriquecimiento por filtracion, su analisis
morfoldgico o inmunoldgico y genético. Las ventajas de este procedimiento son, en particular, su inocuidad para la
madre o el feto y la muy alta sensibilidad y especificidad del diagnostico. Permite la deteccion precoz de una
anomalia genética o cromosomica del feto, de una patologia genética o infecciosa (virica, bacteriana o parasitaria)
del feto, de un genotipo preciso y, en particular, del sexo genético del feto.

Los procedimientos de diagndstico prenatal apuntan especialmente a obtener informaciones genéticas sobre un feto
o un embrién. La busqueda de informaciones genéticas sobre un feto consiste, o bien en identificar la presencia de
un alelo especifico de un gen dado o de una combinacion de alelos sobre una secuencia dada de ADN fetal, o bien
en asociar genéticamente un polimorfismo del ADN fetal con un alelo particular. Una de las aplicaciones principales
del diagnéstico genético prenatal se refiere a la deteccion de anomalias congénitas.

Los procedimientos de diagndstico genético prenatal usados clinicamente comprenden esencialmente técnicas
invasivas como amniocentesis, extraccion de vellosidades coridnicas, extraccion de sangre fetal o biopsias de tejido.
El conjunto de estas técnicas implica que se obtienen las muestras directamente del feto o indirectamente de las
estructuras ovulares. Teniendo en cuenta el caracter muy invasivo de estos procedimientos, estos son susceptibles
de complicaciones para la madre o el feto. Entre estas complicaciones, se citara en el caso de la amniocentesis el
riesgo de infeccion, de hemorragia fetomaterna con posible aloinmunizacién, de pérdidas de liquidos amnidticos o de
dolores abdominales. Segun los estudios, el riesgo estimado de aborto después de una extraccién por
amniocentesis es de 0,2 a 2,1 % superior al de un grupo de control. Por consiguiente, la amniocentesis solo se
propone a mujeres en las que el riesgo de tener un hijo con una minusvalia genética supera el de aborto
yatrogénico.

Con el fin de limitar el uso de técnicas invasivas de diagndstico prenatal que presentan los riesgos de
complicaciones mencionados anteriormente y que son generalmente desagradables y/o fuente de estrés para la
madre, el desarrollo de nuevos procedimientos no invasivos constituye una apuesta importante de la obstetricia
moderna.

Las células fetales circulantes en la sangre materna constituyen en particular una fuente de material genético
potencialmente utilizable para el diagnostico genético prenatal (1, 2).

Efectivamente, en el transcurso del embarazo, diferentes tipos celulares de origen fetal atraviesan la placenta y
circulan por la sangre materna (1). Estos tipos celulares incluyen células linfoides y eritroides, precursores mieloides
y células epiteliales trofoblasticas (citotrofoblastos y sinciotrofoblastos).

Se describen en el estado de la técnica procedimientos de analisis del genoma de células fetales circulantes en la
sangre materna con vistas a un diagndstico prenatal, pero estos continlan estando relativamente limitados en
términos de sensibilidad y especificidad del diagnéstico (3, 4, 5, 6). El interés del desarrollo de un procedimiento de
diagndstico prenatal no invasivo y altamente especifico da como resultado la posibilidad de disminuir mediante dicho
ensayo la proporcién de diagnésticos invasivos indicados en mujeres embarazadas y cuyo resultado es finalmente
negativo. A modo de ejemplo, en el caso de la trisomia 21, que afecta a una mujer de cada 700, actualmente en
Francia solo se ofrece un diagndstico prenatal si la edad de la madre es igual a 38 afios, mientras que a las mujeres
mas jovenes se les propone un ensayo de cribado bioquimico capaz de detectar un 60 % de las trisomias 21 a
expensas de una tasa de amniocentesis del 5 %. Sin embargo, aun un 40 % de los casos de trisomia 21 no son
detectados por los ensayos actualmente disponibles. Se ha descrito recientemente la deteccion prenatal de la
trisomia 21 en células fetales aisladas del plasma materno usando la técnica FISH. Este enfoque es interesante,
pero las células fetales eran raras en el plasma (1 de cada 500 a 1 de cada 2000) e incluian a menudo células
apoptoticas; un diagnostico fiable requeriria la aplicacion del procedimiento a un gran ndmero de células, haciendo
imposible una aplicacién rutinaria. Ademas, las células fetales euploides no pueden identificarse mediante este
enfoque.

Una de las limitaciones de estos enfoques procede del hecho de que las células fetales circulantes en la sangre
estan presentes a muy baja concentracion. Los estudios basados en la deteccion por PCR del cromosoma Y en
muestras de sangre sin seleccion previa han permitido evaluar el ndmero medio de células fetales en
aproximadamente 1 célula por mililitro de sangre (7). Por otro lado, se ha mostrado que las células fetales de origen
mieloide o linfoide (CD34 o CD38 positivas) siguen presentes en la sangre materna hasta 27 afios después de un
embarazo o un aborto (8). Su aislamiento no se asocia por tanto a la certidumbre de que derivan del embarazo en
curso. Se conciben por tanto faciimente las dificultades técnicas del desarrollo de un diagndstico prenatal en sangre
materna utilizable rutinariamente y la necesidad de concentrar las células fetales epiteliales (trofoblasticas) que se
destruyen después de cada embarazo y que permiten analizar el genoma fetal del embarazo en curso.
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Varios autores han propuesto sin embargo mejorar la sensibilidad de la deteccion de células fetales en la sangre
materna mediante el enriquecimiento de la poblacién celular contenida en la sangre materna en células fetales o
mediante la separacion de las células fetales contenidas en la sangre materna (para revision, 1, 2).

En particular, el estado de la técnica comprende la ensefianza de procedimientos de separacion de células fetales
circulantes basados en sus propiedades de afinidad frente a ciertos anticuerpos.

Se describe, por ejemplo, en la solicitud de patente WO 97/42503 (BIOCOM S.A.) un procedimiento de
inmunoseparacion magnética de células fetales consistente en fijar las células fetales sobre bolas paramagnéticas
sobre las que se han fijado anticuerpos dirigidos contra antigenos expresados en la superficie de células fetales. Se
describe también en la patente WO90/06509 (Flinders Technologies Pty, Ltd) un procedimiento de aislamiento de
células trofoblasticas para el diagnéstico prenatal con la ayuda de anticuerpos que reconocen antigenos expresados
en la superficie de células trofoblasticas. Sin embargo, no se ha puesto de manifiesto hasta ahora ningun anticuerpo
especifico exclusivamente de células fetales. Este punto es importante, pues el diagnoéstico prenatal debe efectuarse
sobre una poblacion celular fetal “pura”.

A modo de ejemplos de procedimientos de enriquecimiento de una poblacidon de células originarias de sangre
materna en células fetales, se citaran en particular las patentes US 5.714.325 (New England Medical Center
Hospitals), US 5.580.724 (Board of Regents, The University of Texas System) y US 5.646.004 (Activated Cell
Therapy, Inc.).

La patente US 5.714.325 ensefia un procedimiento de enriquecimiento en granulocitos fetales mediante separacion
de los granulocitos fetales de las células maternas con la ayuda de anticuerpos que reconocen antigenos
expresados en la superficie de los granulocitos fetales, en particular con la ayuda de la combinaciéon de un
anticuerpo anti-CD71 (receptor de transferrina) y de un anticuerpo antiglicoforina A.

La patente US 5.580.724 describe otro procedimiento de enriquecimiento en células fetales de una poblacion de
células originarias de sangre materna mediante estimulacion in vitro de la proliferacién de células fetales con la
ayuda de factores de crecimiento especificos.

El enriquecimiento en células fetales puede realizarse también mediante centrifugacion de una muestra de sangre
en una solucion con gradiente de densidad (PERCOLL, FICOLL, albumina, sacarosa o dextrano, por ejemplo) como
se describe en la patente US 5.646.004.

Sin embargo, se comprueba que estos protocolos que comprenden varias etapas de aislamiento pueden dafar las
células fetales y dar lugar a pérdidas celulares significativas. Ademas, ninguno de estos procedimientos permite un
enriguecimiento de la poblacion de células originarias de la sangre materna en células fetales que sea
suficientemente alto para plantearse rutinariamente un diagnoéstico prenatal, especifico y sensible. La sensibilidad de
un diagnéstico en células fetales (y por tanto su fiabilidad) esta de hecho correlacionado directamente con la pureza
de las preparaciones de células fetales usadas para el diagnoéstico. Ahora bien, ninguno de los procedimientos de
enriquecimiento citados anteriormente permite la obtencion de poblaciones de células fetales no apoptéticas y
suficientemente puras, en particular no exentas de células de origen materno.

Por consiguiente, existe una necesidad real de desarrollar nuevos procedimientos de diagndstico no invasivos cuya
sensibilidad y especificidad de diagnostico sean muy elevadas vy, preferiblemente, cercanas al 100 %.

A la vista del estado de la técnica y de la naturaleza de las células fetales circulantes en la sangre materna, la
invencion es el resultado de la comprobacion de que solo un procedimiento que permita una concentracion suficiente
de células fetales, asociado a su examen morfolégico y al analisis genético orientado al genoma de células unicas,
es susceptible de superar los inconvenientes de los procedimientos existentes.

Se describe en la solicitud de patente FR 2.782.730 un procedimiento de separacién de células epiteliales
patogénicas circulantes en la sangre, y en particular de células tumorales, mediante filtracion de una muestra de
liquido bioldgico. Este se basa en la comprobacion de que el tamafio de las células epiteliales circulantes es superior
al de las células leucociticas. Vona et al. (9) usaron este procedimiento de filtracion para detectar e identificar
diferentes lineas celulares cancerosas mezcladas a muy baja concentracion en una muestra de sangre (1 a 3 células
por mililitro de sangre), asi como células tumorales aisladas de pacientes aquejados de cancer de higado.

Los inventores han mostrado ahora que es posible combinar el procedimiento de filtracion de células descrito por
Vona et al., el analisis inmunolégico o citolégico de las células retenidas por filtraciéon y un procedimiento de analisis
genético orientado a células individuales para obtener un enriquecimiento suficiente de las células de origen fetal y la
aplicaciéon de un diagndstico prenatal en el genoma de células fetales individuales aisladas de sangre materna y
cuyo origen fetal se demuestra claramente. En particular, la presente invencidon permite enriquecer una poblacion de
células originarias de sangre materna en células fetales epiteliales por un factor superior a 6 millones. Es
efectivamente posible detectar mediante el procedimiento de la invencién de 1 a 7 células fetales por 2 ml de sangre
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materna analizada. Teniendo en cuenta estos datos, puede concluirse por tanto que el procedimiento de la invencion
permite aislar la casi totalidad de las células fetales presentes en la sangre materna. Ademas, después de la
filtracion y recogida de las células por microdiseccion, los inventores mostraron que es posible observar dos tipos
celulares caracteristicos, uno mononucleado de tipo citotrofoblasto de un diametro comprendido entre 14 y 20 ym
aproximadamente y otro plurinucleado de tipo sincitiotrofoblasto de un diametro de aproximadamente 44-47 pm o
mas.

Un estudio conducido en 13 mujeres con 11-12 semanas de embarazo demostrd que es posible diagnosticar el sexo
masculino de los fetos mediante el analisis de 2 ml de sangre materna a través de la deteccién de secuencias
especificas del cromosoma Y en el genoma de células Unicas microdisecadas. Se ha mostrado ademas que es
posible determinar por alelotipado el origen fetal o materno de estas mismas células aisladas.

Asi, la presente invencién deriva, en parte, del descubrimiento de que las células fetales pueden concentrarse
mediante la aplicacion del procedimiento de filtracién tal como se describe en la solicitud FR 2.782.730. La invencion
deriva también en parte de la demostracion de que el analisis morfoldgico de las células retenidas en el filtro permite
establecer una presuncion sobre el origen fetal o materno de estas células y su analisis genético permite la
demostracion de su origen fetal o materno. En particular, demuestra que puede realizarse un diagndstico prenatal en
un genoma fetal puro, obtenido mediante microdiseccion de células uUnicas. Finalmente, la invencion deriva de la
demostracion de que el procedimiento de diagndstico prenatal puede aplicarse a un periodo precoz del embarazo y
a un volumen limitado de sangre materna extraida.

Hay que entender por “diagndstico prenatal” tanto la busqueda de una caracteristica particular del feto (por ejemplo
el sexo) como también la basqueda de una anomalia genética o de cualquier tipo de patologia genética (alteracion
del ADN), infecciosa (virica, bacteriana o parasitaria) o metabdlica (alteracion de la sintesis de ARN mensajeros y/o
de proteinas) que puedan detectarse a partir del analisis genético de células fetales aisladas.

Asi, segun los modos de realizacion de la invencién elegidos, el diagnoéstico prenatal consiste en buscar una
anomalia genética o cromosémica en el ADN de una célula fetal, una patologia genética o infecciosa (virica,
bacteriana o parasitaria) o un genotipo preciso, y en particular el sexo genético del feto.

Hay que entender por “procedimiento poco invasivo o no invasivo” un procedimiento que no implica extracciéon de
tejidos o células fetales por biopsia y/o rotura de la barrera placentaria.

Asi, la invencion hace referencia a un procedimiento de diagndstico prenatal en células fetales aisladas de sangre
materna que comprende las etapas siguientes:

a) lafiltracién de una muestra de sangre materna pura o diluida, de forma que se concentren en un filtro segun
su tamario ciertas células circulantes y en particular células de origen fetal;

b) el andlisis de las células retenidas en el filtro con el fin de obtener una presuncién o una identificacién de su
origen fetal o materno; y la identificacion de su naturaleza epitelial;

c) la demostracion del origen fetal de ciertas células enriquecidas mediante analisis genético de células
aisladas individualmente;

d) la busqueda de anomalias genéticas orientada especificamente a genomas celulares analizados
individualmente y cuyo origen fetal se ha demostrado.

El diagnostico prenatal, para ser fiable, debe realizarse en un genoma fetal puro. El término “presuncion” o
“presunto” en la etapa (b) indica por tanto la alta probabilidad de estar en presencia de una célula de origen fetal.

En la etapa (c), el analisis se realiza preferiblemente mediante analisis genético con la ayuda de marcadores
especificos de los genomas fetales, como se explica esto con detalle a continuacion.

La o las caracteristicas de las células fetales susceptibles de buscarse en la etapa (d) pueden ser, o bien una
anomalia genética o cromosdmica del feto, o bien un genotipo particular de este ultimo.

La busqueda de esta caracteristica particular se realiza, preferiblemente, mediante analisis genético en células
unicas cuyo origen fetal se demostré anteriormente.

Para las necesidades del diagnéstico prenatal segun la invencion, se extrae una muestra de sangre de la mujer
embarazada. En un modo de realizacion particular de la invencion, se extrae una muestra de sangre materna
precozmente en el transcurso del embarazo (por ejemplo, alrededor de la quinta semana de embarazo). Sin
embargo, la extraccion de muestra de sangre materna y el procedimiento de diagnéstico segun la invencion pueden
realizarse en cualquier momento, desde el inicio hasta el final del embarazo. En un modo de realizaciéon preferido de
la invencidn, la extraccion y el procedimiento de diagndstico se realizan entre la 72 y la 152 semana de embarazo. En
otro modo de realizacion, la extraccion y el procedimiento de diagnéstico se realizan entre la 10? y la 152 semana de
embarazo. Se extraeran generalmente entre 3 y 20 ml de sangre materna, preferiblemente entre 5y 10 ml. Si, por
razones practicas, se extraen entre 3 y 20 ml de sangre materna, hay que entender que el analisis posterior de las
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células fetales aisladas descrito a continuacién puede realizarse con un volumen de muestra de sangre extraida mas
limitado, por ejemplo comprendido entre 1 y 10 ml, preferiblemente entre 2 y 5 ml. Con el fin de aumentar la
sensibilidad del diagndstico, es posible realizar varias extracciones independientes con el fin de repetir el diagnéstico
en diferentes muestras independientes. Ademas, en un modo de realizacién preferido de la invencion, es posible
extraer en paralelo una muestra de sangre del padre y una muestra de células de la madre, por ejemplo por
extraccidn de células bucales por “raspado” o de sangre antes del embarazo, y realizar a partir del material extraido
una busqueda de marcadores especificos del genoma paterno y del genoma materno. Este estudio paralelo permite
identificar marcadores genéticos especificos del padre y de la madre, que podrian utilizarse para demostrar el origen
fetal de las células aisladas por filtracion segun el modo de realizacién descrito a continuacion.

La invencion es especialmente el resultado de la observacion de que las células fetales epiteliales circulantes en la
sangre tienen un diametro superior a las células leucociticas y eritrociticas maternas y pueden aislarse segun
procedimientos de filtracion adaptados de los descritos para el aislamiento de células patogénicas circulantes en la
sangre tales como los descritos en la solicitud de patente FR 2782730.

Asi, segun el procedimiento de la invencion, se filtra la muestra de sangre extraida de forma que se concentren en el
filtro, segun su tamafo, ciertas células circulantes de origen fetal o materno y se separen asi de las células
sanguineas, en particular leucocitos maternos.

Previamente a la etapa (a) de filtracion, puede aplicarse cualquier procedimiento que permita el enriquecimiento de
la poblacién celular originaria de la muestra de sangre en células de origen fetal. En una forma de realizacién de la
invencion, se realiza un enriquecimiento de la poblacién en células fetales mediante la clasificacion de las células en
funcién de la expresién de marcadores de superficie expresados por células fetales para disminuir la proporcién de
células de origen materno. Las técnicas de clasificacién son, por ejemplo, FACS, clasificacion en columna de
inmunoafinidad o inmunomagnética (MACS) o cualquier técnica susceptible de obtener un enriquecimiento de un
tipo celular basandose en las caracteristicas fisicas (densidad) o estructurales (antigenos especificos
especialmente).

Con el fin de facilitar la filtraciéon, en un modo de aplicacion particular se procede antes de la etapa de filtracién a la
dilucién de la muestra de sangre en una solucion de filtracion, consistente dicha solucién de filtraciéon en un reactivo
de fijaciéon de células nucleadas y/o de lisis de glébulos rojos. Un ejemplo de solucion de filtracion comprende un
detergente capaz de degradar la membrana de los globulos rojos, tal como saponina, y un fijador capaz de
estabilizar la membrana de células nucleadas tal como formaldehido.

En un modo de aplicacion preferido, se diluye la muestra de sangre materna de 10 a 100 veces aproximadamente
en la solucién de filtracion.

Se realiza la filtracion de la muestra de sangre materna pura o diluida con la ayuda de un filtro poroso que permite
separar las células segun su tamafio. La porosidad del filtro se elige de manera que deje pasar los elementos que
figuran en la sangre, especialmente eritrocitos, plaquetas y leucocitos maternos, y que retenga ciertas células
nucleadas y en particular células grandes (epiteliales o precursoras hematopoyéticas) de origen materno y fetal.

Ventajosamente, se usa un filtro de porosidad comprendida entre 6 y 15 uym y una densidad adaptada segun la
porosidad elegida y apta para retener las células evitando la colmatacién de estas en la filtracion. Preferiblemente, el
filtro presenta poros sensiblemente cilindricos de un diametro de aproximadamente 8 ym y de densidad
comprendida entre 5x10* y 5x10° poros/cmz. De manera mas preferida, el filtro utilizado se calibra de forma que el
conjunto de poros presente un diametro sensiblemente idéntico. Es un ejemplo de filtro utilizable en el procedimiento
de la invencién una membrana filtrante calibrada de golicarbonato de tipo “membrana con revelado de trazas
nucleares” de una densidad de poros de 1x10° poros/cm®, de un grosor de 12 ym y de un tamafio de poros de 8 ym,
tal como la comercializada por Whatman®.

Las células retenidas en el filtro pueden observarse bajo el microscopio, por ejemplo después de coloracién con
hematoxilina y eosina, de manera que se analice su morfologia. Puede identificarse su naturaleza epitelial, a modo
de ejemplo, mediante inmunomarcaje con un anticuerpo anticitoqueratinas (de tipo KL+). Es posible en este estado
considerar el reconocimiento basandose en los caracteres morfolégicos de las células de origen fetal y, en particular,
las células citotrofoblasticas mononucleadas que presentan un gran nucleo, cromatina condensada y un citoplasma
reducido de un didmetro comprendido entre 14 y 20 ym, y las células sincitiotrofoblasticas de un mayor didmetro (44-
47 ym o mas) y plurinucleadas.

El andlisis genético de las células retenidas en el filtro permite obtener indicaciones sobre el origen fetal o materno
de cada una de estas células. En particular, con vistas a un diagndstico sensible y especifico, se repetira la etapa de
filtracion si no se observa ninguna célula presuntamente de origen fetal en el filiro después de una primera filtracion.
Segun los modos de realizacion, se establecera el analisis genético en el conjunto de células retenidas en el filtro y
que comprende ciertas células cuyo origen fetal se supone, o en el genoma de las células aisladas individualmente.
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En un modo de aplicacién particular, se procede al analisis de la presuncion del origen fetal o materno de las células
retenidas en el filtro mediante la busqueda de la presencia de un marcador o marcadores inmunolégicos o
citologicos caracteristicos de las células fetales.

Se entiende por marcador inmunoldgico caracteristico de células fetales cualquier antigeno o combinaciéon de
antigenos cuya expresion sea significativamente diferente entre las células fetales y las células maternas, y que
pueda detectarse con la ayuda de un anticuerpo o de una combinacion de anticuerpos dirigidos especificamente
contra dicho antigeno o combinacion de antigenos. Son ejemplos de dichos marcadores inmunolégicos, en
particular, los antigenos asociados a células trofoblasticas descritos en la solicitud de patente WO 90/06509. La
busqueda de la presencia de marcadores inmunolégicos caracteristicos de las células fetales consiste, por ejemplo,
en:

— la puesta en contacto de células contenidas en la muestra de sangre materna con al menos un anticuerpo
dirigido contra un antigeno caracteristico de células fetales; y

— la determinacion en las células retenidas en el filtro de un enlace especifico de dicho anticuerpo con un
antigeno expresado en la superficie de dichas células,

pudiendo realizarse dicha puesta en contacto de las células con el anticuerpo antes o después de la etapa de
filtracion. Los anticuerpos elegidos pueden ser de tipo policlonal o monoclonal.

Es un ejemplo de antigeno caracteristico de células fetales el antigeno de fosfatasa alcalina placentario.

En otro modo de aplicacion, se puede proceder al andlisis de la presuncion del origen fetal de las células mediante la
determinacién de los marcadores citologicos especificos de células citotrofoblasticas y/o sincitiotrofoblasticas. Los
marcadores citologicos utilizables comprenden el conjunto de caracteristicas citologicas de las células fetales que
permiten diferenciarlas de otros tipos de células circulantes susceptibles de retenerse en el filtro, en particular el
tamafno de las células, la forma de las células, la presencia y el tamafo de organulos particulares, el tamafio y
numero de nucleos, la estructura de la cromatina, etc., o cualquier combinacion particular de estas caracteristicas
citologicas. Los caracteres citologicos pueden observarse mediante la coloracién de las células con la ayuda de
colorantes usados clasicamente en citologia, en particular hematoxilina-eosina, y por la observaciéon de las células
marcadas bajo el microscopio 6ptico.

Para la busqueda de una anomalia cromosémica o del sexo del feto, en un modo de aplicacion particular, se
procede a la hibridacién in situ de sondas especificas de la anomalia cromosémica o del sexo para detectar con el
genoma de las células retenidas en el filtro, y a la busqueda de una hibridacion especifica en el genoma de células
cuyo origen fetal se supone. Las sondas especificas de una secuencia cromosémica pueden ser especialmente
sondas de ADN o de tipo PNA (acido peptidonucleico) (11). Es conocido un ejemplo de técnica de hibridacion in situ
con el nombre de procedimiento FISH (hibridacion por fluorescencia in situ) (10), pero puede utilizarse en el marco
del procedimiento de la invencion cualquier procedimiento conocido por el experto en la materia que permita detectar
en el genoma de una célula una anomalia cromosdémica o los cromosomas sexuales con la ayuda de sondas
especificas.

Se citan a modo de ejemplos de anomalias cromosémicas que pueden detectarse la trisomia 13, la trisomia 18, la
trisomia 21, el sindrome de Turner, el sindrome Penta X, el sindrome XYY o el sindrome de Klinefelter.

En otro modo de realizacién particularmente preferido de la invencién, después del andlisis de la presuncién del
origen fetal o materno de las células, se recogen individualmente las células cuyo origen fetal se supone. Hay que
entender por recogida individual de las células cualquier procedimiento que permita recoger una célula individual
especifica retenida en el filtro con vistas a su analisis posterior independientemente de las demas células retenidas
en el filtro. En un modo de realizacion preferido, se recogen las células retenidas en el filtro individualmente
mediante microdiseccion. La recogida individual de una célula mediante microdiseccion consiste en cortar con laser
la parte de la membrana filtrante sobre la que esta retenida una célula, o despegar la célula del filtro con la ayuda del
laser, y recuperar después la célula unica recogida en un tubo apropiado. Esta es entonces apta para experimentar
los diferentes analisis que permiten el diagndstico prenatal tales como los expuestos a continuacion.

La recogida individual de células permite orientar ventajosamente el analisis genético al genoma de una célula unica.
Permite ademas realizar la busqueda de una anomalia genética o cromosdmica del feto o de un genotipo particular
del mismo en el genoma de una célula unica cuyo origen fetal se ha demostrado anteriormente mediante analisis
genético. Asi, mediante este modo de realizacion de la invencion, se obtiene de manera ventajosa material genético
puro, es decir, derivado de una célula Unica, y utilizable a la vez para la demostracion del origen fetal de la célula
analizada y después para la busqueda eventual de una anomalia genética o de una caracteristica de la misma o de
un genotipo particular.

Puede realizarse cualquier tipo de procedimiento de analisis genético para demostrar el origen fetal o materno de
una célula unica recogida o proceder a la busqueda de anomalias genéticas del feto o de un genotipo particular del
mismo cuando estos procedimientos son suficientemente sensibles para identificar en una célula unica el o los
caracteres buscados.
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Es un procedimiento de analisis preferido para la demostracion del origen fetal el analisis por alelotipado del ADN de
las células recogidas, en particular mediante la identificacion de marcadores microsatelitales especificos del ADN
paterno y materno.

Por consiguiente, es posible realizar

- la demostracion del origen fetal o materno de las células y después,
- el diagnostico prenatal mediante la busqueda de anomalias genéticas o cromosomicas del feto o de un
genotipo particular del mismo,

mediante la identificacion en una preparacion de ADN derivado de una célula Unica recogida de uno o varios
marcadores/dianas genéticos o de polimorfismo o de una combinacién de estos marcadores/dianas o de una carga
alélica particular de estos marcadores o de una diana genética.

En el texto siguiente, se preferira el término “diana genética” para hacer referencia a la caracteristica genética
buscada, incluyendo polimorfismo, en el marco del diagnostico prenatal, y el término “marcador” para hacer
referencia a los elementos que permiten la demostracion del origen fetal o materno de las células analizadas.

Se entiende por diana genética cualquier caracteristica genética, por ejemplo una mutacién particular de un gen,
asociada especificamente a un fenotipo o a una patologia genética o infecciosa del feto.

Hay que entender por marcador de polimorfismo cualquier caracteristica identificable en el ADN cuya presencia se
correlacione con un genotipo particular. Estos marcadores permiten distinguir el ADN paterno del ADN materno y
demostrar por tanto la composicion biparental del ADN fetal. Se pueden citar, por ejemplo, los marcadores de
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), los marcadores de SNP (polimorfismo de nucleétido
simple), los marcadores microsatelitales, los marcadores de VNTR (numero variable de repeticiones en tandem) o
de STR (repeticiones cortas en tandem).

Los marcadores microsatelitales son particularmente preferidos para la caracterizacion de las células y la aplicacion
del diagndstico prenatal. En un modo de realizacion de la invencion, es al menos un marcador de polimorfismo para
identificar un marcador microsatelital, un marcador de VNTR (numero variable de repeticiones en tandem) o un
marcador de STR (repeticiones cortas en tandem). Estos presentan efectivamente la ventaja de ser identificables
mediante amplificacion con la ayuda de cebadores especificos. Los marcadores microsatelitales,de VNTR o STR,
estan compuestos por repeticiones en tandem, lo mas a menudo de los motivos poliCA/GT. Las variaciones alélicas,
debidas a la variacién del nUmero de repeticiones, son faciimente detectadas mediante amplificacion de tipo PCR,
gracias al uso de cebadores correspondientes a las secuencias Unicas que flanquean el microsatélite. Se describen
un mapa fisico de estos marcadores microsatelitales y la secuencia de sus cebadores asociados por Dib et al. (12).
Mediante esta metodologia, la puesta de manifiesto de una contribucién biparental al genotipo de las células
analizadas permite establecer de manera cierta el origen fetal de las células analizadas. Ademas, puede buscarse
especificamente la presencia de marcadores microsatelitales particulares, especialmente como diana genética para
el diagnostico prenatal, especialmente para el diagnéstico de alteraciones cromosémicas particulares.

Con el fin de demostrar el origen fetal o materno de una célula Unica recogida, en un modo de aplicacion particular
se procede a la busqueda de un marcador o de una combinacion de marcadores o de una carga alélica de estos
marcadores que se distinga de los del genoma de células maternas, en particular por la busqueda en el genoma de
dicha célula recogida de un marcador o de una combinacién de marcadores especifico del ADN de células paternas.
Su presencia es necesariamente la certificacion del origen fetal de la célula en cuestion.

En el caso en que el sexo del feto sea conocido y de sexo masculino, puede ser un marcador especifico del ADN de
las células fetales un marcador genético especifico del cromosoma Y o una combinacién de dichos marcadores.

Ventajosamente, antes de la demostracion del origen fetal o materno de una célula recogida y/o de la busqueda de
una anomalia genética o cromosomica del feto o de un genotipo particular de este, se lisa dicha célula recogida y se
preamplifica el conjunto de su genoma, por ejemplo con la ayuda de cebadores genéricos que cubren todas las
secuencias posibles segun los procedimientos conocidos de preamplificacion por extension de cebadores (PEP,
Primer Extension Preamplification) (13) o también el procedimiento PCR-DOP. Estos procedimientos permiten
amplificar la totalidad del genoma de una sola célula. La preparacion de ADN preamplificado asi obtenida y derivada
del ADN de una célula uUnica puede purificarse y usarse entonces como material genético para la deteccion
especifica de marcadores genéticos o de polimorfismo y/o la deteccién de una diana genética.

De manera preferida, se procede a la demostracion del origen fetal o materno de una célula recogida mediante la
amplificacion de marcadores genéticos o de polimorfismo o de una combinacion de estos marcadores a partir de la
preparacion de ADN preamplificado derivada del ADN de una célula unica. Los marcadores genéticos capaces de
poner de manifiesto la contribucién biparental al ADN fetal se identifican mediante el analisis previo del ADN paterno
y materno. Se puede proceder a la busqueda de una diana genética con vistas al diagnéstico prenatal a partir de la
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misma preparacion de ADN preamplificado derivada del ADN de una célula unica mediante la amplificacion de una o
varias secuencias portadoras de la diana o dianas genéticas buscadas. Puede usarse en el procedimiento de la
invencién cualquier técnica que permita la amplificacion especifica de un acido nucleico dado. Se cita a modo de
ejemplo el procedimiento de amplificacion PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) o los procedimientos de
amplificacion isotérmica tales como TMA (amplificacion mediada por transcripcién), NASBA (amplificacién basada en
la secuencia de acido nucleico), 3SR (replicacién de secuencia automantenida) o amplificacién por desplazamiento
de hebra (strand displacement amplification).

Los procedimientos de amplificacién, y en particular el procedimiento de PCR, son suficientemente sensibles para
aplicarse a partir de menos de un quinto de la preparacion de ADN preamplificado. Por consiguiente, cada
preparacion de ADN preamplificado de una célula recogida puede usarse para la amplificacion de 5 marcadores o
dianas genéticas diferentes al menos.

En particular, las amplificaciones realizadas permiten la deteccion de marcadores microsatelitales. A modo de
ilustracién, se presenta, por ejemplo, la deteccion de marcadores microsatelitales para la demostracion del origen
fetal de células aisladas segun el procedimiento de la invencién por amplificacion por PCR de preparaciones de ADN
preamplificado. La amplificacién por PCR permite también detectar dianas genéticas, y especialmente mutaciones
puntuales o de tipo deleciones o microdeleciones asociadas a un caracter genético o a una patologia especifica. Se
amplifican las secuencias susceptibles de portar la delecidon y se separan los productos de amplificacion segun su
tamano, por ejemplo por electroforesis. Se detecta la presencia de deleciones por la presencia de un producto de
amplificaciéon de tamafio inferior a los productos de amplificaciéon que no portan la delecién.

Los productos de amplificaciones pueden secuenciarse también, en particular para caracterizar de manera precisa
los marcadores o las dianas genéticas buscadas y especialmente las mutaciones o genotipos buscados con vistas a
un diagnostico prenatal. Asi, en un modo de realizacién particular, se procede a la demostracion del origen fetal o
materno de una célula recogida y/o al diagndstico prenatal, especialmente a la busqueda de una anomalia genética
o cromosoémica del feto o de un genotipo particular de este, mediante la secuenciacién de marcadores o dianas
genéticas amplificados. A modo de ejemplo, es posible detectar mediante el procedimiento de la invencién ciertas
mutaciones del gen CFTR asociadas al diagnéstico de la muscoviscidosis tal como la microdelecion AF 508 del gen
CFTR.

Es también posible diagnosticar la trisomia 21 mediante la amplificacion por PCR de los marcadores de VNTR del
cromosoma 21, tales como los marcadores D21S1414 y D21S1411 y la carga alélica de estos marcadores.

En otro modo de aplicacion del procedimiento de la invencion, se procede a la demostracion del origen fetal o
materno de una célula recogida individualmente y después al diagndstico prenatal, especialmente a la busqueda de
una anomalia genética o cromosomica del feto o de un genotipo particular de este mediante hibridacion de toda o
parte de la preparacion de ADN preamplificado con sondas de ADN especificas. Las sondas de ADN se eligen de
manera que hibriden especificamente con las dianas genéticas o de polimorfismos para su identificacién o con las
secuencias portadoras de la diana o dianas genéticas para buscar. La hibridacién de las sondas con dianas
genéticas puede detectarse segun las técnicas clasicas de deteccion de complejos de hibridacién de acidos
nucleicos de tipo transferencia en ranura, transferencia Southern o, ventajosamente hoy en dia, por chips de ADN o
microrredes o macrorredes (14). Las sondas moleculares pueden elegirse, por ejemplo, para la deteccion especifica
de fibrosis quistica, distrofias musculares, enfermedad de Gaucher, hemoglobinopatias, hemofilia, fenilcetonurias o
muscoviscidosis.

Asi, en un modo de realizacion de la invencién, se fijan las sondas de ADN especificas de las dianas genéticas para
identificar sobre un soporte formando un chip de ADN o microrred o macrorred. La preparacién de ADN
preamplificado se marca por ejemplo con la ayuda de un marcador radiactivo o fluorescente, y se pone en contacto
con el chip de ADN o microrred o macrorred que consta de sondas especificas. Se mide la intensidad de hibridacion
para cada punto que contiene una sonda especifica, determinando asi con una gran sensibilidad la presencia de los
marcadores buscados en el ADN de una célula recogida.

La eleccion de las dianas genéticas depende ciertamente del genotipo para buscar. Se describen en el estado de la
técnica ejemplos de dianas genéticas utilizables segun los diagnésticos prenatales.

Es un procedimiento alternativo para determinar anomalias cromosémicas y especialmente ganancias y pérdidas de
cromosomas con vistas a un diagnostico prenatal el procedimiento de hibridacion genémica comparativa (CGH)
consistente en (i) comparar la hibridacion con una preparaciéon cromosoémica, cosmidica o con un chip de ADN de
una preparacion de ADN preamplificado derivada del genoma de una célula unica recogida después de la filtracion
segun el procedimiento, y de una preparacion de ADN preamplificado originario de células de origen materno o de
células de referencia no fetales, habiéndose marcado las dos preparaciones con la ayuda de marcadores diferentes
y (ii) identificar las diferencias de hibridacién entre el ADN de la célula recogida después de la filtracion del ADN
materno (16). Asi, en un modo de realizacién de la invencién, se procede al diagndstico prenatal mediante un
procedimiento de hibridacién gendémica comparativa (CGH) de una preparacion de ADN preamplificado originario del
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ADN de una célula unica recogida y cuyo origen fetal se ha demostrado, y de una preparacién de ADN
preamplificado de células de origen materno o de células de referencia no fetales.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de una poblacion de células fetales
derivadas de una poblacion de células aisladas de sangre materna y concentrada en células de origen fetal,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

a) la filtracion de una muestra de sangre pura o diluida extraida de una mujer embarazada, de forma que se
concentren en un filtro segun su tamafio ciertas células circulantes y en particular las células de origen fetal; y

b) la puesta en cultivo de nuevo de las células retenidas en el filtro para la obtencién de un cultivo de células
concentradas en células fetales epiteliales.

El procedimiento descrito anteriormente es el resultado de la comprobacién por los inventores de que, de forma
inesperada, el procedimiento de la invencidon permite concentrar de manera particularmente importante una
poblacion de células aisladas de sangre materna en células de origen fetal. Es ademés el resultado de la
comprobacién de que las células pueden filtrarse incluso sin fijacién anterior, es decir con la viabilidad conservada.

Ademas, a partir de poblaciones de células obtenidas mediante el procedimiento anterior, es posible obtener cultivos
puros de células fetales segun las técnicas de clonacién y expansién conocidas por el especialista en la materia. Las
poblaciones puras o enriquecidas en células fetales obtenidas mediante el procedimiento encuentran aplicaciones
en particular en la preparacién de un producto de terapia celular que comprende dichas células fetales o células
originarias de su diferenciacion.

El conjunto de procedimientos descritos anteriormente se basan en la existencia y elaboracion de un dispositivo
especifico llamado ISET (acronimo en inglés de aislamiento por tamafio de células tumorales epiteliales) descrito en
el documento EP 0513139 y que comprende sobre una estructura:

— un filtro poroso apto para retener ciertas células circulantes segun su tamafio, montado entre dos dispositivos
de presion, respectivamente por delante y por detras en el sentido de la filtracion, y destinado a la hermeticidad
de la filtracion,

— comprendiendo el bloque por delante medios de almacenamiento y/o de pretratamiento de las muestras para
analizar,

— comprendiendo el boque por detras perforaciones enfrente de los medios de almacenamiento para recoger los
desechos,

— medios de filtracién forzada.

Asi, la invencién hace referencia a la adaptacion y uso de un dispositivo de este tipo para la filtracion de células
fetales presentes en la sangre materna.

Se entiende por adaptacion y uso:

— laincorporacion al dispositivo de un filtro de porosidad, preferiblemente calibrado, apto para retener células de
un diametro medio superior a 8 ym, y mejor superior a 10 ym, preferiblemente superior a 15 ym. Se ha
demostrado que un filtro de porosidad media de 8 um responde a estas caracteristicas buscadas;

— la adaptacioén de la densidad de poros en el filtro en funcién del tamafio de los poros con el fin de optimizar la
capacidad de filtracion,

— la adaptacién de la presion aplicada sobre los medios de filtracion para la conservacion de la integridad fisica
de las células fetales buscadas;

— la adaptacion del medio de dilucion de la muestra de sangre materna para la conservacion de la integridad y
viabilidad de las células buscadas.

La invencion hace referencia mas particularmente al uso de un dispositivo de filtracion de tipo ISET para el
aislamiento de células fetales de sangre materna y consiste en un filtro de porosidad media comprendida entre 6 pm
y 15 um, y preferiblemente de aproximadamente 8 pm.

Hace referencia también al uso de un dispositivo de tipo ISET en el que el filtro é)resenta poros de un diametro de
aproximadamente 8 um y una densidad de poros comprendida entre 5x10* y 5x10°.

Hace referencia finalmente al uso de un dispositivo de filtracion de tipo ISET en el que la presién de filtracion
aplicada esta comprendida entre 5y 80 kPa, y preferiblemente aproximadamente 10 kPa.

Los ejemplos siguientes y las figuras que siguen ilustran un modo de realizaciéon del procedimiento de diagndstico
prenatal y su aplicacion para la deteccién del sexo fetal. Demuestran ademas su sensibilidad y su especificidad.
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Mas precisamente, en el ejemplo siguiente, se aplicéd el procedimiento de diagndstico a células aisladas de sangre
de 13 mujeres embarazadas. El procedimiento aplicado comprende la deteccion de células fetales mediante su
analisis morfolégico y de marcadores especificos del sexo masculino (cebadores de amplificacion de secuencias del
cromosoma Y). Comprende ademas la demostracion del origen fetal de las células retenidas en el filtro por
alelotipado mediante amplificacion por PCR de marcadores microsatelitales. Los resultados muestran que el
procedimiento de diagndstico es particularmente sensible ya que, en madres portadoras de fetos del sexo femenino,
un 100 % de las células son negativas en el ensayo del cromosoma Y. Ademas, el analisis de marcadores
microsatelitales especificos (STR, o repeticiones cortas en tdndem) de 11 células aisladas revela que 6 de ellas
tienen un perfil de tipo “células fetales” y 5 tienen un perfil “materno”. Estos resultados estan de acuerdo con los
resultados obtenidos en la deteccion del cromosoma Y. Constituyen la prueba molecular de que el ensayo permite,
en paralelo, la deteccion especifica de células fetales y la realizacion de un diagnéstico prenatal particularmente
sensible y especifico.

Evidentemente, este ejemplo no es limitante, y el procedimiento de la invencién es aplicable al diagndstico prenatal
de cualquier caracteristica fetal siempre que esta pueda identificarse a partir de una célula fetal epitelial aislada,
individualizada y caracterizada segun los medios descritos anteriormente.

LEYENDA DE LAS FIGURAS

Figura 1: gel de poliacrilamida de productos de amplificacion por PCR realizada con células trofoblasticas obtenidas
mediante el procedimiento de la invencién. Los diferentes puntos numerados 1 a 42 representan:

Carriles 1 a 21: ensayo de especificidad de los cebadores Y mediante amplificaciéon del ADN obtenido de 20 mujeres
(carriles 1 a 12 y 14 a 21) y un hombre (carril 13, control positivo). El ensayo es negativo para las muestras de ADN
de mujeres y positivo para el ADN de un hombre.

Carriles 22 a 42: ensayo de PCR de los cebadores Y con células individuales aisladas de la sangre de madre
portadora de un feto de sexo masculino (carriles 23, 25, 27, 29, 31, 33, 34, 36 y 38).

El ensayo de cebadores Y es positivo para el ADN de células fetales de sexo masculino de los carriles 25, 29, 33, 36
y 38.

El ensayo de los cebadores Y es negativo para el ADN de células maternas de los carriles 23, 27, 31y 34.

Carriles 22, 24, 26, 28, 30, 32, 35, 37 y 39: Resultado de los controles negativos correspondientes a tampdn sin
muestra insertado en la etapa de lisis de las células y conducido hasta el final del ensayo.

Carriles 41 y 42: Resultado de los controles positivos: una célula HuH6 (carril 40), 5 ng y 2 ng de ADN derivado de
leucocitos de sangre de 3 hombres (carriles 41 y 42).

M: Marcador del peso molecular (digerido con ®X174 Haelll)
Figura 2: Analisis al microscopio de las caracteristicas morfolégicas de células fetales circulantes aisladas por ISET.
A: Células polinucleadas sincitiotrofoblasticas.

B: Células mononucleadas que presentan una morfologia de citotrofoblastos, observada en un filtro. Son visibles dos
poros vacios en lo alto de la foto.

Figura 3: Genotipado con la ayuda de marcadores de STR de ADN parental y trofoblastico y de ADN de células
aisladas de sangre materna y recogidas individualmente después de la filtracion.

Se presentan los electroferogramas de los productos amplificados obtenidos con la ayuda de cebadores especificos
del marcador de STR (repeticion corta en tandem) D1653018.

A: El marcador de STR usado en este caso no permite distinguir el origen materno (M) o paterno (F) del ADN
(estado heterocigoético, alelos de 250 pb y 262 pb). Sin embargo, el ADN trofoblastico (T) presenta un estado
homocigético por un alelo (250 pb) y se encuentra un perfil idéntico para una célula fetal (CF). Por el contrario, otra
célula microdisecada (célula materna, CM) presenta un perfil claramente materno (estado heterocigoético).

B: En este ejemplo, el marcador de STR permite distinguir el origen paterno o materno de las células. Efectivamente,
el ADN trofoblastico (T) presenta un alelo de 256 pb, encontrado también en ADN materno (M); en contraposicion, el
ADN paterno presenta un alelo diferente de 258 pb. Los dos alelos, de 256 y 258 pb, se han detectado en dos
células microdisecadas, demostrando asi su origen fetal (CF).
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Ejemplo de aplicacion del procedimiento de diagnostico prenatal con células fetales aisladas de sangre materna:
aplicacion a la determinacién del sexo del feto

Resumen del estudio

El estudio ha hecho referencia a 13 mujeres embarazadas de 11 a 12 semanas portadoras de un feto que presenta
riesgo de patologia genética (6 fetos de sexo masculino y 7 fetos de sexo femenino) e inscritas con su
consentimiento. Se analizaron 2 ml de sangre extraida y recuperada en un tampoén de EDTA. Se realizé la extraccion
antes de cualquier protocolo invasivo y se filtré la muestra de sangre a mas tardar 4 horas después de su extraccion.
Se establecié el diagndstico del sexo del feto (mediante analisis del ADN) mediante la extraccién de vellosidades
coriénicas.

A. Procedimientos

Se diluyeron las muestras de sangre 10 veces en un tampdn de filtracion que contenia 0,175 % de saponina, 0,2 %
de paraformaldehido, 0,0372 % de EDTA y 0,1 % de BSA, se filtraron después con la ayuda de un filtro calibrado de
policarbonato que presentaba poros calibrados cilindricos de 8 ym de diametro. Se agruparon las células retenidas
en el filtro sobre un punto circular de 0,6 cm de diametro. Después de coloracién con eosina y hematoxilina, se
analizaron los puntos al microscopio y se tomé una fotografia de cada célula a muchos y pocos aumentos. Se
determind el tamario de las células con ayuda del software Adobe Photoshop, tomando como referencia el tamafio
de 8 ym de los poros. Las fotos permiten encontrar células bajo el microscopio Pixcell Il Arcturus (Mountain View,
CA). La figura 2 ilustra el analisis microscopico obtenido mediante este procedimiento.

Se realiz6 la microdiseccién de cada célula mediante captura con laser sin ningun tratamiento anterior del filtro. Con
el fin de asegurar que se recoge una sola célula cada vez, se tomaron fotografias del filiro antes y después de la
microdiseccion y de la célula microdisecada depositada sobre la capsula (CapSure™ HS). Se lisé a continuacion la
célula en 15 ul de tampon de lisis (Tris-HCI 100 mM, pH 8, proteinasa K 400 ug/ml) durante 16 horas a 37 °C. Se
recogio el lisado después de centrifugacion y se inactivo la proteinasa K a 90 °C durante 10 minutos. Después de
una preamplificacién por extension de cebadores (PEP) como se describe por Zhang et al. (véase anteriormente), se
precipitd el ADN con etanol y se resuspendié en 10 yl de agua. Se ensayd a continuacion cada muestra, por una
parte con los cebadores de HAL siguientes:

5-GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG-3’
5-CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTT-3,

permitiendo los cebadores de HLA ensayar la amplificabilidad del ADN (control positivo de amplificacién), y por otra
parte con los cebadores de STR especificos siguientes:

marcador D16S3018
(codificacion) 5-6-FAM-GGATAAACATAGAGCGACAGTTC-3 Y,

(anticodificacion) 5-AGACAGAGTCCCAGGCATT-3';

marcador D16S3031
(codificacion) 5-TET-ACTTACCACTGTGCCAGTTG-3 Y,

(anticodificacion) 5 -ATACATGGGTCCTTAAACCG-3';

marcador D16S539
(codificacién) 5 -HEX-GATCCCAAGCTCTTCCTCTT-3 Y,

(anticodificacion) 3 -ACGTTTGTGTGTGCATCTGT-3",

Se ensayaron también las muestras con los cebadores especificos del cromosoma Y (cebadores Y: Y1.7 y Y1.9 tal
como se describen en la referencia 17). Se aplicaron las PCR sobre un volumen de mezcla de reaccion de 20 ul que
contenia 2 pl de producto PEP, Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCl> 1,5 mM, 0,01 % de gelatina, 200 mM cada
desoxinucleotido, 20 picomoles de cada cebador de Y, HLA o STR y 1 U de polimerasa Taq (Perkin-Elmer Cetus,
Emeryville, CA). Después de una etapa de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, se procedié a 40
ciclos de amplificacién (94 °C 15 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s) y después a una etapa final de alargamiento a 72 °C
durante 5 minutos en un termociclador Perkin Elmer 9700. Se analizaron alicuotas de 10 ul de productos de
amplificacion por electroforesis sobre un gel de 2 % de agarosa.

Se indican los resultados en la figura 1. Se establecieron las condiciones de PCR para la amplificacion con la ayuda

de cebadores especificos del cromosoma Y mediante la amplificaciéon de 5 ng de ADN derivado de leucocitos de
sangre de 3 individuos masculinos y después por amplificacion del producto de ADN preamplificado de células HUH6
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(derivadas de un carcinoma hepatocelular) filtradas y microdisecadas. Para la PCR con la ayuda de cebadores
especificos de STR, después de una desnaturalizaciéon del ADN a 94 °C durante 5 minutos, se procedié a 40 ciclos
de amplificaciéon (94 °C 30 min, 54 °C 30 min, 72 °C 20 min) seguidos de una fase de alargamiento a 72 °C durante 5
minutos. Se reamplificaron 2 pl del primer producto de PCR usando las mismas condiciones de PCR. Se mezclé 1 ul
del producto de PCR final con 20 pl de formamida desionizada y 0,4 pl del marcador Genescan-500 TAMRA y se
carg6 después en un secuenciador automatico ABI Prism 310. Se analizaron los perfiles usando el programa de
software Genescan (Perkin Elmer, Foster City, CA). Se realizé el alelotipado por amplificacién usando los mismos
cebadores de STR, 1,5 ng de ADN paterno derivado de leucocitos de la sangre y/o 1,5 ng de ADN materno derivado
de sangre materna o de leucocitos antes del embarazo y 1,5 ng de ADN trofoblastico de una extraccion de
vellosidades coridnicas.

Control de la especificidad

Se ensayo la especificidad de los cebadores de Y mediante amplificacion de 10 ng de ADN derivado de leucocitos
de sangre de 20 mujeres. Las precauciones usadas para evitar cualquier contaminacién de los productos de PCR se
han descrito anteriormente (18). Ademas, se intercala un control negativo (el tampdn sin muestra) para cada
muestra en la etapa de lisis y se analiza como las demas muestras hasta el final del ensayo. En la realizacién de la
microdiseccion, se incluyé al menos una microdiseccion de un nuevo filtro (sin células) que se llevd en paralelo con
las muestras y los controles. Se repitié la amplificaciéon con los cebadores especificos del cromosoma Y o los
cebadores especificos de STR en muestras y controles, negativos y positivos, para verificar la especificidad de los
resultados positivos.

B. Resultados

Se determiné la especificidad de los cebadores de Y para la amplificacion del ADN obtenido de 20 mujeres. El
ensayo era negativo para las muestras de ADN de mujeres y positivo para el ADN de un hombre como control
positivo, como aparece en la figura 1 cuando se comparan las lineas 1 a 12, 14 a 21 (mujeres) con la linea 13
(hombre).

Se realiz6 a continuacidon un ensayo preliminar con sangre de madre portadora de un feto de sexo masculino. Se
microdisecaron las células retenidas en el filtro y se analizaron con la ayuda de cebadores especificos del
cromosoma Y y de HLA definidos en la parte A. El ensayo con los cebadores de HLA era positivo para todas las
células y el ensayo con los cebadores de Y era positivo para la mitad de estas células.

La figura 2 ilustra el hecho de que, en las células reveladas positivas en el ensayo, las fotografias tomadas de estas
células en el filtro revelan dos tipos celulares que presentan las caracteristicas morfoldgicas siguientes:

- células mononucleadas de tipo citotrofoblasto, de un diametro comprendido entre 14,3 y 19,9 um ( valor
medio 16,9 + 2), un gran nucleo con cromatina condensada y poco citoplasma, a menudo con algunas
microvellosidades en la superficie de las membranas,

- células polinucleadas de tipo sincitiotrofoblasto de un diametro muy grande (generalmente alrededor de 44-
47 um).

Se analizaron a continuacién 23 células de apariencia morfolégica “fetal” originarias de muestras de sangre de mujer
portadora de un feto de sexo masculino y 26 células procedentes de fetos de sexo femenino mediante
microdiseccion y amplificacion de secuencias del cromosoma Y. Los resultados se expresan en la Tabla 1 siguiente.

Tabla 1
Madres Células Células Y Células mononucleadas Células polinucleadas
recogidas positivas (positivas de Y) (positivas de Y)
Feto
masculino
1 2 2 1(1) 1(1)
2 3 2 3(2 0
3 8 7 6 (5) 2(2)
4 2 1 2(1) 0
5 3 1 3(1) 0
6 5 2 5(2) 0
Total 23 15 20 (12) 3(3)
Feto
femenino
7 6 0 6 0
8 3 0 1 2
9 3 0 2 1
10 2 0 1 1
11 6 0 5 1
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12 3 0 3 0

13 3 0 2 1

Total 26 0 20 6
El niumero de células positivas de Y se indica entre paréntesis

Esta tabla demuestra que el ensayo con cebadores de HLA era positivo para todas las células y que el ensayo con
los cebadores de Y era positivo para 15 células.

Con el fin de ensayar la especificidad de estos resultados, se reamplificaron los productos de amplificacién de Y con
los mismos cebadores de Y. Todos los controles y células negativas de PCR daban un resultado negativo en el
ensayo, mientras que las células positivas daban un resultado positivo, y una célula débilmente positiva (carril 34 de
la figura 1) daba una banda mas fuerte.

Globalmente, se probd la determinacion de células de origen fetal para un numero variable de células (de 1 a 7
células positivas de Y) aisladas de 2 ml de sangre. Sin embargo, en este estudio, el conjunto de células de
apariencia morfolégica “fetal” no se microdisecé. Basandose en los datos morfolégicos, una primera estimacion
rapida lleva su numero a aproximadamente 5 células por mililitro de sangre.

La segunda parte de la tabla indica los resultados del analisis de células fetales de sexo femenino. Se observa que
el ensayo con la ayuda de cebadores de HLA es positivo para las 26 células analizadas procedentes de un feto de
sexo femenino, mientras que el ensayo con la ayuda de cebadores especificos del cromosoma Y es negativo para el
conjunto de células procedentes de un feto de sexo femenino. Estos resultados demuestran que este enfoque
permite detectar especificamente células fetales sin la existencia de falsos positivos, y puede ser especialmente
apropiado para identificar el sexo.

Para cuatro casos, estaban disponibles ADN de sangre paterna y/o ADN de sangre materna (obtenido antes del
embarazo) y ADN trofoblastico. Estas muestras de ADN se usaron para identificar el origen fetal de las células
aisladas de manera independiente de la identificacion del sexo. Usando tres marcadores de STR y un quinto de la
preparacion de ADN preamplificado, fue asi posible determinar el origen fetal o materno de 11 células
microdisecadas aisladas de madre portadora de un feto de sexto masculino y ensayadas también con la ayuda de
cebadores especificos del cromosoma Y. Se resumen los resultados en la tabla 2 y la figura 3.

Tabla 2:
Madre Célula unica PCR especifica de Genotipado de una célula unica recogida
n°* recogida Y Marcador Marcador Marcador
D16S539 D16S3018 D16S3031
2 2a + CF
2b + CF
3 3a + CF
3b + CF
3c - CM
3d + CF
4 4a - CM
4b + CF
6 6a - CM
6b - CM
6c - CM

*: véase la tabla 1; CM: célula materna; CF: perfil de célula fetal

Genotipado de STR de células unicas aisladas de sangre materna y recogidas individualmente después de la
filtracion

6 células presentan un perfil fetal de acuerdo con la deteccion positiva del cromosoma Y y 5 células presentan un
perfil materno de acuerdo con la deteccién negativa del cromosoma Y.

En un caso (figura 3A), los marcadores de STR ensayados no permiten distinguir los alelos paternos (F) de los
alelos maternos (M) (heterocigético, 250 y 262 pb), sin embargo, el ADN trofoblastico (T) presenta un estado
homocigético para uno de los alelos (250 pb). Se detectd el mismo perfil (homocigético para el alelo de 250 pb) en
una célula fetal (CF) aislada segun el procedimiento de la invencién, siendo dicha célula positiva en el ensayo de
deteccién del cromosoma Y. Por el contrario, otra célula microdisecada, negativa en el ensayo de deteccion del
cromosoma Y, presenta un perfil claramente heterocigético (célula materna, CM).

En otro caso (figura 3B), el ADN trofoblastico (T) presenta, ademas del alelo materno (256 pb) también detectado a

partir del ADN materno (M), un alelo paterno (258 pb). Estos dos alelos se han encontrado en las dos células
microdisecadas (CF), determinando asi su origen fetal.
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Discusién

Este estudio muestra por primera vez que es posible concentrar mediante filtracion las células fetales circulantes en
la sangre materna. Muestra ademas que puede realizarse la identificacion de las células fetales,
independientemente de la identificacion del sexo genético, mediante la amplificacion por PCR de marcadores de
STR altamente polimoérficos. El impacto clinico del procedimiento de deteccion de marcadores de STR depende de
hecho de la posibilidad de combinar este procedimiento con un enfoque particularmente eficaz de enriquecimiento
en células fetales. Este estudio muestra por primera vez que es posible combinar con éxito los dos enfoques. La
técnica de separacion por tamafio se ha descrito ya para la separacion de células tumorales circulantes en la sangre
(Vona et al.,, véase anteriormente). Los inventores han mostrado ahora que era posible concentrar y analizar
genéticamente las células fetales recogidas después de su concentracion a partir de solo 2 ml de una muestra de
sangre materna. En combinaciéon con la microdiseccion laser y la PCR en célula individual usando cebadores
especificos del cromosoma Y o cebadores de STR, este enfoque ha permitido la demostracién del origen fetal de las
células recogidas. Teniendo en cuenta el nimero de células fetales circulantes en la sangre estimado en una célula
por ml de sangre, o sea una célula fetal por 10 millones de leucocitos, el enriquecimiento obtenido es de un factor de
aproximadamente 6,6 millones (una célula fetal por 1,5 células grandes retenidas en el filtro). Ademas, este enfoque
permite obtener informaciones morfoldgicas sobre las células fetales circulantes en la sangre. Se aislaron células
mononucleadas que son probablemente células de tipo citotrofoblasto y células polinucleadas que son células
sincitiotrofoblasticas. Estos dos tipos de células no se habian observado nunca en 22 donantes de sangre sanos y
44 pacientes con carcinoma analizados segun la misma técnica de separaciéon y microdiseccion (resultados no
presentados).

Ademas, los progenitores linfoides o mieloides fetales persisten en la circulaciéon sanguinea después del embarazo,
pero no las células trofoblasticas. La ventaja del analisis de las células trofoblasticas es por tanto también que
permite asociar el resultado del ensayo genético de forma segura con el embarazo en curso.

Otra ventaja de este enfoque es la posibilidad de realizar al menos 5 andlisis de PCR a partir del ADN de una sola
célula individual. Esto da la posibilidad de realizar un ensayo genético en las células cuyo origen fetal se habria
probado en paralelo por andlisis molecular, en particular por analisis de marcadores polimérficos de STR. Es
también posible basar el diagnéstico en el cotejo de resultados independientes obtenidos en diferentes células
fetales individuales aisladas de extracciones repetidas de muestra de sangre. De forma interesante, se observara
que el protocolo FISH puede aplicarse también con éxito a células aisladas segun el procedimiento de filtracién (9).
Las demas ventajas del procedimiento segun la invencion radican, por una parte, en su sensibilidad ya que casi un
100 % de las células fetales recogidas basandose en su observacion morfoldgica y analizadas se identifican como
tales por el procedimiento de la invencion y, por otra parte, en su especificidad, ya que en particular las células
apoptoticas fetales y las células de origen materno pueden sustraerse del andlisis en vista de sus caracteristicas
genéticas y morfoldgicas.

El procedimiento de la invencién propone por tanto un nuevo enfoque para la realizacién de un diagndstico prenatal
precoz no invasivo y particularmente sensible y especifico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diagndstico prenatal en células fetales aisladas de sangre materna que comprende las
etapas siguientes:

a) lafiltracion de una muestra de sangre materna pura o diluida en un filtro de porosidad comprendida entre 6
y 15 uym, de forma que se concentren en el filtro segun su tamafio ciertas células circulantes, y en particular
células de origen fetal que tengan un tamafio comprendido entre 14y 17 pm;

b) el analisis y la caracterizacion de las células retenidas aisladas en el filtro para la busqueda de la presencia
de un marcador o marcadores inmunolédgicos y/o citolégicos y/o genéticos, con el fin de identificar su
naturaleza epitelial y obtener una presuncién de su origen fetal o materno; y la recogida individual de la
célula o células epiteliales cuyo origen fetal se supone;

c) la demostracion, mediante analisis genético, del origen fetal de una célula o células de origen fetal supuesto
recogidas individualmente en la etapa b; y

d) la busqueda de anomalias genéticas en el genoma o genomas de células cuyo origen fetal se ha
demostrado en la etapa c).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se procede a la identificacion del origen fetal
o materno de las células de la etapa (c) mediante la busqueda de un marcador o marcadores genéticos
caracteristicos de las células fetales.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque la presion de
filtracion aplicada en dicha etapa a esta comprendida entre 5 kPa y 80 kPa, y preferiblemente 10 kPa.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque las células retenidas en el filtro se recogen
individualmente por microdiseccion.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque la microdiseccion consiste en cortar con laser
la parte de la membrana filtrante sobre la que se retiene una célula o despegar la célula con la ayuda del laser y
recuperar después la célula unica recogida en un tubo apropiado.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado porque la etapa (d) se realiza en el genoma de una
célula unica recogida.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizado porque el andlisis genético en el genoma de una
célula unica recogida permite (i) la demostracion del origen fetal o materno de dicha célula y (ii) la busqueda de
anomalias genéticas o cromosémicas del feto o de un genotipo particular de este si se demuestra el origen fetal de
dicha célula.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado porque la demostracion del origen fetal o materno de
una célula recogida se realiza mediante la identificacion en una preparacién de ADN derivado del genoma de la
célula unica recogida de uno o varios marcadores genéticos o de polimorfismo, de una combinaciéon de estos
marcadores o de una carga alélica particular de estos marcadores, demostrando la contribucién biparental al ADN
fetal.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 7 u 8, caracterizado porque la busqueda de una anomalia
genética o cromosémica del feto o de un genotipo particular de este se realiza mediante la identificacion de una
diana genética en una preparacion de ADN derivada del genoma de la célula unica recogida.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizado porque, anteriormente a la
demostracion del origen fetal o materno de una célula Unica recogida y/o a la busqueda de una anomalia genética o
cromosomica del feto o de un genotipo particular de este, se lisa dicha célula recogida y se preamplifica el conjunto
de su genoma y se purifica de manera que se obtenga una preparaciéon de ADN preamplificado derivada del genoma
de una célula unica recogida.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque se procede a la demostracion del origen
fetal o materno de una célula recogida, y después a la basqueda de una anomalia genética o cromosémica del feto o
de un genotipo particular de este, mediante la amplificacion de marcadores genéticos o de polimorfismo o de una
combinacién de estos marcadores o de una o varias secuencias portadoras de la diana o dianas genéticas
buscadas, a partir de la preparacion de ADN preamplificado derivada del genoma de dicha célula.

12. Procedimiento segun la reivindicacion 11, caracterizado porque la amplificacion de al menos un marcador

genético o de polimorfismo o de al menos una secuencia portadora de una diana genética se realiza a partir de
menos de un quinto de la preparacion de ADN preamplificado.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543709 T3

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 11 o 12, caracterizado porque se procede a la
demostracion del origen fetal o materno de una célula recogida y/o a la busqueda de una anomalia genética o
cromosémica del feto o de un genotipo particular de este mediante la secuenciaciéon de los marcadores o dianas
genéticas amplificados.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque se procede a la demostracion del origen
fetal o materno de una célula recogida y/o a la busqueda de una anomalia genética o cromosdmica del feto o de un
genotipo particular de este mediante la hibridacién de toda o parte de la preparacion de ADN preamplificado con
sondas de ADN especificas o de tipo PNA (acido péptidonucleico).

15. Procedimiento segun la reivindicacién 14, caracterizado porque se fijan las sondas de ADN especificas
sobre un soporte formando un chip de ADN o microrred o macrorred.

16. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, caracterizado porque al menos un
marcador de polimorfismo para identificar es un marcador microsatelital, un marcador de VNTR (numero variable de
repeticiones en tdndem), un marcador de SNP (polimorfismo de nucledtido simple) o un marcador de STR
(repeticiones cortas en tandem).

17. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 16, caracterizado porque se procede a la
demostracion del origen fetal o materno de una célula recogida mediante la busqueda de un marcador o de una
combinacién de marcadores o de una carga alélica de estos marcadores que se distingan de los detectados en el
genoma de células no maternas, en particular mediante la busqueda en el genoma de dicha célula recogida de un
marcador o de una combinacion de marcadores especifica del ADN de células paternas.

18. Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque se procede a la busqueda de una anomalia
cromosoémica mediante un procedimiento de hibridacion genémica comparativa (CGH) de una preparacion de ADN
preamplificado derivada del genoma de una célula Unica recogida y cuyo origen fetal se demuestra, y de una
preparacion de ADN preamplificado de células de origen materno o de células de referencia no fetales.

19. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se procede al diagnéstico prenatal de una
anomalia cromosémica o del sexo del feto mediante la hibridacién in situ de una sonda especifica de la anomalia
cromosoémica o del sexo para detectar en el genoma de células retenidas en el filtro.

20. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, caracterizado porque la muestra de
sangre materna filtrada es originaria de una extraccién de sangre efectuada después de la 5 semana de embarazo.

21. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, caracterizado porque el analisis
genético de las células retenidas en el filiro se realiza a partir de la filtracién de 1 a 10 ml de sangre materna
extraida.

22. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, caracterizado porque la muestra de
sangre materna extraida se diluye de 10 a 100 veces en una solucion de filtracion.

23. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque se procede
a la filtracion de la muestra de sangre materna pura o diluida con la ayuda de un filtro cuyos poros tienen un
diametro de aproximadamente 8 pm.

24, Procedimiento segun la reivindicacion 23, caracterizado porque el filtro Eresenta poros de un diametro de
aproximadamente 8 ym y una densidad de poros comprendida entre 5x10* y 5x10 poros/cmz.

25. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, caracterizado porque el filtro es una
membrana filtrante de policarbonato cuyo tamafio de poros esta calibrado.

26. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque dicha busqueda
de la presencia de un marcador o marcadores inmunoldgicos comprende un inmunomarcaje con la ayuda de un
anticuerpo anticitoqueratinas.

27. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, caracterizado porque dicha busqueda
de la presencia de un marcador o marcadores inmunolégicos comprende la busqueda de la presencia de antigenos
asociados a células trofoblasticas.

28. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, caracterizado porque dicha busqueda

de la presencia de un marcador o marcadores citolégicos comprende la busqueda de la presencia de marcadores
citolégicos especificos de células citotrofoblasticas y/o sincitiotrofoblasticas.
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29. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, caracterizado porque dicha sangre
materna es la sangre de una mujer embarazada entre la 5% y la 152 semanas de embarazo.

30. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, caracterizado porque, antes de dicha
etapa de filtracion, se diluye dicha muestra de sangre materna en una solucién de filtracion consistente en un
reactivo de fijacion de células nucleadas y/o de lisis de glébulos rojos.

31. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, caracterizado porque las células

retenidas en el filtro se vuelven a poner en cultivo para la obtencién de un cultivo de células concentradas en células
fetales.
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