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Introduzione

La maggior parte dei bambini nati con sindrome di Down é figlia di
madre con eta inferiore ai 35 anni. Questo perché le donne di eta superio-
re fanno con piu probabilita la diagnosi prenatale invasiva (villocentesi o
amniocentesi).

Dal punto di vista piu generale, in Italia nascono ogni anno circa
540.000 bambini di cui circa 3150 affetti da alterazioni cromosomiche
(AAVV, Agenzia servizi sanitari 2013). Le alterazioni cromosomiche (o
aneuploidie) si presentano nella maggior parte dei casi come alterazioni
numeriche dei cromosomi.

Le aneuploidie piu comuni sono la Sindrome di Down (Trisomia 21),
la Sindrome di Edwards (Trisomia 18) e la Sindrome di Patau (Trisomia 13),
caratterizzate dalla presenza di un cromosoma aggiuntivo (trisomia) ri-
spetto alla normale coppia. Riguardano sia i cromosomi autosomici (ossia
le prime 22 coppie), sia i cromosomi sessuali X e Y (ossia la coppia 23).

Le aneuploidie dei cromosomi sessuali sono caratterizzate o dalla
perdita di un cromosoma sessuale (X o sindrome di Turner, 45 X0) o dalla
presenza di un cromosoma sessuale in piu rispetto alla normale coppia
(XXX, XYY, XXY o sindrome di Klinefelter, 47 XXY).

Esistono altre forme di alterazioni in cui il numero di cromosomi
si mantiene “normale” ma si verifica una perdita (microdelezione) di un
tratto di un cromosoma e, di conseguenza, dei geni localizzati su quel
frammento cromosomico. Possono interessare diversi cromosomi e posso-
no essere causa di sindromi di importanza clinica variabile a seconda del
cromosoma coinvolto, della regione cromosomica interessata e delle rela-
tive dimensioni.

Le principali sindromi a microdelezione investigate comprendono la
Sindrome di DiGeorge (delezione 22g11.2), la Sindrome Cri-du-chat (dele-
zione 5p), la Sindrome di Prader-Willi (delezione 15g11.2), la Sindrome di
Angelman (delezione 15q11.2), la Sindrome da delezione 1p36, la Sindro-
me di Wolf-Hirschhorn (delezione 4p).

Indagini prenatali: di screening e diagnostiche

Le indagini prenatali che consentono di individuare nel feto even-
tuali alterazioni cromosomiche possono essere eseguite attraverso:
1.procedure non invasive, come gli esami ultrasonografici e le valutazioni

dei marcatori biochimici dosabili nel siero materno (screening prenatale);



2.tecniche diagnostiche invasive, come villocentesi e amniocentesi (dia-
gnosi prenatale).
La diagnosi prenatale, necessaria per la definizione della costituzio-
ne genetica del feto, viene suggerita in tutti i casi in cui vi sia un’indicazio-
ne di rischio per una patologia genetica grave.
| fattori che determinano la necessita dell'intervento diagnostico
sono di diversi tipi:
1.fattori genetici, quali familiarita per patologie genetiche o genitori por-
tatori sani di mutazioni patologiche;

2.fattori epidemiologici, o di rischio acquisito, come I'eta materna avan-
zata, significativamente associata all'insorgenza di anomalie cromoso-
miche fetali;

3.positivita ai test di screening prenatali non invasivi.

Entrambe le tecniche di diagnosi prenatale, villocentesi e amniocen-
tesi, comportano un rischio di perdita fetale legato all’invasivita di questa
procedura diagnostica, attestato intorno allo 0.5-1%. A questo sono da
sommare la percentuale di rischio di aborto spontaneo che, alla 16a set-
timana di gestazione, & stimato intorno allo 0,7%, e altre complicanze
transitorie che possono subentrare durante I'esame. E’ inoltre importante
sottolineare che a questi esami si aggiunge spesso uno stato d’'ansia dovu-
to all'iter di ospedalizzazione a cui la donna in gravidanza deve sottoporsi.

Questi limiti spiegano come la meta auspicata da coloro che ope-
rano in ambito diagnostico prenatale sia la possibilita di effettuare una
diagnosi senza ricorrere a tecniche invasive, eliminando quindi i rischi a
carico del feto.

Inoltre un test non invasivo permetterebbe un’estensione dell’a-
nalisi del materiale genetico fetale a donne per le quali non é indicata
la diagnosi prenatale invasiva, a donne giovani, a donne che vogliono
semplicemente conoscere lo stato genetico del proprio bambino. Per tale
motivo negli ultimi 20 anni & cresciuto I'interesse per la messa a punto di
procedure diagnostiche non rischiose per il feto, finalizzate alla ricerca
di una fonte alternativa di materiale genetico fetale e all’anticipazione
dell’epoca del prelievo (Lo et al 1997; Lo et al 2010; Lam et al 2012)

Diagnosi sul DNA fetale libero nel sangue materno

La placenta NON costituisce una barriera che mantiene separati la
madre e il feto geneticamente differenti. Si trova piuttosto al centro di
un traffico bidirezionale di materiale cellulare e genetico, che ha portato
quindi alla nascita di un nuovo campo di ricerca.

Tale ricerca si basa sul recupero di materiale genetico fetale dal san-
gue materno, sia sotto forma di cellule fetali sia sotto forma di acidi nuclei-
ci fetali (Lo et al 1997; Lo et al 2010; Lam et al 2012).

La via che attualmente viene considerata piu promettente per lo svi-
luppo di protocolli di diagnosi prenatale non invasiva € quella che prevede
I'utilizzo del DNA fetale libero (cell free fetal DNA - cffDNA) come fonte di
materiale genetico attraverso cui condurre le analisi del genotipo fetale.

Questo tipo di ricerca ha avuto una forte spinta grazie ai primi studi



di Lo e collaboratori che, nel 1997, riuscirono ad amplificare specifiche
sequenze del cromosoma Y, dimostrando per la prima volta che il cffDNA
é presente nel plasma di donne in attesa di un feto di sesso maschile.
Successivamente lo stesso autore (Lo et al 2010) ha dimostrato che il se-
quenziamento del cffDNA presente nel plasma di donne in gravidanza &
una rappresentazione esatta dell’'intero DNA del feto, aprendo definitiva-
mente la strada verso la realizzazione di metodi di analisi prenatale basati
sull’analisi e il sequenziamento del cffDNA (Lo et al 1997; Lo et al 2010;
Lam et al 2012).

Il DNA libero nel circolo materno si presenta come una miscela di
frammenti di acidi nucleici aventi due distinte origini: la madre e il feto.
Verificare la concentrazione del DNA fetale rispetto a quello materno &
stato uno dei primi aspetti del cffDNA ad essere approfondito. Ancora
oggi, la valutazione della quota fetale contenuta nei campioni di DNA
libero rimane un dato di fondamentale importanza per ogni studio intra-
preso, dal momento che dalla percentuale di quota fetale dipende I'effet-
tiva possibilita di poter condurre delle analisi sul cffDNA (DNA circolante
libero). La quantita di cffDNA si attesta mediamente intorno al 10% du-
rante il primo trimestre per poi crescere fino al 20-25% al terzo trimestre.

Una peculiarita del DNA fetale, di fondamentale importanza per la
diagnostica prenatale, é la sua rapida rimozione dal circolo materno dopo
il parto: una sua persistenza non permetterebbe infatti analisi in gravidan-
ze successive alla prima. Distinguere o addirittura isolare il DNA libero di
origine fetale in un elevatissimo background materno rappresenta la sfida
tecnica di questo ultimo decennio.

La tecnica base piu comunemente utilizzata per rilevare e identifi-
care specifiche sequenze di cffDNA ¢ la reazione a catena della polimerasi
(PCR). Numerosi tipi diversi di PCR sono stati testati, e fra questi la Digital
PCR ha ottenuto i migliori risultati, proponendosi come la metodica piu
affidabile per la quantificazione del DNA fetale.

Durante la reazione di PCR i pochi frammenti di DNA vengono co-
piati e amplificati piu volte, per ottenerne una quantita sufficiente per
il successivo sequenziamento necessario alla “lettura” delle informazioni
cromosomiche.

Molto recentemente sono stati sviluppati nuovi sistemi automatiz-
zati di sequenziamento, basati sulla tecnica di “Next-Generation Sequen-
cing” (NGS), i quali sembrano aver ampliato enormemente le possibilita di
diagnosi prenatale non invasiva poiché dimostrano livelli di precisione e
sensibilita molto superiori ai metodi tradizionali, consentendo la quantifi-
cazione di ogni singola molecola di acido nucleico.

Questo tipo di approccio diagnostico @ molto promettente sia nella
diagnosi di aneuploidia sia nella diagnosi di malattie monogeniche (Lam
et al 2012; Nepomnyashchaya et al 2013). In tempi brevissimi, diverse piat-
taforme tecnologiche basate su questo nuovo sistema di sequenziamento
sono state sviluppate e via via perfezionate, dando origine a una vera e
propria rivoluzione nel campo del sequenziamento degli acidi nucleici, sia
per quanto riguarda la quantita dei dati prodotti sia per la velocita con cui
essi vengono generati.

Inoltre, negli ultimi anni si e assistito a una considerevole diminuzio-



ne dei costi di processamento dei campioni, fattore essenziale che ha fa-
vorito I'ampia diffusione di questi sistemi. Negli ultimi anni, diversi gruppi
di ricerca si sono dedicati allo sviluppo di protocolli per la diagnosi delle
aneuploidie attraverso diverse tecniche, compreso il NGS, con particolare
riferimento per le aneuploidie dei cromosomi 21, 18, 13 e sessuali (Bianchi
et al 2014; Palomaki et al 2012; Xiaolin et al 2015; Rava et al 2014; Sehnert
et al 2011). | risultati emersi dai diversi trial hanno mostrato un’elevata
efficacia della tecnologia nella definizione di queste cromosomopatie, in
particolare nella determinazione della Trisomia 21 (T21).

A oggi i valori di sensibilita, pur variando leggermente a secondo
del test adottato, si attestano al 99% per la Trisomia 21, al 97.5% per la
Trisomia 18 e all’83,3% per la Trisomia 13. | dati ottenuti per le aneuploidie
dei cromosomi sessuali sono meno consistenti (aneuploidie X 60-100%).
Ma si attestano al 95% per rilevare la Monosomia X, con percentuali di
falsi positivi <0.1%.

Recenti pubblicazioni hanno messo in evidenza come le indagini sul
cffDNA basate su tecniche NGS si siano rivelate utili, non solo per le ano-
malie che coinvolgono interi cromosomi, ma anche per la diagnosi di tra-
slocazioni, microdelezioni e microduplicazioni, con una definizione spesso
maggiore rispetto alle tecniche tradizionali. A dimostrazione di questo
puo essere citato il recente studio pubblicato da Srinivasan nel 2013, in cui
si descrive I'identificazione di una microdelezione a carico del feto dell’or-
dine dei 300Kb (Srinivasan et al 2013).

Limiti della ricerca del DNA fetale nel sangue materno

Diverse aziende al mondo offrono oggi servizi di screening prenata-
le per le aneuploidie cromosomiche. Tuttavia, |'introduzione nella pratica
clinica di routine di questi test non invasivi &€ ancora difficoltosa. Tra i fat-
tori limitanti troviamo i tempi di esecuzione dei protocolli delle tecniche
NGS, piu lunghi rispetto a quelli tradizionali, e i costi, sia degli strumenti
che dei reagenti, che per essere abbattuti efficacemente richiedono eleva-
ti numeri di campioni da analizzare. Un'ulteriore difficolta che si riscontra
nelle indagini sul DNA libero, a causa della ridotta quantita del DNA feta-
le, & data dalla necessita di avere a disposizione una cospicua quantita di
plasma da processare e una sufficiente frazione fetale in esso contenuta,
condizioni non sempre possibili.

A conferma di cio, si riscontra in molti lavori I’esclusione dalle analisi
di diversi campioni a causa dell’esigua quantita di plasma o della scarsa
concentrazione del cffDNA in essi presente. Questo dato mette in eviden-
za un ulteriore fattore limitante di cui bisogna tenere conto nelle analisi
del cffDNA, ovvero la presenza del rischio di fallimento, stimato attual-
mente intorno al 4-5%.

A questi limiti bisogna aggiungere una criticita prettamente italia-
na, dovuta al fatto che non tutti i laboratori in Italia riescono ad effettuare
le analisi nel proprio centro e sono costretti a spedire i campioni in service
nei diversi centri in USA o in Cina dove vengono analizzati. Questo pud
comportare un deterioramento del cffDNA contenuto nel sangue materno
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con conseguente perdita delle informazioni in esso contenute. Inoltre i
tempi di risposta si allungano ulteriormente, superando spesso i 15 giorni.
Per lo stesso motivo i costi, per ogni analisi, superano, spesso di molto, gli
800 euro.

Poiché i dati emersi dagli studi di validazione svolti finora dalle so-
cieta che si occupano di sviluppare questi sistemi, oltre ai piu recenti dati
presentati in letteratura, fanno intuire come il test non invasivo (Non-
Invasive Prenatal Test, NIPT) basato sulla tecnologia NGS possa offrire ai
pazienti grandi opportunita di screening ma anche, in un vicino futuro, di
diagnosi, sta emergendo anche in Italia la necessita di partecipare diret-
tamente al continuo miglioramento e sviluppo dei gia efficaci protocolli
d’indagine. Alcuni centri pubblici, e un solo centro privato, si sono quindi
proposti di raggiungere elevati standard di accuratezza, sensibilita e spe-
cificita per I'analisi delle diverse aneuploidie mediante le tecnologie NGS,
offrendo nello stesso centro la diagnosi prenatale.

Per superare alcuni limiti del NIPT & stato introdotto per la prima
volta in Italia un test che permette di mantenere gli elevati livelli di speci-
ficita e sensibilita grazie all’applicazione degli stessi protocolli, strumenta-
zioni e materiali utilizzati dalla casa madre. L'esame ha dimostrato, in studi
di validazione pre-clinica, un’attendibilita superiore al 99% nel rilevare la
Trisomia 21, la Trisomia 18 e la Trisomia 13, e del 95% per rilevare la Mo-
nosomia X, con percentuali di falsi positivi <0.1%.

Inoltre il test permette I'analisi dell'intero genoma mediante Se-
guenziamento Massivo Parallello (MPS) e un sequenziamento a elevata ri-
soluzione (profondita di lettura ~30 milioni di sequenze) con la possibilita
di individuare anche la presenza di alterazioni cromosomiche strutturali
e alcune comuni sindromi da microdelezione/microduplicazione. Al con-
trario, altri test attualmente in commercio valutano i dati reali derivanti
dall’analisi senza associarli a valutazioni di rischio a priori (per esempio,
I'eta della paziente) ed effettuano un numero inferiori di ripetizioni dell’a-
nalisi (<1%).

Nonostante i grandi vantaggi che le analisi NIPT con c¢ffDNA sono
in grado di offrire, & importante ribadire che il nuovo test, qualunque sia
il brand, non sostituisce I'amniocentesi e la villocentesi, per due motivi.

Primo, amnio e villocentesi sono esami diagnostici: a oggi sono gli
unici esami che, attraverso la raccolta di cellule fetali, permettono dia-
gnosi certe al 100%. Sono tuttavia invasivi, come gia ricordato, con una
variabile percentuale di rischio per il feto.

Secondo, queste tecniche permettono di osservare direttamente
eventuali difetti in tutto il corredo cromosomico (formato da 23 coppie),
non solo di tre cromosomi, e di diagnosticare malattie che il test del Dna
libero fetale non rileva, come la fibrosi cistica, la talassemia, la distrofia
muscolare di Duchenne/Becker, I'atrofia muscolare spinale, il ritardo men-
tale (sindrome X fragile), la sordita congenita. Bisogna anche sapere, pero,
che queste analisi non vengono eseguite di routine, ma bisogna richiedere
la villocentesi o I'amniocentesi “con lo studio del DNA”, piu costoso di
quelle “base”. Infatti, dal momento che le malattie genetiche sono miglia-
ia, queste indagini specifiche sono effettuate solo quando vi sia un rischio
familiare per una o piu malattie genetiche.



Di converso, la ricerca del DNA libero fetale & ancora un test di scre-
ening che identifica I'eventuale rischio di una particolare condizione, per
esempio la Trisomia 21, ma non conferma nulla con certezza. Il vantaggio
é che i semplici test di screening sono privi di rischi per il feto (anche se
lo stress materno puo essere elevato in caso di risultati dubbi o non utili).

Conclusioni

La ricerca di metodiche di diagnosi prenatale non invasive & in rapi-
da crescita. Gli studi basati sull’analisi del DNA fetale hanno subito un no-
tevolissimo incremento con la disponibilita delle tecnologie di Next Gene-
ration Sequencing (NGS). Questi studi suggeriscono che ben presto, grazie
agli strumenti e protocolli d'analisi ad altissima processivita della NGS, si
potra raggiungere un sempre maggiore potere d’analisi capace di avvici-
narsi sempre di piu ai poteri diagnostici delle tecniche prenatali invasive.

In relazione alle aneuploidie, le tecnologie NGS hanno mostrato ef-
ficienza e affidabilita tali che in alcuni Paesi europei e negli Stati Uniti i
protocolli d'analisi sono gia inseriti nelle pratiche cliniche di screening per
le Trisomie 21, 18 e 13. Oggi anche I'ltalia, grazie all'introduzione di questi
test in alcuni laboratori, pud offrire questi test di diagnosi prenatale non
invasiva e potra cosi diventare, in un vicino futuro, un Paese leader nello
sviluppo di nuove tecnologie in molteplici settori della genetica moleco-
lare.

Aspetto fondamentale, la possibilita di diagnosi non invasive con-
sentira di allargare la diagnosi prenatale anche a donne di eta inferiore ai
35-40 anni, cosi da riconoscere precocemente anomalie cromosomiche e
genetiche che altrimenti possono costituire poi una sorpresa amarissima al
momento della nascita.
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