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Aggiornamenti

e La rivoluzione dei NIPT
e I'eccellenza italiana

Il DNA libero nel sangue
materno

I1 DNA libero di origine fetale
(cell free fetal DNA, cffDNA),
gia dal primo trimestre di gravi-
danza, ¢ presente nel circolo
ematico materno e proviene dal
ricambio delle cellule del trofo-
blasto, con dei frammenti di
DNA fetale di circa 150-200 paia
di basi (bp). Esso puo essere iso-
lato ed utilizzato per lo studio
di alcune patologie fetali gia a
partire dalla X settimana, quan-
do raggiunge quantita sufficien-
ti per il potenziale impiego cli-
nico.

Wellesley et al. (2012) ha valutato
la prevalenza e i tassi della dia-
gnosi prenatale delle anomalie
cromosomiche rare evidenzian-
do, quindi, I'importanza degli
studi di validazione dei test pre-
natali non invasivi al fine di vali-
darne le prestazioni prima di sug-
gerirne un impiego nella geneti-
camedica (vedi figura 1). Infatti
ne ¢ un esempio lo studio di
Bianchi et al. (2012) e quello di
Futch et al. (2014), dove vengo-
no testate ed infine esaltate le
performance di un tipo di Non
Invasive Prenatal Test (NIPT),
“verifi® prenatal test”, nell’iden-
tificazione con elevatissima sen-
sibilita e specificita delle aneu-
ploidie dei cromosomi 13, 18 e
21, nel riuscire a separare i risul-
tati borderline classificandoli co-
me “sospetta aneuploidia” e
nell’essere capace di identificare
le anomalie cromosomiche che
interessano i cromosomi sessuali,
come ad esempio la Monosomia
del X. Infatti, considerando la
percentuale elevate nelle cromo-
somopatie sessuali ¢ estremamen-

te importante valutarne la pre-
senza per poter essere rassicurati
sullo stato di salute del feto.

A seguito degli studi effettuati e
dei requisiti che possedevano le
gestanti inserite negli stessi, co-
me in quello di Futch et al.
(2013), sono state definiti i
requisiti delle gestanti destina-
tarie del NIPT:

e positivita ai test di screening
del primo o secondo trimestre;

* quadro ecografico associato ad
anomalie fetali suggestive di
aneuploidia;

® eta avanzata della madre (35
anni o pin);

e pregressa gravidanza con triso-
mia;

e anamnesi personale/familiare

Figura 1. Prenatal Prevalence of Chromosomal Abnormalities (Wellesley et al. 2012)
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La scoperta del DNA cell-free fetale (cFFDNA)
nel sangue materno ha modificando la pratica
della genetica prenatale e della medicina
materno fetale, con un conseguente calo dei
test invasivi e aprendo alla possibilita di un
test prenatale non invasivo (NIPT) come test di
screening di primo livello basato su un

semplice prelievo di sangue ematico

positiva per anomalie cromo-
somiche ed traslocazione Ro-
bertsoniana bilanciate;

e gravidanze in cui ¢ controindi-
cata la diagnosi prenatale inva-
siva (es. rischio di aborto spon-
taneo);

egravide che non intendono
eseguire test invasivi (villo cen-
tesi 0 amniocentesi).

Tecniche di analisi

del cf DNA

Il principio dei protocolli di
NIPT, indipendentemente dalla
tecnica utilizzata, si basa sul con-
teggio di frammenti dei cromo-
somi di interesse (il 21 nel caso
della sindrome di Down) pre-
senti nel sangue materno. Trat-
tandosi, di fatto, di indagini ba-
sate su una commistione di DNA
materno e placentare, il NIPT
non ¢ un test diagnostico, ma di
screening.

Per I’analisi delle aneuploidie
mediante NIPT si utilizzano tre
principali tecniche basate sulle
tecniche di sequenziamento di
seconda generazione (Next Ge-
neration Sequencing - NGS):

1. NGS dell’intero genoma

della gestante

2. NGS di specifiche regioni (se-

quenziamento mirato)

3. SNP, cio¢ polimorfismi di sin-

goli nucleotidi.

La distinzione di questi test fatta

su base tecnologica, prende in

considerazione 2 parametri:

¢il metodo utilizzato per se-
quenziamento/allineamento
delle sequenze che consente di
distinguere i test tra quelli che
si avvalgono di un sequenzia-
mento massivo parallelo - MPS
(whole genome shotgun sequenc-
ing) e quelli che utilizzano un
sequenziamento mirato (target-
ed sequencing);

¢il metodo di conteggio del
quantitativo di DNA che con-
sente di distinguere i test che
eseguono il conteggio (coun-
ting) di tutte le sequenze pro-
dotte e quelli che invece ese-
guono un conteggio di deter-
minati polimorfismi a singolo
nucleotide (SNPs), dato che e
possibile rilevare aneuploidie
cromosomiche in funzione del
quantitativo di DNA rilevato.

Di notevole rilevanza scientifica

¢ la tecnologia del “Genome-wi-

de MPS”che, a differenza della




Figura 2. “Genome-wide MPS" vs “Targeted MPS"
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tecnica “Targeted MPS”, presen-
ta tassi di fallimento estrema-
mente bassi, tempi d’analisi pit
veloci e la possibilita di aggiun-
gere nuovi contenuti al menu
del test (vedi figura 2).

Infatti, lo studio di Bianchi et
al. (2012) sottolinea che la tec-
nica MPS puo essere incorpo-
rata negli esistenti algoritmi di
screening per le aneuplidie ri-
ducendo le procedure invasive
non necessarie. Il sequenzia-
mento massivo parallelo, come
dimostrato mediante 'impiego
del verifi® prenatal test, ¢ effi-
cace per rilevare le aneuploi-
die per piu cromosomi (auto-
somici e sessuali) in tutto il ge-
noma, presentando una sensi-
bilita e specificita superiori nel
rilevare le aneuploidie T21,
T18, T13 rispetto alle analisi
sieriche del primo e secondo
trimestre ed agli esami ecogra-
fici e nel determinare in ma-
niera non invasiva cariotipo
molecolare.

La Frazione fetale

Il DNA libero di origine fetale
viene definito “frazione fetale”
(FF) ed é presente in percen-
tuale variabile nei diversi cam-
pioni. E stato stimato che, in
circa il 2% dei campioni pre-
levati al termine del primo tri-
mestre di amenorrea, la FF
non superi la soglia del 4%,
mentre alla XII settimana, me-
diamente, la FF corrisponde
al 10% circa del cfDNA, con
un range compreso tra <4%
ed il 40%.

In alcune tipologie di NIPT, I’ac-
curatezza dell’analisi del cromo-
soma puo variare a seconda del-
la percentuale della FF totale
presente nel campione. Infatti,
i campioni con FF =4% potreb-
bero fornire indirettamente la
spia di un aumento della proba-
bilita di una patologia cromoso-
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mica nel feto e, pertanto, in
questi casi € necessario verifica-
re la percentuale della FF nel
campione in esame. Difatti lo
studio di Bianchi et al. (2012)
evidenzia che la percentuale
della FF totale aumenta in pre-
senza di una trisomia, mentre
Rava et al. (2014) dimostra che
la FF ¢ piu alta quando il feto
ha trisomia 21 ed ¢ inferiore
quando il feto ha la trisomia 18,
13, o una monosomia X0. Inve-
ce, il verifi® prenatal test avva-
lendosi della tecnologia MPS (II-
lumina) riesce ad utilizzare una
ff <4 mantenendo alti livelli di
sensibilita e specificita, grazie al-
la produzione di milioni di se-
quenze brevi dell’intero geno-
ma, che vengono poi mappate
su una sequenza di riferimento
del genoma umano, per stabili-
re la loro origine e contare il nu-
mero dei frammenti che origi-
nano dal cromosoma di interes-
se, messo a confronto con il nu-
mero dei frammenti ottenuti da-
gli altri cromosomi (Fan et al,

2008).

Gravidanze gemellari

II NIPT puo essere eseguito sulle
gravidanze dizigoti (2 gemelli),
sia naturali che originate con
una tecnica di procreazione me-
dicalmente assistita. Il test co-
munque non distingue quale fe-
to abbia eventualmente una pro-
babilita elevata di patologia cro-
mosomica e non fornisce infor-
mazioni sul sesso dei feti, ma ¢
eventualmente riportata nel re-
ferto la presenza del cromosoma
Y. Nel caso in cui il test evidenzi
una probabilita elevata di una
anomalia cromosomica, l'inter-
pretazione del risultato viene de-
mandata alla consulenza gene-
tica e ad eventuali successivi ap-
profondimenti che utilizzano
una tecnica diagnostica invasiva
(villocentesi, amniocentesi).

Targeted MPS
Limitato a pochi cromosomi, loci
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Secondo Fosler et al. (2013) me-
diante il verifi® prenatal test so-
no stati ottenuti risultati similari
nell’identificazione di anomalie
cromosomiche sia nelle gravi-

danze singole che gemellari, cio
fornisce un sostegno all’utilita
dei NIPT in gravidanze gemel-
lari.

Sensibilita e Specificita
Bianchi et al (2012), mediante
I’'impiego del verifi® prenatal
test, dimostro utilita dell’impie-
go dei NIPT nello screening di
primo livello, mostrando nel-
I’identificazione delle tre prin-
cipali aneuploidie autosomiche
T21, T13 e T18, nelle gravidanze
singole, una sensibilita e la spe-
cificita elevatissime (uguali o
prossime al 100%) ed in linea
con i risultati ottenuti con I’ana-
lisi cromosomica del trofoblasto.
Inoltre, anche se con percentua-
le leggermente piti bassa di sen-
sibilita e specificita Bianchi et al
(2012) dimostra I’affidabilita del
verifi® prenatal test nella indivi-
duazione di aneuploidie dei cro-
mosomi sessuali (X, XXX, XXY,
XYY) (vedi tabella).

Limiti biologici
Dalle discordanze feto-placenta-
ri, a cui sono soggette tutte le in-

Tabella. Sensibilita e specificita del verifi® prenatal test nella individuazione delle tre
principali aneuploidie autosomiche e aneuploidie dei cromosomi sessuali

CROMOSOMA SENSIBILITA FALSI SPECIFICITA FALSI
NEGATIVI POSITIVI
Trisomia 21 (Sindrome di Down) >99,9% <0,1% >99,9% <0,1%
Trisomia 18 (Sindrome di Edwards) >99,9% <0,1% >99,9% <0,1%
Trisomia 13 (Sindrome di Patau) >99,9% <0,1% >99,9% <0,1%
Monosomia X (Sindrome di Turner) >95% 5% >99,9% <0,1%
XX (sesso femminile) 99% 1% 99% 1%
XY (sesso maschile) 99% 1% 99% 1%

XXX/ XXY/ XYY

Non & possibile fare un calcolo per dati limitati
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dagini che utilizzano il DNA fe-
tale nel primo trimestre e che
possono generare FPR e FNR, le
analisi del cfDNA possono essere
inficiate da altri fattori, compre-
sa la presenza di:

1. mosaicismi cromosomici co-
stituzionali nella madre;

2. anomalie cromosomiche ma-
terne di origine iatrogena, e per-
ci0 non costituzionali;

3. una placenta evanescente ap-
partenente ad una gravidanza
interrotta.

Ciononostante, Bianchi et al.
(2012) ha mostrato che MPS e
stato in grado di classificare i
campioni come aneuploidie che
avevano cariotipo a mosaico per
i cromosomi 21 e 18 in quattro
dei quattro campioni colpiti.

Aspetto legale
Responsabilita civile

Il danno da nascita indesiderata
(cioe il danno sofferto dai ge-
nitori che vedono leso il pro-
prio diritto a decidere se avere
o meno un figlio portatore di
handicap o di gravi affezioni
congenite) e il conseguente ri-
sarcimento € ormai riconosciu-
to dalla giurisprudenza. Gia nel
2012 la Cassazione ha ricono-
sciuto ad una famiglia il risarci-
mento per “danno da nascita in-
desiderata”, scaturente dall’er-
rore del medico che, non rile-
vando malformazioni congenite
del concepito e non segnalando
alla gestante I’esistenza di piu
efficaci test diagnostici prenatali
rispetto a quello in concreto
prescelto, ha impedito alla ma-
dre I’esercizio del diritto di in-
terruzione della gravidanza e
pertanto ha dovuto risarcire i
genitori del bimbo nato malfor-
mato, ma anche i suoi fratelli e
lo stesso bimbo.

L'eccellenza in Campania

Il Centro Polidiagnostico Stru-
mentale Ames ¢ ’'unico centro
del sud Italia ad essere autoriz-
zato ad effettuare direttamente
presso i propri laboratori di ge-
netica 1’analisi dei NIPT, in
quanto partner di Verinata-Illu-
mina (USA) che esegue il veri-
fi® prenatal test, non commer-
cializzato in Italia. L’analogo al
verifi® prenatal test commercia-
lizzato in Italia e fornito dal
Centro Ames ¢ il Vera Prenatal
Test. Inoltre, come indicato dal-
le Linee Guida del Ministero
della Salute, il Centro Ames ha
competenze nella diagnosi eco-

grafica e nella diagnosi prena-
tale, ¢ in grado di fornire la
consulenza pre-test e post-test,
¢ collegato con un servizio di
genetica medica e con il labo-
ratorio certificato che effettua
il test, che partecipa ai controlli
di qualita nazionali ed interna-
zionali ed ¢ dotato di personale
con competenze specifiche nel-
le tecniche di NGS. Il Vera Pre-
natal Test utilizza il metodo
MPS abbinato al conteggio di
tutte le sequenze.
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Fino a qualche tempo fa molti
campioni venivano inviati al-
I’estero. Il vantaggio di avere un
centro di eccellenza sul territo-
rio consente di evitare di sotto-
porre i campioni di sangue a
lunghi viaggi e/o eccessive ma-
nipolazioni, al fine di scongiu-
rare la frammentazione del
DNA al punto da rendere inade-
guato il campione.
La possibilita di usufruire di una
struttura sul territorio che effet-
tui presso i propri laboratori il
test di screening presenta nume-
rosi vantaggi:
¢ Test Rapido (risposta in 36-48
ore);
*Ridotta manipolazione del
campione;
® Riduzione dei tempi di attesa;
e Riduzione dei costi dell’ana-
lisi.
Inoltre, dato che ogni risultato
positivo deve essere confermato
con la tecnica invasiva tradizio-
nale (villocentesi /amniocente-
si), il Centro Ames fornisce un
servizio esclusivo offrendo gra-
tuitamente I’analisi genetica di
conferma su liquido amniotico
o villo coriale.
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