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La diagnosi prenatale non invasiva (NIPD): svilupgionuove tecnologie e loro
applicazione alle piu frequenti malattie genetich8ardegna

DESCRIZIONE

La diagnosi prenatale delle malattie monogenictelle aneuploidie viene attualmente eseguita nei
primi mesi di gravidanza attraverso procedure diafohe invasive (villocentesi e amniocentesi)
che sono associate a un rischio di perdita fetelle @,5-1%. Negli ultimi 20 anni, in alternativa a
tali procedure, sono state sviluppate alcune méagao diagnostiche non invasive finalizzate alla
riduzione del rischio di complicanza e all'antiapane dell’epoca del prelievo. Alcuni di questi
approcci si basano sull'analisi del DNA fetale tib€cffDNA, cell free fetal DNA), presente nel
circolo periferico materno sin dalle prime settireah gravidanza.

Diversi studi descritti in letteratura hanno dimiagt I'elevata sensibilita e specificita di alcune
applicazioni diagnostiche eseguite sul cffDNA. N@& un esempio la determinazione del sesso
fetale per la diagnosi di patologie X-linked, dattbre RA fetale in donne Rhl'esclusione della
presenza di mutazioni ereditate per via paternia mehlattie autosomiche dominanti o recessive e,
infine, la diagnosi delle piu comuni aneuploidieafecome le trisomie dei cromosomi 21, 13 e 18.



Il nostro Istituto € da anni impegnato nello svoignto di attivita di ricerca finalizzate allo s\ploo

di protocolli per la diagnosi prenatale non invasdr Beta Talassemia e per la determinazione del
sesso fetale, nelle malattie legate al sessoyata lo studio delle cellule fetali isolate daicolo
periferico materno e dal DNA fetale libero estrattal plasma di donne in epoca gestazionale
precoce (8°-11° settimana).

Nell'ambito di questo progetto intendiamo appliclrdecnologie di Next Generation Sequencing
allo sviluppo di protocolli di diagnosi prenataleminvasiva di Beta Talassemia e delle piu comuni
anomalie cromosomiche di numero (Trisomie dei creonu 21, 13 e 18) attraverso lo studio del
cffDNA.

OBIETTIVI GENERALI
Lo sviluppo di protocolli di diagnosi prenatale nonasiva potrebbe semplificare I'iter diagnostico

a cui si sottopongono le donne a rischio per pgtelgenetiche o cromosomiche. In particolare, il
prelievo di villi coriali o di liquido amniotico &talmente eseguito per via transaddominale,
ecoguidato, in ambiente sterile e in regime di Hagpital, verrebbe sostituito da un semplice
prelievo venoso eseguito in regime ambulatoriabe ptocedura diagnostica non invasiva potrebbe
cosi essere estesa al monitoraggio della gravid@iakbgica diventando un approccio di screening
per tutte le donne in gravidanza. Infine, 'applicene su larga scala di queste tecnologie avrebbe
un impatto significativo sull’economia aziendallaeatura non invasiva dell’approccio diagnostico
eliminerebbe totalmente il rischio di perdita fetahe é invece correlato alle tradizionali procedur

invasive di prelievo, aumentando 'accettabilitdaleoppia verso la diagnosi prenatale.

OBIETTIVI SPECIFICI
» Sviluppare un protocollo per la diagnosi prenatad@ invasiva di Beta Talassemia e di
aneuploidie fetali attraverso I'uso del DNA fetéleero presente nel plasma materno;
* Anticipare i tempi della diagnosi prenatale, ddlle*-16”" settimana, epoca in cui vengono
eseguite rispettivamente la villocentesi e 'ameittesi, alla 8"-9” settimana di gravidanza;
* Annullare il rischio di perdita fetale correlatdeahttuali procedure diagnostiche invasive;
* Aumentare 'accettabilita della coppia alla diagrmoenatale;

* Ridurre la complessita e i costi delle proceduegdostiche.

ATTI PROGRAMMATICI E RIFERIMENTI LEGISLATIVI COMUNI TARI E NAZIONALI CHE
IDENTIFICANO LA TEMATICA TRA LE PRIORITA" IN AMBITO REGIONALE E RELATIVE



MOTIVAZIONE CHE SOTTENDONO ALLE PRIORITA’ DELLA STE SSA.
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STATO DELL’ARTE

Le attuali procedure di diagnosi prenatale (PD) morasive sono associate ad un rischio di
mortalita fetale pari allo 0,5-1%. La scoperta ¢éhBNA fetale libero (cffDNA) e presente nel
sangue periferico materno, ha aperto nuovi oriazpat lo sviluppo di protocolli di diagnosi
prenatale non invasiva (NIPD).

Una delle principali difficolta legate a questoatigi studio e rappresentata dalla dispersione della
guota fetale in quella materna, che costituiscgulasi totalita del DNA libero nel plasma (circa |l
90%). Nonostante questo limite, numerosi studi badimostrato la fattibilita della diagnosi non
invasiva partendo dal cffDNA per la determinaziafed sesso fetale in patologie X-linked, del
fattore RA fetale in donne Rhper I'esclusione della presenza di mutazioni iéaee per via paterna
nelle malattie autosomiche dominanti o recessive.

Infine, l'utilizzo di tecnologie di Next Generati@equencing e lo sviluppo di algoritmi dedicati,
ha dimostrato la fattibilita della NIPD, in studuiticentrici su larga scala, per la rilevazionel@lel
aneuploidie piu comuni in gravidanze ad alto rieqinéf?).

Attualmente in diversi paesi Europei € possibilegesre, attraverso il Servizio Sanitario
Nazionale, alcuni test di NIPD come la determinagidel fattore Rh e del sesso fetale (ref?), ed &
prevedibile che nel prossimo futuro potranno essatredotti nella pratica clinica altri test non

invasivi per la diagnosi delle piu comuni malatienogeniche e aneuploidie.

IMPATTO SUL TERRITORIO E RISULTATI ATTESI NEL BREVE PERIODO
L'applicazione su larga scala di questo nuovo agmioadi diagnosi prenatale non invasiva avrebbe

un impatto molto importante sul sistema sanitarigblpico in quanto determinerebbe una
semplificazione delle procedure di diagnosi preeatana riduzione del rischio di perdita fetale e
delle complicanze legate all'utilizzo di procedureasive e, infine, una riduzione drastica dei icost
Queste procedure diagnostiche innovative, opponenée validate, potrebbero in futuro essere
estese al monitoraggio della gravidanza fisiologic@ntando un approccio di screening per tutte le

donne in gravidanza.



MODALITA’ DI SVOLGIMENTO DELLA RICERCA

Le coppie a rischio pdftalassemia e per le aneuploidie fetali, che ginogaresso il nostro Centro
per sottoporsi a diagnosi prenatale invasiva, seramformate del progetto e, in caso di adesione,
saranno sottoposte al prelievo di 20 ml di sangudgrico, dopo la firma di un consenso informato.
Dopo la separazione del plasma, il cffDNA verraatsh con I'utilizzo di kit commerciali.
Successivamente, i campioni di cffDNA e dei DNAgydali verranno sottoposti al sequenziamento
del gene beta globinico o dei cromosomi implicagllen pit comuni aneuploidie utilizzando un
approccio di amplicon-sequencing e la piattaforr@Hon Torrent.

La valutazione qualitativa e quantitativa dei dattienuti con il sequenziamento saranno infine

sottoposti ad analisi bioinformatica attraversailizzo di specifici algoritmi.

LOCALIZZAZIONE SUL TERRITORIO DELLA SARDEGNA

Le attivita di ricerca verranno svolte presso ldeatorio di Genetica Molecolare del’Ospedale
Microcitemico di Cagliari in collaborazione conSkrvizio di screening e di consulenza genetica
dello stesso Presidio e sara rivolta in via prelané alle donne che si riferiscono alla nostra
struttura per diagnosi prenatale di talassemiatre ahalattie genetiche nonché alle donne che
presentano un alto rischio di anomalie cromosoeieltali. In seguito potra essere rivolta a tutte

le donne a rischio in ambito regionale e sovraaegje,

SCADENZE E TEMPISTICHE DA RISPETTARE

Durata complessiva del progetto: 36 mesi

3-12 mesi: Set up dei protocolli con piattaformavP{®n Torrent

3-30 mesi: Raccolta dei campioni di plasma

6-32 mesi: Sequenziamento dei campioni con piattedd®GM lon Torrent

8-36 mesi: Analisi bioinformatica e statistica dati di sequenziamento

12-36 mesi: Comparazione dei risultati del sequanento con i dati di follow-up e, quando

disponibili, con le indagini citogenetiche



