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ABSTRACT

Negli ultimi anni I'evoluzione della biologia moldare ha permesso una conoscenza
sempre maggiore del genoma umano e consente oandia¢nosi in utero di un numero
crescente di patologie genetiche. Al momento atl@ldiagnostica prenatale di anomalie
cromosomiche o di malattie genetiche richiede #lipvo di cellule fetali ottenibili con
metodiche invasive, I'amniocentesi e la villocent@sieste tecniche comportano un rischio di
provocare un aborto compreso fra 0.5% e 1%. Ditéamn questi limiti delle metodiche
invasive sono stati messi a punto alcuni metodcdeening alternativi non invasivi, basati su
parametri ecografici fetali e/o biochimici su saagwmaterno, che pero hanno il limite di
fornire risposte solo di tipo probabilistico.

L'introduzione di un test realmente alternativali@dignosi prenatale non invasiva che
permetta di eliminare il rischio di aborto legat’amniocentesi e alla villocentesi e
fortemente attesa. Infatti un simile test permetibe una estensione dell'analisi del materiale
genetico fetale a molte piu donne all'inizio dgjtavidanza e diminuirebbe l'impatto fisico e
psicologico di questo tipo di indagine.

Nel 1997 uno studio ha dimostrato la presenza dADNero fetale ¢ell-free fetal
DNA, cffDNA) nel plasma materno e ha evidenziatoslea potenzialita per una diagnosi
prenatale non invasiva (NIPD). Durante i 15 anmicessivi, si € sviluppata la ricerca di base
sulle caratteristiche del DNA libero fetale e maltercatori hanno studiato la biologia e il
significato clinico del trasporto di cffDNA nel colo materno.

Il DNA libero fetale origina dall’apoptosi dei tmiblasti costantemente rimpiazzati
sulla superficie della placenta e comprende citc8-6% del DNA libero totale nella
circolazione materna. E’ stato inoltre osservate ehcostituito da corti frammenti di DNA
(<200bp) piuttosto che interi cromosomi e che la sancentrazione aumenta gradualmente
durante la gravidanza: e rilevabile nella circata® materna gia a 32 giorni circa di
gestazione (in quantita affidabile solo dopo leffimane) e aumenta del 21% ogni settimana
nel primo trimestre, con un forte picco durantailigme 8 settimane di gravidanza per poi
venire rapidamente rimosso dalla circolazione matsubito dopo il parto.

L'utilizzo del DNA fetale libero come mezzo perdagnosi prenatale non invasiva di
malattie genetiche fino ad ora e fortemente limi@dll’elevatobackgrounddi DNA materno
pertanto le prime strategie messe a punto pemfifieazione del DNA libero fetale si sono

basate sul rilevamento di sequenze assenti nelngenoaterno, come le sequenze Y-
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specifiche, la determinazione del genotig®hD fetale in donne RhDnegative e
I'identificazione di sequenze fetali con mutazieneditate dal padre.

L’amplificazione tramite Ral TimegPCR di sequenze unicamente fetali nel plasma di
donne gravide rappresenta ad oggi il metodo diatezper lo studio del DNA libero fetale,
ma numerosi sforzi sono stati realizzati per lagaespunto di sistemi sempre piu sensibili ed
universali per rilevare le piu piccole differenza il DNA fetale libero e quello materno, al
fine di consentire un utilizzo su larga scala d&#DNA per la diagnosi prenatale non invasiva.

Lo scopo di questa ricerca e stato quindi, la mesgainto di protocolli validi per
l'identificazione e I'analisi di sequenze geniclegali nella circolazione materna.

Il progetto e stato quindi suddiviso in tre fasi:drima fase ha comportato la messa a
punto di opportuni protocolli dReal-TimegPCR per il rilevamento e la quantificazione sia
del DNA libero totale estratto sia del cffDNA estoain gravidanze con feto di sesso
maschile; la seconda fase del progetto si € ocaugiatestare e sviluppare un protocollo
affidabile per I'identificazione di sequenze germidetali utili al riconoscimento di cffDNA
nelle gravidanze con feto di sesso femminile, nmadid’utilizzo della tecnica dimini-
sequencing l'ultima fase del progetto si € concentrata iafiaulla messa a punto di un
protocollo di verifica della presenza/assenza diamioni paterne in plasma materno mediante
nestedPCR allele-specifica.

L’analisi dei risultati ha dimostrato, per ogni méxa sviluppata, elevate sensibilita e
capacita di risoluzione accoppiate a velocita difaai esecuzione, confermandone quindi
I'applicabilita per una diagnosi prenatale non giva. Inoltre I'utilizzo in combinazione delle
due tecnicheReal-TimegPCR emini-sequencingper la conferma della presenza del cffDNA
nel campione in analisi, si € rilevata indispenigaipier poter escludere che il feto abbia
ereditato la mutazione paterna, in tutti i casicin non viene identificata la mutazione.
L’esclusione della mutazione paterna nel feto etrso l'analisi su plasma materno
permetterebbe quindi di evitare l'utilizzo di prdcee invasive per il prelievo di cellule fetal
e avere questa informazione alla 9-10 settimarmgaaliidanza consentirebbe di rassicurare la

coppia prima di qualsiasi altro test diagnosticoaditine.

During last decade, molecular biology evolution hesd to a deep knowledge of
human genome allowing the in-utero diagnosis cdrgd number of genetic diseases. Now

adays performing a prenatal diagnosis of chromotaimaormalities and of genetic diseases,
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requires genetic material from the fetus and thigassible only by invasive procedures such
as amniocentesis and chorionic villus sampling. file of miscarriage of these technics is
between 0.5% and 1% and considering these limigsy alternative and non-invasive
screening methods, based on ultrasound and/or dnaichl parameters of maternal blood,
were developed. The disavantages of these methediseaprobabilistic aspect of the results.

There was an increasing interest in a new apprtathcould keep to zero the risk of
miscarriage, with an extension of fetal genetic arials screening to a large number of
women at the beginning of pregnancy, leading aedesad physic and psychological impact.

In 1997 it was demonstrated the presence of cadi-fetal DNA (cffDNA) in the
maternal blood and this has opened up new posmbifior a non-invasive prenatal diagnosis
(NIPD).

The cell-free fetal DNA originates from apoptotrofghoblasts on placenta’s surface
and comprises around 3-6% of total cell-free DNAnmaternal circulation. The cffDNA
consists of short DNA fragments (<200bp). Fetal DN&n be detected from 32 days of
gestation (though only reliably from 7 weeks) at'&lgoncentration increases with gestational
age (21% per week during the first three monthsh \&i sharp peak during last 8 weeks of
pregnancy. The cffDNA is completely removed afteliwery.

The main problem related to the application of thB°D is the high maternal
background, so researchers have initially focubed attention on the detection of sequences
that are absent in the maternal genome, such as $&§dences from chromosome Y of male
fetuses, the determination of fetal RhD genotypezamen RhD-negative, and the detection
of paternal mutations in maternal plasma.

Although, the Real Time gPCR amplification of fesdquences is the widespread
method for cffDNA study, there are still a lot dfidies focused on the development different
protocols for detection of minimal differences beem maternal and fetal DNA.

The aim of this PhD thesis is the study and sefupfferent methods to identify fetal
genomic sequences in maternal circulation.

The research project was divided in three steps:fitist one was focused on the
validation of Real-TimeqPCR protocol, applied to the detection and qtiaation of total
free DNA and of cffDNA in pregnancies with a makdus; the second was focused on the
develop of a reliable protocol for the identificati of fetal genomic sequences useful to
recognize cffDNA in pregnancies with a female fetby the mini-sequencing technics;
finally, the last step was focused on the validatad an analytical protocol to verify the

presence/absence of paternal mutations in matelasha using nested PCR allele-specific.
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The results demonstrated here for each techniey shibigh sensibility and resolution
capacity, together with an easy and rapid handkugthermore, the combination of the two
technics (Real-Time gPCR and mini-sequencing reartivas essential in order to exclude
the presence of a paternal mutation in the fetabgee in every case where a mutation wasn’t
identified. The ability to exclude the presenceh# paternal mutation in the fetus by analysis
of maternal plasma avoid the utilization of invasigrenatal tests and, at the same time,
reassures the couple early in the course of thgnprey about the recurrence of the disease,

thus avoiding significant anxiety.



1 INTRODUZIONE

1.1 Diagnosi genetica prenatale

Per diagnosi genetica prenatale si intende linsiatalle indagini, strumentali e di
laboratorio, mediante le quali e possibile valuti@reresenza di anomalie a carico del feto
durante il corso della gravidanza. Negli ultimi argli avanzamenti tecnologici nel campo
della biologia hanno portato a una maggior compoaesdelle basi molecolari delle malattie
genetiche, fornendo nuove possibilita per la diagimoutero di tali patologie.

Scopo della diagnosi prenatale e di fornire unltaso diagnostico accurato nel minor
tempo possibile e nelle fasi piu precoci della gtamza. Perché questo sia possibile e
necessario quindi:

a) identificare tempestivamente le coppie a risgl@ouna malattia;

b) caratterizzarne le mutazioni causative;

c) ottenere il materiale genetico fetale nelle grimpoche gestazionali con
metodiche sicure;

d) determinare il genotipo fetale sulla base dellgazioni parentali.

Nel corso degli ultimi ventanni la ricerca ha isto molto nello sviluppo di
procedure diagnostiche e attualmente le tecnichpodibili si possono suddividere in due
grandi categorie: le metodiche non invasive e leodiehe invasive.

| principali test non invasivi sono I'ecografia,Bi-Test, il Tri-test e la translucenza
nucale. Questi hanno un‘attendibilita del 50 pemta@ese consentono esclusivamente una
valutazione di tipo probabilistico (Gradt al., 2010): non permettono infatti di identificare o
di escludere direttamente le anomalie cromosomicheali selezionare pazienti a basso e ad
alto rischio. Risultano quindi essere utili nel ntoraggio della gravidanza, ma del tutto
inadeguate per una diagnosi genetica prenatale.

Le tecniche invasive, che consistono in villocenéeasmniocentesi, sono le uniche che
consentono una possibilita di diagnosi di maladisorigine genetica poiché prevedono il
prelievo di cellule fetali direttamente dall’'utematerno. Il prelievo dei villi coriali €
applicabile tra l'undicesima e a la quattordicesimettimana di gestazione, mentre

'amniocentesi si esegue dopo la quindicesima rsatta e il risultato € generalmente



disponibile entro un paio di settimane per entrambest. Nel corso dei decenni queste
tecniche sono state estremamente affinate, maodgit’il rischio di aborto successivo al
prelievo non é stato del tutto azzerato e attualenervalutato attorno al 0.5-1%. Per questo
motivo, e per il fatto che tali procedure sono essmmente costose, la diagnosi prenatale
invasiva e indicata solo in particolari condizioni:

* in donne di eta superiore ai 35 anni;

* genitore portatore di anomalia cromosomica;

* precedente nato con anomalia cromosomica,

* malformazione fetale identificata ecograficamente;

» test di screening positivo;

* ricerca di agenti infettivi nel liquido amniotico;

» studio del DNA fetale per feto a rischio di makattnonogenica;

» determinazione di metaboliti nel liquido amniotico.

L'introduzione di un test realmente alternativalidignosi prenatale non invasivddqn
Invasive Prenatal DiagnosiNIPD) che permetta la diagnosi di malattia dgoré genetica e
I'eliminazione del rischio di aborto legato all’amoentesi e alla villocentesi € fortemente
attesa. Infatti, un simile test permetterebbe d¢mssione dell'analisi del materiale genetico
fetale a molte piu donne all'inizio della gravidane diminuirebbe limpatto fisico e
psicologico di questo tipo di indagine. Per taletiom gia da numerosi anni &€ cresciuto
l'interesse per la messa a punto di procedure ditgiine non rischiose per il feto, rivolte alla
ricerca di una fonte alternativa di materiale geefetale. La dimostrazione ormai accettata
che la placenta non costituisce, come si credepagsato, una barriera che mantiene separati
la madre e il feto geneticamente differenti mareva piuttosto al centro di un traffico
bidirezionale ha portato quindi alla nascita dinuovo campo di ricerca.

Tale ricerca si basa sul recupero di materiale tgmnéetale dal sangue materno, sia

sottoforma di cellule fetali sia sottoforma di aaidcleici fetali.

1.2 Cellule fetali nel sangue materno

Il patologo tedesco Schmorl ha descritto per primal, 1893, la presenza di cellule
fetali nella circolazione materna, rilevando la gemreza di cellule del trofoblasto nella

circolazione polmonare di 14 donne gravide decedpée eclampsia. Klinhauer e



collaboratori, nel 1957, riuscirono ad isolare rediti di origine fetale nella circolazione
materna mentre nel 1969, Walknowska e collaboratarscirono ad identificare leucociti
fetali nel sangue di gravide portatrici di fetosdsso maschile (Bianchi, 1999).

Tali scoperte hanno dimostrato che nella circola&imaterna sono riscontrabili tre
tipi principali di cellule fetali: le cellule delrdfoblasto, i leucociti e gli eritroblasti.
Nonostante cio, per molti anni I'esistenza dellbuée fetali nella circolazione materna é stata
considerata controversa e la prova definitiva dilta reale presenza si € avuta solo con
I'introduzione di tecniche analitiche piu sensibitjuali I'ibridazione insitu fluorescente
(FISH) e l'amplificazione del DNA tramite PCR. Soleel 1993, infatti, Hamada e
collaboratori, utilizzando FISH e PCR su sequengeciiche del cromosoma Y, hanno
dimostrato che nel sangue della gestante e presacte una cellula fetale ogni 100.000
cellule nucleate materne nel primo trimestre divglanza e circa una cellula fetale ogni
10.000 cellule materne nel terzo trimestre di gtamza (Hamadat al., 1993). Questi dati
sono stati poi confermati anche mediante saggitgatw con Real-Time qPCRBianchiet
al., 1997; Arigaet al.,2001).

A causa della loro rarita, la proposta di utilizzarellule fetali intatte isolate dal
circolo materno per una diagnosi prenatale nonsinaaé stata avanzata per la prima volta
solamente nel 1990 (Bianchi, 1990). Da allora,sgidi si sono focalizzati sull'isolamento e
la detectiondi cellule fetali nel sangue materno e numerodontiesono stati testati al fine di
separarle dalle cellule materne o ad arricchisailgue materno per la componente cellulare
fetale per aumentare il numero di cellule fetaieotbili.

| risultati sono stati perd deludenti e non privcdntroversie.

Per la diagnosi prenatale non invasiva, il tipdutete d’elezione dovrebbe presentare
tre requisiti fondamentali:

1. essere rilevabile nella circolazione materna gid pemo trimestre di
gravidanza,

2. possedere caratteristiche morfologiche distingudaille cellule materne,

3. avere una vita media limitata nel sangue materno.

Le cellule del trofoblasto sono rilasciate nel sagaterno durante il primo trimestre
di gravidanza e hanno una morfologia che ne coasaminequivocabile identificazione al
microscopio. Tuttavia vengono rapidamente catturadigla circolazione polmonare
rendendone difficile I'isolamento (Sargesttal., 1994), hanno una natura multinucleata che
puo creare difficolta nell'interpretazione dei saljrdi fluorescenza in un’analisi di FISH e

I'origine placentare che le caratterizza ne liniifaro utilizzo per la diagnosi citogenetica del
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feto poiché comporta un rischio dell’1% di ottenarecariotipo non rappresentativo del feto,
a causa del fenomeno del mosaicismo placentara¢Bial999).

| leucociti sono stati il primo tipo di cellule 8t isolate con successo dal sangue
materno da Herzenberg e collaboratori (Herzenkérg., 1979), basandosi sulla differenza
tra madre e feto per gli antigeni HLA. Hanno lagratialita di proliferare facilmente in vitro,
permettendo di superare i limiti legati alla lo@rita, tuttavia il loro impiego é fortemente
limitato dal presupposto che il padre deve essete @la coppia informativa relativamente ai
polimorfismi HLA. Inoltre e stato dimostrato che gsono persistere nella circolazione
materna anche fino a 27 anni dopo il parto (Biarethal., 1996), pertanto il loro utilizzo
potrebbe portare ad errori interpretativi dovutaglersistenza di cellule fetali da precedenti
gravidanze (Arigat al, 2001).

Gli eritroblasti fetali sono cellule mononucleatkamente differenziate e con una
breve emivita.Tuttavia gli eritroblasti fetali costituiscono solma piccola frazione delle
cellule fetali presenti nel sangue materno (Kglveaaal., 2005) e a causa del loro stato
altamente differenziato e estremamente difficilpa@slerli in vitro. Inoltre numerosi studi
hanno dimostrato che la maggior parte degli erd#istb circolanti selezionati non sono di
origine fetale (Slunga-Tallbergt al., 1995; Sohdeet al., 1997; Little et al., 1997; Von
Eggelinget al.,1997)

Nel sangue fetale sono state identificate anchieleestaminali mesenchimali fetali
(Campagnoliet al., 2001) che sembravano essere molto promettenti dmrsaglio per la
diagnosi prenatale non invasiva, sia perché compaprecocemente, a partire dalla settima
settimana di gestazione, sia perché hanno una logidioed un immunofenotipo caratteristici.
Purtroppo pero tutti i tentativi fatti per isolarteanno dimostrato che queste cellule sono
estremamente rare nella circolazione materna, @ésetione quindi la possibilita di utilizzo su
larga scala nella diagnosi prenatale non invasivB@noghueet al.,2003).

Nonostante fino ad ora siano stati pubblicati nwsiestudi di diagnosi prenatale non
invasiva utilizzando cellule fetali su campionitrgdti, questi non sono stati confermati dai
lavori fatti su una casistica piu ampia precludendsi, almeno per il momento, un utilizzo

routinario delle cellule fetali nella diagnosi pa¢ale non invasiva.



1.3 Acidi nucleici fetali liberi nel sangue materno

La scoperta della presenza di acidi nucleici lilmedi plasma risale a piu di 50 anni fa,
ma solo a partire dagli anni ‘60 sono comincigdrimi studi (Bischoffet al.,2005). Nel 1966
e stata dimostrata la presenza di elevate quahtiddNA circolante libero nel siero di pazienti
affetti da lupus eritematoso sistemico (Teral.,1966) e nel 1977 nel siero di pazienti affetti
da artrite reumatoide (Leoet al., 1977a). Nello stesso anno é stato anche dimostirato
aumento della concentrazione del DNA libero cirntdanel siero dei pazienti affetti da
cancro e che la sua concentrazione aumenta inra@sk metastasi mentre diminuisce nei
pazienti trattati con un’efficace terapia antituader(Leonet al., 1977b). Soltanto alla fine
degli anni novanta e stato possibile dimostrareilcB®&A libero circolante deriva da cellule
tumorali che muoiono per apoptosi (Giacatal.,1998; Jahet al.,2001).

Nel 1997 Lo e collaboratori (Let al, 1997) hanno dimostrato la presenza di DNA
libero fetale ¢ell-free fetaDNA, cffDNA) nel plasma materno e ne hanno evidaiaw la
potenzialita per una diagnosi prenatale non inaadiWentre nel 2000 é stata dimostrata la
presenza, nella circolazione materna, anche deN/Retale libero di geni con un’univoca
espressione placentare (Padral, 2000).

Nonostante entrambi i tipi di acidi nucleici libefetali possano rappresentare
potenziali target per la diagnosi prenatale norasna, la maggior parte degli studi si

focalizzata sull’'utilizzo del cffDNA.

1.4 The cell-free fetal DNA

Durante gli anni successivi la sua scoperta, svi@ppata la ricerca di base sulle
caratteristiche del DNA libero fetale e molti ricatori ne hanno studiato la biologia, I'origine
e il significato clinico del trasporto nel circaleaterno.

La prima strategia messa a punto per I'identificaeidel DNA libero fetale si & basata
sul rilevamento di sequenze assenti nel genomarnogateome le sequenze Y-specifiche,
prima attraverso tecniche déstedPCR (Loet al.,1997) poi attraversBeal TimePCR (Loet
al., 1998a), per avere anche un profilo quantitativilenearie epoche gestazionali. E’ stato
quindi dimostrato che il DNA libero fetale rapprete circa il 3,4% del DNA libero
plasmatico (con valori che oscillano tra lo 0,39%14,9%) nel primo trimestre e circa |l
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6,2% (con valori che oscillano tra lo 2,33% e 14%) nel terzo trimestre. Lo stesso studio
inoltre ha quantificato che la concentrazione medi2NA libero fetale nel plasma materno e
circa 20 volte piu elevata rispetto al DNA fetalevdto alla componente cellulare nella
medesima settimana gestazionale ¢Lal.,1998a).

E stato inoltre dimostrato che, a differenza delADéllulare, il DNA libero circolante &
costituito prevalentemente da corti frammenti didpluttosto che da interi cromosomi e che
il cffDNA é composto da frammenti generalmente gitti (<300bp, di cui I'80% <193bp) di
qguelli del DNA libero circolante materno (> 500 bfy et al, 2004a; Charet al, 2004,
Hromadnikoveet al, 2006).

Studi sullandamento quantitativo del DNA liberddie durante la gravidanza hanno
permesso di evidenziare che la concentrazione aangemdualmente durante la gravidanza: €
rilevabile nella circolazione materna gia a 32 gial gestazione (lllanest al.,2007), anche
se in modo affidabile solo dalla settima settimaaymenta di media del 21% ogni settimana
nel primo trimestre e del 29% ogni settimana deladrimestre per raggiungere l'incremento
massimo immediatamente prima del parto étal., 1998a; Chamet al, 2003). E stata stimata
una concentrazione media di 16 genomi fetali pdlilind di sangue materno nel primo
trimestre e di 80 nel terzo trimestre (Birethal.,2005).

Studi sullaclearancedel DNA fetale libero dopo il parto hanno dimostrahe il
cffDNA viene rapidamente degradato dalla circolagianaterna con un’emivita media di
16,3 minuti (range 4-30 min) e non e piu rilevaldlere dopo il parto (Let al., 1999a).
Supponendo inoltre che non ci siano bruschi camémimmellaclearancedel DNA fetale
libero associati con il parto, Lo e collaboratcanho ipotizzato che, per mantenere uno stato
stazionario, il DNA fetale deve essere continuameliterato in grandi quantita nella
circolazione materna. | loro calcoli suggeriscoriee édl DNA fetale viene liberato nella
circolazione materna ad una velocita media di 212%xopie/min. Il rapidoturnover del
cffDNA nel plasma materno implica quindi che varmem nella sua concentrazione
forniscono un quadro, quasi in tempo reale, deginé che intercorrono tra madre e feto e
che percio possa essere utile per il monitoraggiadravidanza (Bianchi, 2004).

Un acceso dibattito e stato aperto circa il tesdutrigine del DNA fetale circolante.
Tre fonti principali sono state prese in considemaz: le cellule fetali ematopoietiche, la
placenta e il trasferimento diretto di molecoldiA.

Secondo la prima ipotesi, il DNA fetale libero awe origine dall'apoptosi delle
cellule fetali ematopoietiche nella circolazione temaa (Chanet al., 2004). Sebbene

teoricamente possibile, le cellule fetali sono essamente rare nel sangue materno ed é
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quindi improbabile che possano spiegare le piuag¢equantita di DNA fetale circolante. |
dati piu convincenti a sostegno del fatto che gtr@blasti fetali non sono la fonte del DNA
fetale circolante, sono stati pubblicati nel 20@hdnget al., 2002). Zhong e collaboratori
raccolsero campioni di sangue intero da donne avidganza con feto di sesso maschile
suddivise a seconda del tipo di gravidanza (nornaateschio di eclampsia, a rischio di parto
pretermine) e per ogni campione contarono il nunekreellule fetali intatte e misurarono i
livelli di DNA libero. | risultati ottenuti mostrano un aumento significativo dei livelli di
DNA fetale libero nel gruppo di donne con gravidare rischio rispetto al gruppo con
gravidanza normale e contemporaneamente alcurazi@re nel numero di cellule fetali tra i
differenti gruppi.

La placenta € la fonte piu logica di DNA fetalecolante, grazie alle sue abbondanti
dimensioni e all'attivita cellulare. L’ipotesi paccreditata suggerisce infatti che il DNA fetale
libero origini dall’apoptosi dei trofoblasti costeamente rimpiazzati sulla superficie della
placenta (Tjoaet al., 2006, Alberryet al., 2007). A sostegno di questa teoria esistono
numerose evidenze:

1. l'assenza di DNA fetale libero nella circolazionaterna in casi di mosaicismo
placentare (Floret al.,2004);

2. I'assenza di DNA fetale libero 2 ore dopo il pato et al.,1999a);

3. la presenza di DNA fetale libero nella circolaziomaterna dopo il parto
quando una parte della placenta non viene espustiattenuta (Jimbet al.,
2003);

4. la presenza di molecole di mRNA placenta-specifigo@mente rilevabili nel
plasma materno (Net al.,2003);

5. il rilevamento nella circolazione materna di seqeeffetali conpatternsdi
metilazione specifici della placenta (Chanal.,2005; Charet al.,2006).

Infine € importante notare che sequenze genicladi f&dno state rilevate anche in
diversi altri fluidi del corpo materno, compresiquido amniotico, urina, liquido
cerebrospinale e liquido peritoneale (Bianchi, 2004 concentrazione di DNA libero fetale,
nel liquido amniotico e di circa 200 volte piu ed¢a di quello che si trova in plasma materno,
guesto ha portato ad alcune speculazioni in metito possibilita della formazione di un
gradiente di concentrazione che porta al trasferimpassivo di molecole di DNA fetale alla
circolazione materna (Biancét al.,2001).

Informazioni cliniche e fisiologiche, se consideratsieme, suggeriscono quindi che

la maggior parte del DNA libero fetale presentelanelircolazione materna deriva dalla
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placenta, con un minimo di contributo del sistern@a®poietico fetale e del feto stesso
tramite trasferimento diretto (Bianchi, 2004).

1.4.1 Detection del DNA libero fetale

Distinguere o addirittura isolare il DNA libero drigine fetale in un elevatissimo
backgroundmaterno e la sfida tecnica di questo ultimo deimenn

Infatti esistono numerosi problemi generali asdocila detectiondel cffDNA nella
circolazione materna:

1. la concentrazione é relativamente bassa;

2. la quantita del DNA libero totale nel sangue vaeiaormemente tra gli
individui;

3. le molecole di cffDNA stanno in rapporto di circ2Q rispetto alle molecole di
DNA libero di origine materna;

4. il feto eredita meta del suo genoma dalla madraghWand Burton, 2009).

Un certo numero di metodi sono stati quindi svilagpper ovviare a questi problemi.

Il primo step per l'analisi del cffDNA e ovviamenkestrazione del DNA libero dal
sangue: la frazione plasmatica deve essere sepaata componente cellulare e
successivamente il DNA libero deve esserne is@gporificato. La resa dell’'estrazione pud
quindi variare a seconda della procedura di trattamadottata (Chiat al.,2001) e diventare
un fattore limitante per la genotipizzazione deiofela sangue materno. E stato quindi
organizzato unworkshop europeo di valutazione dei diversi protocolli wiati e
successivamente € stato avviato un processo diastiinzazione per I'estrazione di cffDNA
dal plasma materno (Leglat al., 2007), approvato anche dal SAFEhé Special Non-
Invasive Advances in Fetal and Neonatal Evalugtidetwork

La tecnica base piu comunemente utilizzata pevaike ed identificare specifiche
sequenze di cffDNA é la reazione a catena dellangohsi (PCR). Ma numerosi tipi diversi
di PCR sono stati testafNestedPCR, PCR allele-specificReal-Time CR. Tra queste la
piu utilizzata é laReal-Time §CR, in quanto unisce elevata sensibilita e ripcdalita con
un sistema abbastanza economico, veloce e di sdleuzione (Traeger-Synodinos, 2006).

Un'altra tecnica molto sensibile & stata appligaa I'identificazione di cffDNA, la
spettrometria di massa (Dirg al.,2004), in cui la massa precisa di ogni frammentoNA

viene analizzata per determinare la sequenza gesitaettendo quindi di rilevare sequenze
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alleliche fetali che differiscono dalla sequenzaeare anche di una singola base. Tuttavia
guesto approccio si basa sullimpiego di una appdnatura altamente sofisticata, con costi
elevati e non facilmente accessibile.

Molto recentemente sono stati sviluppati dei nu®istemi automatizzati di
sequenziamento, quali thgital PCR ethe next-generation sequencjngjuali sembrano aver
ampliato enormemente le possibilitd di NIPD poidtiéostrano livelli di precisione e
sensibilita molto superiori ai metodi tradiziona@lonsentendo la quantificazione di ogni
singola molecola di acido nucleico. Questo tipaulroccio diagnostico € molto promettente
sia nella diagnosi di aneuploidia sia nella diagrdismalattie monogeniche, ma attende
ancora la conferma con studi su larga scala (QfduLa, 2011).

Come per tutte le tecniche, l'accuratezza e lalfiida delladetectionpossono essere
significativamente migliorate aumentando il rapposegnale/rumore di fondo. Sono stati
sviluppati due metodi alternativi specificamentdtivad aumentare la percentuale di cffDNA
rispetto al DNA materno:

1. la maggior parte del DNA circolante di origine feta composto da frammenti
generalmente piu corti (< 300 bp) di quelli del DNBero circolante materno
(> 500 bp) (Liet al, 2004; Charet al, 2004, Hromadnikovat al, 2006).
Pertanto un arricchimento selettivo del DNA fetalglla base della differenza
media di lunghezza fisica tra i frammenti di DNAdke e materno potrebbe
essere sfruttato per aumentare la quantita reldticHDNA.

2. l'aggiunta di formaldeide al campione di sanguerelobe stabilizzare le cellule
materne intatte inibendo cosi un ulteriore rilasdio DNA materno nel
campione e aumentando la percentuale relativa di Bdtale (Dhallaret al.,
2004). Tuttavia, l'uso della formaldeide per questmpo € controversa
(Benachiet al.,2005) e la ripetibilita del protocollo pubblicaécstata messa in
discussione da diversi studi (Chinnapapagtail, 2005; Chunggt al.,2005).

Numerosi sforzi sono stati realizzati per la measpunto di sistemi sempre piu
sensibili ed universali per rilevare le piu piccdiéferenze tra il DNA libero fetale e quello

materno.
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1.4.2

Applicazioni cliniche

Nonostante esista una serie di ostacoli tecnitinecper il raggiungimento di elevati

livelli di accuratezza diagnostica nell’'uso del DNBero fetale in diagnostica prenatale e una

piu ampia sperimentazione clinica sia ancora necesprima dell’introduzione di questa

tecnica nellaoutine di diagnosi clinica, la sua potenzialita clinickeesue implicazioni etiche

e sociali sono estremamente importanti.

Ad oggi, e stato pubblicato un discreto numeropgilizazioni cliniche per I'analisi di

cffNA nello screening e/o diagnosi prenatale, sulse delle differenze distinguibili e

rilevabili tra il genoma fetale e quello maternag{ffa 1.1):

14

determinazione del sesso fetale, rilevando sequedele cffDNA sul
cromosoma Y;

disordini correlati alla gravidanza, rilevando leegenza del gene Rh o un
aumento della concentrazione assoluta di cffDNA;

aneuploidia, rilevando una concentrazione anomallgalticolare cromosoma
di interesse;

malattie monogeniche, rilevando la mutazione pateei cffDNA.



Table | Summary of nucleic acid sequences that have
been detected in maternal blood for the purposes of
MNIPD (see text for details and references)

Purpose Sequence Detection method(s)
detected
Sex SRY, DYSI4, DYSI, PCR (conventonal, nested,
determination’ DYZI, DYZ3, DAZ, real-ime)
ZFY, amelogenin
HDMN RHD. RHC, RHe, RHE,  PCR (conventonal, nested,
Kell, ABO real-ime)
Single gene HD, FGFR3, DMPK, PCR (conventional, nested,
disorders® CFTR, globin, CYP2 | real-ime); PCR with mass
spectrometry
Aneuploidy SNPs PCR
{trisomy 13, 18, maspin Methylation-sensitve PCR
21) with mass spectrometry
PLACH RINA RT—PCR with mass
spectrometry; digital PCR
Chr2l locus Digital PCR
Universal fetal Fetal RINA (PLACH, RT—PCR; microarray
markers GMI, ZDHHCI,

FAPPA, FSGY, PLACI,

TFPIZ, KISSI)

RASSFIA, maspin Bisulphate conversion or
methylation-sensitive PCR
with mass spectrometry

STRs, biallelic PCR (conventional, nested,
insertion/deletion real-ime); Mass
polymorphisms, SNPs  spectrometty
Universal DNA  GAPDH, CCRS, PCR (conventional, nested,
rmarkers® f-globin, B-actin real-ime)

B-human chorionic
gonadotrophin,
albumin, ATLI

Those shown in bold are the most commonly used or most promising within each
category.

Y chromosome sequences have also often been used to study pregnancy-related
disorders.

Hin order: Huntingron’s disease, achondroplasia, myotonic dystrophy; oystic fibrosis,
B-thalassemia/Hb Lepore, congenital adrenal hyperplasia,

*Matemal (not feral) cellfree DINA, to verify extraction process.

Figura 1.1: sommario delle applicazioni clinichegpuoste per NIPD (Wright and Burton, 2009).

1.4.2.1 Determinazione del sesso fetale

A causa della relativa facilita con cui il cromosoM di un feto di sesso maschile puo
essere distinto dal DNA materno, la prima strategi@pplicazione clinica piu comune fino
ad oggi € stata la determinazione del sesso dehfgtcasi in cui ci sia un rischio di malattia
legata al sesso, come ad esempio I'emofilia od&afia muscolare di Duchenne. La maggior
parte degli studi pubblicati sul’uso di cffDNA péa determinazione del sesso fetale, ha
utilizzato Real-TimePCR per rilevare geni del cromosoma Y, in partimiigeneSRY(Sex
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determining Region)Y Ma sono stati indagati anche un certo numeratdiloci Y-specifici
che hanno il vantaggio di essere presenti in mapiec comeDYS DYZ e DAZ (Wright and
Burton, 2009).

Questo metodo € potenzialmente soggetto a risdtii negativi, poiché i feti di
sesso femminile non vengono rilevati direttamengedadotti da un risultato negativo per |l
cromosoma Y, che potrebbe anche essere causatovalla mon rilevabili di cffDNA.
Numerosi studi sono stati effettuati per verificdaecuratezza del metodo per la previsione
del sesso del feto. Un’analisi recente su 23 statizionati, molti dei quali hanno utilizzato
Real-TimePCR per l'analisi del gen8&RY ha evidenziato una sensibilita della tecnica
superiore al 90% (per molti del 100%) e una spetifidel 100% (Avent and Chitty, 2006).
Ancor piu recentemente e stata pubblicata una iom@ssu 57 studi selezionati che,
nonostante la variabilita delle tecniche utilizzagela diversa numerosita di campioni
analizzati, riporta complessivamente una sensib{ft,4%) e una specificita (98,6%) molto
elevate (Devanegt al.,2011). L'insieme di questi studi conferma che édedminazione del
sesso da cffDNA non solo e possibile ed accurataanthe piu precisa rispetto all'uso degli
ultrasuoni nel primo trimestre (Avent and Chitt@0B).

L'accuratezza di questa tecnologia inoltre € irtinopn miglioramento ed i limiti della
sperimentazione sono in via di definizione, rendeladdeterminazione non invasiva del sesso
fetale estremamente utile in ambito clinico nelistgpne delle patologiX—linked poiché
potrebbe ridurre quasi della meta il numero di daamy invasive richieste per ogni specifica

malattia.

1.4.2.2 Disordini correlati alla gravidanza

Per disordini correlati alla gravidanza, di intseger una diagnosi prenatale non
invasiva, si intendono principalmente i problemi aohbogici (donne Rhdnegative) e
problemi clinici (gestosi, parto pre-termine).

Tra le prime applicazioni del DNA embrio-fetale diio basate sul rilevamento di
sequenze fetali assenti nel genoma materno, m& fepecifiche, di notevole rilievo clinico e
la determinazione non invasiva del genofifitD fetale in donne gravidehD-negative.

L'antigene Rh & presente in oltre '80% della papohe caucasica (anche se questo
dato varia tra i differenti gruppi etnici) (Danie®005) e rappresenta la maggioranza dei casi

di immunizzazione materna (Avent and Reid, 200@u®@imente, questa risposta immunitaria
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e in gran parte trattata come profilassi medianiezione di anticorpi anti-D, somministrata
alla gestante subito dopo la nascita o duran&rzbttrimestre, che si legano e neutralizzano
gli antigeni fetali Rh. Prima dell'introduzione kelprofilassi anti-D, a causa di questa
incompatibilita veniva colpito da anemia emolitae neonato circa il 5% dei bambini nati da
donne Rh negative nelle popolazioni caucasiche tnmexttualmente la cifra e piu vicina al
0,5% (Pilgrimet al., 2009). Tuttavia, e stato stimato che nella popotaz caucasica, circa il
40% delle donne Rh-negative sono sottoposte inetiten alla profilassi prenatale anti-D
poiché anche il feto € Rh-negativo (Van der Schedoal., 2006). Ridurre al minimo l'uso
profilattico di anticorpi anti-D & auspicabile sia termini economici che di salute della
madre, in quanto rappresenta una fonte teoricafezione dal momento che viene utilizzato
sangue di donatori. Anche se la determinaziongyeebtipoRhD fetale e possibile ottenerla
mediante amniocentesi o villocentesi, entrambi tjuastodi hanno un rischio non solo di
aborto spontaneo, ma anche di sensibilizzazioneermeatall’antigene Rh a causa della
mescolanza tra sangue fetale e materno.

La diagnosi genetica prenatale non invasiva in tguesso offre una soluzione
importante e, da quando e stata dimostrata fatibél 1998 (Loet al., 1998b), & stata
ampiamente sviluppata e applicata. Nel 2006 é stabiblicato uno studio con lo scopo di
definire la capacita di risoluzione della genotigizione delRhD fetale da sangue materno
(Geifman-Holzmaret al.,2006). L'analisi, effettuata su 44 protocolligtireeningiportati in
37 pubblicazioni in lingua inglese, ha determinaa sensibilita dell’applicazione del 95,4%
ed una specificita del 98,6%. Successivamente ena sli altri grandi studi sono stati
pubblicati e riportano livelli estremamente elewditprecisione, tra cui uno studio effettuato
in Belgio su 563 donne in gravidanza che ha radgiunma precisione del 99,8% (Min@h
al., 2008) e uno studio effettuato nel Regno Unito 8871donne che riporta una precisione
del 95,7% (Finninget al., 2008). Mentre i risultati falsi positivi non soramnsiderati un
problema clinicamente rilevante poiché le gestenii tale risultato riceverebbero solamente
gli anticorpi anti-D non necessari, i risultati Sahegativi sono esclusivamente attribuibili
all'incapacita di rilevare la presenza di DNA libefetale e questo puo essere ovviato
utilizzando un controllo interno, come ad esemm@quenze Y-specifiche in gravidanze con
feto di sesso maschile. Se questi risultati fosappicati come guida per il trattamento, solo
il 2% delle donne riceverebbe anticorpi anti-D ilménte, rispetto al 38% senza la
genotipizzazione (Wright and Burton, 2009).

Un aumento della quantita di cffDNA nel plasmafsienaterno e stato descritto in

numerosi casi di gravidanze con complicazioni assecalla crescita e sviluppo della
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placenta (Bischofét al., 2005; Hahret al., 2005; Baueet al., 2006). La prima patologia ad
essere associata ad un incremento della quantitaNd& libero fetale é stata la preeclampsia
(Lo et al.,1999b), per la quale € stato riportato un aumerdpetto alle gravidanze normali,
da 2 a 3 volte prima dellinsorgere della preeckimpe da 2 a 14 volte durante la
preeclampsia (Hahret al., 2005). E stato inoltre dimostrato che la preeckimpe
accompagnata da un difetto netleearancedel cffDNA dal plasma materno, in grado di
spiegare almeno in parte 'aumento del DNA nellg@aiazione materna (Laet al., 2002).
Poiché la preeclampsia e caratterizzata da anoraati&rico della placenta (Robedsal.,
2000; Roberts and Lain, 2002; Redman and Sargéf8)2 questa rappresenta la principale
fonte di cffDNA, numerosi gruppi hanno deciso didiarne 'andamento quantitativo in altre
patologie affini. In questo modo é stato dimostatcaumento dei livelli di DNA libero fetale
anche in numerosi altri disturbi della gravidargquaali: il parto prematuro (Leungf al., 1998;
Farinaet al.,2005), i casi di placenta previa, placenta invag&\placenta increta (Sekizaeta
al., 2002; Jimbcet al., 2003), la morte intrauterina del feto (Zhoeigal., 2006), I'emorragia
fetomaterna (Samuet al.,2003), I'iperemesi (Sekizawet al.,2001; Sugitcet al.,2003) e il
polidramnio (Zhonget al.,2000).

La concentrazione di cffDNA nella circolazione nmrate potrebbe quindi
rappresentare un utile marcatore per il monitor@agiglla gravidanza. Ma dal momento che
guesta aumenta in un numeroso gruppo di patolagi@, pud costituire un marcatore
specifico per una determinata patologia ma rimamemarcatore generico di gravidanza a

rischio.

1.4.2.3 Aneuploidia

Variazioni nella concentrazione del DNA libero fetarispetto alle gravidanze
normali, sono state riportate anche nel caso dvigmaze con feti affetti da aneuploidia
cromosomica.

Nonostante siano stati pubblicati numerosi studrigilardo, i dati sono piuttosto
contrastantilnfatti mentre vari gruppi hanno dimostrato un antoedel cffDNA in presenza
di trisomia 21 e 13, ma non 18 (lat al., 1999c; Spenceet al., 2003; Wataganarat al.,
2003), altri gruppi non hanno rilevato nessun audmencomunque nessuna differenza nei
livelli di DNA libero fetale (Ohashet al., 2001; Hromadnikovat al., 2002; Gerovassilet
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al., 2007), attribuendo i risultati precedentementertgti ai diversi protocolli sperimentali
(Gerovassilet al.,2007).

Questi studi pero si basano sulla quantificazioglecfDNA attraverso il rilevamento
di sequenze Y-specifiche, ma dato che i livellcHfDNA sono molto variabili (Hahret al.,
2001) e, come gia dimostrato, possono risultareaél@nche in una serie di altri condizioni
legate alla gravidanza, le strategie diagnostidedp successo sono l'individuazione e la
quantificazione di sequenze specifiche su cromosoarcatori che devono necessariamente
essere alterati in caso di aneuploidia. Per quastovo diversi metodi sono stati proposti:

1. il rilevamento simultaneo di centinaia di SNPs digme paterna sul
cromosoma di interesse, utilizzando formaldeidesog@primere il DNA libero
materno nel plasma materno (Dhallanal., 2007). | risultati vengono poi
confrontati con i genotipi materno e paterno e tjtieati per determinare il
diverso rapporto tra alleli paterni e materni imogito e quindi il numero di
cromosomi di interesse presenti nel feto.

2. lo sfruttamento delle differenze nphttern di metilazione del DNA tra le
cellule di origine placentare e le cellule di onigi materna, di un gene
contenente uno SNP informativo sul cromosoma dirggse ( ad esempio il
genemaspinsul cromosoma 18) al fine di amplificare in modde#tivo e
rilevare quindi solo le sequenze non metilate (Teing.,2006).

3. l'utilizzo della digital PCR per avere una misura della dose totale di DNA
libero (cioé materno piu fetale) di un tratto diouspecifico cromosoma di
interesse rispetto ad un altro cromosoma di rifenta (Loet al.,2007).

4. I'utilizzo del next generation sequencinger sequenziare simultaneamente
milioni di frammenti di DNA libero circolante e qudi confrontare la quantita
di sequenze prodotte da ogni cromosoma per rilevarentuali, anche
piccolissimi, squilibri cromosomici nel feto causda aneupoidia (Faet al.,
2008; Cheret al.,2011).

Ampi studi sono ancora necessari per determinaseraibilita clinica e la specificita
dei metodi proposti prima di considerare l'utilizael cffDNA per la diagnosi non invasiva di
aneuploidia, tuttavia e gia chiaro che il DNA libefetale puo essere utile nekareening
delle gravidanze per stratificare il rischio (ineifgientemente dall’eta materna) prima di

offrire la diagnosi genetica prenatale invasivaiffirand Burton, 2009).
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1.4.2.4 Malattie monogeniche

L’utilizzo del cffDNA come mezzo per la diagnosiepatale non invasiva di malattie
genetiche e ancora estremamente difficile. In prionmgo, l'individuazione di mutazioni
puntiformi fetali & fortemente limitata dall’elewabackgrounddi DNA materno, a causa del
guale e possibile rilevare solamente mutazioniigatxdi origine paterna. In secondo luogo,
lindividuazione di mutazioni di grandi dimensior(®>300bp) €& limitato dalla natura
frammentaria del cffDNA (Norbury and Norbury, 2008)

La diagnosi prenatale di malattie autosomiche dantinereditate per via paterna é
possibile per 'assenza dell’'allele causativo diattea nel genoma materno. Ad oggi, l'uso
del cffDNA é stato utilizzato per una diagnosi @&e non invasiva di corea di Huntington
(Gonzalez-Gonzaleet al.,2003), acondroplasia (Sai&b al., 2000; Liet al.,2004b, 2007) e
distrofia miotonica (Amicuccet al.,2000).

Sebbene sia stato dimostrato che é possibile rdewal plasma materno le mutazioni
ereditate dal feto, la diagnosi prenatale non ivaaselle patologie autosomiche recessive e
significativamente piu difficile, in quanto attuadmte non esiste alcun metodo per distinguere
tra alleli materni e paterni identici. Pertanto cfDNA pud essere utilizzato solo per
determinare lo stato di portatore del feto in etgyoti composti, ricercando l'allele ereditato
dal padre. Questa informazione risulta comunqueoitapte perché puo essere utilizzata per
ridurre il numero di diagnosi prenatale invasivea mecessarie. Ad oggi, lo stato di portatore
del feto é stato determinato utilizzando cffDNA dgravidanze a rischio per fibrosi cistica
(Gonzalez-Gonzaleet al., 2002;. Nasist al., 2004), emoglobinopatie (Chiet al., 2002a;
Fucharoeret al.,2003; Lazarogt al.,2006), sindrome adrenogenitale (Rijndetsl., 2001;
Chiuet al.,2002b; Barthat al.,2003).

1.4.2.5 Marcatori fetali universali

Se da una parte numerosi sforzi sono stati realipea la messa a punto di sistemi
sempre piu sensibili per rilevare le piu piccoléfaitenze tra il DNA libero fetale e quello
materno, al fine di consentire un utilizzo su lasgala del cffDNA per la diagnosi prenatale
non invasiva, dall’altra parte numerosi sforzi sastati fatti per identificare un marcatore
universale del DNA libero fetale, che permettesseamhlizzare tutte le gravidanze. Un

marcatore fetale universale potrebbe infatti esaéliezato per confermare e quantificare la
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presenza di cffDNA indipendentemente dal sessdediele quindi essere utilizzato insieme a
test diagnostici clinicamente rilevanti come colrgositivo per la presenza di cffDNA, al
fine di evidenziare falsi negativi causati o daelivdi DNA circolante al di sotto del limite di
detectiondel test o da problemi con il processo di estrazidel DNA.

Gli studi pubblicati riportano principalmente dueeea di indagine con metodi
differenti.

Una parte dei lavori si € concentrata sull'indivadione di polimorfismi, non correlati
a malattia, di origine paterna siti su cromosontbaomici. Sono stati rilevati con successo
sia polimorfismi a singolo nucleotide (kt al.,2006; Dhallaret al.,2007) sia corte sequenze
ripetute intandem(STR) (Pertlet al.,2000; Page-Christiaems$ al.,2006; Liuet al.,2007).

Mentre la maggior parte degli studi si € conceatratlla discriminazione tra il DNA
libero fetale e quello materno sulla base delldedéhze epigenetiche. Poiché uno dei
fenomeni epigenetici meglio caratterizzato € lailagbne, i ricercatori hanno indagato
proprio nelle differenze di metilazione tra il DNétale libero e il DNA materno (Chiet al.,
2005; Charet al.,2006).

La metilazione del DNA é essenziale per il normsalduppo e questa € associata con
alcuni processi chiave, tra cui I'imprinting genami I'inattivazione del cromosoma X, la
soppressione di elementi ripetitivi e la carcinag@nlLa metilazione comporta I'aggiunta di
un gruppo metile al carbonio 5 della citosina, prés sul dinucleotide CpG. Tali isole CpG,
sono preferenzialmente localizzate al promotore gii housekeepinge in alcuni geni
tessuto-specifici ed i diversi pattern di metilamae regolano I'accensione e lo spegnimento
genico.

Dal momento che la placenta € la principale fonteff@NA, in essa sono stati cercati
patterns di metilazione diversiNel 2005 e stato individuato il primo marcatoreafet
universale che pud essere utilizzato in tutte Eviganze. E stato infatti dimostrato che la
regione promotorialeSERPINBY del genemaspine ipometilata nelle cellule placentari e
ipermetilata nelle cellule ematopoietiche mater@hih et al., 2005). Altri esempi di
marcatori epigenetici fetali che sono stati svilagppsulla base del modello di metilazione
specifico della placenta includono il primo esoeégeneRASSF1ARas association domain
family 1A (Chanet al., 2006) e il promotore del gertdL CS (holocarboxylase synthetgse
(Tong et al., 2010). Entrambi sono ipermetilati nella placentagpemetilati nelle cellule
ematopoietiche materne.

Gli approcci utilizzati per la rilevazione di questarcatori sono principalmente due.

Il primo passo e stato quello di differenziare BAIA metilato e non metilato tramite la
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modifica con bisolfito, successivamente il DNA certito puo essere amplificato con PCR
metilazione-specifica o analizzato mediante seqgaemnto. Tuttavia, il principale
svantaggio di questa tecnica e che la modificalisolfito degrada piu del 90% del DNA e,
data la bassa concentrazione di cffDNA nel plasmagemo, sono ben poche le molecole di
DNA fetale convertito disponibili e quindi la premne del test risulta fortemente ridotta.
Quindi altri approcci sono stati sviluppati gspassard'uso di bisolfito (Tsuet al.,2010). Il
differente stato di metilazione puo infatti esseitevato anche mediante digestione con
opportuno enzima di restrizione, endonucleasi adgrdi riconoscere una specifica sequenza
di DNA, detta sito di restrizione, e di tagliardivgllo di quella sequenza o in prossimita di
essa idrolizzando I'ossatura zucchero-fosfato. ibi@e di alcuni di questi (ad esempio BstUI
o Hpall) puo essere influenzata dalla presenzsotie ICpG metilate.

Ad esempio, per i marcatori ipermetilati nella gam, comeRASSF1Ae HLCS
trattare il DNA circolante estratto da plasma coegii enzimi permetterebbe di rimuovere la
componente materna e procedere successivament&calisi della sola componente fetale.
Tuttavia, la digestione puo essere non sempre aienploiché dipende dalla durata della
digestione, dalla qualita dell’enzima e dalla gitandi DNA circolante estratto (Tseit al.,
2010).

Ulteriore lavoro € necessario per selezionareiaaa# il metodo migliore per rilevare
dei marcatori fetali universali utili nella diagngsenatale non invasiva su DNA libero fetale
dal circolo materno (Wrighénd Burton, 2009). L'utilizzo di robuste tecniche memfermare
la presenza del DNA libero fetale nel campioneagtstrin tutte le gravidanze si rivela
indispensabile per poter escludere che il fetoabbeditato la mutazione di origine paterna in
tutti i casi in cui non viene identificata la mut@ze. Ed e quindi auspicabile che vengano
sviluppate nuove tecniche per lidentificazione wharcatori epigenetici per [l'utilizzo

routinario del cffDNA nella diagnosi prenatale dalattie genetiche.
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2

SCOPO DELLA TESI

Il presente progetto di ricerca si propone la masganto di protocolli per:

I'estrazione e la purificazione di DNA libero citaate da plasma materno in
donne in gravidanza,

la quantificazione del DNA libero totale estratter perificare I'efficienza del
protocollo di estrazione, amplificando una brevequemza di gene
housekeepinghedianteReal-Time gPCR

la quantificazione di cffDNA estratto in gravidanzen feto di sesso maschile
medianteReal-Time qPCRu sequenze geniche Y-specificBRKY;
I'identificazione di sequenze geniche utili al mascimento di cffDNA nelle
gravidanze con feto di sesso femminile mediamta-sequencing

la verifica della presenza/assenza di mutazionerpat in plasma materno

mediante PCR allele-specifica.
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3 RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI
CAMPIONI IN ESAME

Allo studio hanno partecipato 71 donne con grawdafisiologica compresa tra la
nona e la trentacinquesima settimana di gestazibweppie con gravidanza fisiologica alla
undicesima settimana gestazionale (Controllo 1 e 3)coppie con gravidanza a rischio di
malattia genetica a trasmissione autosomica re@essi la nona e la sedicesima settimana di
gestazione (Caso 1, 2, 3, 4 e 5). Ad ogni partaetgea stato richiesto di firmare il consenso
informato.

Per ogni paziente sono stati prelevati 6 ml di sangeriferico in provette sterili con
anticoagulante EDTA (acido etilendiamminotetraamgte processati entro 2 ore dal prelievo.
| campioni di sangue sono stati immediatamenteridéegati per 10 minuti a 2500 rcf per
separare il plasma dalla frazione cellulare; ilnstante prelevato e sottoposto ad una
successiva centrifuga di 30 minuti a 16000 rcf paiminazione di eventuali frammenti
cellulari. Il plasma é stato aliquotato in tubil& ml e conservato a — 20 °C fino al momento

dell’estrazione.
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4 MATERIALI E METODI

4.1 Estrazione e purificazione di DNA libero

circolante da plasma

L'estrazione di DNA libero da plasma & stata measaunto utilizzando il kit
commerciale QlAamp DSP Virus Kit (Qiagen, Hildener@ania), seguendo il protocollo
approvato dal SAFEThe Special Non-Invasive Advances in Fetal and Bi@bitvaluatior)
Network

Per ogni campione e stato estratto un totale dinl,8i plasma in 3 aliquote da 500ul.
In ogni tubo di estrazione il DNA e stato risospeso50 ul di Elution Buffer (AVE)
(soluzione di eluizione fornita con il kit) e afteine dell’estrazione le aliquote di DNA sono
state unite in un unico tubo per un totale di b8 DNA circolante estratto.

In letteratura (Birchet al, 2005, Legleret al, 2007) si riportano concentrazioni di
DNA libero estratto non rilevabili con una sempla@sa elettroforetica su gel di agarosio. Si
procede quindi con I'amplificazione standardizzatedianteReal-TimegPCR,di una breve
sequenza di un getmmusekeepinghe rappresenta un indicatore della quantitagdaaDNA
circolante estratto.

Il DNA estratto viene conservato a —20 °C.

4.2 Estrazione del DNA genomico

I DNA genomico € stato estratto a partire da dellwcleate di sangue periferico in
EDTA, secondo il protocollo del kit commercidigh Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche).

Per valutare la qualita e la quantita del DNA dgir& stata effettuata una corsa
elettroforetica su gel d'agarosio allo 0,8% coloraton SYBR-safe(Invitrogen), un
intercalante della doppia elica che rivela la pneaedi acido nucleico quando esposto alla
luce ultravioletta.

Il DNA estratto viene conservato a —20 °C.
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4.3 Real-Time qPCR.

Il DNA libero, sia totale che fetale, presente pkElsma materno é stato rilevato e
guantificato tramite la tecnica defReal TimegPCR.

Con questa tecnica si visualizzano i prodotti diphiccazione mentre vengono
sintetizzati, e ci0 € reso possibile grazie allizao di sonde marcate con molecole
fluorescenti o di un fluoroforo intercalante la gapelica del DNA che, una volta intercalato,
emette fluorescenza se esposto a sorgente lunuioggortuna lunghezza d’onda. L'utilizzo
di molecole fluorescenti che legano il DNA € memstoso e non sequenza-specifico, puo
quindi applicarsi a qualsiasi tipo di amplificatee molecole intercalanti perd possono legare
dimeri di primers o prodotti di amplificazione aspecifici, complicandth questo modo la
messa a punto delle condizioni di reazione.

La fluorescenza viene rivelata ad ogni ciclo edub aumento e proporzionale alla
guantita del prodotto di PCR specifico. Duranterimp cicli di amplificazione i valori di
fluorescenza rimangono pressoché costdnasé€ling. Il diagramma di amplificazione viene
esaminato nella fase logaritmica corrispondentausiiento esponenziale di concentrazione

del prodotto, un esempio di diagramma € rappreseimdigura 4.1.
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Figura 4.1: diagramma di amplificazione.
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L'analisi viene eseguita attribuendo arbitrariareeat valore sogliatlfreshold in
funzione della variabilita dellbaseline Il numero del ciclo durante il quale la fluoresza di
ciascun campione raggiunge questa soglia e dejtta @ase di amplificazione esponenziale
inizia dal ciclo corrispondente al Ct.

Il Ct e inversamente proporzionale al numero diieali sequenzéarget presenti
all'inizio della reazione e viene quindi utilizzaper quantificare il DNA iniziale presente in
ciascun campione basandosi su una curva standastage con una quantita nota di DNA
che viene amplificata nella stessa reazione di BRE&gndo I'equazione:

Cn=Cix(1+E)

dove, Cn ¢ il numero di copie al ciclo n, Ci éulnmero di copie iniziali, n € il numero
di cicli ed E e I'efficienza dell’amplificazione.

Quando l'efficienza € massima, ovvero pari a Iqu&zione & Cn = Ci x"2 quindi il
numero di copie di sequenze target raddoppia adanga.

Il software utilizza le curve dei campioni a concentrazioneanger calcolare
I'efficienza della reazione e produce due dati intgiati per la valutazione di questa: una retta
di interpolazione (y = Mx + B) ed il valoreRIn condizioni ottimali, ovvero quando la
reazione ha un’efficienza del 1009 fRa un valore > 0.99 e M &opé vale -3.3 Real-Time
PCR: Understanding Ct, Application Note, Applied  o®Bistems;
http:/mwww3.appliedbiosystems.com/sup/gl/searchltesitm#Application Notes &

Tutorials).

4.3.1 Verifica della sensibilita della tecnica

Per verificare la sensibilitd delReal TimegPCR sono stati amplificati campioni di
DNA genomico maschile a concentrazioni note (1Q00, 10, 1 e 0.1 copie).

Per determinare le concentrazioni da utilizzare t&os utilizzato il fattore di
conversione di 6.6 pg per cellula: una copia di DA genoma equivalenté€;enome
Equivalenj corrisponde, infatti, a 6.6 pg di DNA.

In secondo luogo, per verificare l'influenza deckgrounddi DNA materno, sono
stati amplificati dei campioni di cffDNA atrtificial in differenti percentuali (1%, 2%, 3%, 5%
e 10%): 1 copia di DNA maschile diluita in 99, 29, 19 e 9 copie di DNA femminile.
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Le diluizioni sono state preparate utilizzando D§&nomico standard (Promega). |
campioni sono stati caricati in triplo e la readah stata effettuata tre volte per verificare la

ripetibilita dei risultati.

4.3.2 Real-Time qPCR per verificare l'efficienza del

protocollo di estrazione

Per la quantificazione del DNA libero totale estraé stato selezionato un tratto
(137bp) del promotore del gene deflaactina ACTB da amplificare mediantReal-Time
gPCR

| primers utilizzati (FORWARD 5-3": GCGCCGTTCCGAAAGTT; REVESE 5'-
3’: CGGCGGATCGGCAAA) sono stati ricavati dalla ketatura (Charet al, 2006), mentre
le condizioni ottimali di amplificazione sono stateesse a punto sperimentalmente,
utilizzando DNA genomico standard (Promega), stoRGene 6000.

La reazione € stata condotta utilizzando I'enziraliara Ex Taq Polimerag@ akara)
secondo il protocollo riportato in Tabella 4.1 & ¢bprofilo termico riportato in Tabella 4.2,
in un volume totale di 28. Successivamente alla reazione di amplificaziereempre stata
condotta una rampa di denaturazione progressiaigadi mel)) per individuare la presenza

di eventuali prodotti aspecifici.

Temperatura (°C) TemppoN. cicli
95 3 1
95 30"
65 (touchdownl0°C in 10 cicli)| 30" 50
72 30"
72 5 1

Tabella 4.1: profilo termico della reazione.
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Mix di reazione Quantita x 1 (ul
H.0 4.95
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10pM 0.75
EvaGreen 20X 1.25
Taq Takara [5U/ pl] 0.3
TOTALE 15 pl + 10 pl DNA

Tabella 4.2: mix della reazione.

| campioni sono stati caricati in triplo, ottimize#o ogni reazione con una curva di
calibrazione creata mediante diluizioni serialiendt DNA genomico standard (Promega) (2
ng/ul, 200 pg/ul, 20 pg/ul e 2 pg/ul). In contengrma all'analisi dei campioni sono stati
amplificati in triplice copia anche DNA genomicoastard (Promega) sia femminile che
maschile diluiti alla concentrazione finale di 2@/yl, come controlli per la retta di

calibrazione.

4.3.3 Real-Time qPCR per la determinazione del sesso
fetale

Per determinare il sesso fetale e per confermgpesteenza di cffDNA nell’estratto, in
gravidanze con feto di sesso maschile, si &€ sdelioalizzare un tratto (137bp) del geSRY
| primers utilizzati (FORWARD 5-3.TGGCGATTAAGTCAAATTCGC; BEVERSE 5-
3 :CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT) sono stati ricavatatla letteratura (Picchiasst
al., 2008), mentre le condizioni ottimali di amplifiane sono state messe a punto
sperimentalmente utilizzando DNA genomico maschktendard (Promega),su Rotor-Gene
6000.

La reazione é stata condotta utilizzando I'enzirakara Ex Taq Polimeradd akara)
secondo il protocollo riportato in Tabella 4.3 a¢bprofilo termico riportato in Tabella 4.4,

in un volume totale di 28. Successivamente alla reazione di amplificaziersempre stata
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condotta una rampa di denaturazione progressivaigadi mel)) per individuare la presenza
di eventuali prodotti aspecifici.

Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 3 1
95 10"
50
62 20"
72 5 1

Tabella 4.3: profilo termico della reazione.

Mix di reazione Quantita x 1 (ul
H,0 4.95
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
EvaGreen 20X 1.25
Taq Takara [5U/ pul] 0.3
TOTALE 15 pl + 10 pl DNA

Tabella 4.4: mix della reazione.

| campioni sono stati caricati in triplicato, otigmando ogni reazione con una curva di
calibrazione creata mediante diluizioni serialienati DNA genomico maschile standard
(Promega) (2 ng/ul, 200 pg/ul, 20 pg/ul e 2 pg/lml)}contemporanea all'analisi dei campioni
sono stati amplificati in triplice copia anche DNgenomico standard (Promega) sia
femminile che maschile diluiti alla concentrazidieale di 20 pg/ul, come controlli per la

retta di calibrazione.
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4.4 Mini-sequencing

Per verificare la presenza del cffDNA nell'estrattocaso di presenza del segnale di
ACTB e di assenza di segnale 8RY il cffDNA & stato analizzato con il kit penini-
sequencingThe SNaPsh&Y Multiplex System (Applied Biosystems)

Questa tecnica permette di rilevare la variaziomeummh singola base anche a
concentrazioni di templato estremamente basse qutesenza dell’elevatbackgrounddi
DNA libero materno (Bustamante-Aragoretsal, 2008)poiché sfrutta I'allungamento di un
singolo nucleotide con dideossinucleotidi (ddNTHgdrescenti a partire da ysrimer non

marcato che ibrida immediatamente a monte delsittteresse (Figura 4.2).

Minisequencing Single Base Extension

U rmeplaie Frimue
“CCATGACTGATTCC
NNNNMNNAGOUTGGTACTGACTAAGE “‘:: NENN
Interrogation tarpel
Rrady Reaciion miv;
AmpliTag IINA Padvimeiase, FX

Heacilon BafTer
ddGTE + ddCTF = ddUTF = dATE

Extend mmd
Terminmate Primer

COATGACTGATTOC ’
NNAMMNANAGOCTGGTACTGACTAAGGENNNNNNN
l: Hepeat

Elrclrophoresis
e -
'[il_'nul}'ping_{ =

Figura 4.2: tecnica dehini-sequencing

Presupponendo che I'assenza di segnal8RlY corrisponda alla presenza di feti di
sesso femminile, sono stati selezionati 10 polimornf a singolo nucleotide (SNP) nel
cromosoma X caratterizzati da un’eterozigosita gira al 50% (Tabella 4.5). | polimorfismi
di interesse sono stati selezionati usando il Gimputational Genetics, Rutgers University
(http://compgen.rutgers.edu/mapomat/map/OLD-BY-KON@/), Ila loro posizione
cromosomica €&  stata  verificata  consultando UCSC  Genome  Browser
(http://genome.ucsc.edu/cgibin/hgGatewayl)eterozigosita confrontata con quanto riportato
nel NCBI Variation DatabasébSNP) http://www.ncbi.nim.nih.gov/sip

33



Posizione  (build 131

F;Eterozigosita

Nome Base Bandg SNP™ . o\p

rs1534285 11,882,557 | Xp22.2] A/G 0.490 £0.049

rs1894579 17,560,052 | Xp22.13 C/T 0.486 +0.083

rs1373592 25,779,585| Xp21.3] A/G 0.476 +0.106

rs741935| 31,764,089 Xp21.1 A/(0.501 +0.021

rs925178| 42,848,164 Xpll.B A/(30.494 + 0.055

rs1936313 67,200,648 Xql2 C/T| 0.490 £ 0.069

rs1977719 78,397,143 | Xq21.1] C/10.498 +0.029

rs1372687 94,465,580 | XQg21.33 A/Q 0.497 +0.038

rs1930674 144,091,597 Xqg27.3 C/G0.492 +0.061

rs1981452 151,150,133 Xg28 G/T 0.476 + 0.107

Tabella 4.5: set di SNPs nel cromosoma X selezigeat’analisi dimini-sequencing.

| primersda PCR, fiancheggianti il polimorfismo, sono s@isegnati utilizzando il
software disponibile online,Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ mentre iprimers
specifici per SNaPshot sono stati disegnati uflizio il software disponibile online,

Sequence Manipulation Sulifettp://www.bioinformatics.org/smsZ/Jabella 4.6).
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PCR primers:

SNP Forward (5'-3") SNaPshotprimer (5'-3)
Reverse (5'-3")
rs1534285 AAGCCACCTAGCGGATGE CACTGGTTATTTTCTTCTTCCCTTCT

TCCCAAAGGATATCAAAAGCTC
CAAATTGAGACAACTTTGAGGTG
rs189457 TGGATAAGAGATGCTCCCAAG CGACCTCAGTGGAACTTTGC
GGTGAAGAAAATAATGCTCAGAGA
TCCTCATTCTCTCGCTTAAACA

TCTGGAAATACAACTTCAAGGATT

rs1373592 CATGGGTTTTGAGTCAGCCATTTTT

rs741935 CAATACCCCAGTACTCCTTTCC ATGCCCTTAATACGTATTGCTGCA
rs925178 $$§¢é§£ﬁéi¢8€$é€?@%ﬁé§AA GGAAAGCCTTCATGCTGCAATG
rs1936313 ?gng%ﬂ:ngéigggilﬁ‘ GAGACACAGATCATACAAGCACCA
rslo7771 ?gg;gg¥$1$$$ ((33 ((331('3 (?é:,féA AGGAGGAAAATGAGGATACCAAG
rs1372687 ;I(i'l?\ ,ST('BI"'AI’??EXI(-:AA%C,:A\TGA:(? :éf:.:.ﬁ% A CATAAATCCCTGACCCACTTACTTT
rs1930674 '(I;'ITC(Z::é'(I';'IE; C;I-TC':A\TGC.I'_A GGTC(:;-A-\FA(\: é: ((331('5 CTGA GTACAGTGAATTGACAGAATATGTTGT
rs1981452 Zigﬁ;ggigégﬁﬁé%ﬁg?g:GAA CCCCTCCACATCTTCAAAACCT
Tabella 4.6primersutilizzati per I'analisi dimini-sequencing.
4.4.2 Verifica  dell'informativita dei  polimorfismi

selezionati

L’eterozigosita di ogni polimorfismo e stata vesdta screenando 100 campioni di
DNA genomico di controllo mediante analisi mhelt ad alta risoluzioneHigh-Resolution
Melting AnalysisHRMA) su Rotor-Gene 6000.

L’'HRMA e una tecnica estremamente sensibile e weldte permette di distinguere
gli ampliconi sfruttando la diversa temperaturarshltingdi ogni sequenza. Permette quindi
di rilevare molteplici tipi di variazioni di seques del DNA come: cambiamenti di singola
base, inserzioni, delezioni e duplicazioni. L'arfiplizione deve avvenire in presenza di un
fluoroforo intercalante la doppia elica che emétierescenza se esposto a fonte luminosa di
opportuna lunghezza d’'onda. Dopo I'amplificazioneampioni subiscono una denaturazione
progressiva da 70° a 90°C e la variazione dell’sioiee di fluorescenza viene monitorata
ogni 0,1°C per generare una curvanult (figura 4.3). Questa diminuira con I'aumentare

della temperatura perché il fluoroforo viene rilase dal dsDNA @ouble stranddNA) che si

35



dissocia in ssDNAdingle strandDNA). La temperatura in corrispondenza della qusalba
un repentino decremento della fluorescenza costituia temperatura dieltingalla quale il

50% del DNA si trova in forma denaturata.

_.,_._ {midpoint of melt phase)

melt phase

_ pre-melt phase (dsDNA) \ post-melt phase (ssDNA)
ad =

-

b B e U [N M|
78 7% 80 B 82 83 84 85 8 87 88 89 @0

Temperature (°C}
—

v

Mormalizad Flusrascence
v

Relative

Figura 4.3: curva dinelt.

Ad ogni prodotto di PCR corrisponde una temperatliraeltingcaratteristica, percio
tramite questo tipo di analisi & possibile distieigui diversi genotipi. Cio che rende questa
analisi dimeltingad alta risoluzione e I'utilizzo di fluorofori intealanti di terza generazione,
introdotti sul mercato nel 2003. Questi possonceressisati a concentrazioni saturanti
consentendo una piu alta fedelta del segnale pex@hé&’e una ridistribuzione del fluoroforo
nelle regioni non ancora denaturate durante latdear@one, come avviene con i fluorofori di
seconda generazione, ma senza inibire la reaziomeddicare la temperatura dielting

L’analisi di HRMA per ogni coppia girimersé stata messa a punto sperimentalmente
utilizzando come riferimento campioni di DNA gen@mi a genotipo noto, poiche
precedentemente sequenziati. Il protocollo di aie il profilo termico di amplificazione
sono riportati in tabelle 4.7 e 4.8.

Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 3 1
95 10”
40
56 20"
72 5 1

Tabella 4.7: profilo termico della reazione.
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Mix di reazione | Quantita x 1 (ul)
H,0 12.95
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
EvaGreen 20X 1.25
Taq Takara [5U/ pl] 0.3
TOTALE 23 pl + 2 pl DNA

Tabella 4.8: mix della reazione.

4.4.2 Verifica della sensibilita della tecnica

Per verificare la sensibilita della metodicandini-sequencingsono stati amplificati
campioni di DNA genomico maschile a concentraziwie (1000, 100, 10, 1 e 0.1 copie).

In secondo luogo, per verificare l'influenza deckgrounddi DNA materno, sono
stati amplificati dei campioni di cffDNA creati #rtialmente mescolando DNA maschile e
femminile in differenti percentuali (1%, 2%, 3%, 56610%): 1 copia di DNA femminile
eterozigote per il polimorfismo rs1894579 diluita 99, 49, 29, 19 e 9 copie di DNA
femminile omozigote.

Le diluizioni sono state preparate utilizzando D§énomico di controlli. | campioni
sono stati caricati in triplo e la reazione e staitadotta tre volte per verificare la ripetibilita

dei risultati.

4.4.3 Reazione di mini-sequencing
Nella figura 4.4 sono schematizzate le fasi di grapione del campione per I'analisi

degli SNPs sui campioni di cffDNA coABI Prisnf SNaPshdt" Multiplex Kit (Applied

Biosystems).
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FASE 1: Amplificazione (PCR)
FASE 2 Purificazione amplificato
FASE 3; Reazione di SNaPshot

FASE 4. Rimozione dei ddNTPs non incorporati

Figura 4.4 fasi di preparazione del campione jaewlisi degli SNPs con SNaPsHbt

Nella fase 1 si procede con la prima amplificazideeframmento di interesse con la
coppia diprimers esterna al polimorfismo interessato. E stato quindizzato lo stesso
profilo termico riportato per la genotipizzazionei dampioni (tabella 4.7), mentre la mix di
reazione utilizzata é stata presa dalla lettera(Busstamante-Aragonest al, 2008)ed é

riportata in tabella 4.9

Mix di reazione Quantita x 1 (ul)
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
Taq Takara [5U/ pl] 0.3
TOTALE 8.8 ul + 16.2 ul DNA estratto da plasrra

Tabella 4.9: mix della reazione.

Per i controlli sono stati utilizzati 10 ng di DNgfenomico.

Nella fase 2 & necessario rimuovere dal prodottB@R ottenuto tutti primerse i
dNTPs non incorporati nella reazione. | campiomaatati quindi purificati con metodo
enzimatico: 10 pl di PCR sono stati purificati cénul di ExoSAP | (USB) utilizzando |l
profilo termico riportato in tabella 4.10
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Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
37 15’ 1
80 15’ 1

Tabella 4.10: profilo termico della reazione.

Nella fase 3 si procede con la specifica reazion@alldngamento di un singolo
nucleotide con dideossinucleotidi fluorescenti. r@@i8 ul di PCR purificata prodotta dai
campioni di DNA estratto da plasma e 4 ul di PCRfigata dei controlli di DNA genomico
sono stati utilizzati come templato per la reazidnmini-sequencingseguendo il protocollo

riportato in tabella 4.11 e seguendo il profilariéro riportato in tabella 4.12.

o

Quantita x 1 (ul) per prodottp Quantita x 1 (ul) per prodott

Mix di reazione dei campioni estratti da dei campioni estratti da
plasma genomico

Multiplex Ready

_ _ 10 5

Reaction Mix
SNaPshot Primer
2 1
10puM
TOTALE 12 ul + 8 ul PCR 6 ul+4 pl PCR

Tabella 4.11: mix della reazione.

Temperatura (°C) Tempo| N. cicli

96 10"
50 5” 30
60 30”

Tabella 4.12: profilo termico della reazione.

La fase 4 e necessaria per una ulteriore purificezidel prodotto di reazione. |
dideossinucleotidi fluorescenti in eccesso sont staossi con una seconda purificazione
enzimatica: tutto il prodotto di reazione vienettatp con 0.6 pl diAntartic Phosphatase
(BioLabs) e 2.25 ul di Buffer 10X utilizzando ilgdilo termico riportato in tabella 4.13.
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Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
37 60’ 1
65 5 1

Tabella 4.13: profilo termico della reazione.

Infine, nella fase 5, i prodotti della reazionentini-sequencingono stati analizzati
mediante elettroforesi capillare utilizzando il geqziatore ABI3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) ed doftwareGeneScan (Applied Biosystems).

In ogni reazione sono stati analizzati, come cdintpmsitivi, anche i campioni di
DNA genomico dei membri della coppia e un campioigiltato eterozigote per il

polimorfismo.

4.5 Nested PCR allele-specifica

Il principio di azione della PCR allele-specificASPCR) si basa sul fatto che errori
d’appaiamento omismatchessull’'estremita 3’ di unprimer possono compromettere
totalmente l'appaiamento di questo alla sequenamd. In questo metodo grimer di
interesse viene dungue disegnato in modo da agpaiarrettamente solo con l'allele di
interesse dando pertanto luogo ad un prodotto difiogzione solo se in presenza della
sequenza corrispondente. Per disegnare un prifede-apecifico bisogna quindi far si che
'estremita 3’ del primer coincida con la mutaziomehe in corrispondenza della mutazione
vi sia unmismatchnon tollerato con l'allele normale. L'introduziodella ASPCR come step
successivo ad una prima amplificazione, quindi corastedASPCR, vuole aumentare la

risoluzione della tecnica in condizioni particolaome la scarsa concentrazione di cffDNA.

4.5.1 Verifica della sensibilita della tecnica

Per verificare la sensibilita dellaestedASPCR sono stati amplificati campioni di

DNA genomico maschile a concentrazioni note (1000, 10, 1 e 0.1 copie).
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In secondo luogo, per verificare l'influenza deckgrounddi DNA materno, sono
stati amplificati dei campioni di cffDNA atrtificial in differenti percentuali (1%, 2%, 3%, 5%
e 10%): 1 copia di DNA paterno diluita in 99, 49, 29 e 9 copie di DNA materno.

Le diluizioni sono state preparate utilizzando Dé&nomico dei genitori. | campioni
sono stati caricati in triplo e la reazione e staiadotta tre volte per verificare la ripetibilita
dei risultati.

4.5.2 Nested PCR allele-specifica per la mutazione AF508
del gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator)

Quattro delle 5 coppie selezionate (Casi 1, 2,43 gsultavano a rischio per fibrosi
cistica ed e quindi stata messa a punto un’andilisestedASPCR per la rilevazione della
mutazione paternaF508 del gen€FTRnel sangue materno.

Utilizzando il software disponibile onlinePrimer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
sono stati disegnati tigrimers dueforward ed un solaeverse(tabella 4.14), poiché e stato
scelto di procedere inizialmente con una reaziarengplificazione standard (tabelle 4.15 e
4.16) conprimersesterni alla delezione (FORWARD-ext/REVERSE) ecegsivamente con
la nestedPCR allele-specifica (tabelle 4.17 e 4.18) qommer forward specifico per il
riconoscimento dell’allele con delezione delta FEIBORWARD-del/ REVERSE).

Lunghezza del prodotto d|

Primer Sequenza (5'-3") SR
amplificazione (bp)
FORWARD-ext TTCTCAGTTTTCCTGGATTATGC 108
REVERSE TCTTCTAGTTGGCATGCTTTGA -
FORWARD-del | GCACCATTAAAGAAAATATCATTGG

Tabella 4.14primersutilizzati per lanestedPCR allele-specifica diF508.
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Mix di reazione

Quantita x 1 (ul)

H,0 11.2
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
Taqg Takara [5U/ ul] 0.3
TOTALE 20 pl + 5 pl DNA

Tabella 4.15: mix della reazione di amplificazistandard.

Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 3 1
95 10”
40
60 20"
72 5 1

Tabella 4.16: profilo termico della reazione di difigazione standard.

Mix di reazione Quantita x 1 (ul)
H.0 14.2
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10pM 0.75
Taq Takara [5U/ pl] 0.3
TOTALE 23 ul + 2 ul prodotto di PCR

Tabella 4.17: mix della reazione mstedPCR allele-specifica.



Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 3 1
95 10”
20
63 20"
72 ) 1

Tabella 4.18: profilo termico della reazionengistedPCR allele-specifica.

| prodotti di PCR sono stati sottoposti ad eletiresi su gel di poliacrilammide al
12% colorato coivYBR-safélnvitrogen) per la separazione e risoluzioneedbinde.
Come controllo, positivo e negativo, € stato wdito il DNA genomico dei memobri

della coppia alla concentrazione di 1 ng/ul.

4.5.3 Nested PCR allele-specifica per la mutazione H515Q
del gene HSD17B4 (Hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 4)

La quinta coppia (Caso 5) risultava a rischio pefiét dell’enzima bifunzionale ed é
quindi stata messa a punto un’analisindstedASPCR per la rilevazione della mutazione
paterna H515Q del gemtSD17B4(Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4

Analogamente a quanto precedentemente riportatm stati disegnati tr@rimers
due FORWARD ed un solo REVERSE (tabella 4.19). cuedezioni ottimali sono state messe
a punto sperimentalmente: una prima reazione dlihcagione standard (tabella 4.20 e 4.21)
con primers esterni alla delezione (FORWARD-ext/REVERSE) ecsssivamente con una
nested PCR allele-specifica (tabella 4.22 e 4.23) qmmmer forward specifico per il
riconoscimento dell’allele con mutazione (FORWARDER/REVERSE).
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. . Lunghezza del prodottd
Primer Sequenza (5-3) di amplificazione (bp)
FORWARD-ext CTGCTTTGTACCGCCTCAGT 115
REVERSE TCGAATAGCTAATATTTTTCATTGATAC 95
FORWARD-515Q GGAGACTGGAATCCCTTACAG

Tabella 4.19primersutilizzati per lanestedPCR allele-specifica di H515Q.

Mix di reazione | Quantita x 1 (ul)
H,0 11.2
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
Taqg Takara [5U/ ul] 0.3
TOTALE 20 pl + 5 pl DNA

Tabella 4.20: mix della reazione di amplificazistandard.

Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 3 1
95 10”
40
57 20"
72 5 1

Tabella 4.21: profilo termico della reazione di difigazione standard.
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Mix di reazione Quantita x 1 (ul)
H,0 14.2
Buffer 5X 5
MgCl, 50mM 15
dNTPs 10mM 0.5
pForward 10uM 0.75
pReverse 10uM 0.75
Taqg Takara [5U/ ul] 0.3
TOTALE 23 pul + 2 pl prodotto di PCR

Tabella 4.22: mix della reazione méstedPCR allele-specifica.

Temperatura (°C) Tempo| N. cicli
95 3 1
95 107
20
69 20"
72 5 1

Tabella 4.23: profilo termico della reazionengistedPCR allele-specifica.

| prodotti di PCR sono stati sottoposti ad eletiresi su gel di poliacrilammide al
12% colorato coivYBR-safélnvitrogen) per la separazione e risoluzioneedbinde.
Come controllo, positivo e negativo, e stato w#ito il DNA genomico dei membri

della coppia alla concentrazione di 1 ng/ul.
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5 RISULTATI E DISCUSSIONE

5.1 Real-Time qPCR.

L’amplificazione tramiteReal TimegPCR di sequenze specifiche dal plasma/siero di
donne gravide rappresenta il metodo di elezionelpestudio del DNA libero fetale, per
sensibilita, specificita e velocita di esecuzione.

Una corretta interpretazione dei dati pero si par@ fsolo quando l'efficienza della
reazione e estremamente elevata. Per valutareltatisdellaReal-TimegPCR e stato quindi
considerato un limite di tolleranza di £10% rispettl valore teorico atteso e sono state
considerate valide solo reazioni con whapedella curva standard compreso tra—-3.1 e -3.9 e

R? maggiore o uguale a 0.98 (van der Veldeal.,2007).

5.1.1 Verifica della sensibilita della tecnica

La sensibilita della reazione e stata valutata stgrodo il thresholda 0.2 e
considerando solamente i valori con Ct<40 cicli.

La sensibilita e la capacita risolutiva delReal-Time gPCR sono risultate
estremamente elevate, poiché é stato possibileardefino ad 1 copia di DNA, come
mostrato in figura 5.1, e la presenza telckgroundmaterno non ha mostrato alcuna

influenza (figura 5.2).
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SRY Replicate View

051 —— 1000 copie
| —— 100 copie
g — 10 copie
05 1 copia
045 ——0.1 copie
—— DNA femminile
04 —— Controllo negativo

0.2 rrresnara]
015
0.1
0,05
1]

o= — 7
2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 ZE 28 30 32 34 3w 3| 40 42 44 46 48 50

Figura 5.1: curva di sensibilita.

SRY Replicate Yiew
185 7
157
16
15-
14
13
1.2
1.1
w0 .
E —— 1000 copie
508 —— 100 copie
—— 10 copie
07+ ——1 copia
0.6+ — 2%
01,54 — 3%
—5%
0.4 —10%
a3 — DNA femminile
: —— controllo negativo
0z
e —————————— = - : O
5 10 15 20 25 a0 35 a0 45 &0
1 Cycle

Figura 5.2: curva della capacita risolutiva.

5.1.2 Quantificazione del DNA libero totale

In figura 5.3 e riportato un esempio di curva staddprodotta dall’analisi con il
Rotor-Gene 6000 Series Software bdifenuta dall’amplificazione con primers del gene
ACTB
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Figura 5.3: curva standard del geh@TB

In ascissa é riportato il valore delle differerdncentrazioni del DNA (nel range da 2
ng/ul a 2 pg/pl ottenuto mediante diluizioni sc@Janentre in ordinata e riportato il valore
del Ct.

La retta di regressione prodotta per ogni reazieffettuata, ha rilevato valori di‘R
sempre compresi tra 0.979 e 0.994 e valori ddtipedella retta sempre compresi tra -3.22 e
-3.39, indice di un’elevata efficienza della reas0

L’andamento quantitativo del DNA libero estratttevato nei 71 campioni di donne

con gravidanza fisiologica, combinati per trimestrgravidanza, e riportato in tabella 5.1.

Concentrazione

(Genome Equivalentsl di sangue

Trimestre di gravidanzaN. di campioni Intervallo Media
1 12 131.35-1919.45 522.5¢
2 25 187.50 — 2333.41 592.61
3 34 163.62 — 2544.50 751.91

Tabella 5.1: concentrazione del DNA libero totad&r&to da plasma.

Per il calcolo della concentrazione di DNA liberstratto, in termini di Genome

Equivalentahl di sangue), e stata utilizzata la seguente ftamu

C = Q X (\/DNA/VPCR) X (1/VEXT) X (Vp|agm£VSangu; (Berh et al.,2005)
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dove, C e la concentrazione di genomi equivaleetimpl di sangue, Q € la quantita
target di genomi equivalenti (calcolati utilizzandofattore di conversione di 6.6 pg per
cellula) determinati medianteeal-TimegPCR, \bna € il volume totale di DNA ottenuto con
I'estrazione (15Qu), Vpcr € il volume di DNA utilizzato per I'amplificazion@0 pl), Vexr €
il volume di plasma utilizzato per I'estrazioneql), Vpiasma€ il volume di plasma preparato
e Vsangue® il volume di sangue raccolto.

L’analisi delle concentrazioni dell’amplificato dgéneACTBconferma l'efficacia del
protocollo di estrazione utilizzato ed evidenzesttema variabilita gia riportata in altri studi.

La lettura del segnale del tratto del g&@TB nei campioni estratti dai membri delle
2 coppie con gravidanza fisiologica e delle 5 cepp@clutate per gravidanza a rischio di
malattia genetica a trasmissione autosomica re@essionferma la presenza di DNA

circolante (tabella 5.3).

5.1.3 Determinazione del sesso fetale e quantificazione del

cffDNA

In figura 5.4 e riportato un esempio di curva staddprodotta dall’analisi con il
Rotor-Gene 6000 Series Software bifenuta dall’amplificazione con primers del gene
SRY

[E R v L ] Cyeling &.Green (SRY
34 3 k ' v . R=0,29521
EEE R AT Ammmmmmmmees Pommmmmmmmees prmmmmm e R R2=0 99642
a2t A T o b b [ W=-3 358
#d------ gmmmemmm—e—aas T SREEE Fommmmmmeeaeaas P LT T TT S REE, 2245.215 .
S I T T iciency=0,

— ; ! ' .

TR e L R I ———_—_——_——
pI-J U s Ao e e e
7t e L e T T
IR U s e b T
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10°* it 10 1 10°* 1
Concentration

Figura 5.4: curva standard del geSRY
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La retta di regressione prodotta per ogni reaziffettuata, ha prodotto valori di’R
sempre compresi tra 0.985 e 0.997 e valori di Mmencompresi tra -3.28 e -3.36, indice di
un’elevata efficienza della reazione.

Delle 71 donne con gravidanza fisiologica analiezdtsegnale del gernfeéRYe stato
rilevato su 34 di esse. Il sesso fetale € statfecorato alla nascita per tutti i campioni tranne

uno. In tabella 5.2 sono riassunti i dati otteotnbinati per trimestre di gravidanza.

Concentrazione
(Genome Equivalentsl di sangue)
Trimestre di N. di . Falsi Falsi
. L Intervallo Media . o
gravidanza campioni negativi positivi
1 5 6.99 — 40.27 18.01 1 0
2 12 12.82 —84.21 26.42 0 0
3 17 15.33-179.24 60.61] 0 0

Tabella 5.2: riassunto dei risultati per il protbbocodi determinazione del sesso fetale e delle

concentrazioni di cffDNA rilevate nelle gravidanzen feto di sesso maschile.

| dati relativi alle concentrazioni rilevate (taleel5.2) riflettono il fatto che la
comparsa del cffDNA nella circolazione materna amei in epoca precoce, ma con una
quantita variabile da donna a donna, come dimastfalt fatto che in un campione non é stato
possibile rilevarlo, con conseguente diagnosi ardateto femmina.

Dai risultati ottenuti si puo calcolare che la gkitita della reazione, calcolata come
[veri positivi/(veri positivi + falsi negativi)], @ari all’ 80% nel primo trimestre di gravidanza
e al 100% nel secondo e terzo trimestre; la sp#éfiinvece, calcolata come [veri
negativi/(veri negativi + falsi positivi)], si comfma molto elevata, infatti in tutti i trimestri &
sempre pari al 100%.

La lettura del segnale del tratto del g&#Ynei campioni estratti dai membri delle 2
coppie con gravidanza fisiologica e delle 5 copmelutate per gravidanza a rischio di
malattia genetica a trasmissione autosomica re@edsr confermato la presenza del cffDNA
solo in una delle due coppie con gravidanza figiala ed in tutti e quattro i casi a rischio per
fibrosi cistica (Caso 1, 2, 3 e 4) (tabella 5.3).
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Settimana Concentrazione Concentrazione
gestazionale DNA libero totale cffDNA
(settimane + giorni) (Genome Equivalentsl di sangue)| (Genome Equivalentsl di sangue)

Controllo 1 11+2 414.84 /
Controllo 2 11+0 297.23 35.8

Caso 1 12+1 109.36 22.23

Caso 2 16 +0 986.58 40.91

Caso 3 10+5 564.66 11.32

Caso 4 15+4 589.24 25.25

Caso 5 9+1 117.07 /

Tabella 5.3: risultati ottenuti dall'analisi delgg®le dei genACTBe SRY

5.2 Mini-sequencing.

La genotipizzazione su DNA genomico di controllorik@vato alcune discrepanze tra
I'eterozigosita riportata sui database e quellavdata sperimentalmente, ma comunque
sufficientemente vicina al 50% da rendere ognirpoiffismo selezionato potenzialmente utile

per un analisi dmini-sequencingtabella 5.4).

SNP | Eterozigosit
rs1534285 0.53
AlG
rs1894579 0.53
cIT
rs1373592 0.50
AlG
rs741935 0.38
A/IG
rs925178 0.51
A/IG
rs1936313 0.52
CIT
rs1977719
oIt 0,43
rs1372687,
AIC 0,36
rs1930674
c/G 0,56
rs1981452
G/IT 0,52

Tabella 5.4: eterozigosita rilevata sperimentalment
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5.2.1 Verifica della sensibilita della tecnica

La sensibilita della tecnica e risultata essenrepsimente elevata, essendo in grado di
rilevare fino a 0.1 copie di DNA, come mostrato figura 5.5, mentre la presenza del
backgroundmaterno si é rilevato il fattore fondamentale nidlitare la capacita risolutiva
della tecnica: é stato possibile rilevare la preaatel cffDNA fino ad una percentuale del 2%
(figura 5.6).

0.1 copie di
DNA EmiT

Figura 5.5: elettroferogramma wiini-sequencings1894579 di 0.1 copie di DNA maschile.

i )| 1 copia di DNA EmiT in 49
g || copie di DNA OmoC

5260
4100
il
2100
1080

=

Figura 5.6: elettroferogramma whini-sequencings1894579 del 2% di DNA fetale artificiale.

Dal momento che e stato dimostrato che il DNA lib&tale, nel primo trimestre,
rappresenta mediamente il 3% del DNA libero plagtoae possibile considerare la capacita
risolutiva della tecnica comunque soddisfacentehgoin grado di rilevare fino ad 1 copia di
DNA fetale in 49 copie di DNA materno.
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5.2.2 Identificazione di sequenze geniche wutili al
riconoscimento di cffDNA nelle gravidanze con feto

di sesso femminile

I DNA genomico estratto da entrambi i membri defieppie in cui non e stato
possibile confermare la presenza mediddeal-TimegPCR sul gen&RY (una coppia con
gravidanza fisiologica (Controllo 1) e la coppiancgravidanza a rischio per Deficit
dell’enzima bifunzionale(Caso 5)), e stato utilizzger la genotipizzazione dei campioni,
mediante HRMA, e sono stati scelti per I'analidiosiopolimorfismi risultati informativi (es.
padre “A” e madre “aa”, o viceversa).

La genotipizzazione ha rilevato piu di un polimsnfio significativo:

- controllo 1: rs741935 (madre CC e padre T), rs1894madre CC e padre T);
- caso 5: rs1894579 (madre CC e padre T), rs19363a8reé TT e padre C),
rs1930674 (madre GG e padre C).
Il polimorfismo rs1894579 é risultato significatiper entrambe le coppie (figura 5.7),

si e scelto quindi di procedere con un’unica re@zidimini-sequencing

=
17 Replicate View

rs1894579

dF idT

=emiC
= omoT
~ het
= 5388
— 5983
= E001
— E002

Figura 5.7: grafico della temperatura di Melt detlisi di HRM per la genotipizzazione di rs1894579

L’analisi dei controlli caricati ha rivelato elesferogrammi distinti (Figura 5.8).

L’'analisi sul campione di cffDNA di controllo halevato la presenza dell'allele paterno

54



(Figura 5.9), mentre nell’elettroferogramma delac&squesto non era identificabile (Figura
5.10).
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Figura 5.8: elettroferogrammiini-sequencings1894579 dei controlli.
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Figura 5.9: elettroferogramnmaini-sequencings1894579 del cffDNA della coppia di controllo 1.
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Figura 5.10: elettroferogramnmaini-sequencings1894579 del casa 5
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Per il caso 5, si € proceduto quindi con I'analismini-sequencingper un secondo
polimorfismo (rs1930674), ma anche in questo caso @ stato possibile confermare la
presenza di cffDNA nel campione estratto.

Nel DNA libero estratto da plasma del caso 5 égpassibile confermare la presenza
della sola componente materna (segnaléA@GiTB rilevabile), quindi verosimilmente nel
campione estratto il DNA libero fetale era assemt@oppo poco per essere rilevato. Si e
proceduto quindi con una seconda estrazione neitdege stato possibile confermare la
presenza del cffDNA rilevando il segnale del g&kYe calcolando una concentrazione di
DNA libero fetale pari a 8.01 genomi equivalémii di sangue.

5.3 Nested PCR allele-specifica

La conferma della presenza del cffDNA nell'estrditopermesso di procedere con la

reazione dNestedASPCR per la ricerca della mutazione paterna lashpa materno.

5.3.1 Verifica della sensibilita della tecnica

La sensibilita e la capacita risolutiva ddlastedASPCR sono risultate estremamente
elevate, poiché é stato possibile rilevare find adpia di DNA, come mostrato in figure 5.11
e 5.12, e la presenza delckgroundmaterno non ha mostrato alcuna influenza (figui@ &.
5.14).
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108bp
82bp

Figura 5.11: verifica della sensibilita deNeestedASPCR per la mutazion®F508 diCFTR | campioni
sono stati cosi caricati: 1) marcatore di peso audége Marker VIII (Roche); 2) DNA
genomico eterozigote per la delezione; 3) DNA geisonwt per la delezione; 4) 0.1

copie; 5) 1 copia; 6) 10 copie; 7) 100 copie; 8)ABopie; 9) controllo negativo di PCR.

Figura 5.12: verifica della sensibilita della Nesf&SPCR per la mutazione H515Q del gene HSD17B4.
| campioni sono stati cosi caricati: 1) marcatarpebso molecolare Marker VIII (Roche);
2) DNA genomico eterozigote per la sostituzioneD8)A genomico wt; 4) 1000 copie; 5)
100 copie; 6) 10 copie; 7) 1 copia; 8) 0.1 copjeséntrollo negativo di PCR.
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Figura 5.13: verifica della capacita risolutivaldeNested ASPCR per la mutaziohE508 di CFTR. |
campioni sono stati cosi caricati: 1) marcatorpedio molecolare Marker VIl (Roche); 2)
DNA genomico eterozigote per la delezione; 3) DNgngmico wt per la delezione; 4)
campione all'l%; 5) campione al 2%; 6) campione3&b; 7) campione al 5%; 8)

campione al 10%; 9) controllo negativo di PCR.

Figura 5.14: verifica della capacita risolutivalddNested ASPCR per la mutazione H515Q del gene
HSD17B4. | campioni sono stati cosi caricati: 1)reatore di peso molecolare Marker
VIII (Roche); 2) DNA genomico eterozigote per latarione; 3) DNA genomico wt per
la mutazione; 4) campione al 10%; 5) campione al &sampione al 3%; 7) campione al

2%; 8) campione all’1%; 9) controllo negativo diRC



5.3.2 Nested PCR allele-specifica per la mutazione AF508
del gene CFTR

L’amplificazione mediantaestedASPCR per la mutazione deltaF508 e facilmente
identificabile mediante il diverso pattern di barglegel di poliacrilammide: il campione di
controllo wild-type produce una singola banda di 108bp, mentre il camepeterozigote
portatore della mutazione mostra due frammentD8bp e 82bp.

In figura 5.15 sono riportati i risultati dell’ansil di mutazioneAF508: i casi 2 e 4
mostrano la presenza solamente del frammento did,O8entre i casi 1 e 3 mostrano la
presenza anche della banda di 82bp, specificaapautazioneAF508. Con i campioni € stato
amplificato il DNA genomico dei membri della coppiiduito ad 1 ng/pl, come controlli,

positivo e negativo.

108bp
82bp

Figura 5.15: Nested ASPCR per la mutaziaéb08 di CFTR. | campioni sono stati cosi caricaji:
marcatore di peso molecolare Marker VIII (Rochg)DANA genomico eterozigote per la
delezione; 3) DNA genomico wt per la delezionegd$o 1; 5) caso 2; 6) caso 3; 7) caso

4; 8) controllo negativo di PCR.

| risultati ottenuti sono stati successivamentefeonati dall’analisi molecolare su

villi coriali.
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5.3.3 Nested PCR allele-specifica per la mutazione H515Q
del gene HSD17B4

Ugualmente a quanto descritto nel protocollo penldazioneAF508 del gen€FTR
I'amplificazione mediant@estedASPCR per la mutazione H515Q e facilmente idexatifile
mediante il diverspatterndi bande su gel di poliacrilammide: il campionecdntrollowild-
type produce una singola banda di 115bp, mentre il c@mepeterozigote portatore della
mutazione mostra due frammenti di 115bp e 95bp.

In figura 5.16 sono riportati i risultati dell’ansil di mutazione H515Q: il caso 5
mostra la presenza solamente del frammento di 1XGdp il campione € stato amplificato |l
DNA genomico dei membri della coppia diluito ad @/, come controlli, positivo e

negativo.

Figura 5.16: Nested ASPCR per la mutazione H515(g€elee HSD17B4. | campioni sono stati cosi
caricati: 1) marcatore di peso molecolare Marketl (Roche); 2) DNA genomico
eterozigote per la mutazione; 3) DNA genomico wtlpemutazione; 4) caso 5; 5) DNA

estratto da plasma wt per la mutazione.

| risultati ottenuti sono stati successivamentefeonati dall’analisi molecolare su

villi coriali.
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6 CONCLUSIONI

Le strategie di diagnosi genetica prenatale staubendo rapidi cambiamenti a causa
degli avanzamenti tecnologici nel campo della l@o Per decenni, I'analisi del cariotipo
convenzionale e statoglbld-standardin questo tipo di diagnosi, mentre ora e statditsit®
da tecniche di biologia e citogenetica molecolan® consentono una maggior portata
diagnostica. Ma questo inevitabilmente sollevarioggativi riguardo le condizioni per le
quali questi test dovrebbero essere consigliapyagtutto in considerazione del rischio di
aborto legato alle procedure di prelievo del materietale.

L'introduzione di un test realmente alternatival@dignosi prenatale non invasiva che
permetta la diagnosi di malattia di origine gereete I'eliminazione del rischio di aborto
legato allamniocentesi e alla villocentesi € quiindtemente attesa.

Nel 1997 uno studio (Let al, 1997) ha dimostrato la presenza di DNA liberalte
nel plasma materno e ha evidenziato la sua potéazj@er una diagnosi prenatale non
invasiva. Per poter sviluppare strategie diagnbstida utilizzare in larga scala é stato
inizialmente necessario stabilire da quando il DiNd&ro fetale e rilevabile nella circolazione
materna, quanto a lungo persiste dopo il partopeasimitto se € presente in tutte le donne
gravide in quantita sufficienti da poter esserdianato. Per questo motivo numerosi studi si
sono concentrati sulldearancee sullandamento quantitativo del DNA libero fetalurante
le varie epoche gestazionali.

Nei 15 anni successivi alla scoperta del cffDNA cietolo materno molti progressi
sono stati fatti e ormai la comunita scientificaancorde nell’affermare che il DNA libero
fetale comprende circa il 3-6% del DNA libero tetalel circolo sanguigno materno (Lo et al.
1998a), e costituito da corti frammenti di DNA (€2p) piuttosto che interi cromosomi
(Chanet al., 2004), é rilevabile nella circolazione materna@id2 giorni circa di gestazione
(INaneset al.,2007) ma in quantita affidabile solo dopo le #is&tne, la sua concentrazione
aumenta con I'eta gestazionale del 21% ogni set@énmeel primo trimestre, con un forte picco
durante le ultime 8 settimane di gravidanza (Lcalet1998a; Birch et al, 2005) e viene
rapidamente rimosso dalla circolazione maternaeflal. 1999a).

Questi dati evidenziano due vantaggi fondamenglliutilizzo del DNA libero fetale
per una diagnosi genetica prenatale non invasigengtte I'analisi del materiale genetico
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fetale senza alcun rischio fisico ed & applicapiiena di qualsiasi altra tecnica siireening
e/o diagnosi (figura 6.1).

Time pwaaks)

Nuchal translucency
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‘ Fetal ultrasound scan (zecond trimester)
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Figura 6.1: iter diagnostico dello screening praleade Jongt al.,2011).

L’utilizzo del DNA fetale libero come mezzo perdeagnosi prenatale non invasiva di
malattie genetiche fino ad ora e fortemente liroi@dll’elevatobackgrounddi DNA materno
pertanto le prime strategie messe a punto pemfifieazione del DNA libero fetale si sono
basate sul rilevamento di sequenze assenti nelngenomaterno, come le sequenze Y-
specifiche, la determinazione del genotig®D fetale in donne RhDnegative e
l'identificazione di sequenze fetali con mutaziereditate dal padre.

L’amplificazione tramite Ral Time qPCR di sequenze unicamente fetali nel
plasma/siero di donne gravide rappresenta ad dggeiodo di elezione per lo studio del
DNA libero fetale, ma numerosi sforzi sono statilizzati per la messa a punto di sistemi
sempre piu sensibili ed universali per rilevargilepiccole differenze tra il DNA fetale libero
e quello materno, al fine di consentire un utilizolarga scala del cffDNA per la diagnosi
prenatale non invasiva.

Lo scopo di questa ricerca é stato quindi, in prilcnago, la messa a punto di un

protocollo valido per I'estrazione e la purificazéodi DNA libero fetale da plasma materno
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di donne in differente epoca gestazionale. La azione dell’efficienza del protocollo testato
ha comportato la messa a punto di opportuni prditatioReal-TimegPCR per il rilevamento
e la quantificazione sia del DNA libero totale e#ty sia del cffDNA estratto in gravidanze
con feto di sesso maschile.

La seconda fase del progetto si € occupata diréestasviluppare un protocollo di
mini-sequencing affidabile per [lidentificazione di sequenze gdmac fetali utili al
riconoscimento di cffDNA nelle gravidanze con fetbosesso femminileLa possibilita di
discriminare i dugool di DNA estratto da plasma materno ha permessadgiuidisegno di
test di diagnosi prenatale non invasiva per graddaa rischio di malattia genetica a
trasmissione autosomica recessiva, anche in praskifieto di sesso femminile.

L'ultima fase del progetto si € concentrata qusulia messa a punto di un protocollo
di verifica della presenza/assenza di mutazioneérpat in plasma materno mediamested
PCR allele-specifica.

L’analisi dei risultati ottenuti ha dimostrato ette affidabilita, sensibilita e capacita
risolutiva per ogni tecnica sviluppata, in partare:

e | risultati ottenuti mediantdReal-TimegPCR su i 71 campioni di sangue
raccolti da donne con gravidanza fisiologica camfgmo la validita del metodo
sia per il controllo dell'efficienza dell’'estraziendi DNA libero fetale da
plasma sia per la determinazione del sesso faadéato rilevato un solo caso
falso negativo, per cui complessivamente la sdlitsildel test é risultata del
98.6% (70/71) e non €& stato rilevato nessun calso faositivo, per cui la
specificita del test e risultata del 100%;

» lutilizzo della tecnica dmini-sequencinger confermare la presenza del DNA
libero fetale nel campione estratto in assenzasdghale del gen8RYsi é
dimostrato essere un test estremamente sensibidéoee, ma la sua capacita
risolutiva € risultata sensibile alla presenza hi@tkgrounddi DNA libero
materno;

» l'utilizzo di una nestedASPCR per la ricerca di mutazione si € dimostrato
essere un test sensibile, veloce ed economicoenterddone ['utilizzo gia nel
primo trimestre di gravidanza.

Analizzando in particolare i risultati ottenuti pgrcaso 5, appare evidente che lo
sviluppo di un metodo per confermare la present®NA libero fetale, anche in presenza di

feto di sesso femminile, si e rilevato indispenkabi
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Tuttavia per il limitato numero di coppie analizaguesti risultati non sono da
considerarsi definitivi, e la conferma sara possildstendendo I'analisi ad un maggior
numero di coppie in gravidanza.

Ci si propone infatti, in primo luogo, il reclutamte di un numero sufficiente di
coppie al primo trimestre di gravidanza fisiologipar confermare i risultati preliminari di
identificazione di alleli paterni per i polimorfigreelezionati sul cromosoma X in gravidanze
con feto di sesso femminile. Per poter escluddiatido stato di portatore della mutazione
paterna nel feto, in tutti i casi in cui non vidgdentificata la mutazione, € necessario disporre
di un test sensibile e affidabile in grado di confare la presenza del cffDNA nell'estratto
anche in presenza di feto di sesso femminile.

In secondo luogo, si vuole estendere I'analisi alitgdore alle 40 mutazioni del gene
CFTRpiu frequenti in Italia. In circa il 75% delle qoip a rischio di fibrosi cistica, infatti, i
coniugi sono eterozigoti per differenti mutaziomiGFTRed € quindi possibile analizzare lo
stato di portatore del feto andando a ricercarenldazione del padre. L'esclusione della
mutazione paterna nel feto (in circa il 50% deii)ca#iraverso I'analisi su plasma materno
permetterebbe quindi di evitare I'utilizzo dellenéche invasive di diagnosi prenatale (CVS o
amniocentesi) e quindi evitare le possibili comgtioni legate a queste procedure ed inoltre
avere questa informazione alla 9-10 settimana aviganza consentirebbe di ridurre I'ansia
delle coppie rassicurandole molto piu precocemelntgualsiasi altro test diagnostico di

routine
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GNOSI PREN
DNA LIBERO FETALE IN

ATALE DI FIBROSI CISTICA UTILIZZANDO
| PLASMA MATERNO

(e
i
messa a punto di sistemi sempre piu sensibili ed universali per rilevare le piu piccole differenze tra il "‘. |
DNA libero fetale e quello materno, al fine di consentire un utilizzo su larga scala del cffDNA per la i | e o & |
diagnosi prenatale non invasiva. | 4 ¥ } A s A
Le potenziali applicazioni di questa diagnosi sono: I'analisi in famiglie ad alto rischio di malattie R ry e f

monogeniche ereditarie, compresa la determinazione del sesso nei casi a rischio di malattie X-linked e
l'individuazione di sequenze ereditate di origine paterna, lo screening routinario prenatale per diagnosi
dello stato del fattore Rh e la diagnosi di aneuplodia. Ymemiar®

MATERIALI E METODI

Sono stati raccolti, dopo consenso informato, i prelievi di sangue periferico in EDTA di 3 coppie con gravidanza a rischio di Fibrosi Cistica. | campioni di sangue sono stati
processati immediatamente per separare il plasma dalla frazione cellulare. L’estrazione di DNA libero da plasma & stata eseguita con QlAamp DSP Virus Kit (Qiagen),
seguendo il protocollo descritto dal SAFE (The Special Non-Invasive Advances in Fetal and Neonatal Evaluation) Network.

L’analisi & stata condotta utilizzando Real-Time qPCR per monitorare |'efficienza del protocollo di estrazione e per rilevare la presenza del DNA fetale. Si & scelto di
amplificare un tratto del promotore del gene della B-actina (ACTB) per quantificare il DNA libero estratto (Figura 1) ed una regione Y-specifica nel gene SRY per verificare
la presenza del cffDNA (Figura 2). | primers sono stati ricavati dalla letteratura (Chan et al. 2006 [7] and Pichiassi et al. 2008 [8], rispettivamente), mentre le condizioni
ottimali di amplificazione sono state messe a punto sperimentalmente su Rotor-Gene 6000. Per accertare la presenza/assenza della mutazione paterna AF508 nel
plasma materno sono stati disegnati tre primers utilizzando il software, disponibile online, Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/): due forward ed un solo reverse. E’
stato scelto di procedere inizialmente con una reazione di amplificazione standard con primers esterni alla delezione (FORWARD-ext/reverse: 108bp) e successivamente
il prodotto ottenuto € stato utilizzato come templato per una nested PCR allele-specifica (ASPCR) con primer forward specifico per il riconoscimento dell’allele con
delezione (FORWARD-del/reverse: 82bp).

RISULTATI

La presenza del cffDNA nei campioni estratti ACIE ek SRL Rl Vo
da plasma é stata confermata in tutti e tre i o =

casi, mentre la mutazione paterna é stata ® ©

identificata solo nel caso 1. | risultati ottenuti © i

sono stati successivamente confermati i tu

dall’analisi molecolare su villi coriali. In figura |z, T g T
3 sono riportati i risultati dell'analisi di L / b e |l o
mutazione delta F508, con i campioni sono - / bl s e
stati amplificati dei controlli, positivo e g prr— - ==
negativo. Come controlli sono stati utilizzati 2

sia DNA genomico (gDNA) estratto da 5 0 15 W e 2% E) E 0 5 10 15 a = £ S w© 5

YL perlferlco che DNA libero (CffDNA) Figura 1: curva di amplificazione di ACTB. Figura 2: curva di amplificazione di SRY.

estratto da plasma.

03 31 E1 .1 CONCLUSIONI

L e A Nt Ap s \_J — L’analisi dei risultati di Real-Time qPCR dimostra che il protocollo testato risulta essere un valido
metodo per I'estrazione di DNA libero fetale da plasma materno.

1 2 3 4 5 6 7 8 L'utilizzo di una nested-ASPCR per la ricerca di mutazione si & dimostrato essere un test
sensibile, veloce ed economico, consentendone I'utilizzo gia nel primo trimestre di gravidanza.
L’esclusione della mutazione paterna nel feto attraverso I'analisi su plasma materno
permetterebbe quindi di evitare I'utilizzo di procedure invasive per il prelievo di cellule fetali e di

S
| — rassicurare la coppia prima di qualsiasi altro test diagnostico di routine.
108bp ’ E -t J \_;.J J Figura 3: PCR allele-specifica per la detection della mutazione AF508del in plasma materno.
‘ g Lane 1: cfDNA controllo positivo
82bp > U L.i Lane 2: cfDNA controllo negativo
— * Lane 3: DNA genomico controllo positivo

Lane 4: DNA genomico controllo negativo

Lane 5: Caso 1 (in evidenza la banda prodotta dalla presenza della mutazione AF508 nel feto)
Lane 6: Caso 2

Lane 7: Caso 3

Lane 8: controllo negativo di amplificazione
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