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» La segunda causa de mortalidad infantil en
Chile, que causa el 38% de todas las muertes
infantiles, son las malformaciones congénitas

 Los objetivos del diagnostico prenatal en

Introduccién nuestro medio son:
. y . v'Establecer un diagnostico en el feto por si
d]agnOSt]CO hubiera alguna opcion terapéutica que
ofrecerle
prenatal v'Establecer el mejor nivel de atencion para

la atencion del embarazo y parto

v'Reducir la ansiedad en parejas con riesgo
elevado de tener hijos con anomalias
congénitas

www.deis.cl



» Padres portadores de reordenamiento
cromosomico balanceado

> Hijo previo con Sindrome de Down u otra
anomalia cromosomica

> Aborto espontaneo aneuploide en gestacion previa

I ndlcaClOneS > Historia familiar de malformaciones congénitas
de eStudio > Hallazgos ultrasonograficos de malformaciones

fetales
p renatal » Retraso de crecimiento intrauterino severo

> Riesgo alto para anomalias cromosomicas
calculado por tamizaje ecografico o en Test

\\ Prenatal No Invasivo en ADN fetal circulante en
\\\ sangre materna (NIPS)

N\
N\

Arrabal D. 2020. Influencia de las alteraciones citogenéticas en el crecimiento de los cultivos de liquidos amnidticos. Genotipia. Genetica Medica y Genomicc



Enfermedades genéticas

> Segun causa molecular subyacente

Aneuploidias/Poliploidias Cariograma
Reordenamientos FISH
estructurales QF PCR
Deleciones NIPS

. PCR o secuenciacion
Alteraciones de la de ADN bisulfitado,

metilacion
MS- MLPA Microdeleciones/

Duplicaciones MLPA
Variantes de
ndmero de copias Array- CGH
(CNV)
Expansion de tripletes PCR triple primer

Variantes de Secuenciacion:

nucleotido «De Sanger

S *De nueva
unico (SNV) generacion (NGS)
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Mosaicismo

low-level 50% mosaicism high-level

« De aneuploidias mosacam
« De CNV
e De variantes de nucleotido Unico (SNV

zygote

mutation

Mosaic



Examenes genéticos

 Historia de los examenes genéticos

Digital Karyotyping
El diagnostico prenatal G-Banding _
citogenetico comenzd a XARAN
realizarse en Chile en 1988 kenlews
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B EEEEE
19 20 o X Y
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Next-gen Sequencing?

FISH

>10,000,000 bp 10,000,000 - 5,000,000 bp 1,000,000 - 1,000 bp 1bp

RESOLUTION



Test genomicos

Appearance

Resolution

Number of
loci probed

Variants
detected

Variants
per person

Diagnostic
yield

Incidental
findings

Light G-banded Microarray Whole-exome Whole-genome
microscope karyotype sequence sequence
\ Y 4

. CGGATGATTACCCGTT Secrr

-~
4
FH G GCTC
H el GCTCTAGCTAGCTATA
3 S e b GGCTATGGGTGGGGGC
y A
: 3
Entire 5-10 Mb 50-100 kb 1bp 1bp
chromosome
N/A ~500 ~0.05-2 million ~50 million 3 billion
. Copy
AnTupllo.léiy. Variants >5Mb number Coding regions Majority of
g variants variants
Oor1l Qor1l 10-100s ~20,000 4-5 million
Low High
Low > High

Wright, C., FitzPatrick, D. & Firth, H. Paediatric genomics: diagnosing rare disease in children. Nat Rev Genet 19, 253-268 (2018). https://doi.org/10.1038/nrg.2017.116



Tipos de test genéticos fetales

Tamizaje o no invasivos Diagnodsticos / Invasivos

B [N

G
R
.'s

Cariograma / FISH
QF - PCR

MLPA

Array CGH

Exoma / Genoma

Tamizaje prenatal no invasivo (NIPS o NIPT)




Procedimientos invasivos

Amniotic

Cordocentesis
coriales (BVC) « Desde la semana 15-16 . Desde las 16-20 semanas

Biopsia de Vellosidades | Amniocentesis

e Desde la semana 10-11

Ghi T. ISUOG Practice Guidelines: invasive procedures for prenatal diagnosis. Ultrasound Obstet Gynecol. 2016
Nicolaides K. La ecografia de 11 a 13+6 semanas. Fetal Medicine Foundation, Londres, 2013
Wieacker P. The prenatal diagnosis of genetic diseases. Dtsch Arztebl Int 2010



Biopsia de vellosidades coriales

Sangrado vaginal: 10%

» Mayor en abordaje transcervical

Pérdida reproductiva: 0.2%
Falla de obtencion de muestra: 2.5-4.8%
Falla cultivo citotrofoblasto: < 0.5%

Mosaisismo : 1-2%

Reporte cariograma: 48 hrs aprox

Ghi T. ISUOG Practice Guidelines: invasive procedures for prenatal diagnosis. Ultrasound Obstet Gynecol. 2016
Salomon LJ. Risk of miscarriage following amniocentesis or chorionic villus sampling: systematic review of literature and updated meta-analysis, Ultrasound Obstet Gynecol 2019



Amniocentesis

mmmm RPM: 1-2%

Pérdida reproductiva: 0.3%

s Falla de amniocultivo: 0,1 %

 Reporte retrospectivo: falla de 9,7% si mayor 28 semanas

mmme  Mosaisismo : 0,35%

« Evitar paso transplacentario
« Evitar >1 puncion
« Eliminar los primeros 2 mL

s Reporte cariograma: 14-21 dias

Ghi T. ISUOG Practice Guidelines: invasive procedures for prenatal diagnosis. Ultrasound Obstet Gynecol. 2016
O’Donoghue K. Amniocentesis in the third trimester of pregnancy. Prenat Diagn 2007
Salomon LJ. Risk of miscarriage following amniocentesis or chorionic villus sampling: systematic review of literature and updated meta-analysis, Ultrasound Obstet Gynecol 2019



Cordocentesis

Pérdida del embarazo (21.3%)

Complicaciones

« Sangrado desde el sitio de puncion (20-30%)
 Bradicardia fetal (5-10%)

Reporte cariograma: 72 hrs

American College of Obstetricians and Gynecologists’ Committee on Practice Bulletins—Obstetrics. Practice Bulletin No. 162: Prenatal Diagnostic Testing for Genetic Disorders. Obstet Gynecol. 2016. // Society for
Maternal-Fetal Medicine (SMFM). Fetal blood sampling. Am J Obstet Gynecol. 2013



Estudios citologicos

Cariograma

FISH

Cultivo

Amniocitos

BVC

Trofoblasto o
restos de aborto

Sangre de
cordon




Estudios Moleculares

De BVC,
amniocentesis,
sangre de cordon,
restos de aborto

No requieren
cultivo celular

Extraccion de ADN

» Puede guardarse
congelado

» Gotas de sangre en papel
filtro

456 MAIN STREET |
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City 2P Code
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Country




Cariograma

 Detecta alteraciones
cromosomicas numericas y
estructurales sobre 5-10 MB

« Habitualmente se analizan 20-25
metafases con bandeo G (400
bandas)

e Deteccion de mosaicismo > 10%

PROTOCOLS MEDICINA MATERNOFETAL. HOSPITAL CLINIC- HOSPITAL SANT JOAN DE DEU- UNIVERSITAT DE BARCELONA. 2018
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FISH

« Se puede realizar en nucleos interfasicos (nuc ish
200 metafases aprox) o en cromosomas
metafasicos (ish) tras un cultivo celular

marcado con una
molécula fluorescente

* Usos:

v’ Caracterizacion de rearreglos cromosomicos
estructurales, cromosomas marcadores

v Eitl;dio de microdeleciones (22q11.2, Sd. Williams,
etc

v Dia%néstico réeido de aneuploidias: cromosomas
21,18,13, X e

« Resolucion 40-250 Kb

» Deteccion de mosaicismo >5% aprox

HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU

PROTOCOLS MEDICINA MATERNOFETAL. HOSPITAL CLINIC- HOSPITAL SANT JOAN DE DEU- UNIVERSITAT DE BARCELONA. 2018



ADN Libre fetal en sangre materna

« Técnica no invasiva que permite la deteccion de aneuploidias desde la semana 10 del embarazo

> 14 < ° V4 ° of e Falsos
b 0> Aneuploidia | Sensibilidad o
o gy [T positivos

121 99, 7% 0,04%
T18 97,9% 0,04%
T13 99,0% 0,04%
45, X 95,8% 0,14%

Gil M, et al. Analysis of cell-free DNA in maternal blood in screening for aneuploidies: updated meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol 2017



30 40
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Fetal cfDNA (%)
20
1

Tecnica

 ADN fetal de apoptosis de células e
del sincitiotrofoblasto circula en Gestational Age (Wesks)
pequenos fragmentos 50 — 200 pb

Fetal cfDNA

* Se puede detectar desde las 5 o o e
semanas, con una concentracion e s
Optima para analisis desde las 9 T -
sem Maternal »M:\r P D=,

cfDNA s \ .
Te ey~ Nl
Concentracion aumenta con la EG st -l
10 — 20 semanas 1 0,1% por semana | A< T
> 20 semanas T 1% por semana Reference Chromosome 21
chromosome fragments

Palomaki GE, Messerlian GM, Halliday J V. Prenatal screening for common aneuploidies using cell-free DNA. In: Wilkins-Haug L, Barss VA, editors. UpToDate [Internet]. 2020
Wang E, Batey A, Struble C, Musci T, Song K, Oliphant A. Gestational age and maternal weight effects on fetal cell-free DNA in maternal plasma. Prenat Diagn. 2013



Limitaciones

Falsos positivos Falsos negativos

« Mosaicismo confinado a la placenta » Mosaicismo confinado a la placenta
« Gemelo evanescente e Fraccion fetal borderline
e Mosaicismo materno « Variaciones en el nUmero de copias
 Cancer materno materno
« Variaciones en el nimero de copias « Tecnica
materno
e Azar
» Técnica

« Receptor de transplante
e Transfusion sanguinea reciente

Hartwig TS, Ambye L, Sgrensen S, Jargensen FS, Discordant non-invasive prenatal testing (NIPT) - a systematic review. Prenat Diagn. 2017



Desde Chile

Invitae NIPS detects:

‘ Trisomy 21 (Down Syndrome) 99% 99% ‘
‘ Trisomy 18 (Edwards Syndrome) 99% ‘ 99% ’
‘ Trisomy 13 (Patau syndrome) 99% ‘ 99%

*Specificity and sensitivity calculated using internal validation data

Microdeletions add-on** Sex chromsome add-on**

Detect five clinically significant microdeletion regions to screen for Predict fetal sex—as early as 10 weeks—uwith greater than 99% accuracy, e n O met rl CS
syndromes that may be undetectable by ultrasound and other early and simultaneously detect aneuploidies to determine the risk of sex
screening technologies. chromosome disorders.
Microdeletions detected: Aneuploidies detected:
e .
= 1p36 deletion syndrome = Turner syndrome (monosomy X) ...
= DiGeorge syndrome (22q11.2 deletion syndrome) = Triple X syndrome (47,XXX) .. 2
<
= Angelman/Prader-Willi syndrome (15q11.2 deletion syndrome) = Klinefelter syndrome (47,XXY) .. ®
= Cri du Chat syndrome (5p15.2 deletion) = Jacob’s syndrome (47,XYY) m s ..
L]

= Wolf-Hirschhorn syndrome (4p16.3 deletion) a n

**Not available for twin pregnancies



PCR cuantitativa
fluorescente (QF-PCR)

« Cuantifica el numero de cromosomas
13, 18, 21, X e Y mediante el estudio
de secuencias de ADN polimorficas
denominadas repeticiones cortas en
tandem (STR)

 Permite detectar la contaminacion
celular materna

« Permite conocer el origen parental de
las triploidias y de detectar la zigosidad
los gemelos

« En la mayoria de los casos los resultados
estan disponibles en 24 horas

PROTOCOLS MEDICINA MATERNOFETAL.
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HOSPITAL CLINIC- HOSPITAL SANT JOAN DE DEU- UNIVERSITAT DE BARCELONA. 2018



Heterozygous Homozygous

Short Tanden
Repeats (STR) —

T 4 orear & oTear 4 otear |oroar o Tear TOT - TGAT | TeAr | oTear < Tear Paternal allele
T T S Maternal allele

i o T - BT, I ... A— ..

« También llamados microsatélites: son g ] TRONRABOB0213 41 A
secuencias de ADN en las que un fragmento 200 ] h
se repite de manera consecutiva | ‘q
« La variacion en el numero de repeticiones, y no la =
secuencia repetida, crea diferentes alelo coo Trisomy 21202111 B
» Los STR son marcadores muy variables en la 00
poblacion, a veces con mas de 30 alelos m
diferentes con distintas frecuencias segun o L
la pOblaCion Control 2 D21S11 C
« Son el marcador de eleccion para estudios de e
parentesco 2W€
« La QF-PCR de 3 STR por cromosoma deberia b ascoumdcesimc i S
ser un 99% informativo aao ] SrrOAD2ISH] D
600 _]
2003
0 R S S S S G OV S L R

Mansfield ES. Diagnosis of Down syndrome and other aneuploidies using quantitative polymerase chain reaction and small tandem repeat polymorphisms. Hum Mol Genet. 1993 Jan;2(1):43-50. doi: 10.1093/hmg/2.1.43. PMID: 8490622



QF-PCR

7679 muestras prenatales con cariograma y QF-PCR
« 1243 vellosidades coridnicas y 6436 amniocentesis

Concordancia QF-PCR y cariotipo en el 98,75%

» Resultados discordantes con implicancias en el fenotipo
fetal en el 0,24% (18 casos)

 Cariotipo anormal asociado con un resultado clinico adverso
no detectado por QF-PCR en el 0.05% de las muestras (4
fetos)

El cariotipo debe realizarse en embarazos con resultados normales
de QF-PCR y hallazgos ecograficos anormales, aumento de TN o
antecedentes familiares de reordenamiento cromosomico

No se puede determinar si las trisomias son libres o por
translocacion

QF-PCR no detecta niveles bajos de mosaicismo (<15-20%)

THE JOURNAL OF R
MOLECULAR DIAGNOSTICS Ganpics. ASIPE

REGULAR ARTICLES | VOLUME 12, ISSUE 6, P828-834, NOVEMBER 01, 2010

Assessment of QF-PCR as the First Approach in
Prenatal Diagnosis

Celia Badenas 2 Laia Rodriguez-Revenga « Carme Morales « Carmen Mediano « Alberto Plaja s
Ma Mar Pérez-Iribarne « Anna Soler « Nuria Clusellas « Antoni Borrell « Ma Angeles Sanchez « Elisabeth Mir6

Aurora Sanchez » Montserrat Mila » Wladimiro Jiménez ¢« Show less

Open Archive » DOI: https://doi.org/10.2353/jmoldx.2010.090224




No. 265, September 2011

Use of a DNA Method, QF-PCR, in the Prenatal

Diagnosis of Fetal Aneuploidies

Table 2. Performance of QF-PCR

Number of cases e Number of Jr——
detected / number cases detected / False
_ of aptual non- Eglse num})r:; ;); ::c;:il poosritsi\;is , )
witpe g T | e | St Jom | > QF-PCR es un método confiable para
il oG S g 1529 : detectar trisomias y deberia reemplazar el
Ataidr cariograma siempre que se realicen
Bl etal. 2002 10204F e i | ° o0 ° pruebas prenatales unicamente debido a
Mann et al. 2004° 1(22535\73 0.09/21 4371437 0 N/A N/A un mayor r.iesgo de aneuplOidia en lOS
21789) cromosomas 13, 18, 21, Xo Y
Caine et al. 2005 10253AF 29 429/429 0 NA NA
Brown et al. 2006™ 687 AF 0/25 14/14 0 1/3 0 .
Only 2 meskars Cariograma y QF-PCR en todos los casos de
Kozlowski et al. 2006 4692 AF 0.06/0.15 2Casg;r/;:;se(jat 0 2/8 0 anomalia ecogréfica fetal o un
:y?wgd reordenamiento cromosomico familiar
Kagan et al. 2007 3854 AF None reported 202/202 0 14/14
Onay et al. 2008™ 576 AF 0/29 15/15 0 4/4 . .. . ;.
Putzova et al. 2008% (142292?15 0/0.26 for AF 110/110 0 20/20 Se reCOm]enda SegU]m]entO C]togenet]co
2764AF)‘ -
Cirigliano et al. 2009 37544 AF 0.05/0.82 1287/1290t1 0 265/267T; 0 de lOS hall.azgos de QF PCR para descartar
e Upmethwadl poneieogd translocaciones heredadas
1 UIMCC




En Chile

* Redde Salud =«
UC - CHRISTUS S 2

Sistema de Informacion de Examenes, SINFEX

ANEUPLOIDIA, PCR FLUORESCENTE DE LOS CROMOSOMAS 13,18, 21, Xe Y

Cédigo del Examen

Nombres del Examen

Laboratorios de Procesamiento

Preparacion del Paciente

Actualizado en Septiembre de 2019 por TM Ligia Valdivia
Revisado y Aprobado por Dra. Marcela Lagos
2328

Estudio de aneuploidia de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y por PCR fluorescente
Estudio genético molecular de aneuploidia de los cromosomas 13, 18, 21, Xe Y
Screening de aneuploidia de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y por PCR
fluorescente

Laboratorio Dias de Procesamiento Plazo de Entrega de
Resultados
Biologia Molecular Lunes a Viernes 1-2 dias habiles

e Se debe avisar al Laboratorio (22 3548515) el envio y recepciéon de
muestras.

¢ Las muestras deben ser enviadas con caracter de urgente a la Unidad de
Biologia Molecular, ubicada en Centro Médico San Joaquin.

e Las muestras tomadas fuera de la Red de Salud UC CHRISTUS deben s
avisadas al Laboratorio y entregadas directamente en la UTM San Joaquil
Av. Vicuiia Mackenna 4686, de 8:00 a 17:00 hrs (22 3548965).

¢ Para informe de resultados en el dia, debe contactar al laboratorio pa
informar el envio, las muestras deben estar en el Laboratorio antes de las
12:00 hrs.

No requiere

Muestra Requerida

Estabilidad de la Muestra’

Condiciones de Envio al Laboratorio

Sangre total, un tubo tapa lila con EDTA, volumen minimo 2 mL, sangre fetal
o de recién nacido, volumen minimo 1 mL.
O Otras: liquido amniético (volumen minimo: 2 mL), vellosidades coridnicas,
tejido. Recolectar en tubo seco y estéril.
De preferencia, las muestras de liquido amnidtico no deben estar contaminadas
con sangre materna. Las muestras muy contaminadas (sanguinolentas) seran
rechazadas.
El método no esta validado para muestras de liquido de quiste fetal (puncién
de higroma) u orina fetal (puncion de vejiga).

IMPORTANTE: Para la confirmacién final de los resultados se requiere que
esta prestacion sea solicitada en conjunto con la prestaciéon de cariotipo, de
no cumplirse esta condicion las muestras no seran recibidas. Consultar al
laboratorio (22 3548515) por situaciones excepcionales.

T° Ambiente Refrigerada Congelada

Muestra (20 - 25 °C) 2-8°C) (-20°C)
Sangre Total con EDTA 3 dias 1 mes No aplica
Liquido amnidtico *1 dia No aplica No aplica

*Dado que es compartida para cariotipo, nunca refrigerar (ver Sinfex 1861)

*Dentro de Santiago y en el dia
Sangre Total con EDTA: Ambiente SI/ Refrigerada Sl/ Congelada NO
Liquido Amnidtico: Ambiente S|/ Refrigerada NO/ Congelada NO

*Desde fuera de Santiago

Sangre Total con EDTA y otras muestras: Ambiente SI/ Refrigerada Sl/
Congelada NO
Liquido Amnidtico: Ambiente S|/ Refrigerada NO/ Congelada NO

*Solo si el tiempo de traslado cumple con la estabilidad de la muestra.



RPO 1 Binding site
L:;o*“ reverse PCR primer

Multiple ligand probe
amplification (MLPA) s S e

SampleDNA____~ Probe target
L PROBE |

« Amplificacion de sondas que detectan

secuencias especificas de ADN, que | /‘\
consisten en dos partes que al unirse S—ar” N’
a la secuencia diana quedan N N

adyacentes y pueden ser ligadas para
su posterior amplificacion
« La senal emitida por las sondas que fueron

amplificadas permite analizar el nimero
de copias de la region interrogada

B

= Reverse PCR primer “gmms— Forward PCR primer ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ [ || |
K t | \ ‘ ‘ =
Probe A (170 nt) Probe B (299 nt) T
S o g5y =
o b

« Permite diagnosticar microdeleciones = = N
y microduplicaciones de hasta 1 exon

https://www.mrcholland.com/technology/mlpa



Red de Salud ™™
UC - CHRISTUS :!'

Sistema de Informacion de Examenes, SINFEX

En Chi le SINDROME DE MICRODELECION 22q11.2, DIAGNOSTICO GENETICO-MOLECULAR

22q11.2 region Codigo del Examen

Nombres del Examen

x D22575 - N25

-~

a g i~ Laboratorios de Procesamiento
[y I3

Sk G

(»

3 Mb standard deletion

| 2 Mb atypical nested deletion |
| 1.5Mbdeletion |

B-D nested deletion 2
: Muestra Requerida

Distal deletion ]

Preparacion del Paciente

> Alrededor de un 15% de los casos de sindrome
de microdelecion 22q11.2 tiene deleciones
atipicas, que no pueden identificarse mediante
FISH

POR MLPA

Elaborado en Agosto de 2019 por TM Ligia Valdivia
Revisado y Aprobado por Dra. Marcela Lagos
2565

: Sindrome de microdelecion 22q11.2, Estudio genético molecular por MLPA

Sindrome de DiGeorge, Sindrome Velocardiofacial (VSF) y otros sindromes
relacionados. Sindrome Opitz G/BBB

Laboratorio Dias de Procesamiento edpeslisees
Resultados
I~ ) 10 dias habiles
Biologia Molecular Lunes a Viernes *4 dias habiles

*Plazo de entrega para muestras de recién nacidos. Coordinar con el
laboratorio fono 22 3548515.

En caso de estudio prenatal (liquido amnidtico) la muestra sera obtenida por
Médico Obstetra (Amniocentesis).

Sangre periférica completa
Recolectar 1 tubo tapa lila con EDTA, volumen minimo: 2 ml

[J Liquido amniético
Recolectar minimo 5 mL de liquido amnidtico en jeringa estéril. Se
recomienda tomar la muestra a partir de las 16 semanas de gestacion.



Array CGH (CMA)

En el ano 2012 se demostro la utilidad
del CMA en diagnostico prenatal en 4406
embarazos

6% de los fetos con anomalias
estructurales tienen variantes de niumero
de copias (CNV) patogénicas

Detecta Variantes de numero de copias
(CNV) con una resolucion de 50-100Kb

- Aneuploidias

- Deleciones

- Duplicaciones

Qe D~
POSOVOOC —=

?

Patient

Reference
Red label

Mix &
Hybridise

‘ Computer Analysis

Gains (duplications)

Losses (deletions)

MINIEEL | 011 W

Spot Patient Control

® — =
= S——
3 copies 2 copies
‘ re—] P
fommess s
1 copy 2 copies

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.



 La interpretacion de CNVs requiere de
un analisis sistematico con evaluacion
del contenido génico, y de la correlacion
clinica de los hallazgos con la literatura
médica y bases de datos

 Existen guias que estandarizan la
evaluacion de las CNV basadas en la
evidencia, publicadas por el Colegio
Americano de Genética y Genomica
(ACMG) y el Clinical Genome Resource

(ClinGen)

1 2 3 4 s

LI T T T | N S

CY T D | R T R ¥ By
) " 15 N u 18

han
e |
-y
e
. 2.

- 3

Genetics
on catese o wescn s mscenom:. MCMG TECHNICAL STANDARDS | inMedicine
1)

Technical standards for the interpretation and reporting of
constitutional copy-number variants: a joint consensus
recommendation of the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) and the Clinical Genome

Resource (ClinGen)
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Recomendaciones y consideraciones en
diagnostico prenatal

« En presencia de un cariograma normal, el CMA identifica CNVs clinicamente
significativas en:

6-10% de fetos con anomalias estructurales
0.4-2% en fetos sin anomalias estructurales

5% en fetos con TN aumentada con cariotipo normal

1/64 embarazos en los que se realizo examen prenatal invasivo

> El CMA tiene mayor rendimiento que el cariograma para diagnosticar aneuploidias y CNVs en
mortinatos o productos de concepcion

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.



Table 1. Recommendations for prenatal chromosomal microarray and exome sequencing by various professional bodies/

societies

Professional body

Recommendations for CMA

Recommendations for ES

American College of Medical
Genetics and Genomics

American College of Obstetricians
and Gynecologists and The Society
of Maternal-Fetal Medicine

Canadian College of Medical
Genetics & Society of Obstetricians
and Gynaecologists of Canada

Royal College of Obstetricians and
Gynaecologists & The Royal
College of Pathologists

International Society for Prenatal
Diagnosis

Chinese Medical Association

(1) Has applications in prenatal specimens

(1) Fetuses with structural abnormalities or fetal
demise, CMA replaces karyotyping

(2) Structurally normal fetuses undergoing invasive
testing, CMA or karyotype could be performed

(1) Normal RAD and multiple fetal abnormalities

(2) Increased NT >3.5mm

(3) Stillbirth after RAD with or without congenital
anomalies

(1) Fetuses with one or more structural anomalies

(2) Increased NT at least 3.5 mm

(3) Fetuses with sex chromosomal abnormality that
is unlikely to explain the ultrasound anomalies

NA

(1) Fetuses with one or more structural anomalies

(2) Stillbirth after normal karyotype

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis.

Considered in fetus with one or more
significant anomalies when routine
prenatal methods are negative

Not currently recommended outside the
context of clinical trials

NA

The routine use of prenatal sequencing
as a diagnostic test cannot currently
be supported due to insufficient
validation data and knowledge about
its benefits and pitfalls

Currently ideally done in a research
setting/protocol

Case by case basis when a genetic
disorder is suspected for confirmatory
genetic testing by exome sequencing.

NA

Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.



« Rendimiento diagnostico segun sistemas afectados

Table 2. Additional diagnostic rates of prenatal chromosomal microarray analysis over conventional karyotyping stratified by

prenatal ultrasound structural abnormality

Ultrasound structural abnormality

Additional diagnostic yield of CMA®

Additional diagnostic yield of ES®

Isolated to a single anatomical system
Cardiac
Respiratory
CNS
Facial
Musculoskeletal
Gastrointestinal
Urogenital
Increased NT
Cystic hygroma

Multiple abnormalities

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.

% |positive case/cohort size)
4.6 (30/650)
5.5 (6/109)
5.7 (37/652)
4.3 (8/185)
6.9 (25/364)
5.5 (8/145)
4.8 (9/186)

1.8 (6/334)
4.0 (12/300)
9.1 (104/1139)

% (positive case/cohort size)

13.9 (16/115)

0.0 (0/23)
12.7 (17/134)
10.2 (5/49)
17.3 (13/75)

2.0 (1/50)
23.1 (6/26)

3.2 (3/93)

23.7 (93/392)



Limitaciones del CMA

No detecta rearreglos realmente balanceados J I 8 =—
ne

L

No detecta niveles bajos de mosaicismo (<20%)
» El SNP-array tiene mejor sensibilidad (5-10%)

Variantes de significado incierto (VUS) 1-2%

o Interpretacion desafiante de VUS en el prenatal por fenotipificacion
limitada

« Dificultad para los obstetras en predecir los outcome reales
postnatalmente

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.
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Aligned NGS fragments (“reads”)

Adams DR, Eng CM. Next-Generation Sequencing to Diagnose Suspected Genetic Disorders. N Engl J Med. 2018 Oct 4;379(14):1353-1362. doi: 10.1056/NEJMral1711801. PMID: 30281996.



Secuenciacion

completa de exoma
(WES)

» Es capturado selectivamente

» Detecta SNVs (variantes de nucleotido
unico)

» Detecta Indels

(deleciones y duplicaciones de < 50 pb)

« 85% de las mutaciones causantes de
enfermedad

Whole exome capture/
Sequencing pipeline

Hybridize 1

Whole exome
capture array

Wash/Elute 1
js—
)
Next-generation
sequencing
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Computational pipeline

/-> Cluster images
\ Basecalling

Read data

Human genome
Read mapping

Aligned reads
Read trimming l

Exomic reads

calling

l SNVs/Indel

SNVs/Indels

Filtering and
Annotation

Disease associated
EREER S

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.



WES probando/solo vs WES trio

* El uso de trio oLl lIC-Hll Filtrar variantes genéticas raras benignas en una familia

Identificar facilmente variantes de novo en el probando

Evidenciar la fase en que estan variantes de enfermedades recesivas

« En los casos en que hay padres sanos, el analisis de trio reduce 10 veces aprox. la
cantidad de variantes candidatas a analizar y permite aumentar la tasa diagnostica
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The homozygous variant observed in the proband was
Denovo Mutation in proband detected in the heterozygous state in both the parents.

Martine Tetreault et al. (2015) Whole-exome sequencing as a diagnostic tool: current challenges and future opportunities, Expert Review of Molecular Diagnostics, 15:6, 749-
760



EXOMA
(Decenas o centenares de miles de
variantes)

* Filtrado de variantes l

Filtrado por calidad

|

Filtering cascade for variant selection # variants*
l e e % = J Filtrado por tipo de variante
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Filtrado por frecuencia

de variante Standards and guidelines for the interpretation of sequence

variants: a joint consensus recommendation of the American
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Figure 1. Overview of the filters used to select relevant pathogenic variants from a Whole Exome Sequencing experiment. l

Confirmacion de la
variante

Chiara Bacchelli & Hywel J. Williams (2016): Opportunities and technical challenges in next-generation sequencing for diagnosis of rare pediatric diseases, Expert Review of Molecular Diagnostics,
DOI:10.1080/14737159.2016.1222906 //. Pérez y Tolosa. Gendmica en Medicina. Una guia practica. 2017. Medigene Press. Valencia, Espana.



« El WES deberia es un examen guiado por el
fenotipo, ya que detecta miles de
variantes cuyo filtrado y priorizacion
depende en gran parte de la correlacion
con el fenotipo

 La evaluacion clinica prenatal esta
limitada a las anomalias estructurales
mayores detectadas por ecografia, siendo
desconocidas las otras caracteristicas
clinicas y funcionales

man
enolype

tology




Limitaciones WES

No detecta rearreglos estructurales: traslocaciones, inversiones, indels fuera del exoma
Habilidad limitada para deteccion de CNVs

No detecta expansiones de trinucleotidos o niveles bajos de mosaicismo

Tiempo del analisis

« Terminacion del embarazo generalmente regulada por EG
« Un analisis de exoma puede demorar 2-3 semanas

Reporte de hallazgos incidentales e inconclusos

Fenotipo incompleto prenatal es un desafio para la interpretacion de variantes

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.



» Estudios han mostrado un rendimiento entre 6.2-80% de casos en poblaciones pequenas,
seleccionadas y con criterios de interpretacion variables

> 2 estudios recientes a gran escala investigaron su rendimiento diagnostico en cohortes no
seleccionadas de embarazos con anomalias estructurales fetales con estudio de cariograma- CMA
negativo

Prenatal exome sequencing analysis in fetal structural Lord et al . .
anomalies detected by ultrasonography (PAGE): a cohort study . 610 fetos (596 trios, 14 diadas)
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« Revision sistematica que demuestra un
rendimiento diagnostico mediante NGS de un
29% de los casos de hidrops fetal no inmune
(NIHF), siendo mayor en aquellos casos
asociados a otras anomalias

* Principalmente en
NIHF aislada en rasopatias: 47,8%
Desordenes musculoesqueléticos: 14,6%
Errores innatos del metabolismo: 12,4%
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Systematic Review

Fetal hydrops and the Incremental yield of Next generation
sequencing over standard prenatal Diagnostic testing (FIND)
study: prospective cohort study and meta-analysis
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WES

Recomendaciones y consideraciones para

Table 1. Recommendations for prenatal chromosomal microarray and exome sequencing by various professional bodies/

societies

Professional body

Recommendations for CMA

Recommendations for ES

American College of Medical
Genetics and Genomics

American College of Obstetricians
and Gynecologists and The Society
of Maternal-Fetal Medicine

Canadian College of Medical
Genetics & Society of Obstetricians
and Gynaecologists of Canada

Royal College of Obstetricians and
Gynaecologists & The Royal
College of Pathologists

International Society for Prenatal
Diagnosis

Chinese Medical Association

(1) Has applications in prenatal specimens

(1) Fetuses with structural abnormalities or fetal
demise, CMA replaces karyotyping

(2) Structurally normal fetuses undergoing invasive
testing, CMA or karyotype could be performed

(1) Normal RAD and multiple fetal abnormalities

(2) Increased NT >3.5mm

(3) Stillbirth after RAD with or without congenital
anomalies

(1) Fetuses with one or more structural anomalies

(2) Increased NT at least 3.5mm

(3) Fetuses with sex chromosomal abnormality that
is unlikely to explain the ultrasound anomalies

NA

(1) Fetuses with one or more structural anomalies
(2) Stillbirth after normal karyotype

Considered in fetus with one or more
significant anomalies when routine
prenatal methods are negative

Not currently recommended outside the
context of clinical trials

NA

NA

The routine use of prenatal sequencing
as a diagnostic test cannot currently
be supported due to insufficient
validation data and knowledge about
its benefits and pitfalls

Currently ideally done in a research
setting/protocol

Case by case basis when a genetic
disorder is suspected for confirmatory
genetic testing by exome sequencing.

NA

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.




Se necesitan mas estudios para determinar la utilidad clinica 'y
costo-eficacia de la implementacion clinica de WES

J

Su mejor rendimiento seria si es dirigido a grupos en donde el A
fenotipo fetal muestra una fuerte sospecha de desordenes
mendelianos (Ej: displasias esqueléticas o rasopatias)

o Esto evitaria los grupos en donde el rendimiento es bajo y disminuiria las
probabilidades de detectar VUS

J

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.




Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

« En los ultimos anos ha ocurrido una
diminucion drastica de los costos de
secuenciacion con el desarrollo de
nuevas tecnologias y su masificacion
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Secuenciacion completa
de genoma (WGS)

SNV

» La secuenciacion completa de
genoma ha demostrado su utilidad

para Structural
abnormality of Small CNVs
v'Detectar variantes patogénicas chromosomes

codificantes y no codificantes

Whole genome

v Rearreglos estructurales como sequencing (WGS)

traslocaciones, inversiones e
insersiones

Aneuploidy Large CNVs

v’ Tiene una mejor resolucion que el
CMA para detectar CNVs

Chau MHK, Choy KW. The role of chromosomal microarray and exome sequencing in prenatal diagnosis. Curr Opin Obstet Gynecol. 2021 Apr 1;33(2):148-155. PMID: 33620893.



Desde Chile

« Extraccion de ADN o sangre de cordon en papel filtro para envio de
muestra a laboratorio en el extranjero previo asesoramiento genético,
consentimiento informado y presentacion de caso al laboratorio

« Através de intermediarios
» Directamente desde hospital
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Conclusiones

 El objetivo del diagnostico prenatal es identificar una causa genética del fenotipo clinico
para guiar la toma de desiciones

« Actualmente en Chile las pruebas prenatales estan limitadas al cariograma

« La cantidad de examenes prenatales disponibles aumenta cada dia en conjunto con la
necesidad del conocimiento por parte de los clinicos de estas

 Las tecnologias de secuenciacion son un campo emergente con potencial de aumentar el
rendimiento diagnostico en fetos con anomalias estructurales o sospecha de enfermedad
monogenica, despues de que las pruebas convencionales han fallado en dar un diagnostico

» Es esencial el asesoramiento pre y post-test informando a los pacientes de los beneficios,
limitaciones, resultados, potencial de identificar variantes inciertas, no-paternidad,

consanguinidad y hallazgos



Enfermedades raras son uno de los objetivos sanitarios

PROPUESTA DE PLAN NACIONAL de la Estrategia Nacional de Salud de la década 2021-

DE ENFERMEDADES RARAS, HUERFANAS O POCO FRECUENTES 2030




Estrategia de Promocion de estrategias de salud publica y programas especificos.
intervencion

Iniciativas | 3.1. Implementacion de screening neonatal ampliado, a través de la reactivacion
del Plan Piloto de Pesquisa Neonatal para 26 condiciones iniciado en el aio 2017
en el Hospital San Juan de Dios en conjunto con el INTA

3.2. Creacion de una Comision Nacional de trastornos innatos del metabolismo que
evalue permanentemente nuevas condiciones a ser incorporadas y los resultados
de aquellas que han sido incorporadas, asi como optimizar de forma continua su
funcionamiento.

3.3. Otorgar garantias de acceso y oportunidad para la entrega de prestaciones de
asesoramiento genético de personas con ER- EPOF-EH y a sus familiares de
primer grado de consanguinidad o familiares pertinentes.

3.4. Incorporacion de especialistas (genetistas clinicos, asesores genéticos,
profesionales de la salud capacitados) en procesos de diagnéstico prenatal para
asesoramiento genético.

Propuesta de plan nacional enfermedades raras o poco frecuentes Chile. 2021.
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