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Introduccion

Diagnostico prenatal:

- Deteccion "in utero" de los defectos congénitos.
- Estimacion de riesgos de anomalias cromosomicas
- Asesoramiento genético y procedimientos diagnosticos invasivos

Diagnostico Prenatal No Invasivo:

- Objetivo: evitar procedimientos invasivos.



Introduccion.
Historia;

I Schmorl, 1893: células trofoblasticas en pulmones y en sangre de
gestantes muertas por eclampsia.

I Walknowska, 1969: linfocitos fetales en sangre de portadoras de
fetos varones.

I Bilanchi,1990: aislamiento de eritroblastos fetales.
i Bianchi, 1996: detecto linfocitos fetales aflos después del parto.
I Lo, 1997: cfDNA en circulacion materna mediante la deteccion de

secuencias del cromosoma Y en el plasma materno.

2011: introduccion del diagndstico prenatal no invasivo
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BIOLOGIA DE DNA FETAL LIBRE
EN SANGRE MATERNA



Biologia del cffDNA circulante.

A Origen: placentario.
I Otros: apoptosis de celulas fetales intactas y transferencia de cfDNA.

Pequenos fragmentos: 200 bp.

Baja proporcion: 91 20%.

Se detecta desde las 5 semanas.

Aumenta con EG: 29.3% cada semana.

Tras el parto desaparece a las 2 horas (Clearence renal)
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Biologia del cffDNA circulante.
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EL ANALISIS ES DEPENDIENTE
DE LA FRACCION FETAL.



Técnicas de secuenciacion del cffDNA.

A Secuenciacion masiva en paralelo (shotgun).
A Analisis digital de regiones seleccionadas (target)

Sequence, Align, Count, Examine for Copy Number Imbalance

CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAA
CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAA
ACGGGGTCAAAGGTTCCCACACGTCC
GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAA
GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAA
ACGGGGTCAAAGGTTCCCACACGTCC

Cell-free DNA in ! C C . Reference Chromosome(s)

Maternal Plasma Total DNA is Alignment of reads

~150-200 bp fragments sequenced Measure counts relative
from both pregnant 36 base pair reads to a reference value

woman and her fetus 1-6 samples per lane (nermal genome)

8 lanes per flow cell

BianchiDW ObstetGynecc2012119.890-901



Tecnicas de secuenciacion del cffDNA

Fetal trisomy detection with cf DNA

Extra fragments derived
Fetal cfDNA . from fetal trisomy 21
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« Each strand represents thousands of cf DNA fragments
* Overabundance of chromosome 21 cf DNA fragments in trisomy 21

is small but can be measured with DNA sequencing
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Técnicas de secuenciacion del cffDNA.

cfDNA In blood

BN Chr21,18,13 cfDNA Cell-free DNA are short DNA fragments

BN Other Chr cfDNA from chromosomes found in circulation
Y Unmapped cfDNA

In pregnancy, cell-free DNA from the fetus
and mother are both present in maternal
Directed (Harmony Test) MPSS (shotgun) blood®

The Harmony test uses efficient,
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Técnicas de secuenciacion.

Analisis dirigido de fragmentos de
ADN libre de células que garantiza
resultados reproducibles

Bajo costo debido al analisis de un
decimo
de fragmentos de ADNI
al igual que la secuenciacion aleatona

Resultado detallado del analisis que
proporciona una evaluacion de riesgo de
trisomia indrvidualizado
para cada muestra del paciente

Analisis aleatorio de fragmentos
de
ADM libre de células

Alto costo debido al analisis que
reguiere

decenas de millones de fragmentos
de ADNI

Resultado binario del analisis sin
puntuacion de riesgo individual
especifico ni informacion
cuantificable




Fraccion fetal.

i Silafraccion fetal es mas alta, mas facil es determinar la aneuploidia.
i Silafraccion fetal es baja (<4%) puede resultar:

A Sin resultado.

A Falso negativo.

BianchiDW ObstetGyneco012119.890-901



Fraccion Fetal

A Factores que influyen sobre fraccion fetal:

I IMC materno.

I Edad Gestacional.

i Tipo de aneuploidias.

I Gestaciones multiples.

I Variabilidad entre los cromosomas.

BianchiDW ObstetGynecoR012119890-901
BennP UltrasoundObstetGynecol01342:15-33
QuJZ ClinChem201359:427-435

WangE PrenatDiagn201333.662-6



Fraccion Fetal.

Fetal Fraction Decreases as
Maternal Weight Increases

Fetal Fraction — Too Low in ~“2% of Women
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Fraccion Fetal.

Euploid Males
—_— — — Trisomy 21
Trisomy 18

Fetal Fraction

FF y tipo de aneuploidia.

Relative Frequency

==TWins

—a=Singletons

0,2 0,3
Fetal Fraction per Fetus

FFy gemelares.
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Beneficios

i Diagnosticar una condicion tratable.

I Mejor atencion post i natal.

I Diagnosticar un problema que permita aborto médico en un feto que se
encuentra afecto.



Limitantes

I Laconcentracion de celulas libres DNA son relativamente bajas.
I El conteo total de células varia entre los individuos.
I Los fetos tienen |la mitad del genoma materno.

I Costo
Falsos positivos : Falsos neqgativos :
- Contaminacion. - Mosaicismos
- Gemeloevanescente - Variantes genéticas

- Mosaicismosconfinados a la placenta.
- Bajo niveles de mosaicismo materno.



APLICACION CLINICA DEL
DIAGNOSTICO PRENATAL NO INVASIVO.



Aplicaciones Clinicas.

1. Determinacion del sexo fetal.

2. Determinacion de RhD.

3. Estudio de enfermedades monogénicas.
4. Estudios en aneuploidias fetales.

Journal of Genetic Medicine 2011:8:1-16



Determinacion del sexo fetal.

A Amplificacion de secuencias del cromosoma Y:

I Criterio de presencia/ ausencia.
I Permite diagnostico desde las 7 semanas.
I Control en enfermedades asociadas al cromosoma X.

Original Paper

Fetal Diagnosis
'mr[hel_‘dpv Fetal Diagn Ther
: DOI: 10.1159/000357198

Assessment of Fetal Sex Chromosome Aneuploidy
Using Directed Cell-Free DNA Analysis

Kypros H. Nicolaides®*? Thomas J. Musci¢ Craig A. Struble¢ Argyro Syngelaki? . .
Maria del Mar Gil? Journal of Genetic Medicine 2011;8:1-16 ADOI: 10.5734/JGM.2011.8.1.1

2Harris Birthright Research Centre for Fetal Medicine, King's College Hospital, and ?Department of Fetal Medicine,
University College Hospital, London, UK; “Ariosa Diagnostics Inc., San Jose, Calif., USA




Indicaciones para determinar sexo fetal.

Riesgo de desordenes ligados al cromosoma X. Ej.
Hemofilia A, distrofia muscular de Duchenne.

Historia familiar de condiciones asociadas con
desarrollo de genitales ambiguos.

Hallazgos US y ocasionalmente discrepancia entre sexo
genetico y apariencia de genitales externos al US.

Journal of Genetic Medicine 2011:8:1-16



Determinacion de sexo fetal

Journal of Genetic Medicine 20171;8:1-16 - DOI: 10.5734/JGM.2011.8.°

Noninvasive Prenatal Diagnosis using
Cell-Free Fetal DNA in Maternal Plasma:

Clinical Applications
Young—Ho Yang, Sung—Hee Han, Kyoung—Ryul Lee

Table 1. Studies Reporting the use of cffDNA in Maternal Circulation for Determination of Genetic Gender in Fregnan
Authaor h ) PCR technigue

o et al 24 Conventional a0 100
o et al 7 Real—time SRY 100
100
100
fatal
100
100
Honda et al. 5 Y213 100
Mazza st al.
Rijnders et al. 3 5 leal—time SRY ( 100
100
Hromad: ) 4 018 {2al—time SHY 100
Rijnders et al. 72 g leal—time 100
Hyett et al. 714 {=al—time 100

Boon et al. 58 33 leal—time g q7.7

Abbriviations: SRY,




Determinacion del RhD Fetal.

A El uso de DPNI permite en gestantes Rh (-) suspender inmunoprofilaxis si el hijo
es Rh(-), ya que no estaria el riesgo de EHP. Técnica usada: PCR.

Table 6. HEAQ_.FESE!FHEI’[WE! Selection of Recent Studies using Real—time PCR for Non—invasive Prenatal Diagnosis of Fetal RhD
Genotyping™

s

Author (Date) Country Gestation (weeks) Sensitivity (%) Specificity (%)

11-19 100 96.6
5-39 100 98.6
8-35 100 100

Rouillac—Le Sciellour (2007) France 10-34 100 97.5
Minon (2008) Belgium 10-38 100 ie

Finning (2008) UK 8-38 99.8

=]
P
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Brojer (2005) Poland
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Enfermedades monogénicas.

A Enfermedades de herencia dominante:

si el padre es portador de una mutacion asociada a una enfermedad de herencia
dominante, la ausencia de dicho defecto en la madre permite hacer el dg fetal. La
presencia o ausencia del alelo mutante paterno en sangre materna nos permite decir
si el feto esta afecto o sano.

A Distrofia mioténica, enfermedad de Hungtinton, Acondroplasia.

BENNR Ultrasoundof ObstetGynecoR013 42: 15¢33



Enfermedades monogénicas.

A Enfermedades de herencia recesiva:

la mutacion portada por ambos progenitores ha de ser distinta para que sea posible
identificar la mutacion de origen paterno en sangre materna.

A Criterio presencia /ausencia del defecto paterno.
A No se puede llegar a un dg fetal de sano o portador de la mutacion materna.

A Hiperplasia adrenal congénita, B i talasemia, fibrosis quistica.

BENNR Ultrasoundof ObstetGynecoR013 42: 15¢33



DETECCION DE ANEUPLOIDIAS



Cribado Clasico de Aneuploidias (2000)

NicolaidesKH,Am JObstetGynecoR012207:374.e1-6.



