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                        Μη επεμβατικός Προγεννητικός έλεγχος Α. Κολιαλέξη, Βιοπαθολόγος PhD Εργαστήριο Ιατρικής Γενετικής Πανεπιστημίου Αθηνών Μη επεμβατικός ΠΕ από cﬀDNA στο πλάσμα εγκύου Ελεύθερο Εμβρυϊκό DNA στη μητρική κυκλοφορία §  Ανιχνεύεται από το 1ο τρίμηνο της κύησης (7η εβδομάδα) §  Χρόνος ημιζωής στη μητρική κυκλοφορία: 16.3 min §  Προέρχεται από απόπτωση κυττάρων του πλακούντα §  Αποτελείται από θραύσματα μεγέθους < 200bp σε ποσοστό 80% §  Τη 10η εβδ. κύησης αποτελεί ≈10% του ολικού cfDNA Απομόνωση cﬀDNA από το περιφερικό αίμα εγκύου Αμνιοπαρακέντηση/ Βιοψία τροφοβλάστης Απομόνωση ολικού cfDNA Προσδιορισμός του φύλου του εμβρύου από cﬀDNA που απομονώνεται από το περιφερικό αίμα της εγκύου ► 57 μελέτες (1997-‐2011) ► 3524 ♂ & 3017 ♀ ► Ευαισθησία: 95.4% ► Ψευδώς θετικά: 1.4% ► Αποτυχία: 5.4% §  Η ανίχνευση των ♀ γίνεται έμμεσα, όταν δεν ανιχνεύονται αλληλουχίες του χρ. Υ §  Είναι εφικτή από την 7η εβδομάδα κύησης §  Ασφαλής υπερηχογραφικός προσδιορισμός του φύλου μπορεί να γίνει μετά τη 12η εβδ. Devaney SA et al., 2012 Ενδείξεις ΠΕ του φύλου του εμβρύου §  Κυήσεις με αυξημενο κίνδυνο εμφάνισης φυλοσύνδετου νοσήματος §  Κυήσεις με αυξημενο κίνδυνο εμφάνισης ενδοκρινολογικής διαταραχής (συγγενής υπερπλασία επινεφριδίων) §  Οικογενιακό ιστορικό §  Υπερηχογραφικά ευρήματα Σκοπός §  Ελάττωση κατά 50% του αριθμού ΠΕ από βιοψία CVS για φυλοσύνδετα νοσήματα §  Σε κυήσεις με κίνδυνο εμφάνισης συγγενούς υπερπλασίας επινεφριδίων χορήγηση θεραπείας μόνο όταν το έμβρυο είναι ♀ από την 7η εβδ. κύησης Μη επεμβατικός ΠΕ συστήματος RhD του εμβρύου •  Χορήγηση αντι-‐ RhD σφαιρίνης μόνο όταν το έμβρυο είναι RhD + •  Κυήσεις ευαισθητοποιημένων γυναικών χαρακτηρίζονται υψηλού κινδύνου για αιμολυτική νόσο του νεογνού όταν το έμβρυο είναι RhD + Kolialexi et al, 2010 Μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση του συστήματος RhD του εμβρύου Μελέτη Αριθμός δειγμάτων (n)* Εξόνια που μελετήθηκαν Επιτυχής διάγνωση (n)* Ψευδώς θετικά (n) Ψευδώς αρνητικά (n) Ακρίβεια (%) Lo (1998) 57 10 55 0 2 96.5 Faas (1998) 31 7 31 0 0 100.0 Zhang (2000) 58 7 57 0 1 98.3 Zhong (2000) 22 7 21 1 0 95.5 Nelson (2001) 26 10 26 0 0 100.0 Zhong (2001) 34 10 33 0 1 97.1 Costa (2002) 102 10 102 0 0 100.0 Finning (2002) 137 4, 5, 6, 10 137 0 0 100.0 Legler (2002) 27 7 26 0 1 96.3 Randen (2003) 114 7 105 3 6 92.1 Finning (2004) 226 4, 5, 10 223 0 0 98.7 Rijnders (2004) 72 7 71 1 0 98.6 Rouillac (2004) 849 7, 10 842 3 4 99.2 van der Schoot (2006) 1257 7 1249 5 3 99.4 Clausen (2005) 59 7, 10 58 1 0 98.3 Coˆer (2005) 46 10 46 0 0 100.0 GauŠer (2005) 283 10 283 0 0 100.0 Hromadnikova (2005) 29 7, 10 29 0 0 100.0 Hromadnikova (2005) 58 7, 10 58 0 0 100.0 Hromadnikova (2005) 20 7, 10 20 0 0 100.0 Brojer (2005) 229 7, 10, intron 4 229 0 0 100.0 Zhou (2005) 92 4, 5, 10 92 0 0 100.0 Minon (2008) 545 4, 5, 10 544 1 0 99.8 Muller (2008) 1085 5, 7 1080 3 2 99.5 Finning (2008) 1805 5, 7 1788 14 3 99.1 Tounta (2011)
79
7,10
78 1 0 98 Προβλήματα στο ΠΕ του φύλου και του συστήματος RhD του εμβρύου από cfDNA Ψευδώς θετικά: Επιμόλυνση του δείγματος Ψευδώς αρνητικά: Χαμηλή ευαισθησία της μεθόδου ανίχνευσης και μικρή ποσότητα cﬀ-‐DNA στο δείγμα Αποτυχία διάγνωσης Επιβεβαίωση παρουσίας cﬀDNA στο δείγμα Δείκτης: Παρών στο εμβρυϊκό DNA και απών στο μητρικό DNA ή αντίστροφα §  Αλληλουχίες του χρωμοσώματος Y → πληροφοριακές μόνο στο 50% των κυήσεων με έμβρυο αγόρι §  Πολυμορφισμοί ή σημειακές μεταλλάξεις που διαφέρουν στη μητέρα από τον πατέρα και δεν σχετίζονται με το υπό μελέτη νόσημα Οχι πάντα πληροφοριακοί §  Επιγενετικές διαφορές μεταξύ πλακούντα και περιφερικού αίματος. Η μη επεμβατική προγεννητική διάγνωση μονογονιδιακών νοσημάτων που κληρονομούνται με επικρατητικό τρόπο Συχνότητα 3.6:1000 γεννήσεις §  Ανίχνευση μόνο της πατρικής μετάλλαξης ή de novo μεταλλάξεων §  Ανίχνευση μεταλλάξεων μεγέθους < 300bp §  νόσος Hun]ngton ((Gonzalez-‐Gonzalez MC,2003-‐ Bustamante-‐Aragones A, 2008) §  Mυοτονική δυστροφία (Amicucci P, 2000) §  Aχονδροπλασία: Σημειακές μεταλλάξεις στο FGFR3 [exon 8, c.755C>G (p.Ser252Trp) και c.758C>G (p.Pro253Arg),>98% των ασθενών ] (Saito H,2000-‐ Li Y, 2007) Μη επεμβατικός ΠΕ μονογονιδιακών νοσημάτων που κληρονομούνται με υπολειπόμενο τρόπο Γονείς φορείς διαφορετικών μεταλλάξεων Ελεγχος για τη παρουσία της μετάλλαξης του πατέρα στο cfDNA πλάσματος εγκύου Επεμβατικός ΠΕ με βιοψία CVS STOP Εμβρυο «φυσιολογικό» ή Εμβρυο ετεροζυγώτης φορέας της μητρικής μετάλλαξης Μη επεμβατικός ΠΕ χρωμοσωμικών ανωμαλιών του εμβρύου με NGS Chiu RW et al (2010) & Fan HC et al (2010) Εμπορικά διαθέσιμα kits για μη επεμβατικό Εταιρεία Μέθοδος Sequenom Laboratories MaterniT21 PLUS sMPS Verinata veriﬁ® sMPS Ariosa Harmony™ Natera Panorama™ tMPS SNP tMPS Ανάλυση Αποτέλεσμα Χρωμοσώματα 21, 18, 13, X,Y Προαιρετικά: 22q, 5p, 1p36, 15q,
11q, 8q, 4p Z-‐score algorithm •  Θετικό •  Αρνητικό NCV algorithm •  Ανιχνευση ανευπλοειδίας •  Πιθανή ανευπλοειδία •  Αρνητικό για ανευπλοιδία 21, 18, 13 Προαιρετικά : X, Y, 22q, 5p, 1p36, 15q DANSR & FORTE algorithm Εκτίμηση κινδύνου με συνυπολογισμό ηλικίας μητέρας και ηλικίας κύησης 21, 18, 13 Προαιρετικά : X, Y Z-‐score algorithm with binary Εκτίμηση κινδύνου με συνυπολογισμό ηλικίας μητέρας και ηλικίας κύησης 21, 18, 13, X, Y Προαιρετικά: 22q, 5p, 1p36, 15q §  Οι δυνατότητες της τεχνικής έχουν εκτιμηθεί για τη διάγνωση Τ21, Τ18 & Τ13 σε μονήρεις κυήσεις υψηλού κινδύνου για χρωμοσωμικές ανωμαλίες. §  Το test δεν είναι διαγνωστικό §  Xρησιμοποίηση του test για πληθυσμιακό έλεγχο κυήσεων υψηλού κινδύνου για χρωμοσωμικές ανωμαλίες με τη προϋπόθεση να συνοδεύεται από γενετική συμβουλευτική και τα θετικά ευρήματα να επιβεβαιώνονται με επεμβατικό ΠΕ. ISPD PosiŠon Statement April 2013 Μη επεμβατικός ΠΕ Τ21: Μετα-‐ανάλυση DR: 99.0% (95% CI 98.2-‐ 99.6) FPR: 0.08% (95% CI 0.03-‐ 0.14) Gil & Nicolaides, 2014 Μη επεμβατικός ΠΕ T18, T13 και ανωμαλιών των χρωμοσωμάτων του φύλου: Μετα-‐ανάλυση
T 18
T 13
Mονοσωμία X
Αλλές ανωμαλίες των χρωμοσωμάτων του φύλου (ΧΧΧ, ΧΥΥ, ΧΧΥ) Gil & Nicolaides, 2014 Ευαισθησία Ψευδώς θετικά 96.8% 0.15% (95% CI 94.5-‐ 98.4)
(95% CI 0.08-‐ 0.25)
92.1% 0.20% (95% CI 85.9-‐ 96.7)
(95% CI 0.04-‐ 0.46)
88.6% 0.12% (95% CI 83.0-‐ 93.1)
(95% CI 0.05-‐ 0.24)
93.8% 0.12% (95% CI 85.9-‐ 98.7) (95% CI 0.02-‐ 0.28) Προβλήματα στο ΠΕ χρωμοσωμικών ανωμαλιών του εμβρύου με NGS Ψευδώς θετικά: Μωσαικισμός που περιορίζεται στον πλακούντα (CPM) Μωσαικισμός στο περιφερικό αίμα της μητέρας Δίδυμη κύηση με παλινδρόμηση του ενός εμβρύου Καρκίνος Ψευδώς αρνητικά: Mωσαικισμός που περιορίζεται στο έμβρυο Μικρή περιεκτηκότητα σε GC Πολυμορφισμοί Τεχνικά προβλήματα Μικρό ποσοστό cﬀDNA Μελλοντικοί στόχοι μη επεμβατικού ΠΕ από cﬀDNA Κυήσεις χαμηλού κινδύνου Μονογονιδιακά νοσήματα Πολύδυμες κυήσεις Μικροελλείμματα Αλλα χρωμοσώματα Μωσαικισμός εμβρύου 
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