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Riassunto
La diagnosi prenatale di tipo invasivo basata sul-
l’analisi del DNA fetale estratto da villi coriali o
amniociti viene effettuata da circa 30 anni e nel
tempo sono state sviluppate diverse metodologie
diagnostiche per la caratterizzazione molecolare
dei difetti causativi nei geni responsabili delle varie
patologie. La recente identificazione di DNA fe-
tale nel plasma materno ha consentito lo svilup-
po di procedure alternative non invasive di dia-
gnosi prenatale che non costituiscono un rischio
per il feto. Il DNA fetale nel plasma materno si
trova in presenza di un grande eccesso di DNA di
origine materna e questo complica notevolmente
l’identificazione di eventuali differenze di sequen-
za fetali e materne, dato che la maggior parte delle
malattie genetiche è causata da mutazioni punti-
formi. Sono pertanto necessarie metodiche avan-
zate di biologia molecolare dotate di elevata sen-
sibilità e accuratezza che siano facilmente acces-
sibili per consentirne una vasta applicazione in
campo clinico.

Summary
Antenatal diagnosis of genetic diseases: present
and future
Invasive prenatal diagnosis based on the analysis of
fetal DNA extracted from chorioni villi or amniocytes
has been performed during the last 30 years and since
then a variety of diagnostic protocols for molecular
characterization of causative mutations in genetic dise-
ases have been developed. The recent identification of
fetal DNA in maternal plasma made possible the ap-
plication of alternative noninvasive procedures which
do not constitute a risk for the fetus. Fetal DNA in
maternal plasma is in the presence of an excess of
maternal DNA which makes particularly difficult to
distinguish between fetal and maternal sequences also
because most genetic diseases are caused by point
mutations. This demands the use of  highly sensitive,
accurate and accessible methodologies which have the
potential to be applied in the routine clinical service.
Key-words: Antenatal diagnosis, genetic diseases, fetal
DNA, pregnancy.

In questi ultimi anni, gli avanzamenti tecnologici nel
campo della biologia hanno portato a una maggior
comprensione delle basi molecolari delle malattie ge-
netiche, fornendo nuove possibilità per la diagnosi pre-
natale di tali patologie. Scopo della diagnosi prenatale
è di fornire un risultato diagnostico accurato nel minor
tempo possibile e nelle fasi più precoci della gravidan-
za. Perché questo sia possibile è necessario: a) identifi-
care tempestivamente le coppie a rischio per una ma-
lattia, b) caratterizzarne le mutazioni causative, c) otte-
nere il materiale genetico fetale nelle prime epoche ge-
stazionali con metodiche sicure e d) determinare il ge-
notipo fetale sulla base delle mutazioni parentali.

A partire dalle prime diagnosi prenatali di talassemia
effettuate negli anni ’701, sono state sviluppate varie
metodologie diagnostiche per l’identificazione dei di-
fetti molecolari e per la diagnosi prenatale di altre ma-
lattie genetiche. Nel corso degli anni abbiamo assistito
ad una rapida evoluzione delle tecnologie impiegate
basate essenzialmente sulla reazione di amplificazione
(PCR)2.

La maggior parte delle malattie genetiche è causata
da mutazioni puntiformi ed il numero di mutazioni
causative varia per ogni patologia. Pertanto, per deter-
minare le mutazioni di cui sono portatrici le coppie a
rischio vengono impiegate metodiche che consentono
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di identificare o escludere in modo veloce e poco co-
stoso la presenza di variazioni di sequenza all’interno di
una regione e devono essere poi accoppiate a metodi-
che specifiche per caratterizzare con precisione le va-
riazioni trovate. Inizialmente si effettuava la Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), successivamente
questo metodo è stato sostituito dalla Denaturing High
Performance Liquid Chromatography (DHPLC). Il meto-
do DGGE permette di identificare variazioni di se-
quenza anche puntiformi all’interno di frammenti di
DNA lunghi alcune centinaia di basi grazie alle loro
differenti proprietà di dissociazione “melting” e quindi
alla diversa migrazione elettroforetica in un gel di po-
liacrilamide contenente un gradiente chimico denatu-
rante (formamide e urea)3. Il metodo DHPLC, velo-
ce, molto processivo, poco costoso e completamente
automatizzato, utilizza una colonna cromatografica per
separare frammenti di DNA con sequenza diversa in
base alla temperatura di melting (Tm) specifica4.

Per l’analisi del DNA fetale vengono invece impie-
gati vari metodi per determinare la presenza o l’assen-
za delle mutazioni presenti nei genitori. Un metodo
molto utilizzato in passato era la Amplification Refractory
Mutation System (ARMS), che sfrutta la capacità della
DNA polimerasi di estendere solo primer perfettamente
appaiati al DNA stampo all’estremità 3’ e non estende
primer che contengono un misappaiamento5. Allesten-
do due reazioni di amplificazioni separate, una delle
quali utilizza primer complementari in 3’ alla sequenza
normale e l’altra primer complementari alla sequenza
mutata, si determina il genotipo del campione in esa-
me in base alla presenza o all’assenza del prodotto
amplificato specifico per ogni primer impiegato. E’ un
metodo veloce, richiede solo un’analisi elettroforetica
su gel di agarosio dei prodotti amplificati, ma la messa
a punto delle condizioni specifiche di reazione è labo-
riosa; inoltre non rappresenta l’approccio ideale in po-
polazioni con numerose mutazioni causative o multi-
etniche.

Attualmente, i metodi più comunemente impiegati
si basano sull’ibridazione del prodotto amplificato con
probe oligonucleotidiche allele-specifiche (ASO), sia nel
formato dot-blot che nel formato reverse dot-blot 6,7. Per
ogni mutazione vengono utilizzati due oligonucleotidi
uno dei quali complementare all’allele wild-type e l’altro
all’allele mutato. E’ il principio base utilizzato dalle tec-
nologie emergenti dei microarray, ma può essere impie-
gato solo qualora le mutazioni in esame siano in un
numero limitato. Ad oggi, tuttavia, la metodica d’ele-
zione è il sequenziamento diretto del prodotto ampli-
ficato che è in grado di rilevare e caratterizzare qualsi-
asi tipo di mutazione all’interno di una regione genica.
Questa metodica rappresenta ancora il gold standard ma
non è accessibile a tutte le realtà diagnostiche per i costi
elevati ed in molti laboratori viene applicata unicamen-
te allo studio dei campioni in cui non sia stato possibile
identificare la mutazione con altri metodi.

Altre metodiche più recenti per l’identificazione di

mutazioni puntiformi includono real-time PCR con son-
de fluorescenti allele-specifiche, Oligonucleotide Ligation
Assays 8 basati su appaiamento e ligazione di sonde al-
lele specifiche e saggi di Melting Curve Analysis (MCA)
che discriminano gli alleli in base al differente profilo
di melting9.

Infine si stanno attualmente sviluppando tecniche in-
novative quali Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifi-
cation (MLPA) per la rilevazione di delezioni. Questa
tecnica consiste nella ligazione di due sonde oligonu-
cleotidiche complementari alla regione in esame, nella
successiva amplificazione con PCR universale delle
coppie di sonde ligate, separazione dei frammenti
amplificati mediante elettroforesi capillare in fluorescen-
za e analisi semiquantitativa dei prodotti di amplifica-
zione10.

Le conoscenze sempre maggiori del genoma uma-
no e l’evoluzione della biologia molecolare hanno per-
messo la diagnosi in utero di un numero crescente di
patologie genetiche. Ciò comporta inevitabilmente un
aumento delle procedure invasive (amniocentesi e pre-
lievo dei villi coriali) effettuate. Tali tecniche presenta-
no un rischio di provocare un aborto compreso fra
0.5% e 1%; inoltre, per motivi ostetrici devono essere
effettuate in epoche gestazionali precise, l’amniocentesi
tra la 15a e la 17a settimana e la villocentesi tra la 10a e la
12a settimana di gravidanza.

Nel corso degli ultimi vent’anni la ricerca ha investito
molto nello sviluppo di procedure diagnostiche che
non costituiscano un rischio per il feto, rivolte alla ri-
cerca di una fonte alternativa di materiale genetico fe-
tale che potrebbero notevolmente diminuire l’impatto
della diagnosi prenatale invasiva attualmente in uso.

Tali ricerche si basano su evidenze ormai ben cono-
sciute che la placenta non costituisce, come si credeva
in passato, una barriera che mantiene separati la madre
e il feto geneticamente differenti ma si trova piuttosto
al centro di un traffico bidirezionale tra madre e feto.
Si sa da tempo che una piccola quantità di cellule fetali
nucleate (elementi del trofoblasto, leucociti ed eritro-
blasti) attraversano fisiologicamente la placenta ed en-
trano nel circolo materno fin dalle prime settimane di
gravidanza. E’ stato stimato che il sangue della gestante
contenga una proporzione di 1 cellula fetale ogni
100.000 -1.000.000 cellule nucleate materne11. Tuttavia
è stato dimostrato che linfociti di origine fetale posso-
no persistere dopo il parto anche per decenni nel san-
gue materno; pertanto il loro utilizzo nella diagnostica
prenatale potrebbe portare ad errori interpretativi do-
vuti alla persistenza di cellule fetali da precedenti gravi-
danze.

Un avanzamento significativo in questo campo è stato
compiuto grazie all’identificazione di DNA fetale cir-
colante nel plasma delle donne gravide. Nel 1997 Lo e
collaboratori12, hanno scoperto la presenza nel plasma
materno di DNA fetale libero proveniente da processi
di lisi cellulare che costituisce circa il 3-6% del DNA
totale nel plasma13 e rappresenta quindi una fonte di
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materiale genetico fetale più abbondante rispetto a
quello ottenibile dalle cellule fetali circolanti. L’identifi-
cazione del DNA fetale nel plasma materno ha dato
nuovo impulso allo sviluppo di strategie alternative per
la diagnosi prenatale non invasiva di malattie genetiche
ed il monitoraggio delle complicanze della gravidanza.

Analizzando il DNA del gene SRY come modello
più semplice per distinguere il DNA fetale da quello
materno in gravidanze con feto di sesso maschile, è
stato dimostrato che il DNA fetale rappresenta una
fonte ottimale di materiale genetico: uno studio effet-
tuato su oltre 1800 donne con gravidanza fisiologica
ha mostrato che il DNA fetale può essere identificato
nel plasma materno a partire dalla sesta settimana di
gestazione con un’accuratezza superiore al 99% estra-
endo DNA da 0,5 mL di plasma materno14. I dati
ottenuti sull’accuratezza diagnostica nell’identificazione
del sesso fetale sono fondamentali per un’applicazione
alla diagnosi di malattie legate al cromosoma Y. Non
sono stati ottenuti risultati falsi positivi neanche in don-
ne con precedenti gravidanze con feti di sesso maschi-
le o con aborti, sottolineando ulteriormente l’elevato
potenziale diagnostico dell’analisi su plasma materno.
La valutazione di una serie di parametri clinici, demo-
grafici ed anamnestici ha mostrato che la concentra-
zione di DNA fetale non sembra essere influenzata dal
numero di gravidanze precedenti, dal numero dei pre-
cedenti aborti e da tabagismo. Questo implica che il
DNA fetale può essere considerato come un marca-
tore indipendente e che i valori di riferimento possono
essere applicati a varie tipologie di donne gravide, qua-
li nullipare e multipare, fumatrici e non fumatrici, etc.

Inoltre, vari studi hanno confermato la clearance com-
pleta del DNA fetale dal plasma materno dopo il par-
to, requisito essenziale per evitare errori diagnostici
dovuti al persistere del DNA fetale nella circolazione
materna derivante da gravidanze precedenti15,16.

Un approccio simile basato sull’identificazione qua-
litativa di sequenze presenti unicamente nel feto ed as-
senti nella madre ha permesso la diagnosi prenatale
non invasiva del genotipo Rhesud D17, della distrofia
miotonica18, dell’acondroplasia19 e della sindrome adre-
nogenitale20.

La stessa strategia non può tuttavia essere applicata
alla diagnosi prenatale non invasiva di malattie a tra-
smissione autosomica recessiva nelle quali il feto con-
divide gli stessi alleli della madre, incluso quello even-
tualmente mutato. In questi casi è possibile solo identi-
ficare l’allele fetale ereditato per via paterna.

Una delle difficoltà maggiori nell’analisi del plasma
materno è che la maggior parte del DNA presente è
costituita da sequenze di origine materna (>95%) che
complicano notevolmente l’identificazione di eventuali
differenze tra sequenze fetali e materne. Questo vale in
modo particolare per le malattie mendeliane causate
da mutazioni puntiformi o per tutte le situazioni in cui
entrambi i genitori siano portatori dello stesso allele
mutato e sia necessario distinguere gli alleli fetali eredi-

tati dal padre o dalla madre mediante l’analisi di poli-
morfismi.

Inizialmente è stata riportata la diagnosi prenatale non
invasiva di una delezione di 4 basi nel gene beta globi-
nico che causa beta-talassemia nella popolazione cine-
se con amplificazione real-time e ibridazione con sonde
fluorescenti di tipo TaqMan21. Più recentemente sono
stati sviluppati dei saggi per identificare 4 mutazioni
che causano beta-talassemia nel Sud-Est asiatico me-
diante single-base extension seguita da analisi di spettro-
metria di massa MALDI-TOF22. L’allele fetale eredi-
tato per via paterna è stato correttamente identificato
in tutte le 11 gravidanze analizzate. Tuttavia questo ap-
proccio si basa sull’impiego di una apparecchiatura al-
tamente sofisticata, con costi elevati e non facilmente
accessibile. E’ quindi necessario sviluppare strategie al-
ternative che consentano un’applicazione più genera-
lizzata.

Uno studio recente ha mostrato che le molecole di
DNA di origine fetale sono generalmente più corte di
quelle di origine materna23. Per cui è stata sviluppata
una strategia di separazione dei frammenti secondo la
taglia, basata su elettroforesi in gel di agarosio e suc-
cessiva excisione della frazione del gel contenente fram-
menti di DNA con una taglia di circa 300 bp che ha
portato all’arricchimento selettivo delle sequenze di
DNA circolanti di origine fetale24. Questo protocollo
che necessita di un prelievo di sangue di circa 15-20
mL, è stato applicato in combinazione con PCR in
presenza di peptide nucleic acids (PNA) per la soppressio-
ne dell’allele normale prevalentemente materno e l’ul-
teriore arricchimento delle sequenze fetali, una strate-
gia che il nostro gruppo aveva precedentemente pro-
posto25,26. I PNA sono analoghi del DNA in cui lo
scheletro zucchero-fosfato è sostituito da unità di N-
(2aminoetil)glicine27,28. I PNA mimano il comportamen-
to del DNA legandosi a filamenti di DNA comple-
mentare, ma con una forza e specificità molto mag-
giori. A causa della loro natura chimica differente, pos-
sono formare ibridi PNA-DNA dotati di stabilità ter-
mica molto più elevata dei corrispondenti ibridi DNA-
DNA e questa caratteristica ne permette l’impiego nel-
le reazioni di PCR a temperature di annealing più eleva-
te. Inoltre ibridi PNA-DNA sono più destabilizzati dalla
presenza del misappaiamento di una singola base ri-
spetto agli ibridi DNA-DNA, caratteristica che rende i
PNA molto utili nella discriminazione di mutazioni
puntiformi. E’ stato dimostrato che PNA apposita-
mente disegnati possono inibire l’allele normale per-
mettendo l’amplificazione selettiva dell’allele mutato26.
Per cui qualsiasi tecnica di identificazione di mutazioni
basata sulla reazione di PCR può essere combinata con
l’impiego di PNA che blocchino (clamping) sequenze
complementari specifiche. La tecnica di soppressione
allelica mediante PNA-clamping può aumentare note-
volmente la sensibilità delle metodiche esistenti. Il pro-
tocollo combinato di arricchimento basato sulla taglia
e impiego di PNA è stato applicato alla diagnosi pre-
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natale non invasiva di beta-talassemia in 32 gravidanze,
con una specificità del 93.8% nell’identificazione delle
mutazioni fetali ereditate per via paterna24. L’arricchi-
mento di sequenze fetali mediante separazione elettro-
foretica e gel eluizione è comunque complicato, richie-
de molti passaggi manuali e può dar luogo facilmente
a problemi di contaminazione.

Date queste premesse fondamentali il nostro grup-
po si è proposto di mettere a punto metodologie avan-
zate dotate di elevata sensibilità e accuratezza, che sia-
no tuttavia facilmente accessibili per consentirne una
vasta applicazione in campo clinico.

Abbiamo accoppiato la strategia di arricchimento
mediante PNA con il sistema a microchip microelet-
tronici come riferimento al quale comparare altre me-
todiche avanzate di diagnostica molecolare, quali
pyrosequencing e direct sequencing. Abbiamo sviluppato con
il sistema a microchip microelettronici i saggi per iden-
tificare le 7 mutazioni prevalenti nel gene beta-globini-
co responsabili della beta talassemia nella popolazione
mediterranea. Abbiamo quindi applicato tale approc-
cio all’analisi di campioni di plasma di donne gravide
portatrici di una mutazione differente da quella del
partner prima che si sottoponessero a diagnosi prena-
tale invasiva. In totale abbiamo effettuato in cieco 41
diagnosi prenatali su plasma materno col sistema mi-
crochip, con completa concordanza con i risultati otte-
nuti su DNA fetale estratto da villi coriali. Quattro dia-
gnosi (4/4) sono state confermate anche con pyrose-
quencing e 27/28 sono state confermate con direct se-
quencing 29. L’uso dei PNA è tuttavia laborioso e non è
trasferibile a tutti gli ambiti diagnostici.

Non esistono attualmente strategie consolidate do-
tate di accuratezza elevata per l’analisi diretta del geno-
tipo fetale su plasma materno, che siano di facile appli-
cazione, automatizzate, ad alta processività e facilmen-
te accessibili.

Recentemente abbiamo sviluppato un sistema basa-
to sull’impiego di una tecnologia microarray che utilizza
slide di silicio funzionalizzate con un polimero innova-
tivo che consente la deposizione di probe ad alta densità
con basso background di fluorescenza, sviluppate speci-
ficamente per una rivelazione ottimale ultrasensibile del
segnale. La validità del sistema è stata inizialmente di-
mostrata in saggi sviluppati per identificare una muta-
zione beta-talassemica e 3 polimorfismi del gene CFTR,
in cui l’impiego delle slide funzionalizzate ultrasensibili
ha permesso di identificare l’allele fetale ereditato per
via paterna anche in assenza di PNA-clamping30,31. Stia-
mo attualmente applicando il sistema ad un’ampia ca-
sistica di coppie a rischio per beta-talassemia e validan-
do i risultati con quelli ottenuti su DNA fetale estratto
da villi coriali.
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