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INTRODUCCIO

1. Historia i evolucié del diagnostic citogenétic
1.1. Origen de la citogenética humana

Els primers cromosomes humans en mitosi es van observar a finals
del segle XIX, pero l'origen de la citogenética humana moderna no va tenir
lloc fins el 1956, quan es va establir que la dotaci6 cromosdmica humana
era de 46 cromosomes, i no de 48 com es creia fins llavors [Tjio and Levan,
1956; Ford and Hamerton, 1956].

Tres anys més tard, el 1959, es va demostrar la primera aplicacio
medica dels estudis citogenétics, al associar-se la trisomia del cromosoma
21 amb la Sindrome de Down [Lejeune et al., 1959]. Aquell mateix any
també es van descriure la Sd. de Turner (45,X) i la Sd. de Klinefelter
(47,XXY), i un any més tard la Sd. de Patau (trisomia 13) i la Sd. d’Edwards
(trisomia 18) [Ford et al., 1959; Jacobs and Strong, 1959; Patau et al.,
1960; Edwards et al., 1960]. Posteriorment, I'any 1963, es va descobrir la
primera sindrome delecional, la Sd. de Cri-du-Chat, caracteritzada per la
deleci6 del brag curt del cromosoma 5 [Lejeune et al., 1963].

El seglient gran aveng en el camp de la citogenética va tenir lloc a
principis de la década dels 70, quan es van desenvolupar les técniques de
bandejat de cromosomes, que permetien la identificacié precisa de cada
parell cromosdomic [Caspersson et al., 1970; Patil et al., 1971; Drets and
Shaw, 1971]. Amb els anys aquestes técniques es van perfeccionar i el
poder de resolucioé diagnostica del cariotip convencional va incrementar-se

fins a arribar a les 5-10Mb actuals (Figura 1). La utilitzacié6 d’aquestes
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INTRODUCCIO

tecniques de bandejat va permetre la deteccid de moltes anomalies
cromosomiques, tant equilibrades com desequilibrades, i en poc temps el
cariotip va entrar a la practica clinica rutinaria per a I'estudi d’individus amb
retard mental i/o0 malformacions congenites, d’individus amb alteracions del

desenvolupament sexual, i de parelles amb esterilitat/infertilitat.
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Figura 1. Evolucié de la citogenetica convencional. A. Exemple d'un dels
primers cariotips en sang periférica, publicat per Tijo and Puck el 1958. B.
Cariotip en sang periférica actual, aplicant técniques de bandejat
cromosomic.

El creixement exponencial del nombre d’anomalies cromosdomiques
descrites va posar de manifest la necessitat d’establir una nomenclatura
internacional, i aixi va néixer I'International System for Human Cytogenetics
Nomenclature (ISCN), que s’actualitza i publica periddicament des de I'any
1978.

1.2. El naixement del diagnostic citogenétic prenatal
L’origen del diagnostic citogenétic prenatal es situa a I'any 1966,

guan Steele i Breg van demostrar la idoneitat de les cél-lules cultivades de
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INTRODUCCIO

liquid amniotic per a I'obtencié del cariotip fetal [Steele and Breg, 1966]. Un
any més tard, el 1967, es va realitzar el primer diagnostic prenatal d’'una
anomalia cromosomica, una translocacio equilibrada, i el 1968 es va
diagnosticar el primer fetus amb trisomia 21 [Jacobson and Barter, 1967;
Valenti et al., 1968]. Al llarg de la decada dels 70 el diagnodstic citogenétic
en liquid amniodtic va introduir-se progressivament a la practica clinica

(Figura 2A).
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Figura 2. A. Cariotip normal masculi en liquid amniotic. B. Cariotip normal
masculi en vellositat corial, cultiu semidirecte. C. Cariotip normal femeni en
vellositat corial, cultiu llarg. D. Cariotip normal masculi en sang fetal.

El primer treball publicat que reporta 'is de mostres de vellositat

corial per a I'obtencié del cariotip fetal data de 1968, pero les técniques de
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diagnostic citogenétic prenatal en aquest teixit no es van introduir a la
rutina obsteétrica fins als anys 80 [Mohr, 1968; Simoni et al., 1983]. La seva
implantaci6 va comportar un canvi important en el camp del diagnostic
prenatal, ja que oferien la possibilitat d’obtenir el cariotip fetal durant el
primer trimestre de la gestacié (Figura 2B i 2C). Pel que fa als estudis
citogenétics en sang fetal, aquests es van comencar a realitzar a la década
dels 70 (Figura 2D) [Hobbins et al., 1974].

Atés que tot procediment obstétric per a la realitzacié d’un diagnostic
prenatal presenta un risc de perdua gestacional associat, ja des de l'inici de
la introducci6 dels estudis citogenétics durant I'etapa prenatal es van
establir criteris de seleccié d’aquelles gestants amb un risc superior al de la
poblacié general d’anomalia cromosomica fetal. Amb el pas del temps
aquests criteris han evolucionat, oferint cada vegada una major sensibilitat i
especificitat.

1.3. Avantatges i limitacions de la citogenética convencional

El principal avantatge del cariotip convencional és que ofereix una
visio global de tots els cromosomes, permetent la deteccié d’anomalies
cromosomiques equilibrades i desequilibrades a una resolucio limitada pero
gue es considera acceptable (>5-10Mb). Aquestes caracteristiques han fet
que durant anys la realitzacio del cariotip hagi estat fonamental per al
diagnostic d’'anomalies cromosdmiques en individus amb retard mental i/o
altres anomalies congenites d’origen desconegut, individus amb alteracions

del desenvolupament sexual, parelles amb esterilitat/infertilitat, i gestacions
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amb un risc incrementat d’anomalia cromosdmica fetal. En I'actualitat, el
cariotip segueix sent el gold standard per al diagnostic de la majoria
d’aquests pacients, sent l'unica excepcidé l'estudi de les anomalies
congénites d’etiologia desconeguda durant l'etapa postnatal, per a les
quals es recomana l'analisi cromosoOmica basada en microarray com a
técnica de primera elecci6 [Miller et al., 2010].

Entre les limitacions de la citogenética convencional cal destacar que
no permet el diagnostic de reorganitzacions cromosomiques
submicroscopiques o criptiques (<5-10Mb), requereix cel-lules en divisio (i,
per tant, cultiu cel-lular), poden passar desapercebuts mosaics baixos
(<14%), i és una técnica laboriosa que requereix professionals amb amplia
experiencia [Hook, 1977; Soler et al., 2009; Vermeesch et al., 2012].

1.4. Introduccioé de la citogenética molecular

Després de I'obtencié de cromosomes en metafase i de la introduccio
del bandejat cromosomic, el tercer gran aveng en el camp de la
citogenética va arribar a la década dels 80 amb el desenvolupament de les
técniques de citogenética molecular. La primera d’aquestes técniques va
ser la Hibridacié In Situ Fluorescent (Fluorescent In Situ Hybridization,
FISH), que es basa en la utilitzaci6 de sondes de DNA marcades
fluorescentment que hibriden sobre regions concretes del genoma, ja sigui
sobre cromosomes en metafase o nuclis en interfase [Pinkel et al., 1986].
La FISH permet el diagndstic d’'anomalies cromosdmiques estructurals

(principalment delecions) a les regions estudiades a una resoluci6 molt
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superior a la del cariotip, i també facilita la caracteritzaci6 de

reorganitzacions cromosomiques (tant equilibrades com desequilibrades) i

cromosomes marcadors (Figura 3).

Figura 3. A. Imatge de FISH d'un pacient amb Sindrome de la deleci6
cromosomica 22q11.2 en qué s’ha utilitzat una sonda locus especifica
d’aquesta regié (en vermell; la senyal verda és una sonda control). B.
Imatge de FISH d’una insercié reciproca entre els cromosomes 2 i 5 en que
s’han utilitzant sondes de pintat cromosomic d’aquests cromosomes.

Es poden dissenyar sondes de FISH per a qualsevol regié del
genoma, pero les més ampliament utilitzades sén les sondes comercials,
especialment les locus especifiques, dirigides a estudiar aquelles regions
del genoma associades a sindromes microdelecionals concretes (Fig. 3A);
les subtelomeériques i de pintat cromosomic, que faciliten la caracteritzacio
d’anomalies cromosomiques estructurals (Fig. 3B); i les centromeériques,
per a lestudi de cromosomes marcadors. La FISH amb sondes

centromériques també ha estat ampliament utilitzada en diagndstic prenatal

per a I'estudi rapid de les aneuploidies classiques en nuclis en interfase;
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perd en l'actualitat la majoria de centres utilitzen la técnica Quantitative
Fluorescent Polymerase Chain Reaction amb aquesta finalitat (descrita a
continuacio).

Les principals limitacions de la FISH son que es tracta d’'una técnica
dirigida a l'estudi de regions del genoma préviament seleccionades,
generalment resulta impossible diagnosticar duplicacions en tandem, i el
nombre de loci que es poden estudiar en un mateix experiment és limitat
(generalment 2 o 3) [Soler et al., 2009]. No obstant, durant molts anys la
utilitzacié de sondes de FISH subtelomeriques va ser clau per a l'estudi
d’individus amb retard mental i/o malformacions congeénites, ja que se sabia
que aquestes regions sé6n molt riques en gens i estan frequentment
involucrades en reorganitzacions cromosomiques. En l'actualitat, pero,
altres técniques moleculars (com la Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification i I'analisi cromosOmica basada en microarray, descrites a
continuacid) han substituit la FISH per a I'estudi d’aquests pacients.

En relaci6 a la Quantitative Fluorescent Polymerase Chain
Reaction (QF-PCR), actualment aquest és el métode més utilitzat a
Europa per al cribratge prenatal de les aneuploidies més comunes
(trisomies 21, 18 i 13; i dels cromosomes sexuals) [Faas et al., 2011].
Aquesta técnica, basada en I'estudi de microsatel-lits, presenta una eficacia
i fiabilitat molt elevades, és automatitzable i econdmica. La QF-PCR té una
preséncia important en diagnostic prenatal, especialment en liquid

amniotic, ja que permet proporcionar un resultat en 24 hores, reduint

23



INTRODUCCIO

I'ansietat de les gestants en I'espera del resultat del cariotip (3 setmanes).
També és de gran utilitat per a I'estudi de mostres en qué ha fallat el cultiu,
de mostres amb contaminacié materna, i per determinar la zigositat en
gestacions gemel-lars. La gran limitacié de la QF-PCR, perd, és la
parcialitat dels resultats obtinguts. Unicament permet el diagndstic de les
aneuploidies més comunes, de manera que la resta d’aneuploidies i les
reorganitzacions cromosomiques estructurals no es poden detectar. A més,
la QF-PCR tampoc és capac¢ de distingir si les trisomies son lliures o per
reorganitzacié cromosomica estructural, una informacié de gran rellevancia
per a l'assessorament genetic; i generalment no permet diagnosticar
mosaics inferiors al 20% [Faas et al., 2011]. Malgrat aquestes limitacions i
que el cariotip es considera el gold standard per al diagndstic prenatal
d’anomalies cromosoOmiques, alguns paisos (com Anglaterra, Suécia i
Dinamarca) estan promovent I's de la QF-PCR com a técnica unica en
gestacions amb un risc incrementat de trisomia i sense anomalies
ecografiques, dins d’'una estratégia d’abaratiment de la despesa en sanitat.

Amb posterioritat al desenvolupament de la FISH, i amb I'objectiu de
cobrir tot el genoma, es van desenvolupar noves técniques basades en la
FISH, com I'Spectral Karyotyping (SKY), la Multiplex Fluorescent In
Situ Hybridization (M-FISH), i la Hibridaci6 Genomica Comparada
(Comparative Genomic Hybridization, CGH). Les dues primeres permeten
la visualitzacié simultania de tots els cromosomes en diferents colors,

facilitant la visualitzacié de reorganitzacions cromosomiques estructurals;
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mentre que la CGH es basa en la cohibridaci6 d’'un DNA problema i un
DNA control sobre cromosomes normals en metafase, amb I'objectiu de
detectar desequilibris cromosomics al llarg de tot el genoma (Figura 4)
[Kallioniemi et al., 1992; Speicher et al., 1996; Liyange et al., 1996]. Totes
aquestes tecniques son ampliament utilitzades en citogenética del cancer
per identificar i caracteritzar reorganitzacions cromosomiques complexes,
perd tenint en compte que no ofereixen un poder de resolucié molt superior
al de la citogenetica convencional i sén laborioses, no s’han implantat en el

camp del diagnostic citogeneétic constitucional.
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Figura 4. A. Imatge d’'SKY. B. Resultat parcial (del cromosoma 1 al 12)
d’un estudi de CGH.

A finals de la década dels 90 es va desenvolupar la técnica Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), que permet la deteccid
d’'alteracions en nombre de copia en multiples regions del genoma
previament seleccionades (fins a 50) en un unic experiment. La técnica es
basa en I'amplificacié dels /oci diana mitjangant una PCR multiplex, la seva

analisi per electroforesi capil-lar, i la posterior comparacié del patré de pics
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obtingut per la mostra problema respecte a mostres de referéncia (Figura
5). LMLPA generalment s’utilitza per a I'estudi de DNA gendmic, pero en
'actualitat també es poden quantificar sequéncies d’RNA i determinar

perfils de metilacié mitjangant aquesta tecnologia.

A .

e

Figura 5. Resultat de I'estudi d’MLPA subtelomérica d’un fetus amb una
translocacié desequilibrada entre els cromosomes Y i 12. A. Perfil de
separacié dels productes amplificats per MLPA obtingut mitjangcant
electroforesis capil-lar. B. Comparacio dels resultats obtinguts per la mostra
problema respecte a mostres control, on es pot apreciar una trisomia
X/Yqter i monosomia 12qter.

Els principals avantatges de I'MLPA son l'elevada resolucié (molt
superior al cariotip en les regions estudiades), i que és un meétode
automatitzable, rapid i economic. Entre les seves limitacions, cal destacar
que unicament permet I'estudi de les regions preseleccionades, no detecta
reorganitzacions cromosomiques equilibrades, requereix una bona

concentracio i qualitat de DNA, i, depenent del tipus de teixit a estudiar, es

requereix cultiu cel-lular [Van Opstal et al., 2009; Armengol et al., 2011].
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Existeix la possibilitat de dissenyar-se kits d’'MLPA propis, perdo els més
ampliament utilitzats sén els comercials, dels quals n’existeix una amplia
varietat. Els més freqientment usats per al diagnostic d’anomalies
cromosomiques constitucionals sén els destudi de les regions
subtelomériques, i els de sindromes microdelecionals i microduplicacionals.
L'MLPA també es pot utilitzar com a tecnica rapida per al diagnostic
prenatal d’aneuploidies. No obstant, no s’acostuma a usar amb aquesta
finalitat, ja que no permet la detecci6 de contaminaci6 materna, el
diagnostic de fetus femenins triploides (els masculins poden sospitar-se), ni
la deteccido de mosaics inferiors al 20-30% [Faas et al., 2011; Willis et al.,
2012].

Sens dubte, pero, les tecniques de citogenética molecular que s’han
optimitzat i popularitzat més durant els darrers anys han estat les d’analisi
cromosomica basada en microarray (Chromosomal Microarray-based
Analysis, CMA), ja que permeten la detecciéo de variants en nombre de
copia (copy number variants, CNVs) al llarg de tot el genoma a una
resoluci6 molt superior a la del cariotip, s6bn automatitzables i no
requereixen cultiu cel-lular (Figura 6). Es consideren CNVs totes aquelles
alteracions genomiques estructurals de mida igual o superior a 1Kb que
comporten guany o pérdua de material genetic [Zhang et al., 2006].
Actualment s’han descrit més de 65.000 CNVs en poblacié control sana
[Database of Genomic Variants], i es pensa que contribueixen de forma

important a la variacié fenotipica de la poblacié general [lafrate et al., 2004;
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Freeman et al., 2006; Goidts et al., 2006]. Si bé la majoria de CNVs son
benignes, altres sén patogéniques i s’associen a anomalies fenotipiques.
Generalment, les CNVs es poden classificar en una d’aquestes dues
categories, pero en alguns casos es detecten variants en nombre de copia
de significat clinic incert (variants of uncertain clinical significance, VOUS),
per les quals és impossible predir I'efecte fenotipic amb la informacié

disponible actualment.
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Figura 6. Estudi mitiancant CMA d’un fetus amb la microdelecio tipica de la
Sindrome de la delecié cromosomica 22g11.2. A. Imatge de la hibridacié
sobre el microarray dels DNAs problema i control, marcats amb els
fluorocroms Cy5 i Cy3, respectivament. B. Resultat de larray pel
cromosoma 22. C. Perfil de CNVs observades al llarg de tot el genoma
d’aquest fetus (respecte a un DNA de referéncia de sexe oposat).
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La deteccié de VOUS és la principal limitacié de les técniques de
CMA, pero també cal tenir present que mitjancant aquesta tecnologia no es
poden diagnosticar reorganitzacions cromosomiques equilibrades ni alguns
cromosomes marcadors, son dificils de diagnosticar els mosaics inferiors al
20-30%, algunes plataformes no permeten el diagnostic de poliploidies, no
s’obté informacié geografica de 'anomalia diagnosticada, i en 'actualitat el
seu cost encara és superior al del cariotip convencional [Rickman et al.,
2006; Ballif et al., 2006; Friedman et al., 2009; Miller et al., 2010; Scott et
al., 2010; Bui et al., 2011; Zuffardi et al., 2011; Armengol et al., 2012; Lars,
2012; Vermeesch et al., 2012].

Les técniques de CMA van ser descrites per primera vegada per
Solinas-Toldo et al. 'any 1997, amb l'objectiu d’identificar gens involucrats
en la patogénesi del cancer mitjancant la detecci6 de CNVs en tumors
[Solinas-Toldo et al., 1997; Liehr, 2009b]; perd aquesta metodologia
rapidament es va optimitzar i aplicar per a la deteccié de reorganitzacions
cromosomiques constitucionals en desequilibri en individus amb anomalies
congeénites. La utilitzacié de plataformes de CMA en aquests pacients ha
resultat en una acceleracié sense precedents en el descobriment de les
causes de desordres genétics esporadics, la descripci6 de noves
sindromes microdelecionals i microduplicacionals (i una millor
caracteritzacid de les ja conegudes), i el descobriment de gens associats a

anomalies congenites aillades [Strassberg et al., 2011].
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En l'actualitat, nombrosos estudis han demostrat que les plataformes
de CMA ofereixen un potencial diagnostic molt superior al del cariotip
convencional en pacients amb retard del desenvolupament, desordres de
'espectre autista i/o anomalies congenites multiples d’origen desconegut
(15-20% versus 3%, si s’exclouen la Sindrome de Down i altres sindromes
cromosomiques clinicament diagnosticables) [Miller et al., 2010]. D’acord
amb aquests resultats, recentment s’han introduit canvis en els protocols
de diagnostic d’aquests pacients, i la CMA es recomana com a técnica de
primera elecci6 per al seu estudi [Miller et al., 2010].

En diagndstic prenatal, el paper que han de tenir les plataformes de
CMA encara és motiu de debat. En funcié de l'estudi, la taxa de deteccio
d’anomalies cromosomiques clinicament rellevants varia significativament,
concretament entre el 0% i el 28,9% (Taula 1). Entre les causes d’aquestes
diferéncies cal destacar els seglents factors: i) grans diferéncies en les
mides de les cohorts; ii) diferents proporcions de cada indicacié de
procediment invasiu (alguns estudis les inclouen totes, mentre que d’altres
unicament avaluen una indicacié especifica, p.e. anomalies ecografiques
fetals); iii) alguns treballs Unicament analitzen gestacions amb cariotip
normal, i d’altres també inclouen aquelles anomalies diagnosticades per
citogenética convencional; iv) la majoria d’estudis utilitzen plataformes de
microarray de diferents caracteristiques i nivells de resolucié; i v)

divergéncia quant als criteris d’interpretacié de resultats.
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Taula 1. Taxa de detecci6 d’anomalies cromosomiques clinicament
rellevants reportada en els diferents estudis publicats en qué s’utilitza CMA
en diagnostic prenatal, diferenciant els resultats per al conjunt d’indicacions
de procediment invasiu i per a aquelles gestacions referides per anomalies

ecografiques.
% d’anomalies cromosomiques
Estudi N detectades per CMA
conj. d’ind. an. eco.

Le Caignec et al., 2005 49 - 8,2%
Sahoo et al., 2006 98 5,1% -
Shaffer et al., 2008 151 1,3% 1,8%
Vialard et al., 2009 39 - 12,8%
Coppinger et al., 2009% 244 2,9% -
Kleeman et al., 2009 50 - 2%
Van der Veyver et al., 2009° 300 5% -
Tyreman et al., 2009 106 - 10,4%
Evangelidou et al., 2010 25 8% -
Faas et al., 2010 38 - 28,9%
Maya et al., 2010 269 2,6% 2%
Valduga et al., 2010 50 - 10%
Srebniak et al., 2011 61 - 6,6%
Florentino et al., 2011 1.037 3,3% -
Leung et al., 2011 48 - 8,3%
Park et al., 2011 4.073 1,8% -
Faas et al., 2012 118 - 5,1%
Armengol et al., 2012 906 6,2% 12,7%
Lee et al., 2012 3.171 2,7% 17%
Gruchy et al., 2012 38 - 7,9%
D’Amours et al., 2012 49 - 8,2%
Filges et al., 2012 100 0% -
Breman et al., 2012° 1.075 4,2% 8,8%
Srebniak et al., 2012 207 - 11,6%
Shaffer et al., 2012a i 2012b® 5.003 5,3% 6,5%
Wapner et al., 2012 4.406 11,6% -

® Els estudis de Shaffer et al. (2012a i 2012b) inclouen els resultats dels treballs de Shaffer et al.

(2008) i Coppinger et al. (2009).

®’estudi de Breman et al. (2012) inclou els resultats del treball de Van der Veyver et al. (2009).
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No obstant, la majoria de publicacions coincideixen en que les
plataformes de CMA s’haurien d’oferir com a complement al cariotip en
aquelles gestacions amb anomalies ecografiques i cariotip normal, ja que
en aquests casos s’incrementaria de forma significativa el diagnostic
d’alteracions cromosomiques. D’acord amb els resultats obtinguts en les
series publicades més extenses que avaluen la utilitat de la CMA en
gestacions d’aquestes caracteristiques, aquest increment seria del 1,8-
10,4% (Taula 2) [Tyreman et al., 2009; Maya et al., 2010; Armengol et al.,

2012; Faas et al., 2012; Shaffer et al., 2012b; Wapner et al., 2012].

Taula 2. Taxes de deteccid6 d’anomalies cromosomiques clinicament
rellevants per CMA reportades en les séries més extenses que inclouen
gestacions amb anomalies ecografiques i cariotip normal.

Estudi Taxa de deteccié de CNVs en gestacions amb
anomalies ecografiques i cariotip normal
Tyreman et al., 2009 10,4% (11/106)
Maya et al., 2010 2% (2/102)
Armengol et al., 2012 3,8% (6/157)
Faas et al., 2012 1,8% (2/114)
Shaffer et al., 2012b? 6,2% (128/2052)
Wapner et al., 2012 6% (45/755)

® L’estudi de Shaffer et al. (2012b) inclou el treball de Shaffer et al. (2008).

Per a la resta d’indicacions cliniques de diagnostic prenatal, la
necessitat de realitzar estudis de microarray és motiu de debat; i la
deteccié de VOUS es considera una de les principals limitacions per a la
seva utilitzacio. En les series publicades amb cohorts més amplies, la taxa

de deteccié de VOUS varia entre el 0% i el 4,2% [Fiorentino et al., 2011,
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Armengol et al., 2012; Lee et al., 2012; Breman et al., 2012; Shaffer et al.,
2012a; Wapner et al., 2012]. En diagnodstic prenatal, també suposen un
problema la deteccié de CNVs patogéniques de penetrancia incompleta i/o
expressivitat variable, i de CNVs patogeniques pero relacionades amb
malalties d’aparicid6 tardana, infertilitat, i predisposici6 a malalties
neurologiques o a cancer [Zuffardi et al., 2011]. Totes elles incrementen la
complexitat de I'assessorament geneétic, i es tradueixen directament en
ansietat parental (sobretot en aquelles gestacions en qué no s’observen
anomalies ecografiques), i poden portar a la interrupci6 de gestacions
sanes.

Es important remarcar que s'espera que en els proxims anys la
proporcié de VOUS detectades disminueixi significativament, gracies a
I'actualitzacié constant de bases de dades on line que reporten CNVs
patogéniques i benignes; les principals de les quals son: Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources (DECIPHER); European Cytogeneticists Association Register of
Unbalanced  Chromosome  Aberrations (ECARUCA); International
Standards for Cytogenomic Arrays Consortium (ISCA); i Database of
Genomic Variants (DGV). També amb la finalitat d’ajudar en la interpretacio
de les VOUS, varis grups han publicat criteris per tal de subclassificar-les
en probablement patogéniques i probablement benignes [Miller et al., 2010;

Vermeesch et al., 2012; de Leeuw et al. 2012].
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D’altra banda, les técniques de CMA han demostrat ser de gran
utilitat i eficacia per caracteritzar cromosomes marcadors i anomalies
cromosomiques estructurals, tant desequilibrades com aparentment
equilibrades per citogenética convencional. Els estudis de CMA permeten
determinar si existeix guany i/o pérdua de material genétic i acotar la regid
en desequilibri; una informacié que és crucial per a l'establiment de
correlacions genotip-fenotip, determinar el pronostic de anomalia
cromosomica diagnosticada, i per al procés d’assessorament genétic
[Gruchy et al., 2008; Tsuchiya et al., 2008; Maya et al., 2010; Li et al., 2011;
Feenstra et al., 2011; Yu et al., 2012; Shaffer et al., 2012a]. En l'apartat
2.1.2.2 es detalla la taxa de detecci6 de desequilibris criptics mitjangcant
CMA en aquells casos de reorganitzacions cromosomiques estructurals
aparentment equilibrades de novo, tant en diagnodstic prenatal com
postnatal.

Pel que fa als tipus de plataformes de microarray, n’existeixen dos
grans grups: les d’hibridaci6 gendmica comparada (array CGH) i les
basades en I'estudi de single nucleotide polymorphisms (array SNP). En els
arrays CGH, el DNA del pacient i un DNA de referéncia es marquen amb
fluorocroms diferents (Cy5 i Cy3) i es cohibriden sobre una matriu de
sequencies de DNA conegudes, que poden ser oligonucledtids o BACs
(Bacterial Artificial Chromosomes) (Figura 6). Existeixen dos dissenys de
plataformes d’array CGH, les whole-genome, que permeten la detecci6 de

CNVs al llarg de tot el genoma a elevada resolucid; i les targeted o
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dirigides, que es centren en l'estudi de les regions amb repercussio
fenotipica coneguda. Les primeres plataformes targeted unicament
analitzaven les regions subtelomériques, pericentromériques, i de
sindromes microdelecionals i microduplicacionals conegudes; pero les més
actuals també cobreixen el backbone genomic, de manera que presenten
una elevada resolucidé a les regions amb repercussio fenotipica ben
establerta i una menor resolucié a la resta del genoma [Baldwin et al.,
2008; Miller et al., 2010; Breman et al., 2012]. Pel que fa a les plataformes
d’array SNP, aquestes permeten la deteccié6 de CNVs al llarg de tot el
genoma mitjangant I'analisi d’'SNPs. Unicament requereixen el DNA del
pacient per a la hibridacié sobre el microarray, i els resultats obtinguts es
comparen amb els d'un conjunt de dades control. Actualment, també
existeixen plataformes d’array mixtes, anomenades array CGH + SNP
[Vermeesch et al., 2012]. Es important destacar que els arrays CGH
d’elevada resolucié presenten una taxa de deteccié de CNVs superior a la
dels arrays SNP (i que dependra del nombre, la mida i la distribuci6é de les
sondes incloses); pero els arrays SNP presenten una série d’avantatges
addicionals: capacitat per detectar isodisomies uniparentals (i
heterodisomies si s’estudien les mostres parentals en parallel) i
consanguinitat, deteccié de tots els casos de poliploidia, i major sensibilitat
per detectar mosaics amb proporcions baixes d’una linia cel-lular

determinada [Schaaf et al., 2011; Srebniak et al., 2011].
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Atés que la majoria de desequilibris cromosdomics amb repercussio
fenotipica son rars i no recurrents, per a I'estudi d’individus amb retard
mental /o altres anomalies congénites es recomana la utilitzacié de
plataformes que cobreixin tot el genoma a una elevada resolucié [Koolen et
al., 2009; Zuffardi et al., 2011]. En diagnostic prenatal, durant anys s’ha
preferit la utilitzacié de plataformes targeted, principalment amb I'objectiu
de minimitzar la deteccié de VOUS; perd les publicacions més recents
indiquen que la utilitzaci6 de plataformes de microarray whole-genome
durant I'etapa prenatal permetria un increment de la taxa de deteccio
d’anomalies cromosomiques clinicament rellevants, sense un augment
significatiu de la deteccié de VOUS [Coppinger et al., 2009; Breman et al.,
2012]. A més, les plataformes targeted presenten la limitacid de que
necessiten ser actualitzades de forma continua, ja que constantment es
descriuen noves sindromes microdelecionals i microduplicacionals
[Vermeesch et al., 2012].

2. Anomalies cromosomiques
2.1. Anomalies cromosomiques: tipus, incidéncia, repercussio
fenotipica i diagnostic

La classificacid tradicional de les alteracions cromosdmiques
distingeix entre anomalies numeriques i estructurals, en funcié de si varia el
nombre o I'estructura dels cromosomes. Més recentment, i degut a la
introduccié de les tecniques de citogenética molecular, que ofereixen un

poder de resolucié molt superior al del cariotip convencional, s’ha introduit
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una nova classificacié. Aquesta diferencia entre anomalies microscopiques
i anomalies submicroscopiques o criptiques, en funcié de si I'alteraci6 és
visible o no al microscopi optic. Mentre que les anomalies cromosomiques
numeriques sempre soOn microscopiques, les estructurals poden ser
microscopiques o criptiques. En funci6 del tipus d’alteracié diagnosticada,
les seves caracteristiques quant a incidéncia, repercussié fenotipica, risc
de recurréncia i origen variaran notablement.

D’altra banda, cal remarcar que qualsevol anomalia cromosomica, ja
sigui numérica o estructural, es pot trobar en forma de mosaic
constitucional, que es defineix com la coexisténcia en un mateix individu de
dues o més linies cel-lulars que només es diferencien genéticament per
una alteracié cromosomica, havent-se produit I'error en una divisié cel-lular
durant 'embriogénesi [Gardner et al., 2012]. La repercussid fenotipica dels
mosaics constitucionals variara en funcié de: i) la distribucié de les diferents
linies cellulars en [lindividu, que dependra del moment del
desenvolupament embrionari en qué s’ha originat i de les linies cel-lulars en
que ha tingut lloc; ii) del cromosoma implicat; i iii) de la viabilitat de la linia
cel-lular anomala. En diagnostic prenatal, es parla de mosaicisme confinat
a placenta quan existeix una discrepancia entre la constitucio cromosomica
de la placenta i dels teixits embrionaris.

2.1.1. Anomalies cromosomiques numeriques
Les anomalies cromosomiques numeriques es classifiquen en:

aneuploidies, poliploidies, i cromosomes marcadors supernumeraris.
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En les aneuploidies la dotacié cromosomica és anomala degut a
'excés o defecte d’'un o varis cromosomes (trisomies i monosomies,
respectivament) (Figura 7A i 7B). Les aneuploidies dels cromosomes
sexuals sén les anomalies cromosomiques més freqients a la poblacid,
amb una prevalenca de I'1,8%.. En concret, les que presenten una major
incidéncia soén la Sindrome de Klinefelter (47,XXY) en homes, i la Sd. de
Turner (45,X) en dones. Pel que fa a les aneuploidies classiques, les
prevalences de les trisomies 21, 18 i 13 a la poblacié son del 1,2%o, 0,15%o
i 0,08%o, respectivament [Hook and Hamerton, 1978]. Es important
destacar, pero, que la freqiéncia de les aneuploidies classiques a la
poblacié ha disminuit progressivament durant els ultims anys, com a
consequéncia de la implantacio dels programes de cribratge prenatal
dirigits a la seva deteccid, i a I'opcid6 majoritaria per part de les gestants
d’interrompre aquelles gestacions amb anomalies cromosdmiques [Soler-
Casas et al., 2006].

La repercussio fenotipica de les aneuploidies €s molt variable en
funcié de si el cromosoma implicat €és un autosoma o un cromosoma
sexual. Mentre que les aneuploidies autosdomiques presenten una afectacio
fenotipica severa, que inclou retard mental, malformacions congeénites i
dismorfies; la repercussié fenotipica de les aneuploidies sexuals més
freqlients (excepte la monosomia X en linia pura) acostuma a ser lleu,
podent associar-se a esterilitat i/o malformacions menors. La monosomia

autosdmica en linia pura és sempre mortal en les etapes més
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primerenques de la vida embrionaria, i es creu que la monosomia X en linia
pura també és mortal intrauter; de manera que uUnicament sobreviuen
aquells fetus que presenten 'anomalia en forma de mosaic. Els embrions
amb trisomies autosdmiques sobreviuen més temps que els monosomics,
perd les uniques trisomies autosomiques compatibles amb la vida en linia

pura son les dels cromosomes 13, 18 21.
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Figura 7. Anomalies cromosomiques numeriques. A. Cariotip 47,XXY (Sd.
de Klinefelter). B. Trisomia del cromosoma 21 (Sd. de Down). C. Triploidia.
D. Cromosoma marcador supernumerari.

Les poliploidies es caracteritzen per la presencia d’'un nombre de

cromosomes multiple a I'haploide (n=23) perd major al diploide (2n). Les

triploidies, caracteritzades per una dotacié cromosomica 3n (Figura 7C),
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son relativament freqlients durant I'etapa prenatal, diagnosticant-se en I'1-
3% dels embarassos reconeguts. En canvi, les tetraploidies, en que la
dotaci6 cromosomica é€s 4n, sén molt menys comunes. Les poliploidies
rarament arriben a terme i no sén compatibles amb la vida [Gardner et al.,
2012].

Finalment, els cromosomes marcadors supernumeraris
(supernumerary marker chromosomes, SMCs) es defineixen com a
cromosomes estructuralment anomals addicionals als 46 cromosomes
normals, de mida igual o menor al cromosoma 20 de la mateixa metafase, i
no caracteritzables per citogenética convencional (Figura 7D) [Liehr et al.,
2009a]. La seva frequéncia en poblacié no seleccionada de nounats és del
0,04%, i s’estima que la seva prevalenca en pacients amb retard mental és
10 vegades superior [Liehr et al., 2004]. La repercussié fenotipica dels
cromosomes marcadors és molt variable, degut al seu origen heterogeni i a
que sovint es distribueixen en forma de mosaic en els diferents teixits de
I'organisme [Crolla et al., 2005]. Aproximadament el 30% dels cromosomes
marcadors diagnosticats de novo s’associen a anomalies congeénites,
generalment com a consequéncia del material genétic extra. No obstant,
les anomalies congenites també poden ser degudes a disomia uniparental
(DUP) del cromosoma del qual deriva el marcador si aquest esta sotmes a
imprinting o presenta una mutacid en un gen recessiu [Liehr et al., 2009a;
Liehr et al., 2011]. EI cromosoma marcador supernumerari meés freqient és

I'inv dup(15), tot i que s’han descrit SMCs derivats de tots els cromosomes
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[Liehr et al., 2004; Base de dades on line de SMCs creada per Thomas
Liehr].

La prevalenca de les anomalies cromosomiques numériques en
diagnostic prenatal és significativament superior a l'observada durant
I'etapa postnatal, ja que hi ha un elevat nombre d’embrions amb alteracions
numeriques que es perden espontaniament. S’ha determinat que un 15%
dels embarassos reconeguts resulten en avortaments espontanis
(generalment en primer trimestre) i, d’aquests, el 50-70% presenten
alteracions cromosomiques, sent les més freqlients les anomalies
numeriques [Fritz et al., 2001; Morales et al., 2008; Ljunger et al., 2011]. No
obstant, la incidéncia dels diferents tipus d’anomalies cromosomiques
numeériques durant l'etapa prenatal en poblacid6 no seleccionada de
gestants és dificil de determinar, ja que el cariotip mai s’ha ofert de forma
universal a totes les embarassades. Per tant, els resultats dels estudis
publicats estan condicionats per la proporcié de les diferents indicacions de
realitzaci6 de procediment invasiu de diagnostic prenatal. La serie més
gran publicada fins el moment (N=31.615), amb el 69,5% de les mostres
referides per cribratge bioquimic positiu, el 18,4% per edat materna
avancada i el 5,7% per anomalies ecografiques, va reportar les segients
freqiencies: 1,1% de trisomia 21; 0,3% de trisomia 18; 0,03% de trisomia
13; 0,17% de monosomia X; i 0,1% de Sd. de Klinefelter [Han et al., 2008].
Pel que fa als cromosomes marcadors supernumeraris, la incidencia en

diagnostic prenatal és del 0,075%; pero quan la indicacié del procediment
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invasiu és l'existéncia d’anomalies ecografiques, la seva freqiéencia és
superior (0,2%) [Liehr et al., 2009a].

Les anomalies cromosOmiques numeériques s’acostumen a
diagnosticar per citogenética convencional (Figura 7). No obstant, durant
'etapa prenatal moltes alteracions numeriques ja han estat previament
identificades mitjancant técniques de deteccié rapida de les aneuploidies
més comunes. En relacié als cromosomes marcadors supernumeraris, per
a determinar el seu origen es requereix la utilitzacié de técniques de
citogenética molecular.

2.1.2. Anomalies cromosomiques estructurals

En les reorganitzacions cromosomiques estructurals el nombre de
cromosomes no es veu alterat, perd si la seva morfologia i/o composicié.
Es classifiquen en:

—Delecions: Es caracteritzen per la pérdua de material genétic, donant
lloc a monosomies cromosomiques parcials (Figura 8G). Es
classifiquen en terminals, quan inclouen les regions cromosomiques
subtelomeriques; i intersticials, quan no les inclouen.

—Duplicacions: Quan es produeix un guany de material genétic,

comportant una trisomia cromosoOmica parcial (Figura 8H). Les
duplicacions també poden ser terminals o intersticials.

—Translocacions reciproques: Es produeixen per un intercanvi reciproc

de material genétic entre dos cromosomes, amb un punt de

trencament a cadascun d’ells (Figura 8A).
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—Translocacions robertsonianes: Son el resultat de la fusid de dos

cromosomes acrocéntrics (cromosomes 13, 14, 15, 21 i 22) per la
regid centromérica. Es classifiquen en homologues, quan els dos
cromosomes implicats en la reorganitzacid6 sén del mateix parell
cromosomic; i heterdlogues, quan no ho soén. La translocacio
robertsoniana més frequent és la que involucra els cromosomes 13 i
14 (Figura 8B).

—Inversions: Es formen a partir del trencament d'un segment
intracromosomic i la seva posterior insercié en la posicio original pero
en sentit invers. Es classifiquen en: pericéntriques, quan la regi6
invertida inclou el centromer; i paracéntriques, quan no l'inclou (Figura
8D).

—Insercions (o translocacions insercionals): En les insercions tipiques
es produeix la intercalacié d’'un fragment d’'un cromosoma a un altre
(intercromosdmiques), o al mateix cromosoma pero en un lloc diferent
a loriginal (intracromosomiques); de manera que s’observen tres
punts de trencament cromosomic. Les insercions reciproques, molt
menys freqlents, sén el resultat d’'un intercanvi de segments
cromosomics intersticials entre dos cromosomes no homolegs, i
requereixen quatre punts de trencament (Figura 8C).

—Reorganitzacions _complexes: Es caracteritzen per ser anomalies

cromosomiques estructurals que comporten lintercanvi de material

genetic entre tres 0 més cromosomes.
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—Isocromosomes: Sé6n cromosomes metacéntrics que presenten dos

bracos geneticament idéntics i posicionats en sentit invers. Els
isocromosomes més frequients son I'i(Xq) i 'i(21qg), que involucren els
bracos llargs del cromosoma X i els del cromosoma 21,
respectivament (Figura 8F).

—Cromosomes en anell: So6on el resultat del trencament d’un

cromosoma en dos punts i la posterior fusié dels extrems lliures del

fragment intersticial, resultant en una estructura circular (Figura 8E).
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Figura 8. Cariotips parcials d’anomalies cromosdmiques estructurals. A.
Translocacié reciproca entre el cromosoma 18 i el 20,
1(18;20)(g12.2;p11.2). B. Translocaci6 robertsoniana entre els cromosomes
13 i 14, der(13;14)(q10;910). C. Insercio6 reciproca entre els cromosomes 2
i 5, 1(2;5)(p23p21;915933). D. Inversi6 del cromosoma 12,
inv(12)(p11.2q13.3). E. Cromosoma 3 en anell, r(3). F. Isocromosoma de
bracos llargs del cromosoma X, i(X)(q10). G. Deleci6 intersticial del
cromosoma 7, del(7)(q11g921.1). H. Duplicaci6 del cromosoma 4,
dup(4)(q35q31).

Les reorganitzacions cromosomiques estructurals poden ser

equilibrades, si no es produeix un guany i/o pérdua de material genétic; o
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bé desequilibrades, quan hi ha desequilibri cromosomic. D’altra banda, en
funci6 de la seva mida es classifiquen en microscopiques (>5-10Mb) i
submicroscopiques o criptiques (<5-10Mb). Algunes reorganitzacions
cromosomiques estructurals son sempre microscopiques (translocacions
robertsonianes, isocromosomes i cromosomes en anell), mentre que
d’altres tant poden ser microscopiques com criptiques (delecions,
duplicacions, translocacions reciproques, inversions, insercions i
reorganitzacions complexes).

2.1.2.1. Anomalies cromosomiques estructurals microscopiques

Les anomalies cromosomiques estructurals microscopiques soén
aquelles de mida igual o superior a 5-10Mb i, per tant, visibles al microscopi
optic. S’estima que la freqiéncia de les reorganitzacions estructurals
aparentment equilibrades en poblacié no seleccionada és del 0,522%,
mentre que per a les desequilibrades és del 0,061% [Jacobs et al., 1992].
En recent nascuts, s’ha descrit que la incidéncia de les translocacions
reciproques, translocacions robertsonianes i inversions equilibrades és del
1,43%o, 1,23%0 i 0,11%o, respectivament [Gardner et al., 2012].

Durant I'etapa prenatal, es detecta una reorganitzaci6 cromosomica
estructural microscopica en 1 de cada 1.000 gestacions que es sotmeten a
un procediment invasiu per a I'obtencié del cariotip fetal [Warburton, 1991].
La frequéncia de les translocacions reciproques, translocacions
robertsonianes i inversions de novo aparentment equilibrades en diagnostic

prenatal és del 0,5%o; 0,1%o i 0,1%o, respectivament [Warburton, 1991].
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El risc d'anomalies congenites varia significativament en funcié de si
es produeix pérdua i/o guany de material genétic o no. Les
reorganitzacions en desequilibri acostumen a associar-se amb anomalies
fenotipiques severes, com a consequéncia de trisomies i/o0 monosomies
cromosomiques parcials; i el fenotip observat dependra de la regi6
genomica en desequilibri, la seva densitat génica, la funcié dels gens que
conté, i la seva sensibilitat als canvis de dosi. D’altra banda, la majoria de
les reorganitzacions cromosomiques equilibrades sén heretades i
generalment no s’associen a anomalies fenotipiques en l'individu portador,
encara que poden aparéixer problemes relacionats amb la fertilitat. No
obstant, malgrat que el risc d'anomalies congenites per als portadors de
reorganitzacions cromosomiques estructurals aparentment equilibrades és
baix, aquest és superior al de la poblacié general. S’ha estimat que un
6,1% de les translocacions reciproques i un 9,4% de les inversions de novo
aparentment equilibrades al cariotip s’associen a alteracions fenotipiques
[Warburton, 1991]. Aquests fenotips andmals poden ser consequéncia de:
i) la reorganitzacid no és realment equilibrada i presenta desequilibris
submicroscopics en els punts de trencament; ii) s’ha produit un desequilibri
criptic en una regi6 del genoma aparentment no relacionada amb la
reorganitzacié diagnosticada; iii) s'interrompen gens dosi-sensitius en els
punts de trencament; iv) es produeix un efecte de posicid génica; o v)

I'anomalia ha comportat fenomens de disomia uniparental d’'un cromosoma
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sotmés a imprinting o que presenta una mutaci® en un gen recessiu
[Sismani et al., 2008; Morales et al., 2009].

Les reorganitzacions cromosomiques estructurals microscopiques
s’acostumen a diagnosticar per citogenetica convencional (Figura 8), tot i
que per a la seva correcta caracteritzacid pot ser necessari I'ius de
técniques de citogenetica molecular.
2.1.2.2. Anomalies cromosomiques estructurals criptiques

Les reorganitzacions cromosomiques criptiques sén aquelles que es
troben per sota dels limits de resolucié de la microscopia optica (<5-10Mb) i
que, per tant, unicament poden diagnosticar-se mitjancant técniques de
citogenética molecular, com la FISH, 'MLPA, o la CMA. El seu diagnostic
és relativament recent i, en consequéncia, la freqiéencia d’alguns tipus de
reorganitzacions estructurals criptiques es desconeix. Les més estudiades
han estat les desequilibrades, ja que acostumen a associar-se a anomalies
congénites. Alguns d’aquests desequilibris criptics son recurrents i han
estat molt ben caracteritzats, donant lloc a la descripci6 de sindromes
microdelecionals i microduplicacionals ben establerts.

Durant molts anys, els estudis per a la deteccid d’anomalies
cromosomiques criptiques es van centrar en el cribratge de les regions
subtelomériques en individus amb anomalies congenites i cariotip normal; i
les séries més extenses publicades van revelar que el 3-6% d’aquests
pacients presentaven desequilibris criptics de les regions subtelomeriques

[Ravnan et al., 2006; Shao et al., 2008; Stegmann et al., 2008].
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El desenvolupament recent de les técniques de CMA, que ofereixen
la possibilitat d’estudiar tot el genoma a una resolucié molt superior a la del
cariotip, ha revolucionat el camp del diagndstic citogenétic. En els ultims
anys s’han publicat nombroses séries d’individus amb retard mental i/o
malformacions congénites i cariotip normal estudiats per CMA, i aquestes
han revelat que el 10-15% d’aquests pacients presenten desequilibris
cromosomics criptics [Sagoo et al., 2009; Miller et al., 2010].

En diagnostic prenatal, els estudis publicats amb cohorts més
amplies que avaluen la utilitat de la CMA per al conjunt d’indicacions de
procediment invasiu reporten taxes de deteccid de desequilibris criptics
clinicament rellevants en  gestacions amb  cariotip  normal
d’aproximadament el 0,3-5,5% [Fiorentino et al., 2011; Park et al., 2011;
Armengol et al., 2012; Lee et al., 2012; Breman et al., 2012; Shaffer et al.,
2012a; Wapner et al., 2012]. Quan unicament es considera la indicacio
d’anomalies ecografiques, aquesta taxa es situa entre I'1,8% i el 9,4%
[Tyreman et al., 2009; Maya et al., 2010; Armengol et al., 2012; Faas et al.,
2012; Shaffer et al., 2012b; Wapner et al., 2012]. Aquests valors
coincideixen amb els que es troben detallats a la Taula 2, excepte pel
treball de Tyreman et al. (2009), en qué la taxa de desequilibris criptics
clinicament rellevants és del 9,4% (enlloc del 10,4% que es reporta a la
taula), ja que una de les anomalies diagnosticades per CMA i no detectada
per citogenética convencional no era de mida submicroscopica (mosaic de

trisomia 10). Es important destacar que en aquelles gestacions amb
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anomalies ecografiques i cariotip normal, les alteracions cromosomiques
criptiques son significativament més frequents (increment de practicament
el 50%) en aquells fetus amb malformacions congénites multiples que en
aquells amb anomalies ecografiques aparentment aillades [Lee et al.,
2012; Shaffer et al., 2012b].

Per a les indicacions cliniques de diagnostic prenatal que presenten
un risc baix d’anomalia cromosomica estructural (p.e. edat materna
avancada o ansietat materna), estudis recents utilitzant CMA han revelat
que el 0,2-2,2% daquestes gestacions presenten desequilibris
cromosomics criptics [Maya et al., 2010; Strassberg et al., 2011; Lee et al.
2012; Wapner, 2012; Shaffer et al., 2012a].

D’altra banda, les técniques de CMA han posat de manifest que una
proporcié6 elevada dels pacients amb anomalies congénites i
reorganitzacions cromosomiques estructurals aparentment equilibrades
originades de novo presenten desequilibris cromosomics criptics, o bé en
els punts de trencament de la reorganitzaci6 cromosdmica o en altres
regions del genoma. Concretament, la taxa de deteccié de desequilibris
submicroscopics en pacients amb translocacions reciproques o inversions
(i anomalies congenites) és del 37% (dels quals el 49% es localitzen en els
punts de trencament); i per a reorganitzacions cromosdmiques complexes
és del 93% [Gribble et al., 2005; De Gregori et al., 2007; Sismani et al.,
2008; Baptista et al., 2008; Higgins et al., 2008; Schluth-Bolard et al., 2009;

Gijsbers et al., 2010; Feenstra et al., 2011]. En diagnostic prenatal, també
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s’ha demostrat que un percentatge significatiu de reorganitzacions
cromosomiques de novo aparentment equilibrades per citogenética
convencional s’associen a desequilibris criptics. Lee et al. (2012) han
reportat que I'11,8% (2/17) de les translocacions reciproques aparentment
equilibrades de novo presenten desequilibris criptics en els punts de
trencament. D’altra banda, Shaffer et al. (2012a) han publicat recentment
una serie molt extensa que inclou fetus amb reorganitzacions
cromosomiques  estructurals aparentment equilibrades estudiades
mitjancant CMA, i han reportat que la freqiiéncia de desequilibris criptics en
els punts de trencament en els casos de translocacions reciproques,
inversions i insercions és del 7,9% (15/189), 4,5% (2/44) i 33,3% (2/6);
respectivament. No obstant, en aquest estudi no s’especifica la proporcid
de reorganitzacions de novo i heretades.

Pel que fa a la repercussié fenotipica dels desequilibris cromosomics
criptics, aquesta varia en funci6 de si es produeix guany o pérdua de
material genetic, i de la regid gendmica en desequilibri: mida, densitat
genica, posicio, funcié dels gens que conté, i la seva sensibilitat als canvis
de dosi [Vermeesch et al., 2012]. En general, es considera que les CNVs
de mida inferior a 0,1Mb, les duplicacions i les variants heretades és menys
probable que siguin patogéniques que les CNVs grans (>1Mb), les
delecions i les variants de novo, respectivament [Vermeesch et al., 2007;

Miller et al., 2010; Faas et al., 2012].
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Finalment, cal comentar que les reorganitzacions cromosomiques
criptiques uUnicament poden diagnosticar-se mitjangant técniques de
citogenética molecular, com la FISH, 'MLPA, o la CMA. Per al diagnostic
d’aquelles anomalies criptiques que es troben en forma equilibrada, la
FISH acostuma a ser la técnica d’eleccid6; mentre que per a les
desequilibrades pot utilitzar-se CMA, MLPA o FISH.
2.1.2.2.1. Sindrome de la delecié cromosomica 22q11.2

La Sindrome de la deleci6 cromosdomica 22g11.2 és la sindrome
microdelecional més freqient a la poblacié, amb una incidéncia del 0,17-
0,25%0 en nounats. S’associa a malformacions cardiaques congeénites
(principalment defectes conotruncals), hipocalcémia, anomalies oropalatals,
abséncia de timus, deficiencies immunologiques, dismorfia facial, déficit
intel-lectual i/o desordres psiquiatrics [Bretelle et al., 2010]. Es important
destacar, perd, que I'expressio clinica d’aquesta sindrome és molt variable,
de manera que alguns individus presenten la totalitat de la simptomatologia
mentre que d’altres son practicament asimptomatics. El 90% dels pacients
presenten una delecié de 3Mb en hemizigosi de la regi6 cromosomica
22q11.2; i en la majoria de casos la microdelecié s’origina de novo
[Edelmann et al., 1999].

En diagnodstic prenatal, el signe d’alarma més important per a la
deteccié de la Sindrome de la deleci6 cromosomica 22q11.2 és la

malformacié cardiaca, especialment els defectes conotruncals.
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Concretament, s’ha descrit que el 5,4% dels fetus amb cardiopatia i cariotip
normal presenten aquesta sindrome microdelecional [Bretelle et al., 2010].
2.2. Anomalies cromosomiques: origen

Les alteracions cromosdomiques constitucionals poden ser heretades
o de novo, pero totes elles s’han originat per primera vegada en algun
moment. La gran majoria son consequéncia d’'un procés de divisidé cel-lular
erroni, que ha tingut lloc durant la meiosi o bé durant la mitosi [Gardner et
al., 2012].

Les aneuploidies generalment sén consequiéncia d’'un error en la
segregacidé dels cromosomes durant la meiosi, que resulta en una no-
disjuncié cromosomica. Aquesta no-disjuncié dona lloc a gametes disomics
i nullisbmics, que al fecundar produiran zigots trisomics i monosomics,
respectivament. Si I'error es produeix en la primera divisi®é meiotica (meiosi
[), els dos cromosomes homolegs presents en el mateix gameta seran
diferents, donant lloc a heterodisomia del cromosoma implicat. En canvi, si
'error es produeix en la segona divisi6 meidtica (meiosi IlI), ambdos
cromosomes seran idéntics, donant lloc a isodisomia (Figura 9). Es
important destacar que la no-disjuncié durant la meiosi €s un fenomen
relativament freqlent, i que la majoria d’aneuploidies autosdmiques son
degudes a errors durant 'oogénesi (principalment en meiosi |), mentre que
les aneuploidies dels cromosomes sexuals acostumen a ser conseqiéencia

d’errors durant I'espermatogenesi [Gardner et al., 2012]. Malgrat que les
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aneuploidies s6n generalment d’origen meiotic, també poden ser

consequéncia d’'un error de no-disjuncié durant la mitosi.
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Figura 9. Representaci6 esquematica de no-disjuncié en meiosi | (A) i
meiosi Il (B). Imatge extreta de Adkison and Brown, 2007.

En relacié a 'origen les poliploidies, la causa més comu de triploidia
és la fecundacié d’un ovul per dos espermatozoides (dispérmia). No
obstant, també existeix la possibilitat de que I'espermatozou o I'dvul siguin
diploides degut a un error de no-disjuncid meiotic. Les tetraploidies
acostumen a ser el resultat de la no finalitzaci6 de la primera divisio
zigotica, de manera que els cromosomes es repliquen pero la cél-lula no es
divideix [Gardner et al., 2012].

Els mecanismes de formaci6 dels cromosomes marcadors
supernumeraris difereixen notablement en funcié de la seva morfologia.
L’inv dup(15), que és el cromosoma marcador més freqlient, generalment

és el resultat d’un intercanvi en forma de U entre cromosomes 15 homolegs
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durant la meiosi materna, que es veu afavorit per I'existencia de low copy
repeats (LCRs) localitzats a 15q11-q14 [Liehr et al., 2004].

Pel que fa a la formaci6é de les reorganitzacions cromosomiques
estructurals, tant microscopiques com criptiques, s’han descrit tres
models: recombinaci®6 homodloga no allélica (non-allelic homologous
recombination, NAHR); non-homologous end-joining (NHEJ), i Fork Stalling
and Template Switching (FoSTeS). D’aquests, el mecanisme millor descrit
és 'NAHR, que és el resultat d'un malalineament de sequéncies del
genoma que presenten un alt grau d’homologia (normalment LCRs), i la
conseguent recombinacio entre elles (generalment durant la meiosi, perd
també pot produir-se durant la mitosi). En funcié de si aquests errors en la
recombinaci6 es produeixen entre cromosomes no homolegs, cromosomes
homolegs, cromatides germanes, o dins de la mateixa cromatide, i també
de si els LCRs es troben en la mateixa direccié o invertits; el tipus
d’anomalia estructural resultant sera diferent. En la Figura 10 es mostra
com I'NAHR entre repeticions situades en cromosomes homolegs,
cromatides germanes i dins la mateixa cromatide pot donar lloc a
delecions, duplicacions, inversions o cromosomes isodicéntrics. L’'NAHR és
el mecanisme principal de formacié de les reorganitzacions cromosomiques
recurrents (p.e. les sindromes microdelecionals i microduplicacionals), tot i
que també pot donar lloc a reorganitzacions estructurals no recurrents [Gu
et al., 2008]. Les translocacions també poden ser el resultat de NAHR, perd

en aquest cas entre cromosomes no homolegs [Gu et al., 2008].
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Figura 10. Representacio esquematica d’'NAHR entre cromosomes
homolegs, cromatides germanes i dins la mateixa cromatide per a les dues
possibles orientacions dels LCRs (representats amb fletxes que indiquen la
seva direccio). Imatge extreta de Sasaki et al., 2010.

L’NHEJ és un mecanisme de reparacié de trencaments del DNA.
Concretament, es produeix quan en la replicacié del DNA durant la mitosi
es produeixen trencaments de la doble cadena de DNA, i enlloc de reunir-
se els extrems trencats de forma correcte, aquests es lliguen de forma
incorrecte, originant delecions o duplicacions en el punt de trencament; o
es produeix una lligacié entre extrems trencats de diferents regions del
genoma, donant lloc a translocacions [Gu et al., 2008; Lieber et al., 2010].
La FoSTeS també és el resultat d’'un error en la replicacié del DNA durant

la mitosi. En aquest cas, pero, la forquilla de replicacié activa “para” en una

posicio, i la cadena de DNA que s’esta sintetitzant es separa de la cadena
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motlle i “salta” a una altra cadena motlle que presenta microhomologia amb
I'anterior, ja sigui en el mateix cromosoma o en un cromosoma diferent, i
llavors segueix la sintesi de DNA utilitzant la nova cadena motlle. Aquest
procés es pot repetir varies vegades abans de que es reassumeixi la
replicacio utilitzant la cadena motlle original [Gu et al., 2008]. L'NHEJ i la
FoSTeS, a diferéncia de 'NAHR, apliquen particularment a les delecions i
duplicacions no recurrents [Vissers et al., 2009]; i es pensa que la FoSTeS
és la base de les reorganitzacions cromosomiques complexes, com per
exemple triplicacions i combinacions delecid/duplicacié [Zhang et al., 2009].

Per tant, les anomalies cromosdmiques estructurals de novo poden
originar-se tant durant la meiosi com durant la mitosi. Remarcablement, al
contrari del que succeeix amb les aneuploidies, la majoria de les
reorganitzacions estructurals de novo s’originen durant la gametogenesi
masculina [Shaffer and Lupski, 2000].

D’altra banda, és important tenir present que alguns casos de
delecions i/o duplicacions cromosomiques poden ser el resultat de
I'heréncia en desequilibri d’'una reorganitzacié cromosomica parental:

- Si un progenitor és portador d’una translocacié reciproca, durant la
meiosi | els cromosomes implicats en la translocacié s’aparellen amb
els seus homolegs formant una estructura tetravalent, que pot
segregar de diverses maneres, donant lloc a gametes equilibrats o
desequilibrats. Si la segregacié és 2:2 (dos cromosomes a cada

cél-lula filla), existeixen les seglents possibilitats de segregacio: a)
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alternant (equilibrada, un gameta conté els dos cromosomes no
reorganitzats i l'altre els dos cromosomes derivatius); b) adjacent-1
(desequilibrada, donant lloc a embrions amb trisomia i monosomia
dels fragments cromosOmics translocats); «c¢) adjacent-2
(desequilibrada, es formaran embrions amb trisomia i monosomia dels
fragments no translocats dels cromosomes reorganitzats). Si la
segregacio és 3:1 (tres cromosomes a una cél-lula filla i un a l'altra),
poden presentar-se dues situacions, ambdues desequilibrades: a) els
dos cromosomes normals i un derivatiu segreguen a una de les
cél-lules filles i laltre derivatiu segrega a laltra cél-lula filla; b) a
diferéncia de I'anterior els dos cromosomes derivatius segreguen junts
a una cél-lula filla junt amb un homodleg normal (Figura 11A). La
segregacid 4:0, que donaria lloc a gametes doble disdbmics i doble
nul-lisdmics, només es contempla a nivell teoric, ja que son inviables
[Gardner et al., 2012].

En el cas de les translocacions robertsonianes parentals, durant la
meiosi | es forma una estructura trivalent, que podra segregar de
forma: a) alternant (segregaci6 2:1, equilibrada, un gameta conté els
dos cromosomes no reorganitzats i l'altre el derivatiu); b) adjacent (2:1,
desequilibrada, un gameta conté el cromosoma derivatiu i un
cromosoma no reorganitzat, i l'altre gameta l'altre cromosoma no
reorganitzat, de manera que al fecundar s’originaran embrions

trisobmics i monosomics) (Figura 11B). La segregaci6 3:0, que donaria
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lloc a gametes doble disdomics i doble nul-lisomics, es produeix molt

rarament [Honda et al., 2000; Durban et al., 2001].
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Figura 11. Representacio de les possibles segregacions en meiosi | per a
translocacions reciproques (A) i translocacions robertsonianes (B), i
esquema de la recombinacié en meiosi | d’'un cromosoma amb una inversio
pericéntrica i el seu homoleg (C). Imatges extretes de Gardner et al., 2012.
- Pel que fa a les inversions parentals, durant l'aparellament dels
cromosomes homolegs en meiosi | es forma un bucle entre la

cromatide normal i la invertida, i si es produeix una recombinacié dins

d’aquest bucle, s'originaran quatre tipus de gametes diferents: un
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portador del cromosoma normal, un portador de la inversio, i dos
portadors de les formes recombinants (desequilibrades). Els
recombinants possibles per a les inversions pericentriques sén: un
cromosoma amb duplicacié de la regid no invertida del brag p i deleci6
de la regié no invertida del bra¢g g, i un cromosoma amb la forma
desequilibrada inversa (Figura 11C). En el cas de les inversions
paracéentriques, les formes recombinants donarien lloc a un
cromosoma acentric i un de dicéntric.

Finalment, cal comentar que, tot i que la majoria d’alteracions
cromosomiques numeériques i anomalies cromosomiques estructurals
constitucionals sén consequéncia d’errors durant la meiosi, també és
possible que s’originin postzigoticament, en una divisié cel-lular mitotica. En
aquests casos, I'anomalia generalment s’observa en forma de mosaic
[Gardner et al., 2012]. Es important remarcar que, per a les alteracions
numeriques, els mosaics tant poden ser el resultat d’'un error mitotic en un
conceptus que inicialment era cromosomicament normal, com d’un error
mitdtic en un conceptus que inicialment presentava un cariotip anomal
(degut a un error meiodtic previ) i en el qual s’ha produit una correccid
postzigotica.

2.3. Anomalies cromosomiques: risc de recurréncia

El risc de recurréncia per a la majoria d’anomalies cromosomiques

numeériques és baix, perd hi ha una seérie de consideracions que s’han de

tenir presents. El risc d’'una gestacié amb trisomia 21, trisomia 13 i trisomia
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18 es correlaciona directament amb I'edat materna (quan les trisomies sén
regulars). Es per aixd que quan es diagnostica una aneuploidia classica en
una gestant jove, és més probable que aquesta sigui deguda a problemes
de disjuncié durant la meiosi que al factor edat. Aixd implica que el risc de
recurréncia (de la mateixa trisomia o duna de diferent) varii
significativament en funcié de a quina edat de la gestant s’hagi diagnosticat
I'aneuploidia. Aixi, les gestants de menys de 30 anys amb antecedents de
trisomia 21 en una gestacié previa, tenen un risc de recurréncia de la
mateixa trisomia 8,2 vegades superior al d’'una altra gestant de la mateixa
edat sense antecedents (i un risc d’'una trisomia viable diferent de 2,4x);
mentre que aquelles gestants en les quals la trisomia 21 s’ha diagnosticat
després dels 30 anys, el risc de recurréncia és d’1,6x per la mateixa
trisomia i d’1,7x per una trisomia viable diferent. De forma similar, el risc de
recurréncia de trisomia 13 o 18 per a una gestant de menys de 35 anys és
de 7,8x; mentre que si I'edat és superior als 35 el risc es situa al 2,2x. Pel
que fa a les aneuploidies dels cromosomes sexuals, normalment no
presenten recurrencia, encara que en alguns casos, com la trisomia X i la
sindrome de Klinefelter, s’han associat a I'edat materna [Gardner et al.,
2012].

Dins de les alteracions numériques, els cromosomes marcadors
supernumeraris requereixen una mencid6 especial. ElI 39% dels
cromosomes marcadors sén familiars, i en aquests casos el risc de

recurréncia é€s elevat. No obstant, si el progenitor portador no presenta
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anomalies fenotipiques, el més probable és que la descendéncia tampoc
en presenti, tot i que s’han descrit algunes excepcions a aquesta norma,
especialment en casos en qué el progenitor presenta el marcador en forma
de mosaic [Liehr et al., 2004]. Els cromosomes marcadors poden associar-
se, ocasionalment, a DUP del cromosoma del qual deriva el marcador. Si el
cromosoma implicat esta sotmés a imprinting o presenta una mutacio en
un gen recessiu (en cas d’isodisomia), s’observaran anomalies fenotipiques
en lindividu portador. Es important destacar, perd, que no s’ha descrit cap
cas a la literatura de cromosoma marcador heretat associat a DUP [Liehr et
al., 2011].

Pel que fa a les anomalies cromosomiques estructurals, tant
microscopiques com criptiques, els riscos de recurréncia variaran
significativament en funcié de si sén de novo o heretades. Per a aquelles
reorganitzacions que siguin familiars, el risc de descendéncia amb la
reorganitzacié cromosomica (ja sigui en la seva forma equilibrada o
desequilibrades) és elevat. En el cas de les translocacions reciproques
heretades, el risc de descendéncia desequilibrada sol variar entre el 0 i el
30%, i la seva estimacié depén de diversos factors com: els possibles
gametes desequilibrats viables, el tipus de segregacié que donara lloc a
gametes viables, la forma en la que la reorganitzacié ha estat establerta a
la familia (avortaments de repeticio, individus amb afectacié fenotipica, per
atzar, etc.), i el sexe del progenitor transmissor. El risc ha de ser estimat

per a cada translocacié en concret, ja que cada regié cromosomica té una
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densitat genica i conté gens diferents, i algunes translocacions presenten
patrons de segregacid caracteristics [Gardner et al., 2012].

Per a les translocacions robertsonianes familiars, el risc de
descendéncia desequilibrada varia significativament en funcié dels
cromosomes implicats en la reorganitzacio. Per als individus portadors de
translocacions robertsonianes homologues, la probabilitat de descendéncia
equilibrada és extremadament baix; mentre que per a les heterologues es
situa entre el 85% i el 99%, en funcié dels cromosomes implicats i del sexe
del progenitor portador. Per a les translocacions robertsonianes, és
important tenir present que si es produeix una correccido de trisomia en
I'embri6, aquesta pot donar lloc a DUP. Si la DUP involucra un cromosoma
sotmés a imprinting (dels acrocéntrics: el 14 i el 15) o que presenta una
mutacié en un gen recessiu (en cas d’isodisomia), I'alteraci6 cromosomica
s’associara a anomalies congénites [Gardner et al., 2012].

Pel que fa a les inversions, el risc de descendéncia desequilibrada en
portadors d’inversions paracentriques és molt baix; mentre que en les
pericéntriques el risc de produir un gameta desequilibrat viable degut a
recombinacié normalment és major com major és el fragment invertit. En
una familia en qué una inversio pericéntrica ha estat diagnosticada a partir
d'un individu desequilibrat, el risc de descendéncia desequilibrada s’ha
estimat en un 5-15%; mentre que si la inversié pericéntrica s’ha identificat

per altres motius, el risc €s aproximadament de I'1% [Gardner ef al., 2012].
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D’altra banda, algunes delecions o duplicacions poden ser
heretades, especialment aquelles que s’associen amb penetrancia
incompleta /o una elevada variabilitat en I'expressidé clinica (p.e. les
microdelecions a 22q11.2, responsables de la. Sd. de la delecid
cromosomica 22g11.2). En aquesta casos, el risc de recurréncia és del
50% [Pierpont et al., 2007].

Si es descarta que els progenitors siguin portadors de la
reorganitzaci6 cromosomica estructural diagnosticada en el cas index
(microscopica o criptica), indicant que aquesta és de novo, els riscos de
recurréncia son molt baixos. Malgrat aixd, no es pot descartar la possibilitat
de mosaicisme germinal en un dels progenitors, que seria el resultat d’'un
error mitotic premeiosi que ha comportat que part de les gonades presentin
la linia cel-lular andmala. El mosaicisme germinal també es pot donar per a
les alteracions cromosomiques numeriques [Gardner et al., 2012)].

3. Indicacions de procediment invasiu de diagnostic prenatal

Atés que la realitzacié d’'un procediment invasiu a totes les gestants
de forma rutinaria queda descartada pel risc de perdua gestacional
associat a la técnica d’obtencié de la mostra i pel seu elevat cost econdmic,
ja des de la implementacié dels estudis citogenétics en 'etapa prenatal es
van establir criteris de seleccidé d’aquelles gestants amb un risc més elevat
d’anomalia cromosodmica fetal. Un dels objectius prioritaris sempre ha estat
la deteccié de gestacions amb trisomia 21, ja que aquesta aneuploidia és

la causa més frequient de retard mental a la poblacio.
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Al llarg dels anys, els criteris de seleccid de gestants a risc
d’alteracions cromosomiques fetals han evolucionat, permetent cada
vegada una taxa de deteccié d’anomalies cromosdmiques superior (major
sensibilitat) i una menor proporcié de falsos positius (major especificitat).
L’edat materna avancada (primer igual o superior a 35 anys, i
posteriorment a 38) va ser durant molts anys el principal criteri de selecci6
de gestants a risc d’anomalia cromosomica. En l'actualitat, pero, I'edat
materna avancada com a criteri unic es considera obsoleta al nostre pais, i
els programes de sanitat implantats només contemplen com a indicacions
per a la realitzaci6 d’'un procediment invasiu de diagnodstic prenatal: les
anomalies ecografiques, el cribratge de primer o segon trimestre positiu, les
anomalies cromosoOmiques parentals, les anomalies cromosomiques
prévies, i altres indicacions menys frequents [Protocol de diagnodstic
prenatal d’anomalies congénites fetals, 2008].

3.1. Anomalies ecografiques

El 14% de les gestacions amb anomalies ecografiques presenta una
anomalia cromosomica microscopica, i aquesta forta associacié fa que
sigui recomanable la realitzacié del cariotip fetal quan es diagnostica una
anomalia estructural en primer o segon trimestre de la gestacié [Nicolaides
et al, 1992]. També és important destacar que les alteracions
cromosomiques microscopiques son significativament més freqlents en
aquells fetus amb malformacions congenites multiples (29%) que en

aquells amb anomalies ecografiques aparentment aillades (2%) [Nicolaides
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et al., 1992]. En aquest darrer grup, el risc d'anomalia cromosomica varia
significativament en funcié de la malformacié diagnosticada, sent les
anomalies ecografiques que presenten valors predictius positius més
elevats I'higroma quistic/hidrops, les malformacions esquelétiques, les
anomalies gastrointestinals, les anomalies genitals, i les cardiopaties
[Staebler et al., 2005].

Algunes malformacions fetals acostumen a associar-se a anomalies
cromosomiques concretes. Per exemple, I'holoprosencefalia presenta una
forta associacio amb la trisomia 13; I'hidrops fetal i I'higroma quistic amb la
monosomia X i la trisomia 21; l'atrésia duodenal i els defectes dels
coixinets endocardiacs amb la trisomia 21; i els defectes conotruncals amb
delecions de la regié cromosomica 22q11.2 [Gardner et al., 2012].

D’altra banda, cal remarcar la diferéncia entre anomalia ecografica i
marcador ecografic. Els marcadors ecografics no sén propiament
alteracions estructurals fetals, sin6 que sén signes ecografics que
s’observen més freqientment en fetus amb anomalies cromosdomiques que
en fetus amb dotaci®é cromosdmica normal. Quan es troben de forma
aillada, generalment no es consideren una indicacié de procediment
invasiu de diagnodstic prenatal. EI marcador ecografic que presenta una
major efectivitat com a indicador d’anomalia cromosomica fetal és la
translucidesa nucal incrementada, perd també se n’han descrit d’altres,

com el focus ecogenic intracardiac, I'ectasia pielica, la hiperrefringéncia
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intestinal, el fémur curt (< percentil 5), els quists de plexes coroideus, I'os
nasal absent, i el ductus venos revertit.
3.2. Cribratge de primer o segon trimestre positiu

Segons el Protocol de diagnostic prenatal d’anomalies congenites
fetals del Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya, publicat el
2008 i implementat el 2009, totes les embarassades han de tenir 'opci6 de
realitzar-se un cribratge de primer o segon trimestre de la gestacid
(preferentment de primer trimestre) que ofereixi una taxa de deteccié de
trisomia 21 per sobre del 75% i una taxa de falsos positius inferior al 3%.
En aquells casos en que el resultat del cribratge sigui positiu (risc superior
a 1 en 250), es recomana la realitzacié d’una prova invasiva diagnostica.

Els meétodes de cribratge existents han estat fonamentalment
dissenyats per a la deteccidé de gestacions amb trisomia 21. No obstant,
tenint en compte que els parametres que utilitzen també poden veure’s
alterats per I'existéncia d’altres anomalies cromosdomiques, els métodes de
cribratge faciliten a la practica la detecci6 d’'un espectre més ampli
d’alteracions cromosomiques [Gardner et al., 2012].

El métode de cribratge de primera eleccié al nostre pais és el test
combinat bioquimic-ecografic de primer trimestre, que permet el calcul
del risc d’'anomalia cromosomica fetal basant-se en la modificacié del risc a
priori definit per 'edat materna amb els valors obtinguts per:

- un marcador ecografic: la translucidesa nucal (TN), mesurada entre

les setmanes 11 i 13 de gestacio.
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- dos marcadors bioquimics: la fraccio Plliure de [I'hormona
gonadotropina coridonica (f3-hCG) i la proteina A plasmatica
associada a I'embaras (pregnancy-associated plasma protein-A,
PAPP-A), determinades entre les setmanes 8 i 13 de gestacio.

Una de les caracteristiques diferencials d’aquest métode de cribratge
€és que permet obtenir els resultats en el primer trimestre de la gestacio,
possibilitant la realitzaci6 d’'una prova invasiva de primer trimestre (la
bidpsia corial).

Aquelles gestants que accedeixen a la consulta a partir de la
setmana 14 de la gestacio, se’ls ofereix la possibilitat de participar en el
cribratge bioquimic de segon trimestre, el més efica¢ dels quals és el
test quadruple, que modifica el risc a priori de I'edat amb els seglUents
marcadors bioquimics: f-hCG, alfa-fetoproteina (AFP), estriol no conjugat
(uE3), i inhibina A.

Existeix un altre test que compleix els requisits de sensibilitat i
especificitat recomanats, el cribratge integrat de primer i segon
trimestre, en el qual es calcula el risc d’anomalia cromosdomica fetal a
partir d’'un marcador ecografic de primer trimestre (TN), un marcador
bioquimic de primer trimestre (PAPP-A), i quatre marcadors bioquimics de
segon trimestre (AFP, f3-hCG, uE3 i inhibina-A). El principal desavantatge
d’aquest test és que no permet disposar dels resultats fins a la setmana 15

de la gestacio.
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El calcul del risc, tant en primer com en segon trimestre, s’ha
d’ajustar per una serie de factors de correccid6 que permeten millorar la
sensibilitat i 'especificitat del test. Aquests factors sén els seglents: pes
matern, tabaquisme, determinants del grup racial-etnic de la gestant,
gestacié prévia amb anomalia cromosomica, perdues previes a I'extraccio,
diabetis mellitus insulinodependent, gestacidé unica o multiple (monocorial o
bicorial), edat gestacional per amenorrea, paritat, i, en cas de gestacions
amb donaci6 d’ovocits, I'edat de la donant dels ovocits.

En cas que durant el segon trimestre de la gestacié es detectin
marcadors ecografics d’anomalia cromosomica, també s’ha de modificar el
risc obtingut inicialment en el cribratge, tant de primer com segon trimestre
(si els marcadors han estat validats per a poder-se aplicar en el recalcul del
risc). Per recalcular el risc s’han d'utilitzar les raons de probabilitat
(likelihood ratios) positives i negatives corresponents als marcadors
presents i absents, i en cas que el nou resultat sigui superior a 1/250, es
recomanara la realitzacié d’'un procediment invasiu.

3.3. Anomalia cromosomica parental

L’existéncia d’'una anomalia cromosdmica parental constitueix una
indicacié clara de procediment invasiu de diagnostic prenatal, ja que
generalment existeix un risc elevat de descendencia afecta de desequilibris
cromosomics. La situacio més comuna és la d’'un progenitor portador d’'una
reorganitzacié estructural (p.e. translocacié reciproca, translocacié

robertsoniana o inversié) o d’'un cromosoma marcador. A l'apartat 2.3 es
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descriuen detalladament els riscos pels portadors d’aquestes alteracions
cromosomiques de transmetre I'anomalia en desequilibri a la seva
descendencia.
3.4. Anomalia cromosomica prévia

Si es descarta que els pares siguin portadors de I'anomalia
cromosomica diagnosticada en un fill 0 en una gestacio prévia, el risc de
recurréncia €s baix, tal i com s’ha descrit a I'apartat 2.3. No obstant, el risc
és superior al d'una gestant sense antecedents, degut al fet que alguns
individus presenten problemes de disjunci6 durant la meiosi i a la
possibilitat de mosaicisme germinal. En conseqiéncia, s’acostuma a
recomanar la realitzacié d’'un procediment invasiu de diagnostic prenatal en
aquests casos.
3.5. Altres indicacions

Aquesta categoria basicament inclou aquelles gestants amb historia
familiar de malaltia de transmissi® monogénica amb diagndstic prenatal
disponible (molecular o bioquimic).
4. Etiologia de les anomalies congénites

El 20-25% de les anomalies presents al naixement sén d’origen
genetic, principalment consequéncia d’alteracions cromosomiques o
malalties monogéniques, aquestes darreres causades per mutacions
puntuals en gens concrets [Brent et al., 1993]. La sospita d’'una malaltia
monogeénica especifica durant l'etapa prenatal acostuma a ser dificil,

excepte en aquells casos en qué hi ha una historia familiar positiva o el
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fetus presenta anomalies ecografiques molt suggestives d’'una malaltia
concreta (p.e. acondroplasia, hipoacondroplasia, esclerosis tuberosa,
fibrosi quistica, i determinades malalties metabodliques).

L’exposici6 a determinats factors ambientals durant la gestacio
també és una causa important d’'anomalies congenites, entre els quals cal
destacar les malalties i infeccions maternes, determinats farmacs, drogues
d’abus, agents quimics, radiacié i alcohol. S’ha descrit que aquests factors
explicarien el 10% de les anomalies presents en nounats [Brent et al.,
1993].

D’altra banda, algunes anomalies congénites poden ser d’origen
multifactorial, causades per la interacci6 de multiples gens i I'ambient; o
degudes a errors espontanis intrinsecs del desenvolupament.

4.1. Etiologia de les cardiopaties congeénites

La malformacié congénita del sistema cardiovascular és la causa
més important de morbiditat i mortalitat durant la infancia, i és la
malformacié que més freqientment s’observa en nounats, amb una
incidencia global aproximada del 0,4%. Com qualsevol anomalia congénita,
és una entitat molt heterogénia, amb una gran varietat de causes,
conegudes i desconegudes, implicades en la seva etiologia. En el 75% dels
casos, la cardiopatia es presenta de forma aillada; perd en el 25% restant
es troba formant part d’'un quadre sindromic. Durant I'etapa prenatal, la
proporcid de casos que presenten anomalies extracardiaques és molt

superior (75% del total de fetus amb cardiopatia), perd molts moren
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intrauter o s’opta per una interrupcié legal de la gestacid [Bulbul et al.,
1993].

La majoria de les cardiopaties congénites sén d’origen multifactorial,
perd hi ha una serie d’alteracions genetiques i factors ambientals clarament
implicats en la seva etiologia. Les causes genétiques de cardiopatia
inclouen principalment les anomalies cromosomiques i les alteracions
monogeniques; i entre els factors ambientals classicament relacionats amb
les malformacions cardiaques destaquen les malalties maternes (p.e.
diabetis mellitus, fenilcetonuria), les infeccions (rubéola i toxoplasmosis), i
I'exposicié a teratdgens (alcohol, hidantoines i liti) [Sandor et al., 1981;
Freinkel et al., 1988; Platt et al., 1992; Lacro, 2000; Pierpont et al., 2007].

L’associacié entre alteracions cromosomiques microscopiques i
cardiopatia congenita esta ampliament documentada. El 30% dels pacients
portadors d’anomalies cromosomiques visibles al cariotip presenten
cardiopatia; i en el 8-13% dels nounats amb cardiopatia es detecta una
alteracié cromosomica microscopica [Ferencz et al., 1989]. En diagnostic
prenatal, s’ha reportat que la freqliéncia d’anomalies cromosomiques
microscopiques en fetus amb anomalies ecografiques cardiaques és del
22-56,3% [Gembruch et al., 1997; Chaoui et al., 1999; Maniji et al., 2001,
Comas Gabriel et al., 2002; Paladini et al., 2002; Bellucco et al., 2010].
Tant durant l'etapa prenatal com postnatal, quan la cardiopatia
s’acompanya de malformacions a altres organs o sistemes, la probabilitat

de deteccié d’'una anomalia cromosdmica és especialment elevada. Les
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alteracions cromosomiques que més frequientment s’associen a cardiopatia
son la trisomia 21 (40-50% dels casos), la trisomia 18 (100%), la trisomia
13 (80%), i la monosomia X (20-40%) [Hyett et al., 1995; Hyett et al., 1997;
Mazzanti et al., 1998; Paladini et al., 2000; Langford et al., 2005]. Les
duplicacions o delecions cromosomiques parcials també s’associen a
cardiopatia congénita en el 13,2% dels casos, sent les més freqlients la
tetrasomia 22q11.2 o Sindrome de I'ull de gat, i la tetrasomia 12p o Sd. de
Pallister-Killian [Freedom et al., 1973; Reynolds et al., 1987; Baena et al.,
2003].

Les anomalies cromosodmiques criptiques també poden associar-se a
cardiopatia congénita. Com s’ha descrit detalladament a I'apartat 2.1.2.2.1,
la Sd. de la delecié cromosOmica 22q11.2 s’acompanya amb elevada
frequiéncia de malformacions cardiaques, especialment de defectes
conotruncals. Una altra sindrome microdelecional que acostuma a
associar-se a cardiopatia congénita és la Sd. de Williams-Beuren, causada
per una delecié en hemizigosi de la regié cromosomica 7g11.23. Aquesta
sindrome presenta una incidéncia de 1/20.000 nascuts vius i es
caracteritza clinicament per, a part de la cardiopatia (generalment
estenosis aodrtica supravalvular): hipercalcémia neonatal, anomalies
esqueletiques i renals, déficit cognitiu, personalitat social, i dismorfia facial
[Martens et al., 2008]. En els ultims anys, la utilitzaci6 de plataformes de
CMA ha permes la descripcié de nombrosos desequilibris criptics associats

a defectes cardiacs. Concretament, la utilitzaci6 d’aquesta tecnologia ha
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revelat que el 17-25% dels pacients amb cardiopatia sindromica i el 10-

17% dels individus amb cardiopatia no sindromica presenten desequilibris

cromosomics submicroscopics [Thienpont et al.,, 2007; Erdogan et al.,

2008; Richards et al., 2008; Greenway et al., 2009; Breckpot et al., 2010].

D’altra banda, hi ha diverses sindromes genétiques causades per

mutacions puntuals en gens concrets que acostumen a associar-se a

cardiopatia congenita, les més frequents de les quals son:

Sindrome de Noonan, caracteritzada clinicament per: talla baixa, coll
alat, dismorfia facial, i en el 90% dels casos per cardiopatia,
principalment estenosi valvular pulmonar i miocardiopatia hipertrofica.
Presenta una prevalenca de 1/2.000 nascuts vius i segueix un patro
d’heréncia autosdomic dominant [Marino et al., 1999]. Es una sindrome
geneticament heterogénia, amb almenys tres gens implicats en la seva
etiologia: PTPN11, SOS1 i KRAS [Schubbert et al., 2006; Tartaglia et
al., 2007]. Prenatalment, la sindrome pot sospitar-se en preséncia
d’alguns signes ecografics, com I’higroma quistic, la translucidesa nucal
incrementada i I'hidrops fetal. S’ha descrit que el 1-3% dels fetus amb
cariotip normal i increment del plec nucal en primer trimestre de la
gestacid podrien presentar aquesta sindrome [Hiippala et al., 2001].

Sindrome de Marfan: és el trastorn de teixit connectiu més frequent a la
poblacié, amb una prevalenca de 1/20.000 i d’heréncia autosdmica
dominant. Presenta una gran variabilitat pel que fa a la seva expressio

clinica, i pot afectar I'esquelet, el sistema ocular i el cardiovascular.
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Practicament tots els individus amb aquesta sindrome acaben
desenvolupant alteracions cardiovasculars, sent les més comunes el
prolapse de la valvula mitral i/o la dilatacié de I'arrel aortica. La majoria
de casos sén causats per mutacions en el gen FBN1 [Milewicz et al.,
1998].

Sindrome de Holt-Oram, caracteritzada per la preséncia d’anomalies en
I'extrem radial de les extremitats superiors, i en el 75% dels casos per
cardiopatia (generalment defectes septals atrials i/o ventriculars amb
bloqueig progressiu de la conduccié atrioventricular) [Basson et al.,
1994]. La sindrome esta causada per mutacions en el gen TBXS, i
s’hereta de forma autosdmica dominant, tot i que la majoria de casos
sén esporadics per mutacié espontania [Holt and Oram, 1960; Garg et
al., 2003]. Presenta una incidéncia de 1 en 100.000 [Basson et al.,
1994].

Sindrome d’Alagille, caracteritzada clinicament per ['abséncia o
disminucié del nombre de conductes biliars acompanyada de tres dels
seguents signes clinics: cardiopatia, coléstasi, anomalies esquelétiques,
anomalies oculars i dismorfia facial. Les anomalies cardiaques estan
presents en el 90% dels casos, i les més frequents sén I'estenosi
periférica de 'artéria pulmonar, la tetralogia de Fallot i I'estenosi valvular
pulmonar. Presenta una frequéncia estimada de 1 en 100.000, i un patro
d’heréncia autosomic dominant [McElhinney et al., 2002]. La majoria

dels casos son consequencia de mutacions en el gen JAGT, tot i que en
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el 3-7% dels pacients s’observa una deleci6 de la regié cromosdmica on
mapa el gen (20p12) [Krantz et al., 1997].

Entre alteracions cromosomiques i malalties monogeniques, s’han
descrit més de 750 sindromes que inclouen els defectes cardiacs entre els
seus signes cardinals [Pajkrt et al., 2004]. Aixo0 comporta que, durant
'etapa prenatal, en la qual la informacié fenotipica disponible és limitada,
determinar l'etiologia de les cardiopaties en aquells fetus amb cariotip
normal i estudi de la regidé 22g11.2 negatiu sigui especialment dificil.

5. Procediments invasius per a I’obtencio del cariotip fetal

En l'actualitat, el diagnostic prenatal d’anomalies cromosomiques o
alteracions monogeniques acostuma a realitzar-se a partir de cél-lules
fetals obtingudes mitjancant un procediment invasiu. Generalment, els
teixits estudiats son les vellositats corials, el liquid amnidtic o la sang fetal,
obtinguts mitjangant biopsia de corion, amniocentesi i cordocentesi,
respectivament. Es important comentar que tot procediment invasiu, com el
seu nom indica, comporta una invasié del medi fetal; i, en conseqiéncia,
existeix un risc de péerdua fetal secundari a la técnica.

La biopsia de corion consisteix en I'obtencié de vellositats corials
per via transabdominal o transcervical. El cariotip es pot obtenir en dos dies
si es realitza un cultiu semi-directe (s’analitza el citotrofoblast), pero per al
resultat del cultiu llarg cal esperar una mitjana de dues setmanes (estudi
del mesénquima). A partir d’'una fraccié de la mostra de vellositat corial

fresca es pot dur a terme I'estudi rapid de les aneuploidies classiques i dels

75



INTRODUCCIO

cromosomes sexuals mitjancant QF-PCR o FISH en interfase, i també es
poden realitzar estudis moleculars per al diagnostic de malalties
monogeéniques. No és recomanable realitzar les bidpsies de corion abans
de la setmana 10 de gestacio, ja que s’ha reportat un risc incrementat
d’anomalies reduccionals de les extremitats. També és important tenir
present que el risc de perdua gestacional espontania durant les dues
setmanes posteriors al procediment és de I'1,6% [Borrell et al., 1999; Tabor
et al., 2009].

L’amniocentesi consisteix en I'extraccio de liquid amniotic mitjancant
una puncié percutania de 'abdomen matern fins al sac amniotic. A partir
d’'una fraccié de la mostra en fresc també pot realitzar-se un estudi rapid de
deteccié de les aneuploidies classiques i dels cromosomes sexuals
mitjancant QF-PCR o FISH en interfase, perd per a I'obtencié del cariotip
fetal caldra esperar una mitjana de 17 dies, ja que és imprescindible
disposar d’un cultiu cel-lular. L’'amniocentesi pot realitzar-se amb seguretat
a partir de les 16 setmanes de gestacio, quan les membranes coridnica i
amniodtica ja estan fusionades. El risc de pérdua gestacional espontania
durant les dues setmanes posteriors al procediment és del 0,8% [Borrell et
al., 1999; Tabor et al., 2009].

En la cordocentesi s’obté sang fetal a partir d’'una puncié
transabdominal materna dirigida al cordd umbilical, i el cariotip es pot
obtenir en tres dies. Presenta un risc de pérdua gestacional lleugerament

superior al de la biopsia corial i 'amniocentesi, i no s’aconsella la seva

76



INTRODUCCIO

realitzacié abans de les setmanes 18-19 de la gestacié. Unicament es
recorre a aquesta técnica en casos molt concrets, com per exemple quan
un diagnostic bioquimic només és possible en sang fetal, si una gestacié
esta molt avancada i es vol disposar del cariotip en un periode breu de
temps (p.e. quan es diagnostiquen anomalies congénites fetals en
'ecografia de les 20 setmanes), o en alguns casos de mosaicisme fetal
[Dugoff and Hobbins, 2002].
6. Assessorament geneétic en diagnostic prenatal

Tot i que definir assessorament genetic resulta complex, des d’un
punt de vista general es pot descriure com el procés durant el qual els
pacients (0 els seus parents) a risc d'una malaltia que pot ser hereditaria
sén advertits de les conseqiiéncies de la malaltia, de les probabilitats de
desenvolupar-la o transmetre-la, i dels métodes pels quals és pot prevenir,
evitar o millorar [Harper, 2004]. Durant I'etapa prenatal, 'assessorament
genetic presenta algunes caracteristiques diferencials, que es discuteixen a
continuacié. Malgrat aix0, hi ha una série d’aspectes que so6n sempre
comuns per a qualsevol procés d’assessorament genétic: i) la informacié
proporcionada ha de ser clara i acurada, i que resolgui en la mesura del
possible tots el dubtes que es plantegin; ii) ha de ser un procés no dirigit,
respectant I'autonomia dels pacients, i els seus valors i creences; iii)
requereix professionals amb amplia formacié i experiéncia en aquest camp

[Gardner et al., 2012].
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Durant l'etapa prenatal, en l'assessorament geneétic pretest la
gestant i la seva parella sén informats del risc de que la gestacié en curs
presenti una alteracié genética i la seva possible associacié amb anomalies
congeénites, i de la opcié de procediment invasiu per a la seva deteccio. El
risc ha de ser estimat per a cada gestacioé en concret, tenint en compte els
antecedents familiars i de la gestaci6 en curs, com per exemple la
preséncia d’anomalies ecografiques. Durant l'assessorament geneétic
pretest també s’ha dinformar de la dificultat d’interpretacié d’algunes
alteracions geneétiques, de que per a la interpretacié dels resultats poden
requerir-se mostres parentals, de la possibilitat de troballes no desitjades
en el fetus (i que en alguns casos poden revelar informacio dels
progenitors) (p.e. alteracions associades amb malalties d’aparicié tardana,
infertilitat, predisposicié a cancer o a malalties neuroldgiques), i de que
I'obtencié d'un resultat normal no exclou l'existéncia d’'una alteracidé no
diagnosticable mitjangant la metodologia utilitzada [Vetro et al., 2012,
Vermeesch et al., 2012].

L’assessorament genétic posttest €s especialment important quan
es diagnostica prenatalment una alteracié genética, i els segiients aspectes
han de ser discutits i tractats en profunditat: repercussidé fenotipica i
pronostic de I'anomalia, possibles actuacions obstétriques, possibilitat de
que l'anomalia sigui heretada i estudis parentals que cal realitzar per
determinar-ho, risc de recurrencia, i métodes mitjangant els quals és pot

prevenir en futures gestacions. La preséncia d’'un especialista amb amplia
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experiéncia en assessorament genetic durant l'etapa prenatal és
especialment important en aquests casos, ja que el diagnostic d'una
alteracié genética fetal generalment suposa un fort impacte per a la gestant
i la seva parella, i la informacié proporcionada s’ha d’assimilar en un
periode de temps breu per tal de prendre decisions en relacié a la gestacié
en curs (p.e. sobre actuacions obstetriques, incloent la interrupcié legal de
la gestacio) [Vetro et al., 2012].

Com s’ha esmentat anteriorment, proporcionar informacié sobre les
diferents opcions reproductives que té cada parella per tal d’aconseguir
descendéncia no afecta de l'alteracié genética previament diagnosticada és
un dels aspectes fonamentals de I'assessorament genétic posttest.
Existeixen diverses possibilitats que han de ser comentades i discutides en
profunditat. Les parelles poden optar per una gestacié natural i realitzar-se
un procediment invasiu (preferentment bidpsia corial) per tal de conéixer la
condici6 fetal i, en funcié del resultat, plantejar-se I'opcié d’interrupcio legal
de la gestacié. Una altra possibilitat és el diagnostic genétic preimplantatori
(DGP), que consisteix en la realitzacié d’'una fecundacié in vitro per injeccio
intracitoplasmatica d’esperma (ICSl, Intracytoplasmatic Sperm Injection), el
posterior estudi genétic d’'un o dos blastdmers obtinguts quan els embrions
es troben a l'estadi de wvuit cellules, i finalment la transferencia dels
embrions sans. Es obvi que el DGP presenta unes caracteristiques molt
atractives, pero cal tenir present (i explicar a la parella) que es tracta un

procediment costos, laborids i llarg; i cal ser realistes amb les taxes
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d’'obtencié d’embrions sans i d’'implantaci6 post DGP. Per exemple, en
aquelles parelles portadores d’'una anomalia cromosomica, el percentatge
d’embrions transferibles d’aquells que han estat biopsiats amb éxit és del
25,2%; i la taxa d’implantacié d’aquests embrions és del 23,4% [Goossens
et al., 2012]. Es per aixd6 que el DGP Unicament s’acostuma a realitzar a
aquelles parelles amb anomalies cromosomiques i problemes de fertilitat
que els impossibiliten aconseguir gestacions naturals, i també a aquelles
parelles que per motius étics o religiosos no contemplen una interrupcié de
la gestacié en cas d’afectacié fetal. Altres opcions reproductives que cal
comentar a les parelles son la donacié de gametes (substitucidé dels
gametes del progenitor portador de I'alteracié genética pels d’un donant no
portador), la donacié d’embrions lliures d’alteracié genetica, o I'adopcio.

D’altra banda, és fonamental que quan es diagnostica prenatalment
una alteracié genética heretada, 'assessorament genétic es faci extensiu a
la resta de membres de la familia a risc de ser portadors, ja que aquests
també tenen un risc incrementat de tenir descendencia amb anomalies
congeénites degut a I'alteracié genética familiar.

Finalment, cal fer una mencidé especial a I'assessorament genétic
d’aquelles alteracions genetiques que presenten penetrancia incompleta i/o
una elevada variabilitat en I'expressio clinica, tant inter com intrafamiliar,
com és el cas de la Sd. de la delecié cromosomica 22q11.2 [Pierpont et al.,
2007]. L’assessorament genétic prenatal d’'aquestes families és

particularment complex, ja que sovint és impossible predir prenatalment
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quina sera l'afectacié fenotipica postnatal d’aquells fetus portadors de
I'alteracié genética.
7. Perspectives de futur del diagnostic citogenétic prenatal

En l'actualitat, el cariotip convencional segueix sent el gold standard
del diagnostic citogenetic prenatal, pero es preveu que en els proxims anys
la citogenética molecular, i en concret les plataformes de CMA, adquireixin
un paper molt més rellevant en el diagnodstic d’'anomalies cromosdmiques
durant I'etapa prenatal. En diagnostic postnatal, aquesta transicio ja és una
realitat per a I'estudi d’individus amb retard del desenvolupament, trastorns
de [lespectre autista i/o anomalies congénites multiples d’etiologia
desconeguda, i es recomana la utilitzacié dels microarrays com a técnica
de primera eleccid per al seu estudi [Miller et al., 2010]. La principal
limitacié actual per a la realitzaci6 de CMA en diagnostic prenatal és la
deteccio de CNVs de significat clinic incert. Aquestes variants dificulten
I'assessorament genétic, i aquest fet és especialment evident durant I'etapa
prenatal, en la qual unicament es disposa de la informacié ecografica. No
obstant, s’espera que cada vegada siguin menys les regions del genoma
de les quals desconeguem la seva repercussio fenotipica quan es troben
en desequilibri [Bui et al., 2011; Armengol et al., 2012; Breman et al., 2012].

D’altra banda, la possibilitat de realitzacié de diagndstics prenatals no
invasius, basats en la deteccié de material genétic fetal en sang materna, ja
€s una realitat per al diagnostic de determinades alteracions genetiques,

com per exemple les aneuploidies classiques i alteracions geniques
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familiars; i també per a la determinaci6 del sexe fetal i del grup Rh fetal en
gestants Rh negatives [Chiu et al., 2011; Papageorgiou et al., 2011, Go et
al., 2011; Vetro et al., 2012]. Malgrat que el diagnostic prenatal no invasiu
encara no ha entrat a la practica clinica rutinaria, és un camp en el qual
s’esta investigant intensament, ja que ofereix una elevada sensibilitat sense
risc de perdues gestacionals. La seva implantacié podria permetre en un
futur el diagnostic de les aneuploidies fetals classiques en sang materna a
totes les embarassades, fent que la cobertura de la poblacié fos molt més
amplia i es reduis el nombre de procediments invasius que caldria realitzar.
Atés que els estudis en plasma matern sembla que estarien destinats
basicament al diagnostic de les aneuploidies classiques, el cariotip i/o les
tecniques de CMA continuarien tenint un paper important en diagnostic
prenatal, especialment per a l'estudi d’aquelles gestants amb anomalies

ecografiques fetals o0 anomalies cromosdmiques familiars.
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Actualment, el cariotip convencional és el gold standard del
diagnostic citogenétic prenatal, i presenta una taxa de deteccié d’anomalies
cromosomiques d’aproximadament el 3%. En els darrers anys s’han
desenvolupat noves técniques de citogenética molecular que ofereixen un
poder de resolucié molt superior al del cariotip, com per exemple 'MLPA i
I'analisi cromosdomica basada en microarray. Durant I'etapa postnatal, la
utilitzacié d’aquestes técniques en pacients amb retard mental i/o altres
anomalies congenites ha permés incrementar exponencialment el nombre
de diagnostics d’anomalies cromosomiques, i també descriure
acuradament aquelles alteracions de dificil caracteritzacié per citogenética
convencional. Aquests resultats tan favorables han portat a que actualment
es recomani la utilitzacié de plataformes de microarray com a técnica de
primera eleccié per a l'estudi de pacients amb anomalies congénites

d’etiologia desconeguda.

D’acord amb aquestes dades, en la present tesi s’ha plantejat la

seguent hipotesi:

“La utilitzacio de técniques de citogenéetica molecular durant I'etapa
prenatal:

i) permetria ampliar la taxa de deteccio d’anomalies

cromosomiques en gestacions amb troballes ecografiques

fetals;
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i)

possibilitaria una millor caracteritzacio de les reorganitzacions
cromosomiques estructurals diagnosticades per citogenetica
convencional, facilitant I'establiment de correlacions genotip-
fenotip;

determinaria quines troballes ecografiques fetals presenten
valors predictius més elevats per a la deteccio d’anomalies
cromosomiques criptiques; i

posaria de manifest la necessitat d’actualitzar els protocols

actuals de diagnostic citogenetic prenatal.”
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Objectius generals:

Determinar I'abast diagnostic i la utilitat del cariotip i les técniques de
citogenética molecular Fluorescent In Situ Hybridization (FISH),
Multiplex  Ligation-dependent  Probe  Amplification (MLPA) i
Chromosomal Microarray-based Analysis (CMA) en diagnostic
prenatal, especialment per a I'estudi de gestacions amb anomalies
ecografiques.

Valorar la necessitat de modificacié dels procediments actuals de

diagnostic citogenétic prenatal.

Objectius especifics:

Determinar I'abast diagnostic del cariotip en liquid amniotic per a cada
indicaci6 de procediment invasiu prenatal a la nostra poblacié de
gestants.

Avaluar la utilitat de I'MLPA subtelomérica en gestacions amb
anomalies ecografiques i cariotip normal.

Comparar les técniques MLPA especifica de cardiopaties i FISH de la
regio 22q11.2 per al diagnostic genétic de fetus amb malformacions
cardiaques.

Determinar el potencial diagnostic de la CMA en gestacions amb

troballes ecografiques cardiaques.
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— Descriure les troballes ecografiques cardiaques que presenten un

valor predictiu positiu més elevat per a la detecci6 d’anomalies
cromosomiques, tant microscopicament visibles com criptiques.
Caracteritzar mitjangant tecniques de citogenética molecular aquelles
anomalies cromosomiques de dificil caracteritzacié per citogenética
convencional, i reorganitzacions cromosomiques aparentment
equilibrades de novo.

Establir una correlaci6 genotip-fenotip prenatal de les anomalies
cromosomiques diagnosticades, per tal d’oferir un assessorament
genétic més acurat.

Estudiar la necessitat d’implantar nous protocols de diagnostic

citogenetic prenatal.
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Els resultats d’aquesta tesi es presenten en els seguients quatre blocs:

1. Recull dels resultats dels estudis citogenétics en liquid amniotic

realitzats entre 1998 i 2009 a I’'Hospital Clinic de Barcelona.

Mademont-Soler I, Morales C, Clusellas N, Soler A, Sanchez A; Group of
Cytogenetics from Hospital Clinic de Barcelona. Prenatal cytogenetic
diagnosis in Spain: analysis and evaluation of the results obtained from
amniotic fluid samples during the last decade. Eur J Obstet Gynecol

Reprod Biol. 2011;157(2):156-60.

2. Aplicacié de la técnica MLPA subtelomeérica en fetus amb anomalies
ecografiques i cariotip normal, i en fetus amb anomalies
cromosomiques de dificil caracteritzaci6 per citogenética

convencional.

Mademont-Soler |, Morales C, Bruguera J, Madrigal I, Clusellas N,
Margarit E, Sanchez A, Soler A. Subtelomeric MLPA: is it really useful in

prenatal diagnosis? Prenat Diagn. 2010;30(12-13):1165-9.

Mademont-Soler I, Morales C, Madrigal I, Margarit E, Bruguera J,
Clusellas N, Martinez JM, Borrell A, Sanchez A, Soler A. Prenatal
diagnosis of two different unbalanced forms of an inherited (Y;12)

translocation. Am J Med Genet A. 2009;149A(12):2820-3.

3. Comparacio de les técniques MLPA especifica de cardiopaties i FISH
de la regid 22q11.2 per al diagnostic genétic de fetus amb

malformacions cardiaques.

Mademont-Soler |, Morales C, Soler A, Clusellas N, Margarit E, Martinez-
Barrios E, Martinez JM, Sanchez A. MLPA: a prenatal diagnostic tool for

the study of congenital heart defects? Gene. 2012,500(1):151-4.
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4. Potencial diagnostic de la CMA en gestacions amb troballes

ecografiques cardiaques.
Mademont-Soler I, Morales C, Soler A, Martinez-Crespo JM, Shen Y,
Margarit E, Clusellas N, Obén M, Wu BL, Sanchez A. Prenatal diagnosis of
chromosomal abnormalities in fetuses with abnormal cardiac ultrasound
findings: evaluation of chromosomal microarray-based analysis.

Ultrasound Obstet Gynecol. 2013;41(4):375-82.
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1. Recull dels resultats dels estudis citogenétics en liquid amniotic

realitzats entre 1998 i 2009 a I’Hospital Clinic de Barcelona.

Article: “Prenatal cytogenetic diagnosis in Spain: analysis and
evaluation of the results obtained from amniotic fluid samples

during the last decade”

Publicat a: European Journal of Obstetrics & Gynecology and
Reproductive Biology 2011;157(2):156-60.

Autors: Irene Mademont-Soler, Carme Morales, Nuria Clusellas, Anna
Soler, Aurora Sanchez, Grup de Citogeneética de I'Hospital Clinic de
Barcelona.

Resum:

Les alteracions cromosomiques representen una de les principals
causes d’anomalies congenites a la poblacio, i establir la seva freqléncia
d’acord amb les diferents indicacions cliniques de procediment invasiu
durant la gestaci6 és especialment important per a I'assessorament
geneétic. Amb aquesta finalitat es van analitzar els resultats i les indicacions
de les 29.883 mostres de liquid amniotic referides per estudi citogenétic a
I'Hospital Clinic de Barcelona entre els anys 1998 i 2009. En el 99,5% de
les mostres es va poder obtenir el cariotip, i la incidéncia d’anomalies
cromosomiques observada va ser del 2,9%. D’aquestes, el 48,1%
consistien en aneuploidies autosdmiques classiques, sent la trisomia 21 la

més freqient. Les indicacions més comunes per a la realitzacié de
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I'amniocentesi van ser el cribratge prenatal positiu i I'edat materna
avancgada; pero les indicacions amb un valor predictiu positiu més elevat
foren, excloent les anomalies cromosdomiques parentals, la translucidesa
nucal augmentada (9,2%) i les anomalies ecografiques (6,6%). Els resultats
d’aquesta serie, que és la més amplia publicada al nostre pais d’aquestes
caracteristiques, indiquen que el cariotip en liquid amnidtic €s un bon
metode per a la detecci6 d’anomalies cromosomiques durant l'etapa
prenatal, i destaquen la forta associacié entre troballes ecografiques i
alteracions cromosomiques fetals. D’altra banda, és important mencionar
que el nombre de mostres rebudes va incrementar del 1998 al 2005, i
posteriorment va anar disminuint de forma significativa, degut a la
implantacié del cribratge prenatal de primer trimestre per a la detecci6 de

trisomia 21 i la possibilitat de realitzar el cariotip en vellositats corials.
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Chromosome abnormalities are one of the main causes of congenital defects, and establishing their
frequency according to the different clinical indications for invasive procedure during pregnancy is
especially important for genetic counselling. We analyzed the results of 29,883 amniotic fluid samples
referred to our laboratory for cytogenetic studies from 1998 to 2009, which constitutes the largest series
of cytogenetic analysis performed on amniotic fluid samples in Spain. The number of samples received
tended to increase from 1998 to 2005, but after 2005 it decreased substantially. Cytogenetic results were
obtained in 99.5% of the samples, and the detected incidence of chromosome abnormalities was 2.9%. Of
these, 48.1% consisted of classical autosomal aneuploidies, trisomy 21 being the most frequent one. The
main clinical indications for amniocentesis were positive prenatal screening and advanced maternal age,
but referral reasons with highest positive predictive values were, excluding parental chromosome
rearrangement, increased nuchal translucency (9.2%) and ultrasound abnormalities (6.6%). In conclusion,
performing the karyotype on amniotic fluid samples is a good method for the detection of chromosome
abnormalities during pregnancy. The number of cytogenetic studies on amniotic fluid has now decreased,
however, due to the implementation of first trimester prenatal screening for the detection of Down
syndrome, which allows karyotyping on chorionic villus samples. Our results also show that both
ultrasound abnormalities and increased nuchal translucency are excellent clinical indicators for fetal
chromosome abnormality.
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1. Introduction

Prenatal cytogenetic diagnosis has been recognized for more
than 40 years as a reliable method for the detection of fetal
chromosome abnormalities. Specifically, amniocentesis was de-
veloped at the end of the 1960s as a prenatal diagnosis tool, once
culture of amniotic fluid samples was achieved and, as a result, the
first fetal karyotypes were obtained [1]. Since the 1970s,
amniocentesis has become a routine procedure performed on
patients at high risk for fetal chromosome abnormality. Neverthe-
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less, due to the increased risk of fetal loss associated with this
invasive procedure, clinical indications for offering an amniocen-
tesis have been improved over the years. Initially, advanced
maternal age was the main referral reason for amniocentesis, as it
was well known that fetal aneuploidies and maternal age are
positively correlated [2,3]. Nowadays, advanced maternal age as a
single criterion is considered obsolete, as it is included in the
prenatal screening for fetal aneuploidies offered to all pregnant
women in Spain. Second trimester prenatal screening was
introduced in our country at the end of the 80s and includes,
apart from maternal age, maternal serum levels of alpha-
fetoprotein and the free fraction of human chorionic gonadotropin
(hCG). These biochemical parameters together with maternal age
reach a detection rate for Down syndrome of 60-80% [4].

During the last decade, and taking advantage of the advances in
ultrasound technology, first trimester prenatal screening has been
developed. This screening includes two biochemical parameters:
maternal serum concentration of hCG and pregnancy-associated
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plasma protein A (PAPP-A); one echographic parameter: nuchal
translucency (NT); and maternal age. With the application of such
screening, the detection rate for Down syndrome reaches 90% [5].
On the other hand, the introduction of first trimester prenatal
screening has led to an increase of the demand for chorionic villus
sampling, from which a karyotype can be obtained during the first
trimester of pregnancy, with the obstetric and psychological
advantages that this entails [6]. As a result, the number of prenatal
studies on amniotic fluid samples has decreased during the last
decade in favour of cytogenetic studies on chorionic villus
samplings.

Chromosome abnormalities are one of the main causes of
congenital defects and appear in, approximately, 14% of pregnan-
cies with ultrasound abnormalities [7]. To know the frequency of
chromosome abnormalities according to the different clinical
indications for invasive procedures (not only for ultrasound
abnormalities) is very important for the genetic counselling of
pregnant women. In this study, we analyze retrospectively the
cytogenetic results of 29,883 amniotic fluid samples referred to our
laboratory from several medical centres during the last ten years.

2. Materials and methods

We present the cytogenetic results of 29,883 amniotic fluid
samples received in our laboratory from 1998 to 2009 (both
included). The samples were referred from our hospital maternal-
fetal medicine service and from obstetric services of other centres.
Although during the study period the region served by our
laboratory did not change, the population analyzed changed
notably, as the proportion of foreign pregnant women increased
progressively. Clinical data of all pregnancies were collected using
a standard form.

The amniocentesis indications for prenatal cytogenetic diagno-
sis were: positive prenatal screening (performed in the first or
second trimester), advanced maternal age, patient anxiety,
ultrasound abnormalities, increased NT (NT > 99th percentile
(p99)), previous aneuploidy, choroid plexus cysts, parental
chromosome rearrangement and other indications. Ultrasound
abnormalities include fetal and placental malformations, abnormal
amniotic fluid volume and intrauterine growth restriction. Cases
with more than one referral reason have been classified according
to the main clinical indication for prenatal invasive procedure,
following the order of priority: parental chromosome rearrange-
ment, ultrasound abnormalities, increased NT (NT > p99), positive
prenatal screening, previous aneuploidy and ultrasound markers
(such as choroid plexus cysts).

According to Spanish health policies, a prenatal screening and
an ultrasound examination in each trimester of the pregnancy have
been offered to all pregnant women since the beginning of the
study. Second trimester prenatal screening was introduced in the
region served by our laboratory in 1998, and first trimester
prenatal screening was progressively implemented from 2005 to
2009.

Amniotic fluid samples were cultured and karyotyped accord-
ing to standard protocols. Twenty G-banded metaphases from two
independent cultures of each sample were analyzed using G-
banding Wright-staining method [8].

Chromosome abnormalities detected by karyotype analysis
were classified into the following categories: classical autosomal
aneuploidies (trisomies 21, 18 and 13), sex chromosome aneu-
ploidies, chromosome rearrangements (translocations, inversions,
deletions and duplications), supernumerary marker chromosomes,
triploidies, and other chromosome abnormalities (including ring
chromosomes, multiple chromosome abnormalities and isochro-
mosomes). Polymorphic variants were not considered as chromo-
some abnormalities, according to Gardner and Sutherland [9].

Finally, we have also briefly analyzed the number of chorionic
villus samples (CVS) received from 1998 to 2009, and determined
the annual distribution of chromosome abnormalities diagnosed
on this tissue during this period.

3. Results

Of the 29,883 amniotic fluid samples received in our laboratory,
in 140 (0.5%) the amniotic fluid culture failed. Consequently,
results of cytogenetic analysis were obtained in 99.5% of the cases.

In relation to the distribution of amniotic fluid samples over the
years, the number of cytogenetic analyses requested increased,
with subtle variations, from 1998 to 2004-2005, and from 2005 to
2009 the number of such analyses decreased substantially (Fig. 1).

Focusing on the clinical indications for amniocentesis, they
were, in order of frequency: positive prenatal screening (44.1%),
advanced maternal age (30%), patient anxiety (6.2%), ultrasound
abnormalities (6.2%), increased NT (3.2%), previous aneuploidy
(0.7%), choroid plexus cysts (0.7%), parental chromosome rear-
rangement (0.5%), and other indications (6.7%), which mainly
consist of diagnoses of monogenic diseases (Table 1).

Our data also show that the distribution of reasons for referral
has changed during the period evaluated. While advanced
maternal age was initially the most common indication for
amniocentesis, it has been progressively replaced by positive
prenatal screening, which is nowadays the most common
indication for cytogenetic study (data not shown).

Out of the 29,743 cytogenetic studies performed, 862 (2.9%)
presented chromosome abnormalities (Fig. 1 shows the annual
distribution of the diagnosed chromosome abnormalities). In
cases of mosaicism, the abnormal cell line was considered for
the classification. Among chromosome abnormalities, the most
frequent ones were classical autosomal aneuploidies (48.1%,
415/862). Trisomy 21, 18 and 13 were diagnosed in 327, 67 and
21 cases, respectively. Sex chromosome aneuploidies repre-
sented 13.2% (114/862) of total chromosome abnormalities.
Specifically, 43 cases of monosomy X or Turner syndrome, 32
cases of Klinefelter syndrome (47,XXY), 25 triple X and 14 less
common sex chromosome aneuploidies (including 46,X,i(Xp),
47 XYY, 48 XXYY and 49,XXXXY) were diagnosed. In the
category ‘monosomy X' we included, apart from standard
monosomies and mosaicisms, cases with structural rearrange-
ments of chromosome X also associated with Turner syndrome
phenotype. On the other hand, structural chromosome rearran-
gements were found in 226 cases (26.2%), including 127
translocations (110 apparently balanced and 17 unbalanced),
65 inversions (64 apparently balanced and 1 unbalanced), 10
duplications and 24 deletions. In relation to supernumerary
marker chromosomes and triploidies, we diagnosed 28 and 25
cases, respectively (Table 2).
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Fig. 1. Annual distribution of cytogenetic studies performed on amniotic fluid and
chorionic villus samples, and percentage of chromosome abnormalities diagnosed
on both tissues between 1998 and 2009.
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Table 1

Clinical indications for cytogenetic analysis on amniotic fluid samples and positive predictive values (PPV) for each indication.
Indications Number of cases % Chromosome abnormalities PPV %
Positive prenatal screening 13,110 441 283 22
Advanced maternal age 8934 30.0 211 2.4
Maternal anxiety 1850 6.2 22 1.2
Ultrasound abnormalities 1830 6.2 120 6.6
Increased nuchal translucency 941 3.2 87 9.2
Previous aneuploidy 219 0.7 8 3.7
Choroid plexus cysts 214 0.7 2 0.9
Parental chromosome rearrangement 143 0.5 58 40.6
Other indications® 2003 6.7 54 2.7
Without indication 499 1.7 17 34
Total 29,743 100 862

¢ Other indications mainly consist of diagnoses of monogenic diseases.

The positive predictive values (PPV) for the different indications
were: parental chromosome rearrangement 40.6%, increased NT
9.2%, ultrasound abnormalities 6.6%, previous aneuploidy 3.7%,
advanced maternal age 2.4%, positive prenatal screening 2.2%,
patient anxiety 1.2%, and choroid plexus cysts 0.9% (Table 1).

Our data also reveal that depending on the chromosome
abnormality diagnosed, the distribution of referral reasons
changes substantially (Fig. 2). Analyzing the five indications most
commonly received in our laboratory (positive prenatal screening,
advanced maternal age, ultrasound abnormalities, patient anxiety
and increased NT), positive prenatal screening and advanced
maternal age were the most common indications for the detection
of classical autosomal aneuploidies, sex chromosome aneuploidies
(excluding monosomy X), apparently balanced chromosome
rearrangements, and supernumerary marker chromosomes. By
contrast, ultrasound abnormalities were the most common referral
reason for the diagnosis of monosomy X, triploidies, unbalanced
chromosome rearrangements and rare trisomies. For such analysis,
monosomy X was not included in the category of sex chromosome
aneuploidies, as its phenotypic repercussion is considerably
different.

In relation to chorionic villus samples, our laboratory
performed 5591 cytogenetic diagnoses on this tissue during the
period 1998-2009. During these years, the number of studies

Table 2
Frequency of the different chromosome abnormalities.
Chromosome abnormalities Number of cases %
Classical autosomal aneuploidies 415 48.1
Trisomy 21 327 37.9
Trisomy 18 67 7.8
Trisomy 13 21 24
Sex chromosome aneuploidies 114 13.2
Monosomy X 43 5.0
Klinefelter Syndrome 32 3.7
Triple X 25 2.9
Others*® 14 1.6
Structural rearrangements 226 26.2
Translocations 127 14.7
Balanced 110 12.8
Unbalanced 17 1.9
Inversions 65 7.5
Balanced 64 7.4
Unbalanced 1 0.1
Duplications 10 1.2
Deletions 24 2.8
Supernumerary marker chromosomes 28 3.2
Triploidies 25 29
Other chromosome abnormalities” 54 6.3
Total 862 100

2 ‘Others’ include the following karyotypes: 47 XYY; 48,XXYY; 49, XXXXY and
46,X,i(Xp).

> Other chromosome abnormalities include ring chromosomes, multiple
chromosome abnormalities, and isochromosomes.

requested on CVS increased, reaching the highest values from 2006
to 2009. On the other hand, the percentage of chromosome
abnormalities detected on this tissue tended to increase during the
period 1998-2009 (Fig. 1).

4. Comments

In this work we present a review of the chromosome
abnormalities found on amniotic fluid samples in our laboratory
from 1998 to 2009 (both included), which represents the largest
series of cytogenetic studies on amniotic fluid in Spain. During the
period analyzed, 29,883 amniotic fluid samples were received, and
cytogenetic results were obtained in 99.5% of the samples.
Consequently, prenatal cytogenetic diagnosis on amniotic fluid
samples is a reliable method to obtain the fetal karyotype.

The number of amniotic fluid samples referred for cytogenetic
studies varied during the period analyzed. From 1998 to 2005, they
showed a significant increase, probably due to the arrival in Spain
of foreigners of reproductive age. The most significant change,
however, occurred between 2005 and 2009, when the number of
amniotic fluid samples received decreased substantially. At the
same time (particularly since 2006), the number of CVS referred for
cytogenetic analysis increased. These changes are attributable to
the progressive implementation of the first trimester prenatal
screening for the detection of Down syndrome in our region in
2005, which allows the possibility of performing the karyotype on
CVS during the first trimester of pregnancy, with the obstetric and
psychological advantages that this entails. On the other hand, as
first trimester prenatal screening facilitates a better selection of
the pregnancies at risk for aneuploidy than second trimester
prenatal screening, the increase in the number of cytogenetic
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Fig. 2. Analysis of the 5 most common indications for amniocentesis in our
population (positive prenatal screening, advanced maternal age, ultrasound
abnormalities, patient anxiety and increased nuchal translucency (NT)) for the
detection of classical autosomal aneuploidies, monosomy X, other sex chromosome
aneuploidies (SCA), triploidies, apparently balanced chromosome rearrangements
(BCR), unbalanced chromosome rearrangements (UCR), rare trisomies and
supernumerary marker chromosomes (SMC).
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studies on CVS has not been as drastic as the decrease of amniotic
fluid samples received, and the percentage of chromosome
abnormalities detected on CVS has increased.

In relation to the clinical indications for cytogenetic study, the
distribution observed in this study is similar to that obtained in
other published series [10]. Positive prenatal screening and
advanced maternal age are always the most frequent reasons
for referral, and they represent in our series 74.1% of total
indications. It is important, however, to highlight that the
distribution of indications has varied during the period studied.
Advanced maternal age was the main referral reason for
amniocentesis during the first years, as it was the only parameter
known to be associated with Down syndrome. Nevertheless,
positive prenatal screening replaced progressively this indication,
as it included maternal age and several parameters related to
Down syndrome.

Previous studies of amniotic fluid series have revealed that the
incidence of chromosome abnormalities ranges between 1.0% and
6.7% [10-17]. We detected chromosome abnormalities in 2.9% of
cases, which is an incidence similar to that reported (3.1%) in the
previous largest review [10]. As expected, the most commonly
detected chromosome abnormalities were classical autosomal
aneuploidies, which represented 48.1% of the total number of
chromosome abnormalities. Among them, trisomy 21 was the
most frequent abnormality diagnosed. This was an expected
finding, as trisomy 21 is the autosomal aneuploidy with highest
viability and prenatal screening programs are basically focused on
its detection. Of the sex chromosome aneuploidies, monosomy X
was the most commonly detected abnormality, probably due to the
fact that it is the only sex chromosome aneuploidy associated with
ultrasound findings.

In relation to the frequency of chromosome abnormalities
according to the different referral reasons, the indication with the
highest PPV was, as expected, parental chromosome rearrange-
ments, as they are associated with high probabilities of being
transmitted in both balanced and unbalanced forms. Excluding this
indication, the referral reasons with highest detection rates for
chromosome abnormalities were increased NT and ultrasound
abnormalities, which indicate that ultrasound examination plays a
very important role in the prenatal diagnosis of chromosome
abnormalities. Previous studies revealed that the indication with a
highest PPV was ultrasound abnormalities [10,16-18]. This is
consistent with our data, as those previous studies did not evaluate
NT as an independent referral reason. It is worth mentioning that
we have detected chromosome abnormalities in 6.6% of cases with
ultrasound abnormalities, which is a lower incidence than that
obtained by other groups. For example, Nicolaides et al. reported a
detection rate of 14% for chromosome abnormalities in fetuses
with congenital defects [7]. These differences can probably be
explained by different selection criteria. While Nicolaides et al.
only included in the category ‘ultrasound abnormalities’ fetuses
with fetal malformations, growth retardation, or both; we included
a broader spectrum of abnormalities: fetal and placental mal-
formations, abnormal amniotic fluid volume and intrauterine
growth restriction. We have not, however, considered increased
nuchal translucency as an ultrasound abnormality, which has also
reduced the PPV for ultrasound abnormalities.

On the other hand, in this study we separated increased NT and
choroid plexus cysts from ultrasound abnormalities because they
are considered as ultrasound markers (not ultrasound abnormali-
ties), and we wanted to evaluate their PPV independently. The
measurement of the NT during the first trimester of pregnancy has
been progressively implemented in routine obstetric practice in
our country since 2005 and, analyzing its PPV during the period
2005-2009, it constitutes the indication with the highest detection
rate for chromosome abnormalities. As a result, both ultrasound

abnormalities and increased NT are excellent indications for fetal
chromosome abnormality. In relation to choroid plexus cysts, this
ultrasound marker related to trisomy 18 does not seem to have a
high diagnostic value. Nowadays, first trimester prenatal screening
also assesses the risk for trisomy 18, and the detection of this
ultrasound marker increases the initial risk for such trisomy ten-
fold. Only when the screening becomes positive is an invasive
procedure offered. It is also important to highlight that ‘previous
aneuploidy’ is still an important indication for amniocentesis (PPV
3.7%). Some patients suffer repeat aneuploidy in successive
pregnancies, probably due to genetic factors related to meiotic
division, as previously reported [19]. On the other hand, it is worth
mentioning that the relatively low PPV value obtained for positive
prenatal screening is probably due to the fact that this indication
mainly includes second trimester prenatal screenings, which are
not as selective as first trimester prenatal screenings.

Our data also reveal that depending on the chromosome
abnormality diagnosed, the distribution of indications changes
substantially. Positive prenatal screening and advanced maternal
age were the most common referral reasons for the detection of
classical autosomal aneuploidies, which is consistent with the fact
that prenatal screenings have been basically designed for the
detection of trisomy 21, and when such screenings did not exist,
advanced maternal age was the only parameter known to be
associated with Down syndrome. By contrast, ‘ultrasound abnor-
malities’ was the main indication in cases of monosomy X,
triploidy, unbalanced chromosome rearrangements and rare
trisomies. It was expected that ‘ultrasound abnormalities’ consti-
tuted the most common indication for the detection of monosomy
X and triploidies, as such chromosome abnormalities are usually
associated with severe fetal phenotypic repercussions, but the fact
that this was also the main referral reason for the detection of
unbalanced chromosome rearrangements and rare trisomies is
especially relevant. It is well known that most chromosome
imbalances entail a postnatal phenotypic repercussion, including
mental retardation and congenital abnormalities, but our data also
seem to indicate that such unbalanced chromosome rearrange-
ments and rare trisomies are associated with prenatal ultrasound
findings.

In conclusion, we present the largest series of cytogenetic
studies on amniotic fluid samples in Spain, and our data confirm
that performing the karyotype on amniotic fluid samples is a
reliable method for the detection of fetal chromosome abnormali-
ties. Increased nuchal translucency and ultrasound abnormalities
are among the best indications for the detection of chromosome
abnormalities during pregnancy, not only for the diagnosis of
Down syndrome but also for the diagnosis of other complex
chromosome abnormalities which raise unique genetic counsel-
ling issues.
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RESULTATS

2. Aplicaci6 de la tecnica MLPA subtelomeérica en fetus amb
anomalies ecografiques i cariotip normal, i en fetus amb anomalies
cromosomiques de dificil caracteritzacié6 per citogenética

convencional.

Article: “Subtelomeric MLPA: is it really useful in prenatal

diagnosis?”
Publicat a: Prenatal Diagnosis 2010;30(12-13):1165-9.

Autors: Irene Mademont-Soler, Carme Morales, Jordi Bruguera, Irene

Madrigal, Nuria Clusellas, Ester Margarit, Aurora Sanchez, Anna Soler.

Resum:

En el moment de realitzaci6 d’aquest treball, estudis postnatals
havien demostrat una forta contribucié de les anomalies cromosdmiques
criptiques de les regions subtelomériques en l'etiologia del retard mental i
altres anomalies congénites d'origen desconegut. Amb [I'objectiu de
determinar la freqiéncia d’aquestes reorganitzacions cromosomiques en
fetus amb anomalies ecografiques i cariotip normal, s’estudiaren mitjangant
MLPA subtelomeérica 229 gestacions d’aquestes caracteristiques. En
aquest grup de gestacions, 'MLPA revela 2 desequilibris subtelomérics
clinicament rellevants (delecié 14qter i delecié 20pter) i una anomalia
subtelomérica de significat clinic incert (duplicacié X/Ypter). Per tant, la

taxa de deteccié de desequilibris subtelomeérics criptics obtinguda va ser
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del 1,3%; tot i que unicament la deleci6é 14qter sembla poder correlacionar-
se amb les anomalies ecografiques observades. D’altra banda, també es
realitza MLPA subtelomérica per a precisar el diagnostic de 5 anomalies
cromosomiques de dificil caracteritzacio per citogeneética convencional, i en
tots els casos aquesta técnica va contribuir a la seva correcta
caracteritzacio. Els resultats obtinguts indiquen que I'MLPA subtelomérica
no és una eina fonamental per a I'estudi de gestacions amb anomalies
ecografiques i cariotip normal; perd si que és de gran utilitat per a la

caracteritzacié d’anomalies cromosomiques citogeneticament visibles.
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Article: “Prenatal diagnosis of two different unbalanced forms of an

inherited (Y;12) translocation”

Publicat a: American Journal of Medical Genetics Part A
2009;149A(12):2820-3.

Autors: Irene Mademont-Soler, Carme Morales, Irene Madrigal, Ester
Margarit, Jordi Bruguera, Nuria Clusellas, José Maria Martinez, Antoni

Borrell, Aurora Sanchez, Anna Soler.

Resum:

Diversos estudis han reportat la utilitat de les técniques de
citogenetica molecular per a la caracteritzaci® de reorganitzacions
cromosomiques, tant durant I'etapa prenatal com postnatal. En aquest
treball es descriuen dues gestacions consecutives d’'una mateixa parella
amb una translocacio6 (Y;12) desequilibrada en qué els estudis d’MLPA van
ser fonamentals per al diagnodstic prenatal, i es discuteixen les correlacions
genotip-fenotip. EI cariotip del primer fetus, que presentava una
malformacié cardiaca estructural, va revelar un cromosoma 12 anomal,
amb una banda extra a 12qgter. L’'MLPA subtelomérica va indicar que
'anomalia observada consistia en una monosomia de la regié 12qter i
trisomia de la regié pseudoautosomica 2 dels cromosomes sexuals.
L’analisi dels progenitors va posar de manifest que 'anomalia cromosdmica
fetal era el resultat de I'heréncia en forma desequilibrada d’una translocacié

paterna semicriptica 1(Y;12)(q12;924.33). ElI segon fetus, que no
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presentava anomalies ecografiques en primer trimestre, va revelar un
cariotip masculi aparentment normal. No obstant, aquest fetus havia de ser
portador, obligatoriament, del der(Y) patern; i aixi ho van confirmar els
estudis d’'MLPA. Per tant, aquest segon fetus presentava la forma
desequilibrada alternativa de la translocacié. Malgrat que en ambdues
gestacions s’esperarien anomalies congenites durant I'etapa postnatal, que
inclourien retard mental; és important remarcar que en el primer fetus
resulta dificil establir una associacié genotip-fenotip, i el segon fetus no
presentava anomalies ecografiques en primer trimestre, indicant que
aquests desequilibris cromosdmics poden no associar-se a troballes

ecografiques fetals, dificultant el seu diagnostic durant I'etapa prenatal.
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Subtelomeric MLPA: is it really useful in prenatal diagnosis?
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Objective To evaluate the usefulness of subtelomeric multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) in both the detection of subtelomeric rearrangements in fetuses with ultrasound abnormalities and
normal karyotype, and the characterization of cytogenetically detectable rearrangements.

Method We studied by subtelomeric MLPA 229 pregnancies with ultrasound findings and normal karyotype
(Group 1) and five pregnancies with a cytogenetically visible but not microscopically characterizable
rearrangement (Group 2). The detected imbalances were confirmed by fluorescence in situ hybridization (FISH)
and parents were also studied.

Results In Group 1, two clinically relevant subtelomeric imbalances (l4qter deletion and 20pter deletion)
and one subtelomeric imbalance of uncertain significance (X/Ypter duplication) were diagnosed, showing a
detection rate of cryptic subtelomeric imbalances in these pregnancies of 1.3%. However, only 14qter deletion
seems to be clearly associated with the observed prenatal findings. In Group 2, MLPA contributed to the
precise description of the chromosome abnormalities.

Conclusion The low detection rate of subtelomeric imbalances and the poor genotype—phenotype correlations
in pregnancies with ultrasound abnormalities and normal karyotype suggest that subtelomeric MLPA is not a
crucial tool in the prenatal diagnosis of these cases. However, our work provides evidence that MLPA is very

useful for the characterization of unbalanced karyotypes. Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

KEY WORDS: subtelomeric imbalances; prenatal diagnosis; MLPA

INTRODUCTION

Conventional cytogenetics has been the gold standard
for the study of fetuses with ultrasound abnormalities
and patients with mental retardation and other con-
genital abnormalities since the 1970s. Although highly
reliable, one of the limitations of the conventional kary-
otype is that imbalances smaller than 5—10 Mb can-
not be detected. Recognizing the need for higher res-
olution techniques, fluorescence in situ hybridization
(FISH), multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion (MLPA) and micro-array platforms have been devel-
oped and introduced to this field to detect such cryptic
genomic aberrations (Faas et al., 2008).

Focusing on MLPA, it is a quick, inexpensive and
reliable PCR-based technique which enables the screen-
ing of up to 50 different genomic regions for numerical
aberrations. It has been shown to be a useful tool in clin-
ical genetics, such as in the detection of subtelomeric
deletions and duplications.

Postnatal studies have revealed that cryptic imbal-
ances of subtelomeric regions contribute significantly
(3-6%) to idiopathic mental retardation and other con-
genital abnormalities (Ravnan et al., 2006; Shao et al.,
2008; Stegmann et al., 2008). Considering these data

*Correspondence to: Anna Soler, Servei de Bioquimica i Genética
Molecular, Mejia Lequerica s/n, 08028 Barcelona, Spain.
E-mail: asoler@clinic.ub.es

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

from postnatal studies, an involvement of subtelomeric
imbalances in prenatal ultrasound abnormalities has been
hypothesized too. Several previous studies have been
performed to test this hypothesis. Gignac et al. studied
the presence of subtelomeric rearrangements by FISH
in 48 fetuses with major malformations and normal
karyotype, and detected clinically relevant subtelom-
eric rearrangements in two of them (4%) (Gignac et al.,
2006). However, Le Caignec et al. and Vialard et al.
used array-comparative genomic hybridization (CGH)
platforms to detect genomic imbalances in fetuses with
multiple congenital abnormalities and normal karyotype.
The first group studied 49 fetuses and identified one
de novo subtelomeric deletion that was considered to
be causative and one familial subtelomeric deletion of
uncertain clinical significance, which means a detec-
tion rate of 2—4%, whereas Vialard ef al. performed
array-CGH in 37 fetuses and detected clinically rele-
vant subtelomeric rearrangements in two of them (5.4%)
(Le Caignec et al., 2005; Vialard et al., 2009). In a
similar study, Kleeman et al. performed array-CGH in
50 pregnancies with sonographic anomalies and normal
karyotype and detected clinically significant copy num-
ber alterations in one case (2%), which consisted of
mosaic trisomy 22q in amniotic fluid (AF), not previ-
ously detected in chorionic villi sample (CVS) karyotype
analysis (Kleeman et al., 2009). Independently, Shaffer
et al. performed array-CGH in 151 prenatal cases with
normal karyotype and different indications, of which 110

Received: 19 April 2010

Revised: 18 June 2010

Accepted: 25 August 2010
Published online: 8 October 2010



1166 I. MADEMONT-SOLER et al.

were referred for abnormal ultrasound findings. Among
them, two relevant imbalances were found (both sub-
telomeric), disclosing a detection rate of subtelomeric
imbalances of 1.8% (2/110) (Shaffer et al., 2008).

In this report, we present the largest prenatal screen-
ing for subtelomeric imbalances in fetuses with ultra-
sound abnormalities and normal karyotype. We also
evaluate the usefulness of MLPA technique in both the
detection of subtelomeric rearrangements in fetuses with
ultrasound abnormalities and normal karyotype, and the
characterization of cytogenetically detectable rearrange-
ments.

MATERIALS AND METHODS
Prenatal samples

Two hundred and thirty-four pregnancies were compiled
prospectively and classified in two categories. The main
group (Group 1) included 229 pregnancies with fetal
malformations, intrauterine growth restriction (IUGR),
nuchal edema (> P 99) and/or other ultrasound mark-
ers and normal karyotype. The detailed description of
the ultrasound abnormalities diagnosed and the num-
ber of cases of each of them are listed in Table 1.
When ultrasound examination revealed several abnor-
mal findings, they were classified according to the main
abnormality. The second group (Group 2) consisted of
five pregnancies with a cytogenetically visible but not
microscopically characterizable structural chromosome
rearrangement, four of them with ultrasound abnormal-
ities. The unbalanced karyotypes of this group of preg-
nancies were: 46,XX,add(1)(p36.3), 46,XY,add(3)(p26),
46,XX,add(6)(q27), 46,XX,add(8)(p23.3) and 46,XX,
add(12)(q24.33). The case 46,XX,add(12q) has already

Table 1—Description of the ultrasound findings of the 229
cases with normal karyotype (Group 1)

Number
Main indication of cases
Heart defect 54
Nuchal edema > P 99/hygroma/hydrops 31
Intrauterine growth restriction 28
Renal/urinary tract malformation 19
Ventriculomegaly 16
Limb malformations 14
Neural tube defect 10
Diaphragmatic hernia 10
Intracranial malformation 7
Pulmonary adenocystic malformation 7
Fetoplacental vascular abnormalities 7
Intra-abdominal and abdominal wall defects 6
Skeletal malformation 6
Facial anomalies 5
Low frequent markers 4
Microcephaly 3
Amniotic fluid alterations 2
Total 229

In the case of several abnormalities, the main indication for the
prenatal study was considered.

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

been published (Mademont-Soler et al., 2009). The col-
lected samples were: 10 CVS, 222 AF samples, 1 fetal
blood (FB) sample and in 1 case CVS and AF. In both
groups, when termination of pregnancy was performed,
ultrasound findings were confirmed and complemented
with the information provided by the autopsy.

This study was approved by the Ethics Committee of
the hospital and parents of all fetuses gave their informed
consent.

Cytogenetic analysis

Before MLPA, all the 234 prenatal samples were kary-
otyped according to standard procedures on AF cells,
CVS (by semi-direct method and long-term culture) or
FB. Twenty G-banded metaphases from each sample
were analyzed using G-banding Wright-staining method.
If necessary, the karyotypes of the parents were carried
out on cultured peripheral lymphocytes.

Multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA)

Genome-wide subtelomeric MLPA analysis was carried
out in all the 234 prenatal samples using the commer-
cially available SALSA P036 and P0O70 kits (MRC-
Holland, Amsterdam, the Netherlands). Parental samples
were also studied by MLPA when cryptic imbalances
were diagnosed and samples were available. DNA from
the samples was extracted following standard methods.
For reference, 50 control DNAs were pooled to avoid
individual variations and to obtain average normal pat-
terns. The P036 kit was used to detect subtelomeric
deletions or duplications, and PO70 kit was used to con-
firm the chromosome abnormalities detected by P036
mix. As both kits analyze the same subtelomeric regions,
subtelomeric gains or losses were considered as veri-
table when they were confirmed by both MLPA Kits.
Both P036 and P070 mixes contain probes for each
subtelomeric region except for the short arms of acro-
centric chromosomes. For the latter, target sequences
are localized on the subcentromeric region of the q
arm, in one of the first genes located close to the cen-
tromere. The MLPA DNA detection and quantification
were carried out according to the manufacturer’s pro-
tocol (MRC-Holland). After the multiplex PCR reac-
tion, electrophoresis was performed using the ABI310
genetic analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) with
Rox 500 size standard, and results were viewed using
GeneMapper software v3.0 (Applied Biosystems). Data
from GeneMapper was exported to an Excel file and nor-
malization was achieved by dividing the signal intensity
of each probe by the sum of the signal intensities of all
peaks in each sample. Later, the obtained value of each
peak was divided by the corresponding normalized peak
from the pooled control samples. A reduction or increase
in the relative signal strength of >30% was considered
as a deletion or duplication of the locus, respectively.

Prenat Diagn 2010; 30: 1165-1169.
DOI: 10.1002/pd
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Table 2—Cryptic abnormalities confirmed by both MLPA kits (P036 and P070) in Group 1, composed of 229 pregnancies with

ultrasound abnormalities and normal karyotype

Subtelomeric
imbalance

Parental studies

Ultrasound abnormalities +
Karyotype Prenatal sample autopsy supplemental information

MLPA FISH Outcome

del 14qter 46, XY AF

Nuchal edema,
generalized
skin edema,

Normal Not performed TOP

malposition of

hands, short
long bones,
ambiguous

genitalia.

del 20pter 46,XX CVS

Cardiopathy,

Normal Normal TOP

cystic hygroma.

dup X/Ypter 46, XY AF Severe

intrauterine

growth

restriction.

Not performed Not performed Premature,
without
phenotypical
anomalies

AF, amniotic fluid; CVS, chorionic villi sample; TOP, termination of pregnancy; FISH, fluorescence in situ hybridization; MLPA, multiplex

ligation-dependent probe amplification.

FISH confirmation

When MLPA P036 and PO70 kits revealed a subtelom-
eric imbalance, FISH analysis using sets of Vysis sub-
telomeric probes (Vysis, Downers Grove, IL, USA)
or MetaSystems Whole Chromosome Painting (WCP)
probes (MetaSystems, Altlussheim, Germany) were car-
ried out for confirmation and to study the parents. Slide
preparation and hybridization were performed using
standard protocols.

RESULTS

In Group 1 of pregnancies, subtelomeric aberrations
were detected in 3 of the 229 prenatal cases studied
(1.3%): 14qter deletion, 20pter deletion and X/Ypter
duplication. Nevertheless, it is important to highlight that
only 14qter deletion seems to be clearly associated with
the observed prenatal findings. FISH studies confirmed
l4qter and 20pter imbalances, but X/Ypter duplication
could not be confirmed by this technique, as duplications
in tandem are difficult to analyze by FISH. Parental
samples were only available for cases 14qter deletion
and 20pter deletion. Parental MLPA revealed that both
abnormalities were de novo in the fetuses. However,
parental FISH studies could only be performed in case
20pter deletion, which revealed that this imbalance
had not been inherited from a balanced translocation
carrier parent. These data, together with the prenatal
samples studied, the ultrasound abnormalities (confirmed
and complemented by the autopsy information) and the
pregnancies outcome, are listed in Table 2.

In Group 2, MLPA revealed subtelomeric imbalances
in all the five cases, showing either a single anomaly or
an association between a deletion and duplication. The
detected subtelomeric imbalances were: lpter deletion
and lqter duplication (case 46,XX,add(1)(p36.3)), 3pter

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

deletion and 13qter duplication (46,XY,add(3)(p26)),
6qter deletion (46,XX,add(6)(q27)), S8pter deletion
(46,XX,add(8)(p23.3)) and 12qter deletion and X/Yqter
duplication (46,XX,add(12)(q24.33)). In all cases,
parental karyotypes were obtained, which revealed a bal-
anced rearrangement in case 46,XX,add(8)(p23.3) (the
mother presented the karyotype 46,XX,inv(8)(p23ql3))
and in case 46,XX,add(12)(q24.33) (the father presented
the karyotype 46,XY,t(Y;12)). FISH studies with sub-
telomeric probes confirmed all the imbalances detected
by MLPA, and FISH using WCP8 probe in case
46,XX,add(8)(p23.3) revealed that the abnormal chro-
mosome 8 consisted of a rearrangement involving only
chromosome 8. Parental MLPA studies revealed normal
results in all cases. This information, the prenatal sam-
ples studied, the ultrasound abnormalities (together with
the autopsy supplemental information) and the pregnan-
cies outcome are listed in Table 3.

DISCUSSION

In this report, we present the largest prenatal screening
for subtelomeric imbalances in fetuses with ultrasound
abnormalities and normal karyotype and analyze the use-
fulness of subtelomeric MLPA in these pregnancies. We
also evaluate the utility of MLPA technique in the char-
acterization of cytogenetically visible rearrangements.
In the selected population of pregnant women with
fetal malformations, IUGR, nuchal edema and/or other
ultrasound markers and normal karyotype (Group 1),
three imbalances have been diagnosed: 14qter deletion,
20pter deletion and X/Ypter duplication. Consequently,
our detection rate of cryptic subtelomeric imbalances has
been 1.3% (3/229). By comparing our results with pre-
viously published data, our incidence is comparable to
that found in the previous largest study, carried out by

Prenat Diagn 2010; 30: 1165-1169.
DOI: 10.1002/pd
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Table 3—Characterization of the five cytogenetically visible but not microscopically characterizable structural chromosome

rearrangements in Group 2, using MLPA P036 and P070 kits

Parental studies

Ultrasound abnormalities

Subtelomeric Prenatal

+ autopsy supplemental

Karyotype imbalance ~ sample information Karyotype MLPA Outcome
46,XX,add(1)(p36.3) del Ipter AF Ventriculomegaly Normal Normal Newborn with
dup lqter severe
neurological
disorder. Death
at 1 month.
46,XY,add(3)(p26) del 3pter AF Nuchal edema Normal Normal TOP
dup 13qter
46,XX,add(6)(q27)* del 6qter CVS No Normal Normal TOP
46,XX* AF
46,XX,add(8)(p23.3) del 8pter AF Complex heart Mother Normal TOP
defect 46,XX.,inv(8) (p23q13)
46, XX,add(12)(q24.33)  del 12qter AF Complex heart Father Normal TOP

dup X/Yqter defect

46,XY,1(Y:12)

AF, amniotic fluid; CVS, chorionic villi sample; TOP, termination of pregnancy; MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification.
2 Abnormal karyotype confined to placenta (46,XX in amniocytes), but subtelomeric imbalance present in both CVS and AF.

Shaffer et al., who reported 1.8% of subtelomeric imbal-
ances when using a broad selection criteria (similar to
that used in our study). Our detection rate is also simi-
lar to that found in the study performed by Le Caignec
et al., which is 2% when only clearly clinically rele-
vant imbalances are considered. However, our incidence
of clinically relevant cryptic subtelomeric imbalances is
slightly different to that found in the studies of Gignac
et al. (4%), Vialard et al. (5.4%) and Kleeman et al.
(0%) (Le Caignec et al., 2005; Gignac et al., 2006; Shaf-
fer et al., 2008; Kleeman et al., 2009; Vialard et al.,
2009).

In relation to the selection criteria, all the previous
studies but the one performed by Shaffer et al. were
very restrictive, considering only cases of major malfor-
mations or multiple congenital abnormalities. We used
broader selection criteria, also based on ultrasound find-
ings, as considering data from postnatal studies we
expected that cryptic subtelomeric imbalances would
give a wide range of prenatal findings, from no ultra-
sound findings or subtle markers to multiple congenital
abnormalities (Stegmann et al., 2008; Mademont-Soler
et al., 2009). Interestingly, comparing our detection rate
with the previously reported incidences, it seems that the
selection criteria do not modify considerably the results
obtained.

Although the detection rate of subtelomeric imbal-
ances in our selected population of pregnant women
has been 3/229, it is important to highlight that only
one of these imbalances can be clearly associated with
the observed prenatal findings, as it will be discussed
subsequently. These results seem to indicate that neither
fetal malformations nor ultrasound markers or IUGR are
generally predictors of clinically relevant subtelomeric
imbalances.

In relation to genotype—phenotype correlations of the
three imbalances detected in Group 1, l4qter deletion
and 20pter deletion have been considered as clinically

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

relevant, whereas the clinical significance of X/Ypter
duplication is uncertain. Patients with 14qter deletions
present recurrent postnatal features, but major con-
genital malformations are relatively uncommon. Pre-
natal findings have been reported in some cases and
include nuchal edema, generalized skin edema, ambigu-
ous genitalia, [IUGR and/or hypoplastic corpus callosum.
The ultrasound examination of our 14qter deletion case
revealed nuchal edema, generalized skin edema, hands
malposition, short long bones and ambiguous genitalia
(possible hypospadias). As most of these features have
been previously described for 14qter deletions, we con-
sider that the observed prenatal findings are presumably
due to such imbalance (van Karnebeek et al., 2002;
Schneider et al., 2008).

In relation to 20pter deletion case, the few previ-
ously reported patiens with cryptic 20pter deletions share
developmental disabilities in association with dysmor-
phic features, growth delay, hypotonia and/or kidney
hypoplasia. Manuscripts reporting prenatal findings for
20pter deletions have not been previously published. We
do not know to what extent the ultrasound findings of
our case (cystic hygroma and cardiopathy) can be linked
to the 20pter deletion, as cardiopathies have never been
previously associated with this imbalance, and cystic
hygroma could be a direct consequence of the cardiopa-
thy (Ravnan et al., 2006; Johnson et al., 2007).

Focusing on X/Ypter duplication, we believe that this
chromosome imbalance is not related to the severe IUGR
of the fetus. The pregnant woman had pre-eclampsia and
the placental size was under third percentile and both
abnormalities may explain the IUGR. Furthermore, pre-
natal findings are not expected for X/Ypter duplications,
as such imbalances do not seem to be associated neither
with major malformations nor with ultrasound findings
(Chagnon et al., 2006; Visootsak et al., 2006; Cai et al.,
2008).

Prenat Diagn 2010; 30: 1165-1169.
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In the second group of pregnancies (Group 2), which
includes five pregnancies with a cytogenetically visible
but not microscopically characterizable structural chro-
mosome rearrangement, MLPA has contributed to the
precise characterization of the rearrangement in a short
period of time, which is crucial in prenatal diagnosis. In
our opinion, these results suggest that MLPA is a highly
useful technique for the characterization of unbalanced
rearrangements when used as a complement to conven-
tional cytogenetics.

In relation to genotype—phenotype correlations in
this second group of pregnancies, they are diffi-
cult to establish, as the accurate breakpoints of the
microscopically diagnosticable rearrangements cannot
be established neither by the karyotype nor by MLPA,
and in most cases two chromosomes are involved
in the rearrangement. Cases 46,XX,add(6)(q27) and
46,XX,add(8)(p23.3) are of particular interest and need
special discussion. In the first one, CVS revealed the
karyotype 46,XX,add(6)(q27), whereas cytogenetic stud-
ies of AF disclosed a normal female karyotype. How-
ever, 6qter deletion was detected by MLPA in both
samples, suggesting that the initial karyotype of the
zygote was 46,XX with a cryptic 6qter deletion. In rela-
tion to the case 46,XX,add(8)(p23.3) with a 8pter dele-
tion detected by MLPA, parental karyotyping revealed
a pericentric inversion of chromosome 8 in the mother
(46,XX.,inv(8)(p23q13)). However, the abnormal chro-
mosome 8§ of the fetus, which consists of a rearrange-
ment involving only this chromosome according to FISH
studies, does not seem to be any of the possible unbal-
anced recombinants of the maternal pericentric inver-
sion, and has been interpreted as an interstitial inverted
duplication of 8p with the concomitant terminal dele-
tion. Consequently, we do not know to what extent the
inversion of the mother and the unbalanced karyotype
of the fetus can be related.

Finally, we must emphasize that subtelomeric MLPA
is not a genome-wide method and only detects imbal-
ances of subtelomeric regions. For the detection of
imbalances anywhere along the genome with a higher
resolution than conventional cytogenetics, an appropriate
technique would be array-based comparative genomic
hybridization (aCGH). This method is considered to be
very informative for the characterization of chromosome
abnormalities and the study of patients with an abnor-
mal phenotype, but their role in prenatal diagnosis is
uncertain, above all because of the difficulty in estab-
lishing the clinical significance of the detected cryptic
imbalances.

In conclusion, our low detection rate of subtelomeric
imbalances (1.3%) and the poor genotype—phenotype
correlations when such imbalances were detected in a
group of 229 pregnancies with ultrasound abnormalities
and normal karyotype suggest that subtelomeric MLPA
is not a crucial tool in the prenatal diagnosis of these
cases. Our results also provide evidence that subtelom-
eric MLPA is a very useful technique for the characteri-
zation of cytogenetically visible but not microscopically
characterizable structural chromosome rearrangements.

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.
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The identification of an unexpected structural chromosome
rearrangement at prenatal diagnosis can be problematic and
raises unique genetic counseling issues. We describe two conse-
cutive prenatal cases within a family with an inherited unbal-
anced (Y;12) translocation and discuss the genotype—phenotype
correlation. The first fetus presented with 12qter monosomy and
pseudoautosomal region 2 trisomy, while the second fetus had
the alternative unbalanced state. Although the first fetus had a
structural heart defect, such small imbalances might not give
sonographic findings, making their prenatal diagnosis difficult.
However, congenital abnormalities are expected in both unbal-
anced forms of the translocation, including mental retardation,
which could be explained by the gene dosage variation of P2RX2.
To our knowledge, these are the first published cases reporting
this subtype of (Y;12) translocation, in both balanced and
unbalanced states. © 2009 Wiley-Liss, Inc.

Key words: Y;autosome translocation; 12qter duplication; 12qter
deletion; prenatal diagnosis; genotype—phenotype correlation;
cardiopathy; congenital malformations

INTRODUCTION

The identification of an unexpected structural chromosome rear-
rangement at prenatal diagnosis can be problematic and raises
unique genetic counseling issues. Specifically, unbalanced and
balanced Y;autosome translocations are rare and constitute a
heterogeneous group [Nielsen and Rasmussen, 1976; Alves et al.,
2002].

In the majority of cases, there is a nonreciprocal translocation of
the heterochromatic region of the long arm of chromosome Y
(Yql12) to the short arm of an acrocentric chromosome, most
frequently chromosome 15. These translocations have been
observed in phenotypically normal individuals and fertility is
usually not affected [Hsu, 1994; Alves et al., 2002].

Another group is composed of reciprocal Y;autosome trans-
locations. Balanced reciprocal Y;autosome translocations do not

© 2009 Wiley-Liss, Inc.
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usually have any phenotypic consequences, but often lead to
azoospermia, a variety of male gamete abnormalities, and infertility
[Hsu, 1994; Delobel et al., 1998; Pinho et al., 2005]. On the other
hand, unbalanced Y;autosome translocations have been reported in
children with malformations and/or sexual ambiguity owing to
deletions, duplications, or rearrangements [Stalvey et al., 1988;
Shinohara et al., 1991; Hsu, 1994; Queralt et al., 2008].

Finally, rare forms of Y;autosome translocations are those
resulting in an unbalanced 45 chromosome karyotype that includes
a dicentric chromosome product of the fusion of chromosome Y
and an autosome. These 45,X males could have normal phenotype
and fertility, and could transmit the fused Y;autosome chromo-
some to the offspring in a “new” sex-determining mechanism
[Wimmer et al., 2006; Morales et al., 2007].

In this study, we report on the prenatal diagnosis of two different
unbalanced states of a paternally inherited (Y;12) translocation. To
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our knowledge, this is the first description of a translocation from
the long arm of chromosome 12 to the long arm of chromosome Y.

MATERIALS AND METHODS
Clinical Report

A 31-year-old pregnant woman was referred to our center due to the
sonographic finding of hypoplastic left heart in the fetus. The
couple was nonconsanguineous and the family history was unre-
markable. The poor prognosis of the congenital heart malformation
led to a legal termination of pregnancy (TOP) at 21 weeks. Just
before the TOP, an amniocentesis was performed for cytogenetic
study. As the chromosome analysis in amniotic fluid showed an
abnormal karyotype (Fig. 1A.2), extensive cytogenetic analysis of
the parents and relatives was subsequently done (see Results
Section). A female fetus was delivered with a body length of 25 cm
and a weight of 399 g, both in the normal range for the gestational
age. External examination of the fetus did not disclose abnormali-
ties. The autopsy confirmed the sonographic findings and revealed a
right pulmonary isomerism.

In the next pregnancy, a chorionic villus sampling (CVS) was
performed at 11.1 weeks of gestation due to the recurrence risk of
unbalanced progeny. Although no sonographic abnormalities were
observed, there was an unbalanced inheritance of the translocation
(Fig. 1A.3), and a TOP was performed. A male fetus was delivered
with a body length of 9.5cm and a weight of 25¢g, both in the
normal range for the gestational age. Neither pathological studies
nor external examination of the fetus revealed morphologic
abnormalities.

Cytogenetic Analysis

Chromosome analysis of the first prenatal case was performed on
cultured amniocytes. Twenty G-banded metaphases from two
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FIG. 1. A: Partial karyotype of the father (A.1), the first fetus (A.2),
and the second fetus (A.3), showing the normal chromosome 12,
der(12) and sex chromosomes. B: Ideogram of the (Y;12)
translocation, with arrows indicating translocation breakpoints.

independent primary cultures were analyzed using G-banding
Wright-staining method. For the second pregnancy, the processing
of the CVS for cytogenetic analysis was performed by a semi-direct
method and by long-term culture to obtain G-banded chromo-
somes. Twenty metaphases from the semi-direct method and
20 metaphases from the long-term culture were analyzed. The
karyotypes of the parents and relatives were carried out on cultured
peripheral lymphocytes. A minimum of 15 G-banded Wright-
stained metaphases were analyzed from each individual.

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
(MLPA) Assay

Genome-wide subtelomeric MLPA analysis was carried out in both
pregnancies using the commercially available SALSA PO36B kit
(MRC-Holland, Amsterdam, the Netherlands). For reference, nor-
mal DNAs were pooled to avoid individual variations and to obtain
average normal patterns. After the multiplex PCR reaction, elec-
trophoresis was performed using the ABI310 genetic analyser
(Applied Biosystems, Foster City, CA) with Rox 500 size standard
and GeneMapper software v3.0 (Applied Biosystems). Data from
GeneMapper was exported to an Excel file and normalization was
achieved by dividing the signal intensity of each probe by the
averaged signal intensity of all peaks in each sample. Later, each
peak was normalized by dividing the obtained average peak by the
corresponding average peak from the pooled control samples. A
reduction or increase of the relative signal strength of >30% was
considered as a deletion or duplication of the locus, respectively.

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
Analysis

FISH analysis was first carried out using a commercial Whole
Chromosome Painting (WCP) probe for chromosome Y and a
subtelomeric probe for chromosomel2q (Vysis, Downers Grove,
IL) (Fig. 2). To define more accurately the breakpoint at chromo-
some 12, BAC clones (BACPAC Resources Centre at Children’s
Hospital Oakland Research Institute) belonging to RPCI-11 and
RPCI-13 human BAC library were used. According to the physical
and genetic mapping data on chromosome 12 reported in the UCSC
Genome Browser database (http://genome.ucsc.edu), the selected
BAC clones were RP11-1143P18, RP13-820C6, RP13-895]2,
RP11-503G7, and RP11-1003C3. Briefly, DNA from each clone
was isolated manually and directly labeled with either Spectrum
Green-dUTP or Spectrum Orange-dUTP (Abbott Molecular, Inc.,
Des Plaines, IL) using standard nick translation reaction. Probes
were hybridized on preparations of fixed lymphocyte or amniocyte
nuclei and metaphases according to standard protocols.

RESULTS

Cytogenetic study of the first fetus revealed an extra dark G-band at
12qter, and the initial proposed karyotype was 46,XX,add(12)-
(q24.3) (Fig. 1A.2). Subtelomeric MLPA analysis disclosed mono-
somy of 12qter and trisomy of Pseudoautosomal Region 2 (PAR2),
which is located on the distal long arm of sex chromosomes.
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FIG. 2. FISH analysis of the (Y;12) translocation in the paternal
sample, showing the hybridization of WCPY (spectrum green) on
der(Y) and der(12), and the binding of 12q subtelomeric probe
(spectrum orange) to the normal chromosome 12 and der(Y).

Mother’s karyotype was normal (46,XX), while father’s karyotype
was 46,XY,add(12)(q24.3) (Fig. 1A.1). According to MLPA results,
a reciprocal balanced translocation involving a cryptic distal frag-
ment of chromosome 12 and a sex chromosome was expected in the
father. FISH analysis together with the cytogenetic study disclosed
that father’s karyotype was 46,XY,t(Y;12)(q12;q24.33) (Figs. 1A.1
and 2), and the karyotype of the first fetus was interpreted as
46,XX,der(12)t(Y;12)(ql12;q24.33)pat (Fig. 1A.2). Extensive anal-
ysis of the paternal family (his parents and a brother) revealed a de
novo origin for the translocation in the father.

In the second pregnancy, the cytogenetic study revealed an
apparently normal male karyotype (Fig. 1A.3). However, chromo-
some Y was necessarily a derivative of chromosome Y with a
fragment of chromosome 12, which was confirmed by MLPA. This
technique showed 12qter trisomy and monosomy of PAR2. Con-
sequently, the karyotype of the second fetus was established as
46,X,der(Y)t(Y;12)(q12;q24.33)pat (Fig. 1A.3).

Fine mapping of the translocation by FISH using BAC clones in
the paternal sample revealed the translocated region to span to the
most distal 1.3 Mb of 12q, with a breakpoint between the BACs
RP11-1143P18 and RP13-820C6. For chromosome Y, the cyto-
genetic study revealed that the breakpoint was located on hetero-
chromatin region (Yql2).

We describe the prenatal diagnosis of two fetuses with different
unbalanced forms of a paternally inherited translocation between
chromosomes Y and 12. To our knowledge, these are the first
published cases reporting this subtype of (Y;12) translocation, in
both balanced and unbalanced states.

The karyotypes of the first and second fetus were 46,XX,
der(12)t (Y;12)(q12;q24.33)pat (Fig. 1A.2) and 46,X,der(Y)t(Y;12)

AMERICAN JOURNAL OF MEDICAL GENETICS PART A

(q12;q24.33)pat (Fig. 1A.3), respectively. As a result, the first fetus
presented monosomy of 12qter and trisomy of PAR2, while the
second fetus presented the alternative unbalanced state. However,
an aspect to remark is that the karyotype of the second fetus was
apparently normal, and its correct characterization could not have
been possible without the diagnosis of the first fetus, which
disclosed the paternal rearrangement.

As loss or gain of Yq12 band does not cause any phenotypic
abnormality [Kithletal.,2001; Chen etal., 2007], the phenotype and
prognosis of these fetuses were expected to be the same as for 12qter
deletion and duplication cases.

Fine mapping of the rearrangement revealed that the trans-
located region of chromosome 12 involved 1.3 Mb of 12q24.33. The
deletion and duplication we describe here, with the exception of a
<0.4 MDb 12qter duplication [Ruiter et al., 2007], are the smallest
reported 12qter imbalances, so the severity of the phenotype and the
prognosis of both fetuses remain uncertain. However, postnatal
abnormalities, including mental retardation, are expected in both
cases because subtelomeric regions are rich in genes and cryptic
subtelomeric chromosomal aberrations are recognized as an
important cause of congenital abnormalities [Wilkie, 1993; Flint
et al., 1995].

The revision of previously published patients with 12qter
imbalances supports the idea that congenital abnormalities are
expected in both fetuses. Until now only three cases of pure 12qter
monosomy have been reported, none of them described in associa-
tion with a normal phenotype. The most similar case to the first
fetus, with a deleted region of 1.6 Mb, was found in a patient with
mild mental retardation and congenital malformations [van
Karnebeek et al., 2002; Niyazov et al., 2007]. In relation to 12qter
trisomy, it is important to mention that a 12q24.33 duplication of
less than 0.4 Mb has once been reported in a healthy individual
[Ruiter etal.,2007]. However, as all the other reported patients with
larger terminal duplications of 12q24.3 presented a variable degree
of malformations together with patterns of dysmorphisms and
mental retardation [Tajara et al., 1985; Masuno et al., 1987; Spele-
man et al., 1993; Ireland et al., 2004], congenital abnormalities are
also expected in the second fetus.

According to Ensembl database, the translocated region of
chromosome 12 contains at least 22 known genes. One of these
genes is P2RX2 (purinergic receptor P2X2 isoform I), which
encodes receptors that are expressed in neurons and play
an important role in facilitating and modulating fast excitatory
and inhibitory synaptic transmission [Tozaki-Saitoh et al.,
2006]. Accordingly, its gene dosage variation might be implicated
in the mental retardation observed in the similar reported
cases.

The heart defect of the first fetus is difficult to link to 12qter
monosomy as all the other cases with 12qter deletions lack this
major malformation and no genes related to heart have been found
in this region. Although the possibility of an association between
the chromosome abnormality and the malformation cannot be
completely excluded, the heart defect could be independent of the
rearrangement.

In relation to the fertility of the father, it is widely known that
balanced reciprocal translocations involving chromosome Y can
lead to infertility due to an abnormal pairing of chromosomes X and
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Y at meiosis [Hsu, 1994; Delobel et al., 1998; Giltay et al., 1998;
Pinho et al., 2005; Morales et al., 2007; Queralt et al., 2008], or to the
breakpoint being within the azoospermia factor (AZF) locus at
Yqll [Vogt et al., 1996; Brisset et al., 2005]. However, in the
reported family the breakpoint is at Yq12 and abnormal pairing
of sex chromosomes does not occur as the father is fertile [Kihl
et al., 2001; Gardner and Sutherland, 2004].

In conclusion, the cases we present here illustrate the possible
unbalanced states of an inherited (Y;12) translocation, which might
be probably associated with congenital abnormalities including
mental retardation without fetal sonographic findings, making
their prenatal diagnosis difficult. There is a great need for additional
cases to be reported so that more can be learned about the prognosis
and clinical significance of such imbalances, contributing directly to
prenatal genetic counseling.
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RESULTATS

3. Comparacié de les téecniques MLPA especifica de cardiopaties i
FISH de la regiéo 22q11.2 per al diagnostic genétic de fetus amb

malformacions cardiaques.

Article: “MLPA: a prenatal diagnostic tool for the study of congenital

heart defects?”’
Publicat a: Gene 2012;500(1):151-4.

Autors: Irene Mademont-Soler, Carme Morales, Anna Soler, Nuria
Clusellas, Ester Margarit, Estefania Martinez-Barrios, José Maria

Martinez, Aurora Sanchez.

Resum:

Les malformacions cardiaques representen una de les anomalies
congenites més comunes en nounats i, en conseqiéencia, no representen
una troballa rara durant I'etapa prenatal. En aquells fetus amb anomalies
ecografiques cardiaques en els quals s’ha descartat la preséncia
d’anomalies cromosomiques microscopiques, generalment s’estudia per
FISH la Sindrome de la delecié cromosomica 22q11.2, ja que aquesta és la
sindrome microdelecional més freqlient a la poblacid i generalment
s’associa amb defectes cardiacs. Si es descarten les microdelecions més
comunes a 22q11.2, l'etiologia de la cardiopatia generalment roman
inexplicada, dificultant el procés d’assessorament genétic. Amb I'objectiu
d’avaluar la utilitat en diagnostic prenatal dels kits comercials d’MLPA

dissenyats per a I'estudi de la regié 22q11.2 i altres regions del genoma
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previament associades a cardiopaties sindromiques, s’han estudiat
mitjancant aquests kits quatre gestacions amb delecions 22qg11.2
conegudes (préviament diagnosticades per FISH), i 55 gestacions amb
fetus amb cardiopatia, cariotip normal i estudi de FISH de la regi6 22q11.2
negatiu. Les 4 gestacions amb microdelecions a 22q11.2 conegudes també
van ser diagnosticades mitjancant MLPA, corroborant que aquesta és una
técnica fiable per al diagnostic i caracteritzacié d’aquests casos. Dels 55
fetus amb cardiopatia, cariotip normal i estudi de FISH de la regié 22q11.2
negatiu, en 50 casos es va poder obtenir resultat dels estudis d’'MLPA, i en
cap d’ells es detecta un desequilibri cromosdmic a les regions analitzades.
Amb la finalitat de valorar la possibilitat de reemplacar la FISH
convencional per estudis d’MLPA en el diagnostic genétic prenatal de
malformacions cardiaques, s’han comparat ambdues técniques quant a
potencial diagnostic, temps d’entrega de resultats, taxa de repeticid i de no
obtencié de resultats, i cost; i els resultats obtinguts suggereixen que la
FISH hauria de continuar sent la técnica d’eleccidé per a I'estudi de fetus
amb anomalies ecografiques cardiaques i cariotip normal (enfront de

'MLPA).
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Congenital heart defects (CHD) represent the most common birth defects, so they are not a rare finding when
performing routine ultrasound examinations during pregnancy. Once chromosome abnormalities have been
excluded in a fetus with a CHD, chromosome 22q11.2 deletion is usually investigated by FISH, as it is the most
frequent microdeletion syndrome and is generally associated with cardiac malformations. If 22q11.2 micro-
deletion is ruled out, the etiology of the CHD remains generally unexplained, making familial genetic counsel-
ing difficult. To evaluate the usefulness of Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) kits
Prenatal diagnosis designed for the study of 22q11.2 and other genomic regions previously associated with syndromic CHD,
Congenital heart defects we performed MLPA in 55 pregnancies with fetuses presenting CHD, normal karyotype and negative FISH
MLPA results for 22q11.2 microdeletion, which constitutes the largest prenatal series reported. Definitive MLPA re-
sults were obtained in 50 pregnancies, and in this setting such MLPA kits did not detect any imbalance. On the
other hand, to compare FISH and MLPA techniques for the study of 22q11.2 microdeletions, we performed
MLPA in 4 pregnancies known to have 22q11.2 deletions (by FISH). All four 22q11.2 microdeletions were
also detected by MLPA, which corroborates that it is a reliable technique for the diagnosis and characteriza-
tion of 22q11.2 deletions. Finally, we evaluated the possibility of replacing conventional FISH by MLPA for the
prenatal diagnosis of CHD, comparing the diagnostic potential, results delivery times, repetition and failure
rates and cost of both techniques, and concluded that FISH should still be the technique of choice for the pre-
natal diagnosis of fetuses with CHD.

Keywords:
Chromosome 22q11.2 deletion syndrome
Cryptic imbalances

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction Pierpont et al., 2007). Among fetuses with CHD, the incidence of chro-

mosome abnormalities ranges from 22 to 54% (Bellucco et al., 2010),

Congenital heart defects (CHD) constitute the most common birth
defects, with an incidence of 12 in 1000 live born infants. As a result,
CHD are not a rare finding when performing routine ultrasound ex-
aminations during pregnancy. The establishment of their etiology
may be complicated in some cases, especially in the absence of posi-
tive family and pregnancy histories (Wimalasundera and Gardiner,
2004; Bellucco et al., 2010).

Although many cardiac abnormalities are isolated, there is also a
significant association with genetic syndromes, including both chro-
mosome abnormalities and monogenic disorders (Pajkrt et al., 2004;

Abbreviation: aCGH, array-based comparative genomic hybridization; AF, amniotic
fluid; CHD, congenital heart defect; FB, fetal blood; FISH, fluorescent in situ hybridiza-
tion; MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
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and the frequency of monogenic disorders is unknown. On the other
hand, postnatal studies of large series of children diagnosed with
CHD have revealed that in 19.5% of them the cardiac abnormality is
associated with a chromosomal disorder or a non-chromosomal syn-
drome (Stoll et al., 2003). There are more than 750 reported syn-
dromes where CHD can form part of the spectrum of abnormalities,
and the subtlety of the associated findings in many of these syn-
dromes renders achieving a definitive prenatal diagnosis very difficult
(Pajkrt et al., 2004).

One of the recognizable syndromes that may present with CHD is
chromosome 22q11.2 deletion syndrome, which is the most common
microdeletion syndrome (1 in 4000 to 1 in 6000 live births). The phe-
notypic expression of 22q11.2 microdeletions is known to be highly
variable, ranging from severe life-threatening conditions (including
CHD, absent thymus, hypocalcemia, oropalatal abnormalities, immu-
nologic deficiencies, learning disabilities and psychiatric disorders)
to nearly asymptomatic individuals. Cardiac abnormalities are the
most commonly observed finding among patients diagnosed with
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chromosome 22q11.2 deletion syndrome, particularly conotruncal
defects (Pajkrt et al., 2004; Bretelle et al., 2010).

When conventional cytogenetic analysis reveals a normal karyo-
type in a fetus diagnosed as having a conotruncal heart defect, it is
highly recommended to investigate for the presence of 22q11.2
microdeletion, as previous studies have revealed that 4.7% of fetuses
with a conotruncal anomaly and normal karyotype present a deletion
of this region (Bretelle et al., 2010). The study of such deletions is
usually performed by Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) using
commercially available probes (TUPLE1 or N25).

Once chromosome abnormalities and chromosome 22q11.2
deletions are ruled out in a fetus with a CHD, its etiology remains gen-
erally unexplained. Familial genetic counseling in these cases is espe-
cially difficult, as it is not usually possible to distinguish between
syndromic and isolated CHD prenatally. However, many efforts are
being done nowadays to discover genes and genomic regions associ-
ated with cardiac malformations.

In this report, we present the largest prenatal screening for cryptic
imbalances in chromosome 22q11.2 and other genomic regions pre-
viously associated with syndromic CHD in fetuses with cardiac
abnormalities detected by fetal echocardiography and normal karyo-
type using SALSA MLPA kits P023 and P250. We evaluate the useful-
ness of these MLPA kits in this selected group of pregnancies and
also compare FISH and MLPA techniques for the study of 22q11.2
microdeletions.

2. Materials and methods
2.1. Prenatal samples

A prospective study was conducted including 55 pregnancies with
fetuses presenting CHD, normal karyotype, and negative FISH results
for chromosome 22q11.2 deletion syndrome using the commercial
probe LSI TUPLE1/LSI ARSA (Vysis, Downers Grove, IL, USA). The
CHD observed in these fetuses were: complex congenital heart de-
fects (21/55 cases), ventricular septal defects (16/55), aberrant right
subclavian artery (11/55), tetralogy of Fallot (4/55), aortic stenosis
(2/55), and persistent left superior vena cava (1/55). In 40 of the 55
cases, ultrasound examination did not reveal any other fetal abnor-
mality, and in the remaining 15 cases there was an association with
other ultrasound findings.

On the other hand, 4 prenatal cases with known chromosome
22q11.2 deletions (diagnosed by FISH) were also included in the
study. All four cases presented a congenital heart defect, including
ventricular septal defects (2 cases), tetralogy of Fallot (1 case), and
tetralogy of Fallot plus absent pulmonary valve (1 case). The last
case also presented other ultrasound findings (renal agenesis and
anhydramnios).

Pregnancies were mostly referred after the second trimester ultra-
sound examination, and gestational ages at diagnosis of the CHD ran-
ged from 16 to 35 + 2 weeks of gestation, with a mean gestational age
of 23+ 1 weeks. A detailed echocardiography was performed in all
fetuses for confirmation of the CHD.

Conventional cytogenetics, FISH and MLPA studies were per-
formed on amniotic fluid (AF) samples in 58 cases and on fetal blood
(FB) in one case.

The present study was approved by the Ethics Committee of the
hospital, and only fetuses whose parents signed the informed consent
form were included in the study.

2.2. Cytogenetic analysis

All the 59 prenatal samples were karyotyped according to stan-
dard procedures on AF or FB cells. Twenty G-banded metaphases
from each sample were analyzed using G-banding Wright-staining
method.

2.3. FISH study of chromosome 22q11.2 deletion syndrome

FISH analysis of chromosome 22q11.2 deletion syndrome was per-
formed in all the samples using the commercially available probe LSI
TUPLE1/LSI ARSA (Vysis). For AF samples, FISH studies were per-
formed on interphase nuclei from uncultured samples. In case of fail-
ure, FISH was performed after culture on metaphasic chromosomes.
For the FB sample, FISH analysis was performed on metaphasic chro-
mosomes. Parents of fetuses diagnosed as having 22q11.2 microdele-
tions were also analyzed by FISH when samples were available. Slide
preparation and hybridization were carried out according to standard
protocols.

2.4. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

As AF uncultured samples often fail in providing good DNA quality
and/or quantity (Armengol et al., 2011; Van Opstal et al., 2009), DNA
was extracted from cultured AF (and the fresh FB sample) using the
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), following manu-
facturer's instructions. MLPA analysis was performed in all the 59
prenatal samples using either the commercially available MLPA kit
P023 DiGeorge Syndrome/VCES or the MLPA kit P250 DiGeorge
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands), both focused on the
detection of microdeletions and microduplications in 22q11.2 and
other genomic regions previously associated with syndromic CHD
(with or without other features of 22q11.2 deletion syndrome). In
particular, 36 were studied with P023 and 23 with P250. P023 kit con-
tains 39 different probes, including 11 probes on the long arm of
chromosome 22 and 28 probes on chromosomes 4q22, 4q24, 4q34,
4q35, 7p15, 8p21, 8p23, 10p12, 10p14, 10p15, 10q23, 17p13 and
18qg21. Similarly, P250 kit contains 48 probes, 31 on chromosome
22 and 17 on chromosomes 4q35, 8p23, 9q34, 10p12, 10p14 and
17p13. For each experiment, 3 control DNAs (pool of 50 phenotypi-
cally normal individuals) were used. As prenatal samples referred
for congenital heart defects do not arrive regularly and their accumu-
lation would mean a delay in diagnosis, we studied the samples upon
their arrival (after culture). As a result, one or two samples were an-
alyzed in each experiment. The MLPA DNA detection, quantification
and analysis were carried out as reported previously (Mademont-
Soler et al., 2010). A reduction or increase of the relative signal
strength of >30% was considered as deletion or duplication of the
locus, respectively.

3. Results

For the group of 55 pregnancies with fetuses presenting CHD, nor-
mal karyotype and negative FISH results for chromosome 22q11.2 de-
letion syndrome, MLPA gave a definitive result in 50 cases. Among
these 50 pregnancies, no imbalances at 22q11.2 or the other genomic
regions included in the MLPA kits used were detected. Information
about pregnancy outcomes was available in 41 cases. Parents opted
for termination of pregnancy in 15 cases, all of them with a severe
congenital heart defect. Of the remaining 26 pregnancies known to
be continued, 23 resulted in newborns with the prenatally diagnosed
CHD and without other congenital abnormalities, and 3 in newborns
with multiple congenital abnormalities.

In relation to the 4 pregnancies with 22q11.2 microdeletions pre-
viously diagnosed by FISH, MLPA studies revealed that all of them
consisted of the typical 3 Mb deletion. Parental samples were avail-
able in two cases, and their study by FISH revealed that one case
(the one with multiple ultrasound findings) was de novo, while the
other had been inherited from an undiagnosed affected mother.
Parents of the first case opted for termination of pregnancy, and in
the second case the pregnancy was continued. The newborn pre-
sented the typical facial appearance of chromosome 22q11.2 deletion
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Table 1
Comparison of FISH (TUPLE1 probe) and MLPA (P023 and P250 kits) for the study of
congenital heart defects diagnosed prenatally.

FISH MLPA

Common and uncommon
22q11.2 imbalances + some
other genomic imbalances

Diagnostic potential Common 22q11.2

microdeletions

Reporting time  No culture 5 days Not tested
Culture 22 days 28 days

Repetition rate 5.1% 16.9%

Failure rate 0% 8.5%

Cost €45% €397

2 The cost for FISH and MLPA techniques was calculated based exclusively on the
cost of reagents. For MLPA, the cost shown is the average cost of performing half of
the experiments studying 1 sample and half of the experiments studying 2 samples.

syndrome, and the prenatally diagnosed congenital heart defect was
confirmed by postnatal echocardiography.

Ten out of the 59 MLPA analyses performed had to be repeated,
and definitive MLPA results could not be obtained for 5 samples (3
for kit P023 and 2 for kit P250). As a result, the repetition and failure
rates for MLPA technique in our series were 16.9% and 8.5%, respec-
tively (Table 1).

For FISH studies, in 56 out of 59 cases the results were obtained
from uncultured samples. In the remaining 3 cases, FISH had to be re-
peated after culture (no failures). Thus the repetition and failure rates
for FISH were 5.1% and 0%, respectively (Table 1).

In relation to reporting times, the average turn-around-time for
FISH from uncultured specimens was 5 days (and 22 days for cultured
samples), while for MLPA technique it was 28 days (Table 1).

4. Discussion

In this report, we present the largest prenatal screening using
MLPA for the detection of cryptic imbalances in genomic regions
previously associated with congenital heart defects in fetuses with
cardiac abnormalities, normal karyotype and negative FISH results
for chromosome 22q11.2 deletion syndrome. Apart from focusing
on the usefulness of MLPA kits P023 and P250 in this selected group
of patients, we also compare FISH and MLPA techniques for the diag-
nosis of chromosome 22q11.2 microdeletions.

The MLPA kits used detected the four 22q11.2 deletion cases pre-
viously diagnosed by FISH, which demonstrates that MLPA is a reli-
able technique for the diagnosis of this microdeletion syndrome, as
previously suggested (Fernandez et al., 2005; Vorstman et al., 2006;
Stachon et al., 2007; Jalali et al., 2008; Yang et al., 2009). The kits
used also contributed to the precise characterization of the deletion
size. All the fetuses shared the typical 3 Mb hemizygous deletion of
22q11.2. This finding is consistent with the literature, as 90% of pa-
tients with chromosome 22q11.2 microdeletions present this micro-
deletion size (Edelmann et al., 1999). Nevertheless, it is important
to highlight that there is not a strict correlation between the deletion
size and the severity of phenotypic abnormalities for this microdele-
tion syndrome (Stachon et al., 2007).

In the selected population of pregnant women with fetuses diag-
nosed as having cardiac abnormalities by fetal echocardiography, nor-
mal karyotype and negative FISH results for chromosome 22q11.2
deletion syndrome (55 cases), definitive MLPA results could be
obtained in 50 pregnancies. Among them, neither atypical 22q11.2
imbalances nor deletions or duplications in other genomic regions
previously associated with CHD were diagnosed by MLPA kits P023
or P250. These results seem to indicate that cryptic imbalances in
the regions included in these kits (with the exception of 22q11.2
microdeletions) are infrequent among fetuses with congenital heart
defects.

When evaluating the possibility of replacing conventional FISH
with commercial probes by MLPA kits P023 and P250 for the prenatal
diagnosis of CHD, several issues need to be addressed, including the
diagnostic potential, results delivery time, repetition and failure
rates, and cost of each technique. MLPA could potentially diagnose a
broader spectrum of abnormalities (Stachon et al., 2007), but imbal-
ances different from the typical 22q11.2 deletion seem to be
infrequent. In our setting, the use of MLPA instead of FISH would
have not increased the number of diagnosis. On the other hand,
FISH can be carried out easily on interphase nuclei from uncultured
amniotic fluid samples, while AF uncultured samples often fail in pro-
viding good DNA quality and/or quantity (Van Opstal et al., 2009;
Armengol et al., 2011), which makes AF culture often indispensable
for MLPA studies. As a result, FISH present a shorter reporting time,
which we believe is crucial in prenatal diagnosis. Moreover, repeti-
tion and failure rates for MLPA are significantly higher than those ob-
served for FISH (16.9% and 8.5% versus 5.1% and 0%, respectively).
Failure rate for MLPA in our series is similar to the 10% detected by
Armengol et al. (2011). Finally, the cost of MLPA technique is similar
to the cost of FISH if only 1 or 2 samples are studied in each experi-
ment (Table 1). Taking into account all these factors, we consider
that FISH should still be the technique of choice for the prenatal
diagnosis of fetuses with congenital heart defects.

The establishment of the etiology of congenital heart defects diag-
nosed prenatally is still challenging, and further studies need to be
performed to elucidate their genetic basis, which is crucial for genetic
counseling. Recently, some groups have focused their research on the
utility of array-based comparative genomic hybridization (aCGH) for
the study of patients with syndromic and non-syndromic CHD of un-
known cause, and promising results have been obtained. It has been
shown that 17-18% and 10-17% of patients with syndromic and
non-syndromic CHD present cryptic chromosome imbalances, re-
spectively (Thienpont et al., 2007; Erdogan et al., 2008; Greenway
et al., 2009; Breckpot et al., 2010). However, the diagnostic yield to
be expected from aCGH in a prenatal setting is still unclear, as detec-
tion rates for cryptic imbalances are highly variable depending on the
study, the interpretation of some imbalances is hampered by the ex-
istence of copy number variants of unclear clinical significance, and
the cost of aCGH is still high (Hillman et al., 2011; D'Amours et al.,
2012; Armengol et al., 2011).

In conclusion, our results corroborate that MLPA kits P023 and
P250 can accurately detect and determine the size of deletions in
the 22q11.2 region. After evaluating the possibility of replacing con-
ventional FISH by these MLPA kits for the prenatal diagnosis of fetuses
with congenital heart defects, our results suggest that FISH should
still be the technique of choice for this purpose, as MLPA does not
seem to increase significantly the number of diagnosis, and is charac-
terized by longer turn-around-times, higher repetition and failure
rates, and the cost is similar.
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Resum:

El paper que han de jugar les técniques de CMA en diagnostic
prenatal encara no esta ben definit, pero diversos estudis indiquen que la
seva utilitzacié en gestacions amb anomalies ecografiques i cariotip normal
incrementaria la taxa de deteccid6 d’anomalies cromosomiques. Amb
I'objectiu d’avaluar el potencial diagnostic de la CMA en gestacions amb
troballes ecografiques cardiaques, s’ha realitzat un analisi retrospectiu de
les anomalies detectades per citogenética convencional i FISH de la regi6
22q11.2 en els 276 fetus amb troballes ecografiques cardiaques referits
entre 2009 i 2011 a I'Hospital Clinic de Barcelona; i s’ha realitzat CMA en
51 dels fetus amb troballes cardiaques, cariotip normal, i estudi negatiu (o
sense estudi) de la Sd. de la delecié cromosomica 22q11.2. La freqiéncia
observada d’anomalies cromosdomiques  microscopiques i de

microdelecions a 22911.2 ha estat del 15,9% (44/276) i del 6,4% (5/78),
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respectivament. Dels 51 fetus en que es realitza CMA, la taxa de detecci6
de CNVs patogeniques no diagnosticades per citogenética convencional va
ser del 2%, i no es detecta cap variant de significat clinic incert. També
s’estudia mitjangcant CMA [I'unic fetus amb cardiopatia i una reorganitzacio
cromosomica aparentment equilibrada de novo diagnosticat durant el
periode avaluat, i en aquest cas la CMA va revelar que l'alteracié no era
realment equilibrada. Els resultats obtinguts indiquen que si es realitzés
CMA com a complement als estudis citogenétics convencionals en aquells
fetus amb troballes ecografiques cardiaques, s'incrementaria un 2% la taxa
de detecci6 d’anomalies cromosomiques. D’altra banda, si les 276
gestacions de la serie presentada s’haguessin estudiat mitjancant CMA
(enlloc de cariotip), totes les anomalies cromosomiques clinicament
rellevants diagnosticades per citogenética convencional, excepte 3
triploidies, s’haguessin detectat. Amb l'objectiu de no perdre les triploidies, i
també d’evitar utilitzar CMA per al diagnostic de les aneuploidies més
comunes, seria recomanable descartar-les mitjangcant una técnica rapida i
econdomica (p.e. QF-PCR) abans dels estudis de CMA. Utilitzant aquesta
estratéegia en la nostra serie, s’haguessin detectat totes les anomalies
clinicament rellevants diagnosticades al cariotip, els casos amb
microdelecions a 22q11.2, i s’hagués incrementat un 2% la taxa de
detecci6 d’alteracions cromosomiques. Per tant, els resultats obtinguts
suggereixen que la CMA podria ser una alternativa molt atraient al cariotip

convencional en gestacions amb troballes ecografiques cardiaques.
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ABSTRACT

Objectives To assess the frequency of karyotype abnor-
malities and chromosome 22q11.2 deletion syndrome
among fetuses with abnormal cardiac ultrasound find-
ings, and to evaluate the clinical value of chromosomal
microarray-based analysis (CMA) in the study of such
pregnancies.

Methods First, we carried out retrospective analysis of
karyotype abnormalities and 22q11.2 deletion syndrome
cases diagnosed between January 2009 and December
2011 in our center among fetuses with abnormal
cardiac ultrasound findings (n=276). Second, CMA
was performed in 51 of the fetuses with such findings,
normal karyotype and negative or no 22q11.2 deletion
syndrome study, and in the only fetus with a heart
defect and an apparently balanced de novo chromosomal
rearrangement.

Results Out of the 276 pregnancies with abnormal
cardiac wultrasound findings, karyotyping revealed a
chromosomal abnormality in 44 (15.9%). Of fetuses
with normal karyotype in which 22q11.2 deletion
syndrome studies were performed, 6.4% (5/78) had this
microdeletion syndrome. Among fetuses with abnormal
cardiac findings, normal karyotype and negative or no
22q11.2 deletion syndrome study that underwent CMA,
the detection rate of pathogenic copy number variants not
detected by conventional cytogenetics was 2.0% (1/51),
and no variants of uncertain clinical significance were
found. In the fetus with a heart defect and an apparently

balanced de novo chromosomal rearrangement, CMA
revealed that the rearrangement was not truly balanced.

Conclusions In the assessment of genetic abnormalities in
pregnancies with abnormal cardiac ultrasound findings,
the diagnostic yield may be increased by 2% if CMA
is used as a complementary tool to conventional
cytogenetics. Our results suggest that CMA could be
a good alternative to karyotyping in these pregnancies.
Copyright © 2012 ISUOG. Published by John Wiley &
Somns, Ltd.

INTRODUCTION

Congenital heart defects (CHDs) represent one of
the most common ultrasound findings in prenatal
diagnosis, but knowledge of their genetic basis is still
limited. Generally, once chromosomal abnormalities and
chromosome 22q11.2 deletion syndrome have been
ruled out in a fetus with a CHD, its etiology usually
remains unexplained, making familial genetic counseling
difficult!2.

Cytogenetic diagnosis has been revolutionized within
the last few years by the development of chromosomal
microarray-based analysis (CMA), which enables whole-
genome screening for chromosomal imbalances at
higher resolution than does conventional karyotyping.
CMA is nowadays recommended as the first-line
cytogenetic diagnostic test for the study of individuals
with developmental disabilities or congenital anomalies;
however, for prenatal diagnosis, traditional karyotyping
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is still considered the gold standard, essentially because
the interpretation of some variants of uncertain clinical
significance (VOUS) is still challenging®~3. Nevertheless,
several studies indicate that the application of CMA to
fetuses with ultrasound abnormalities may significantly
improve the diagnosis of genetic abnormalities compared
with karyotype testing alone’ ™12,

Focusing on cardiac malformations, recent studies have
demonstrated the usefulness of microarray platforms for
the study of this congenital abnormality in a postnatal
setting!37 18, but limited data are available for this
technique in prenatal diagnosis!?19723,

In this paper, we present one of the largest prenatal
series of fetuses with CHD and/or cardiac ultrasound
markers and normal karyotype studied by CMA, and
evaluate the clinical value of this technique as a prenatal
diagnostic tool for the study of such pregnancies.

METHODS
Prenatal samples

During the period January 2009 to December 2011, 3866
pregnant women were referred to Hospital Clinic de
Barcelona for karyotyping. This was performed using
amniotic fluid (7 =3802) or fetal blood (7 = 64) samples.
In 276 cases (272 amniotic fluid and four fetal blood
samples), the fetus presented with CHD (205 cases) or
cardiac ultrasound marker/s (71 cases), the latter including
echogenic intracardiac focus, aberrant right subclavian
artery and pericardial effusion. The frequencies for the
different types of CHD are given in Table 1. In 113 of the
276 cases (40.9%), ultrasound examination also revealed
extracardiac anomalies and/or ultrasound markers. Mean
gestational age at invasive procedure was 23 +2 (range,
15-38) weeks.

In 85 (83 amniotic fluid, two fetal blood) of the
276 prenatal samples (of which 78 had a normal
karyotype), obstetricians requested fluorescence in-situ
hybridization (FISH) testing for chromosome 22q11.2
deletion syndrome. The cardiac ultrasound findings most
frequently observed in these fetuses were conotruncal
heart defects (30/85 cases).

CMA was performed in 51 of the 276 prenatal
samples. Cases were prospectively selected according to
the following inclusion criteria: fetuses presenting with
CHD and/or cardiac ultrasound markers (with or without
other ultrasound findings), normal karyotype and negative
or no FISH testing for chromosome 22q11.2 deletion
syndrome. Furthermore, only cases in which the parents
underwent pretest counseling and provided informed
consent for participating in the project were included. The
cardiac ultrasound findings observed in these fetuses are
described in Table 1. Associated extracardiac anomalies
and/or ultrasound markers were present in 45.1% of
the cases (23/51). Studies were postponed until birth or
termination of pregnancy. In addition to these cases, CMA
was also performed in the only pregnancy with a fetus
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Mademont-Soler et al.

Table 1 Type of cardiac defect in 276 fetuses with abnormal
cardiac ultrasound findings referred for karyotyping and number of
microscopic chromosomal abnormalities, with associated positive
predictive value (PPV), in these fetuses. Type of cardiac defect in 51
cases that underwent chromosomal microarray-based analysis
(CMA) is also given

Microscopic
Cardiac chromoso-m-al
ultrasound M Underwent
finding n n PPV (%) CMA (n)
Septal defect 97 16 16.5 14
Conotruncal defect 35 4 11.4 9
Right-heart defect 17 0 0 8
Left-heart defect 27 8 29.6 10
Other heart defect 12 1 8.3 4
Unspecified heart defect™ 17 7 41.2 —
Ultrasound marker 71 8 11.3 6
Total 276 44 — 51

*Includes cases for which a precise description of cardiac
malformation was unavailable.

presenting with CHD and an apparently balanced de novo
structural chromosomal rearrangement.

The study received Institutional Review Board approval
from the Ethics Committee for Clinical Research of the
Hospital Clinic de Barcelona.

Cytogenetic analysis

Prenatal samples were karyotyped according to standard
procedures for amniotic fluid or fetal blood cells. When
a chromosomal rearrangement was diagnosed, parental
karyotype testing was carried out on peripheral blood
lymphocytes to determine whether the rearrangement was
de novo or inherited. Twenty G-banded metaphases from
each sample were analyzed using the G-banding Wright-
staining method.

FISH study of chromosome 22q11.2 deletion syndrome

FISH analysis of chromosome 22q11.2 deletion syndrome
was performed on interphase nuclei or metaphase chro-
mosomes using the commercial probe LSI TUPLE1/LSI
ARSA (Vysis, Downers Grove, IL, USA). Parents of fetuses
diagnosed as having this microdeletion syndrome were
also studied by FISH. Slide preparation and hybridization
were carried out according to standard protocols.

CMA

Fetal DNA was obtained from cultured amniotic fluid or
fetal blood cells using the QIAamp DNA Mini Kit (QIA-
GEN, Hilden, Germany) and subjected to array-based
comparative genomic hybridization (array-CGH) analy-
sis using the commercially available platform CytoChip
Focus Constitutional (BlueGnome, Cambridge, UK), fol-
lowing the protocols stipulated by the manufacturer. This
microarray platform enables the investigation of 139
disease-specific loci at 100-kb resolution and screening
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of the genomic backbone at 1-Mb resolution. Fetal DNA
and sex-matched reference samples were labeled with fluo-
rescent Cy5 and Cy3 dyes in dye-swap experiments. After
hybridization, the slides were scanned with an Agilent
scanner G2565BA (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) and results were analyzed using BlueFuse Multi
software (BlueGnome).

Detected copy number gains or losses were system-
atically evaluated for clinical significance by comparing
them with those in the scientific literature and the follow-
ing publicly available databases: Database of Genomic
Variants (http://projects.tcag.ca/variation/), DECIPHER
(http://decipher.sanger.ac.uk/), ISCA (https://www.isca
consortium.org/), ECARUCA (http://www.ecaruca.net)
and OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim). Alter-
ations coinciding with known polymorphic copy num-
ber variants (CNVs) were interpreted as benign and
not reported. Otherwise, CNVs identified in regions
of known clinical relevance (i.e. involving microdele-
tion/microduplication syndrome critical regions) or that
comprised genes whose dosage alterations are associated
with congenital defects were interpreted as pathogenic.
A CNV that did not fit any of the above criteria was
considered a VOUS.

The only genomic rearrangement detected by CytoChip
Focus Constitutional (BlueGnome) was confirmed and
accurately characterized using SurePrint G3 Human
Genome CGH+ SNP Microarray Kit 4x180K (Agilent
Technologies), following the manufacturer’s instructions.
This platform was also used to study the fetus with a
CHD and an apparently balanced de novo structural
chromosomal rearrangement. This microarray platform
contains oligonucleotide probes for the detection of CNVs
with an overall median probe spacing of 25.3kb (5kb
in ISCA regions), and probes for the detection of sin-
gle nucleotide polymorphisms (SNPs). Case DNA was
labeled with Cy5, and gender-matched reference DNA
labeled with Cy3 was used as a control. Images were
captured with Agilent scanner G2565BA (Agilent Tech-
nologies), and Agilent’s Genomic Workbench software
(Agilent Technologies) was subsequently used for data
normalization, quality evaluation and data visualization.

Additional studies

FISH studies using bacterial artificial chromosome (BAC)
clones belonging to RPCI-11 human BAC library
(BACPAC Chori, CA, USA) were performed in one case to
determine the inherited or de novo status of the detected
CNVs, following previously described protocols**. The
selected clones were RP11-91120 and RP11-92 M10 (both
for chromosome 8q).

RESULTS

Among the 276 pregnancies with CHD and/or cardiac
ultrasound markers detected on ultrasound examina-
tion, conventional karyotyping revealed a chromosomal
abnormality in 44 (15.9%) (Figure 1). If only CHDs

Copyright © 2012 ISUOG. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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are considered, the detection rate increases to 17.6%
(36/205). The incidence of chromosomal abnormalities
was 6.1% (10/163) in pregnancies with apparently iso-
lated cardiac ultrasound findings and 30.1% (34/113) in
those presenting with extracardiac malformations and/or
ultrasound markers. Classical autosomal aneuploidies
(trisomies 21, 18 and 13) were the most frequent chro-
mosomal abnormalities diagnosed (26/44, 59.1%), fol-
lowed by structural chromosomal rearrangements (13/44,
29.5%), including four apparently balanced rearrange-
ments (three inherited from phenotypically normal par-
ents and one de novo) and nine unbalanced rearrange-
ments. Three triploidies (69,XXX) (3/44; 6.8%) and two
sex chromosome aneuploidies (45,X and 47,XXX/46,XX)
(2/44; 4.5%) were also diagnosed. The chromosomal
abnormalities and ultrasound findings observed in these
cases are specified in Table 2. The positive predictive
values (PPVs) obtained for the different cardiac ultra-
sound findings for microscopic chromosomal abnormali-
ties were left-heart defects, 29.6 % septal defects, 16.5%;
conotruncal defects, 11.4%; other heart defects, 8.3%;
right-heart defects, 0%; and cardiac ultrasound markers
11.3% (Table 1).

Of the 85 fetuses in which chromosome 22q11.2
deletion syndrome studies were performed, seven had
an abnormal karyotype. Among the remaining 78 cases,
FISH analysis revealed this microdeletion syndrome in five
(6.4%) (Figure 1), two of them with a ventricular septal
defect and three with a conotruncal defect. Three cases
were de novo, one inherited from the mother, and one of
unknown inheritance (parents unavailable for testing).

Among the 51 pregnancies with CHDs and/or cardiac
ultrasound markers, normal karyotype and negative or
no FISH study for chromosome 22q11.2 deletion syn-
drome that underwent array-CGH analysis, an abnormal
profile was detected in one case (1/51; 2.0%), and no
VOUS were found (Figure 1). The fetus with an abnor-
mal microarray result presented a 14.9-Mb deletion of
6921922.31, spanning from position 106,457,140 to
121,353,146 (UCSC Genome Build hgl9, Feb. 2009)
(Figure 2a). Careful review of the initial karyotype (on a
fetal blood sample) revealed that the imbalance was visible
(Figure 2a), but went unnoticed owing to low resolution.
Parental karyotypes were normal. In this fetus, the second-
trimester ultrasound scan revealed tetralogy of Fallot,
severe intrauterine growth restriction and bilateral upper
limb abnormalities (bilateral radial aplasia and ectro-
dactyly of both hands). Termination of pregnancy was
performed and autopsy confirmed the ultrasound findings.

In the only case with a CHD and an apparently bal-
anced de novo chromosomal rearrangement (karyotype
46,XX,t(5;8)(q12;q12)dn) (ultrasound findings described
in Table 2), CMA revealed two 8q interstitial dele-
tions, spanning positions 60,921,268 to 63,836,405 and
64,992,164 to 66,207,826 (hg19) (Figure 2b). No addi-
tional studies were possible on the fetus, but parental FISH
studies revealed that both imbalances were de novo. The
parents opted for termination of pregnancy, and autopsy
confirmed the prenatal findings.
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Pregnancies presenting
with CHD/CUM
(n=276)

Fetuses with abnormal karyotype
(n=44 (15.9%))

v
Fetuses with normal
karyotype
(n=232(84.1%))

!
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Cases not tested for Cases tested for
22q11.2 DS 22q11.2 DS
(n=154) (n=78)

|
! y

Cases negative for Cases positive for
22q11.2 DS 22q11.2 DS
(n=73(93.6%)) (n=35(6.4%))

PR

A A

! I

Cases excluded from CMA owing to Cases which underwent
lack of parental CMA
counseling/consent (m=51/227 (22.5%))
(n=176/227 (77.5%)) l
Cases with normal result Cases with abnormal result
(n=50 (98.0%)) (n=1(2.0%))

Figure 1 Flowchart of analyses performed in 276 prenatal samples with congenital heart defects (CHD) and/or cardiac ultrasound markers
(CUM) included in the study based on analysis of amniotic fluid or fetal blood, comprising conventional karyotyping, fluorescent in-situ
hybridization for chromosome 22q11.2 deletion syndrome (22q11.2 DS) and chromosomal microarray-based analysis (CMA).

l

Figure 2 (a) Partial microarray result (left) and karyotype (right) of a fetus with a deletion of 6q21q22.31. (b) Partial microarray result (left)
and karyotype (right) of a fetus with a de novo translocation between chromosomes 5 and 8.

DISCUSSION for the study of such pregnancies. We also investigated
the frequency and nature of the cytogenetically visible

chromosomal rearrangements and chromosome 22q11.2
of fetuses with CHDs and/or cardiac ultrasound markers  deletion syndrome cases detected among fetuses with

and normal karyotype studied by CMA, and evaluate the  cardiac ultrasound findings over a 3-year period at our
clinical value of this technique as a prenatal diagnostic tool ~ center.

In this report, we present one of the largest prenatal series

Copyright © 2012 ISUOG. Published by John Wiley & Sons, Ltd. Ultrasound Obstet Gynecol 2013; 41: 375-382.
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Table 2 Chromosomal abnormalities diagnosed by conventional karyotyping in 276 pregnancies with fetuses presenting abnormal cardiac

ultrasound findings

Chromosomal abnormality n (%) Cardiac ultrasound findings Other ultrasound findings
Classical autosomal aneuploidy 26 (59.1)
Trisomy 21 9 AVSD (4), EIF (2), ARSA (1), Six with other ultrasound findings
ARSA + pericardial effusion (1),
unspecified (1)
Trisomy 18 10 VSD (4), AVSD (1), CoA (1), pericardial All 10 with other ultrasound findings
effusion (1), VSD + CoA (2),
unspecified (1)
Trisomy 13 7 HLHS (2), VSD + CoA (2), DORV (1),  All seven with other ultrasound findings
unspecified (2)
Sex chromosome aneuploidies 2 (4.5)
45X 1 AS (1) None
47, XXX/46,XX 1 EIF (1) Increased nuchal translucency
Structural chromosomal rearrangement 13 (29.5)
46,XX,t(5;8)(q12;q12)dn 1 Unbalanced AVSD with HLHS and Blake’s pouch cyst
agenesis of the pulmonary valve
46,XX,t(9;19)(p13;p13.3)pat 1 Critical AS None
46,XX,der(5)t(5;6)(p15.3;p21.3)mat 1 Pericardial effusion TUGR
46,XY,inv(7)(q11g22)pat 1 VSD None
46,XY,inv(9)(q21g33.1)pat 1 DORV + HLHS None
46,XY,del(3)(p12.2p13)dn 1 CoA Ventriculomegaly + horseshoe kidney
+ choanal atresia + hypertelorism
46,XX,del(4)(q33) 1 CoA TUGR + absent ductus venosus + cystic
hygroma + strawberry skull + hands
and feet malposition + anhydramnios
46,XX,del(6)(p23p24) 1 VSD Bilateral hydronephrosis
46,XX,del(7)(q11g21.1) 1 Unspecified None
46,XY,del(21)(q22)dn 1 ARSA +PLSVC + CoA TUGR + ventriculomegaly
+ mega cisterna magna + syndactyly
46,X,del(X)(p11.4) 1 ARSA None
47,XX,+i(9)(p10) 1 Unspecified Bilateral hydronephrosis
+ clubfeet + Dandy—Walker
malformation + retrognathia
+ brachydactyly
46,XY,r(3)/46,XY,dup(3)(q?)/45,XY,-3 1 VSD IUGR + choroid plexus cyst
+ delayed cortical maturation
Triploidy 3(6.8) AVSD (1), ToF (1), unspecified (1) Two with other ultrasound findings
Total 44 (100.0)

ARSA, aberrant right subclavian artery; AS, aortic stenosis; AVSD, atrioventricular septal defect; CoA, coarctation of the aorta; DORYV,
double outlet right ventricle; EIF, echogenic intracardiac focus; HLHS, hypoplastic left heart syndrome; IUGR, intrauterine growth
restriction; PLSVC, persistent left superior vena cava; ToF, tetralogy of Fallot; VSD, ventricular septal defect.

The detection rate of chromosomal abnormalities by
conventional karyotyping in fetuses with CHDs and/or
cardiac ultrasound markers was 15.9% (44/276) (17.6%
if only CHDs are considered), and the incidence of
chromosome 22q11.2 deletion syndrome among fetuses
with normal karyotype tested for the syndrome (at the
obstetrician’s request) was 6.4% (5/78). Both frequencies
are consistent with previously published detection
rates (22-56.3% and $5.4%, respectively)>~3!, and
corroborate the strong association between chromosomal
abnormalities and cardiac defects.

According to the PPVs obtained (Table 1), the detection
rate of microscopic chromosomal abnormalities strongly
depends on the observed cardiac ultrasound finding, being
highest for left-heart defects (29.6%). Interestingly, the
PPV obtained for right-heart defects was 0%, which seems
to indicate that such cardiac malformations are poorly
associated with microscopic chromosomal abnormalities.
Our results also show that the likelihood of diagnosis of

Copyright © 2012 ISUOG. Published by John Wiley & Sons, Ltd.

a chromosomal abnormality increases five-fold with the
presence of extracardiac anomalies.

In our series of 51 fetuses with CHDs and/or cardiac
ultrasound markers, normal karyotype and negative or no
FISH study for chromosome 22q11.2 deletion syndrome
that underwent array-CGH testing, the detection rate
of pathogenic CNVs not detected by conventional
karyotyping was 2.0% (1/51), and no VOUS were found.
As mentioned above, microarray analysis revealed a 14.9-
Mb deletion of 6q21g22.31 in a fetus with tetralogy of
Fallot, severe intrauterine growth restriction and bilateral
upper limb abnormalities (Figure 2a). The CNV in this
case was de novo and considered to be responsible for
the fetal phenotype, as the observed abnormalities have
been previously described in patients with overlapping 6q
deletions32.

Comparison of our results with those of similar studies
is difficult, as few data have been published regarding
detection rates of chromosomal imbalances by CMA

Ultrasound Obstet Gynecol 2013; 41: 375-382.
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in fetuses with cardiac malformations. Schmid et al.'®

specifically evaluated the usefulness of CMA platforms
in fetuses with CHD. In particular, they performed
array-CGH in 12 fetuses with CHD, normal karyotype
and negative FISH results for chromosome 22q11.2
deletion syndrome, and detected three potentially causal
chromosomal imbalances (25.0%), comprising a 15qter
deletion of 9Mb, a 17p duplication of 3.5Mb and
a mosaic trisomy 7'°. These results are significantly
different from ours, most probably because of differences
in the cohort size and selection criteria of the prenatal
samples. On the other hand, most series presenting data
on CMA in fetuses with ultrasound abnormalities include
pregnancies with CHD, but in general the number of
such cases is small and the specific detection rate of
chromosomal imbalances among these pregnancies is not
reported!220723:33,34 A exception is the study performed
by Lee et al.'?. In their work, among the 3171 pregnancies
studied by CMA, 50 presented CHDs, and in seven
of them (14.0%) a chromosomal segmental deletion or
duplication was detected, this detection rate including
both microscopic and cryptic rearrangements'?. However,
their study focused on the clinical utility of array-CGH
for prenatal diagnosis in general, and further detail on the
cases with CHD is not provided.

Our results indicate that if CMA with a targeted plat-
form with genomic backbone at 1-Mb resolution was
performed as an adjunct to conventional cytogenetics in
pregnancies with abnormal cardiac ultrasound findings,
the diagnostic yield for pathogenic chromosomal abnor-
malities may be increased by 2%, without an increase in
results of unclear clinical relevance. However, as per-
forming both techniques may be unfeasible from an
economic point of view, discussion is under way amongst
the scientific and medical community on whether CMA
should replace conventional karyotyping in prenatal diag-
nosis, and for which referral reasons® ~8:20722:33=44 If the
array-CGH platform used in the present study had been
used instead of karyotyping in the 276 pregnancies with
abnormal cardiac ultrasound findings, all the clearly clin-
ically significant chromosomal abnormalities diagnosed
by karyotyping (which excludes inherited balanced rear-
rangements) except the three triploidies may have been
detected. Moreover, 22q11.2 deletion syndrome cases
and the additional chromosomal abnormality detected
on CMA would have been diagnosed. Although we are
aware that further studies are needed in this field, we
believe that these data are encouraging and suggest that
CMA might be an attractive alternative to karyotyping in
the prenatal diagnosis of fetuses with abnormal cardiac
ultrasound findings. We also think that a rapid and inex-
pensive method for the detection of triploidy and common
aneuploidies (such as quantitative fluorescent polymerase
chain reaction) should be performed prior to CMA*.
In such a scenario, triploidies would not be missed and
using CMA for the detection of common aneuploidies
would be avoided. The problem of overlooking triploi-
dies could also be overcome using a microarray platform
interrogating SNPs!0-22,

Copyright © 2012 ISUOG. Published by John Wiley & Sons, Ltd.

Mademont-Soler et al.

The case with the translocation t(5;8) and two imbal-
ances around 8q breakpoint highlights once more the
importance of performing microarray analysis in preg-
nancies with ultrasound abnormalities and an apparently
balanced de novo chromosomal rearrangement!?. Among
genes located within the deleted regions, we believe the
strongest candidate to explain the complex fetal CHD
is CHD7. Mutations or deletions in this gene cause
CHARGE syndrome, which is an autosomal dominant
multiple-malformation syndrome for which CHDs are
one of the cardinal clinical features*®.

In conclusion, our results show the potential of CMA
for the detection of chromosomal imbalances in fetuses
with abnormal cardiac ultrasound findings. Although
further studies are needed in this area, with larger cohorts
analyzed, CMA emerges as an appealing alternative to
conventional karyotyping in this group of pregnancies. In
our opinion, diagnosis of the most common aneuploidies
or triploidy should be excluded by a rapid and inexpensive
method of genetic testing prior to CMA.
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DISCUSSIO

Les alteracions cromosomiques constitucionals representen una de
les principals causes d’anomalies congénites a la poblacio, i el seu
diagnostic durant I'etapa prenatal és el principal objectiu de la majoria de
procediments invasius que es realitzen durant 'embaras. Atés que els
estudis citogenétics no es poden oferir de manera universal a totes les
gestants pel seu elevat cost i el risc de perdua gestacional associat,
unicament es realitzen en aquells casos en qué es considera que existeix
un risc d’anomalia cromosomica incrementat (p.e. en preséncia
d’anomalies ecografiques fetals).

Des de la década dels 70, el cariotip convencional és el gold
standard del diagnostic citogenétic prenatal. En els ultims anys, pero, els
avangos tecnologics han permés el desenvolupament de tecniques de
citogenética molecular que ofereixen caracteristiques molt atractives, la
principal de les quals és l'elevada resolucié. En diagnostic postnatal, les
situacions en qué cal aplicar aquestes técniques estan ben establertes
[Miller et al., 2010], pero el paper que han de jugar durant I'etapa prenatal
encara no esta ben definit i actualment esta sent estudiat en profunditat per
la comunitat meédica i cientifica [Bui et al., 2011; Vetro et al., 2012].

La present tesi ha estat realitzada amb [I'objectiu d’avaluar la
contribucié del cariotip i les técniques de citogenética molecular FISH,
MLPA i CMA en el diagnostic prenatal d’anomalies cromosdmiques, amb

especial interés per aquelles gestacions amb anomalies ecografiques.
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1. La citogenética convencional en el diagnostic prenatal d’anomalies
cromosomiques

Les anomalies ecografiques constitueixen una de les principals
indicacions de procediment invasiu de diagndstic prenatal, pero
n’existeixen d’altres que també s’associen a riscos incrementats d’'anomalia
cromosomica fetal. Tenint en compte que conéixer la taxa de deteccio
d’anomalies cromosomiques per a cada indicacié clinica és fonamental per
a 'assessorament genétic de les gestants, la primera part d’aquesta tesi ha
consistit en una revisié de les anomalies cromosomiques diagnosticades al
cariotip i les seves indicacions en les 29.883 mostres de liquid amniotic
rebudes entre els anys 1998 i 2009 a I'Hospital Clinic de Barcelona.

Els resultats d’aquesta serie, que és la més amplia publicada al
nostre pais d’aquestes caracteristiques, indiquen que el cariotip és una
eina robusta i efectiva per al diagnostic d’anomalies cromosomiques durant
I'etapa prenatal. En el 99,5% dels casos es va obtenir resultat dels estudis
citogenetics, i la taxa de deteccié d’anomalies cromosdmiques va ser del
2,9%, un valor molt similar al reportat en I'estudi més gran préeviament
publicat (3,1%; 973/31.615) [Han et al, 2008]. Les aneuploidies
autosomiques classiques (trisomies 21, 18 i 13) van ser les anomalies
cromosomiques meés freqientment diagnosticades (48,1%), seguides de
les reorganitzacions cromosomiques estructurals (26,2%) i les aneuploidies
dels cromosomes sexuals (13,2%); una distribucié també similar a la

reportada en el treball de Han et al. (2008).
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Aquests percentatges, pero, corresponen a la taxa de deteccio
d’anomalies cromosomiques per al conjunt d’indicacions de procediment
invasiu vigents durant el periode avaluat; que inclouen, principalment:
cribratge prenatal positiu, anomalies ecografiques, translucidesa nucal
incrementada, quists de plexes coroideus, anomalia cromosomica previa,
reorganitzacié cromosomica parental, edat materna avancada, i ansietat
materna. La distribucié d’aquestes indicacions ha variat al llargs dels anys,
degut a que els criteris de seleccido de gestants amb un risc incrementat
d’anomalia cromosomica fetal han evolucionat, sent cada vegada més
estrictes i efectius. Si bé l'edat materna avancada fou inicialment la
principal indicaci6 d’amniocentesi; en els ultims anys ho ha estat el
cribratge prenatal positiu, que inclou I'edat materna i varis parametres
bioquimics (i, en funcié del moment del cribratge, també ecografics) que
sovint es troben alterats en gestacions amb trisomia 21.

Centrant-nos en la taxa de deteccié d’anomalies cromosomiques per
a cadascuna de les indicacions de procediment invasiu, la que s’associa a
un valor predictiu positiu (VPP) més elevat és la preséncia d’'una
reorganitzacié cromosomica parental. Aquests resultats eren esperats i son
consistents amb el fet que en aquests casos existeix una probabilitat
elevada de que la descendéncia hereti 'anomalia, ja sigui en les seves
formes equilibrada o desequilibrades. Excloent aquesta indicacio, les que
presenten taxes de deteccié d’anomalies cromosdmiques més elevades

sén la translucidesa nucal incrementada (VPP 9,2%) i les anomalies

137



DISCUSSIO

ecografiques (VPP 6,6%), indicant un cop més la importancia de I'ecografia
fetal per a la seleccié de gestacions a risc d’alteracions cromosomiques
[Nicolaides et al., 1992; Karaoguz et al., 2006; Tseng et al., 2006; Jang et
al., 2007; Han et al., 2008].

En funci6 de l'anomalia cromosomica diagnosticada, la distribucio
d’indicacions canvia de forma significativa. Mentre que el cribratge prenatal
positiu i 'edat materna avangada sén les indicacions més frequents per al
diagnostic de les aneuploidies autosdmiques classiques, les anomalies
ecografiques destaquen com a principal indicacio per a la deteccié de fetus
amb monosomia X, triploidies, reorganitzacions cromosomiques
desequilibrades i trisomies rares. Que el cribratge prenatal positiu i I'edat
materna avancada constitueixin les indicacions més frequents per al
diagnostic de les aneuploidies autosdomiques classiques és consistent amb
el fet que els métodes de cribratge prenatal han estat basicament
dissenyats per a la deteccidé de trisomia 21, i quan aquests encara no
havien estat desenvolupats, I'edat materna avancada era I'Unic parametre
demostrat associat a un risc incrementat de trisomia. D’altra banda, que les
anomalies ecografiques siguin la indicaci® més comuna per a la deteccid
de monosomies X i triploidies no €s sorprenent, ja que aquestes alteracions
cromosomiques generalment s’associen a repercussions fenotipiques fetals
severes. No obstant, que les anomalies ecografiques també hagin estat la
indicacid principal per a la deteccid de reorganitzacions cromosomiques

desequilibrades i trisomies rares és especialment rellevant. Esta
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ampliament descrit que la majoria de desequilibris cromosdmics comporten
una repercussio fenotipica postnatal greu, que inclou retard mental i
anomalies congeénites, perd les dades d’aquest estudi indiquen que
aquestes reorganitzacions desequilibrades i trisomies rares també
s’associarien a troballes ecografiques prenatals, indicant que aquests
desequilibris afecten de forma precoc¢ a I'individu.

Finalment, cal comentar la davallada del nombre d’estudis
citogenetics en liquid amniotic observada en els darrers anys,
paral-lelament a I'increment de les sol-licituds de cariotip en vellositats
corials. Aquests canvis son atribuibles a la implantacioé progressiva des de
'any 2005 a Catalunya del cribratge prenatal de primer trimestre per a la
deteccié de fetus amb trisomia 21, que possibilita realitzar un procediment
invasiu durant el primer trimestre de la gestacio (biopsia corial), amb les
avantatges obstetriques i psicologiques que aixd comporta [Borrell et al.,
1996]. Tenint en compte que el cribratge prenatal de primer trimestre
ofereix major efectivitat i una millor selecci6 de les gestants a risc
d’anomalia cromosomica que el de segon trimestre [Crossley et al., 2002;
Borrell et al., 2004], I'increment de les sol-licituds de cariotip en vellositats
corials no ha estat tan drastic com la davallada dels estudis en liquid
amnidtic i, alhora, la taxa de detecci6 d’anomalies cromosdmiques ha
augmentat. També és important tenir present que la taxa de deteccio
d’anomalies en vellositat corial €s en part superior degut a la precocitat del

diagnostic, possibilitant la detecci6 d’anomalies cromosomiques que no
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arribarien a segon trimestre de la gestacioé i que, per tant, no s’arribarien a

diagnosticar en liquid amniotic.

2. Desequilibris subtelomérics criptics en fetus amb troballes
ecografiques i cariotip normal

Els avencos tecnoldgics dels ultims anys en el camp de la
citogenética molecular han portat a la descripci6 d’'un gran nombre
d’anomalies cromosomiques criptiques. Dins d'aquesta categoria, les
primeres en estudiar-se van ser les anomalies que involucraven les regions
subtelomeériques dels cromosomes [De Vries et al., 2003]. En el moment de
realitzaci6 d’aquest treball, varis estudis postnatals havien posat de
manifest que la incidéncia de desequilibris criptics de les regions
subtelomériques en pacients amb anomalies congénites era del 3-6%
[Ravnan et al., 2006; Shao et al., 2008; Stegmann et al., 2008], pero es
disposava de poques dades durant I'etapa prenatal. Tot i que varis grups
havien investigat la freqliéncia d’aquests desequilibris en fetus amb
anomalies ecografiques i cariotip normal, reportant taxes de deteccié del
0% al 5,4%, la majoria d’aquests estudis consistien en séries de mida molt
reduida [Le Caignec et al., 2005; Gignac et al., 2006; Shaffer et al., 2008;
Kleeman et al., 2009; Vialard et al., 2009]. Amb l'objectiu de precisar la
frequéncia de desequilibris subtelomeérics criptics i determinar la utilitat del
cribratge prenatal de les regions subtelomeriques, s’estudiaren mitjancant
MLPA subtelomérica 229 gestacions amb anomalies ecografiques i cariotip

normal.
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L’'MLPA revela desequilibris subtelomérics criptics en 3 de les 229
gestacions estudiades, concretament una delecié 14qter, una delecid
20pter, i una duplicaci6 X/Ypter. Per tant, la taxa de deteccido de
desequilibris subtelomeérics criptics observada va ser del 1,3%, una
incidéncia molt similar a la trobada en I'estudi previ més gran (1,8%; 2/110)
[Shaffer et al., 2008]. D’acord amb la literatura publicada i la informaci6
disponible a les bases de dades on line, les delecions 14qter i 20pter s6n
clinicament rellevants, mentre que la duplicacié X/Ypter és de significat
clinic incert. D’altra banda, unicament la delecid 14qter sembla
correlacionar-se amb les anomalies ecografiques fetals observades, tal i
com es discuteix a continuacio.

Els pacients amb delecions 14qter presenten una série d’'anomalies
fenotipiques recurrents, tot i que les malformacions congenites majors sén
poc freqlents. En alguns casos diagnosticats prenatalment s’han reportat
anomalies ecografiques, que inclouen edema nucal o subcutani
generalitzat, genitals ambigus, retard de creixement intrauteri i cos callés
hipoplasic [van Karnebeek et al., 2002a; Schneider et al., 2008]. En el
present estudi, el fetus diagnosticat amb una delecié 14qter presentava
edema generalitzat, mal posici6 de mans, ossos llargs curts i genitals
ambigus. Per tant, tenint en compte que varies d’aquestes anomalies han
estat préviament descrites en associacié amb delecions de la regié 14qter,
en aquest cas sembla poder establir-se una correlacié entre I'anomalia

cromosomica diagnosticada i les troballes ecografiques fetals.
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Pel que fa a la delecid6 20pter, els pacients amb desequilibris
d’aquesta regié cromosomica presenten retard del desenvolupament,
dismorfia facial, retard del creixement, hipotonia i hipoplasia renal; perd no
s’ha reportat cap diagnostic prenatal d’aquesta anomalia en associacio
amb troballes ecografiques [Ravnan et al., 2006; Johnson et al., 2007].
Donat que el fetus amb una delecid6 20pter d’aquest treball presentava
cardiopatia i higroma quistic, i cap daquestes anomalies ha estat
préeviament descrita en associaci®6 amb aquest desequilibri, no es pot
establir de forma clara una correlacié genotip-fenotip en aquest cas.

Finalment, en relacié a la duplicacié X/Ypter detectada, aquesta no
sembla ser la responsable del retard de creixement intrauteri sever
diagnosticat en el fetus. La gestant presentava preeclampsia i la mida de la
placenta es trobava per sota del percentil 3, i ambdues anomalies podrien
explicar el fenotip fetal observat. A més, les duplicacions X/Ypter no
acostumen a associar-se a malformacions majors ni a troballes
ecografiques prenatals [Chagnon et al., 2006; Visootsak et al., 2006; Cai et
al., 2008].

La baixa taxa de deteccid de desequilibris subtelomérics criptics
clinicament rellevants en gestacions amb anomalies ecografiques i cariotip
normal, i la pobra correlacié genotip-fenotip observada indiquen que les
troballes ecografiques en general no semblen ser bones predictores de
desequilibris  subtelomérics  criptics  clinicament rellevants. En

consequéncia, el cribratge de les regions subtelomériques en fetus amb
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anomalies ecografiques i cariotip normal no representa una eina crucial per

al diagnostic prenatal d’aquestes gestacions.

3. Estudi de gestacions amb troballes ecografiques cardiaques

Les malformacions cardiaques representen una de les anomalies
ecografiques més frequents durant l'etapa prenatal, i la seva principal
causa coneguda sén les anomalies cromosdmiques microscopiques,
seguides per la Sindrome de la delecié cromosomica 22q11.2. No obstant,
s’han descrit més de 750 sindromes que inclouen la cardiopatia entre els
seus signes cardinals. Aixd comporta que en un fetus amb cardiopatia,
cariotip normal, estudi de FISH de la regi6é 22q11.2 negatiu, i sense historia
familiar positiva o antecedents rellevants durant la gestacié, determinar
I'etiologia de la malformacié cardiaca pugui resultar impossible [Pajkrt et
al., 2004; Wimalasundera and Gardiner, 2004; Bellucco et al., 2010;
Bretelle et al., 2010]. En aquests casos, l'assessorament genetic és
particularment complex, ja que sovint no és possible distingir entre
cardiopaties aillades i sindromiques prenatalment.

Tenint en compte l'elevada incidéncia de les cardiopaties durant
'etapa prenatal i la importancia de les anomalies cromosomiques en la
seva etiologia, I'tltima part d’aquesta tesi esta centrada en el seu estudi, i
en l'avaluacié de diferents aproximacions diagnostiques en I'ambit de la

citogenética.
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3.1. Analisi comparatiu de ’MLPA de cardiopaties i la FISH de la regié
22q11.2 per a l'estudi de gestacions amb anomalies ecografiques
cardiaques

Generalment, quan es sospita prenatalment o postnatalment una
Sindrome de la deleci6 cromosdmica 22q11.2 s’acostuma a realitzar un
estudi de FISH amb sondes Jocus especifiqgues d’aquesta regid
cromosomica. Amb l'objectiu de valorar la possibilitat de reemplacar la
FISH per estudis d’MLPA per al diagnostic prenatal de malformacions
cardiaques, s’ha realitzat un analisi comparatiu d’ambdues técniques.
Concretament, s’han avaluat els kits dMLPA comercials especifics de
cardiopaties P023 i P250 (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda), que
permeten el diagnostic de desequilibris cromosdomics a la regié 22q11.2 i
també a altres regions del genoma associades a cardiopaties congeénites.

En primer lloc, mitjancant I'estudi per MLPA de quatre gestacions
amb delecions de la regidé 22911.2 conegudes (préviament diagnosticades
per FISH), s’ha demostrat que 'MLPA especifica de cardiopaties és una
técnica fiable per al diagnostic de desequilibris a 22g11.2, un resultat que
és consistent amb els estudis préviament realitzats per altres grups
[Fernandez et al., 2005; Vorstman et al., 2006; Stachon et al., 2007; Jalali
et al., 2008; Yang et al., 2009]. A més, els kits utilitzats també van permetre
caracteritzar de forma precisa totes les microdelecions. Els quatre fetus
presentaven la delecid tipica de 3Mb en hemizigosi, un resultat que és

compatible amb la literatura publicada, ja que el 90% dels pacients amb Sd.
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de la delecié cromosdomica 22q11.2 presenten una microdelecié d’aquesta
mida [Edelmann et al., 1999]. No obstant, és important tenir present que no
hi ha una correlacio estricta entre la mida de la microdelecio i la severitat
de les anomalies fenotipiques per a aquesta sindrome microdelecional, de
manera que caracteritzar de forma precisa el desequilibri no esdevé
fonamental per a I'establiment del prondstic d’'una gestacié [Stachon et al.,
20071].

En segon lloc, s'utilitzaren els kits d’'MLPA P023 i P250 per a estudiar
55 fetus amb cardiopatia, cariotip normal i resultats de FISH de la regi6
22q11.2 negatius. En 50 casos es va poder obtenir resultat dels estudis
d'MLPA, i en cap dells es detecta un desequilibri en les regions
analitzades. Aquests resultats semblen indicar que desequilibris criptics de
les regions incloses en els kits (amb I'excepcié de les microdelecions a
22q11.2) son infreqients en gestacions amb malformacions cardiaques
fetals.

Amb la finalitat de comparar la FISH i 'MLPA per a l'estudi de
gestacions amb cardiopatia, s’han avaluat les seglents variables per a
cadascuna d’aquestes técniques: potencial diagnostic, temps d’obtenci6 de
resultats, taxa de repeticid, taxa de no obtencié de resultats, i cost. Si bé és
cert que els kits d’MLPA utilitzats permetrien diagnosticar un espectre més
ampli d’anomalies cromosomiques que la FISH convencional (TMLPA
permet el diagnostic de microdelecions i microduplicacions a 22911.2 i a

altres regions genomiques, mentre que la FISH basicament permet
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detectar les microdelecions a 229g11.2 més comunes), els nostres resultats
indiquen que desequilibris diferents de la microdelecié 22q11.2 tipica sén
infreqlents en fetus amb cardiopatia. Concretament, a la série aqui
presentada, I'is de I'MLPA enlloc de la FISH no hagués incrementat el
nombre de diagnostics. D’altra banda, els estudis de FISH en liquid
amnidtic acostumen a realitzar-se en amniocits no cultivats, mentre que
I'MLPA normalment requereix cultiu cel-lular per a I'obtencié de DNA de
bona qualitat i en suficient quantitat [Van Opstal et al., 2009; Armengol et
al., 2011]. Aquesta diferéncia comporta que els resultats dels estudis de
FISH es puguin obtenir generalment en un periode breu de temps (5 dies),
fet que és crucial en diagnostic prenatal; mentre que per a I'MLPA la
mitjana és de 28 dies. Pel que fa a les taxes de repeticié i de no obtencid
de resultats, aquestes son significativament superiors per a 'MLPA que per
a la FISH (16,9% i 8,5%; i 5,1% i 0%, respectivament). Finalment, el cost
d’ambdues técniques és similar. Totes aquests dades suggereixen que la
FISH amb sondes locus especifiques de la regié 22q11.2 hauria de seguir
sent la tecnica d’eleccié per al diagnostic de fetus amb malformacions

cardiaques enfront 'MLPA.

3.2. Anomalies cromosomiques microscopiques i criptiques en fetus
amb troballes ecografiques cardiaques

En primer lloc, amb I'objectiu de determinar la freqiéncia d’anomalies
cromosomiques microscopiques i microdelecions de la regido 22q11.2 en

gestacions amb troballes ecografiques cardiaques a la nostra poblacio,
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s’ha realitzat un analisi retrospectiu dels resultats obtinguts dels estudis
citogenétics convencionals i de FISH de la regi6 22911.2 en les 276
gestacions referides per anomalies cardiaques i/o marcadors ecografics
cardiacs a I'Hospital Clinic de Barcelona entre els anys 2009 i 2011.

La incidéncia observada d’anomalies cromosomiques
microscopiques en aquest grup de gestacions ha estat del 15,9% (44/276);
i si s’exclouen els marcadors ecografics i unicament es consideren les
malformacions cardiaques, aquesta incidéncia se situa al 17,6% (36/205),
un valor comparable a [l'obtingut en estudis préeviament publicats
[Gembruch et al., 1997; Chaoui et al., 1999; Maniji et al., 2001; Comas et
al., 2002; Paladini et al., 2002; Bellucco et al., 2010]. Les anomalies
cromosomiques més frequentment diagnosticades han estat les
aneuploidies autosomiques classiques (59,1%), seguides per les
reorganitzacions cromosomiques estructurals (29,6%). Els resultats
obtinguts també indiquen que la freqiéncia d’anomalies cromosomiques
microscopiques varia significativament en funcié de si s’observen o no
anomalies extracardiaques (30,1% versus 6,1%), i del tipus de troballa
ecografica cardiaca diagnosticada. Mentre que les anomalies de cor
esquerre sén les que presenten un valor predictiu positiu més elevat
(29,6%), les anomalies de cor dret no semblen associar-se amb anomalies
cromosomiques microscopiques (VPP 0%).

D’altra banda, la frequencia de la Sindrome de la delecio

cromosomica 22g11.2 en aquelles gestacions amb cardiopatia, cariotip
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normal, i en qué s’havia sol-licitat estudi de FISH de la regi6 22911.2 ha
estat del 6,4% (5/78), un valor consistent amb la literatura prévia (5,4%)
[Bretelle et al., 2010]. Per tant, els resultats obtinguts corroboren un cop
més la forta associacid entre anomalies cromosomiques i troballes
ecografiques cardiaques.

En el moment de realitzacié d’aquest treball es disposava de pocs
estudis que haguessin avaluat la incidéncia de desequilibris cromosomics
criptics diferents de la Sindrome de la deleci6 cromosdmica 22q11.2 en
gestacions amb troballes ecografiques cardiaques. Donat que la informacio
en aquest camp era limitada, i que estudis postnatals havien revelat que el
10-25% dels pacients amb cardiopatia presentaven desequilibris
cromosomics submicroscopics [Thienpont et al., 2007; Erdogan et al.,
2008; Richards et al., 2008; Greenway et al., 2009; Breckpot et al., 2010];
la segona part d’aquest projecte va consistir en determinar la seva
freqiencia en gestacions amb troballes ecografiques cardiaques i cariotip
normal, i també definir la utilitat de les técniques de CMA en aquestes
gestacions.

Dels 276 fetus amb troballes ecografiques cardiaques referits durant
el periode 2009-2011, se n’estudiaren 51 mitjancant una plataforma
comercial d’array CGH dirigida amb backbone a una resoluciéo d’1Mb. Els
criteris de seleccié d’aquests fetus van ser, a part de les troballes
ecografiques cardiaques, la preséncia d’'un cariotip normal i resultat

negatiu (o sense estudi) de la Sd. de la delecié cromosdmica 22q11.2. En
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aquest grup de gestacions, es diagnostica 1 desequilibri cromosomic
clinicament rellevant, i no es detecta cap variant de significat clinic incert.
Per tant, aquests resultats indiquen que si s'utilitzés una plataforma de
microarray d’aquestes caracteristiques com a eina complementaria al
cariotip en gestacions amb troballes ecografiques cardiaques,
s’incrementaria la taxa de detecci6 danomalies cromosdmiques
clinicament rellevants un 2%.

L’anomalia cromosomica diagnosticada consistia en una delecié de
la regi6 6921922.31 de 14,9Mb de novo en un fetus amb tetralogia de
Fallot, retard de creixement intrauteri sever i anomalies bilaterals de les
extremitats superiors. El desequilibri es considera responsable del fenotip
fetal observat, ja que les anomalies ecografiques diagnosticades en aquest
fetus havien estat préviament descrites en pacients amb delecions de 6q
solapants [Rosenfeld et al., 2012]. Es important destacar que aquesta
anomalia no és criptica, perd havia passat desapercebuda al cariotip degut
a la mala qualitat de les metafases obtingudes. Situacions similars han
estat previament reportades per Valduga et al. (2010), Fiorentino et al.
(2011) i D’Amours et al. (2012).

En el moment de la publicacio dels resultats d’aquest treball, la seva
comparacié amb els d’altres estudis resultava dificil. Malgrat que la majoria
de séries prenatals en qué s’havien utilitzat plataformes de CMA incloien
fetus amb anomalies ecografiques cardiaques, en la majoria d’elles el

nombre de fetus amb cardiopatia era reduit i no es reportava

149



DISCUSSIO

especificament la taxa de detecci6 d’anomalies cromosdomiques per a
aquesta anomalia ecografica en concret [Shaffer et al., 2008; Coppinger et
al., 2009; Kleeman et al., 2009; Tyreman et al., 2009; Faas et al., 2010;
Faas et al., 2012; Schmid et al., 2012; Lee et al., 2012]. Les uniques
excepcions d’aquests primers estudis son els treballs de Schmid et al.
(2012) i Lee et al. (2012). Schmid et al. van realitzar array CGH en 12 fetus
amb cardiopatia, cariotip normal i estudis de FISH de la regi6 22q11.2
negatius, i van detectar 3 desequilibris cromosomics potencialment causals
(25%): una delecié de 15qgter de 9Mb, una duplicacié de 17p de 3,5Mb, i
una trisomia 7 en mosaic. Aquests resultats son significativament diferents
dels nostres, probablement degut a diferéncies en la mida de la cohort i en
els criteris de seleccid (més restrictius en I'estudi de Schmid et al.). D’altra
banda, Lee et al. estudiaren 3.171 gestacions mitjancant CMA, de les quals
50 presentaven cardiopatia, i en 7 delles (14%) es diagnosticaren
delecions o duplicacions cromosomiques segmentaries. No obstant, el seu
estudi esta centrat en determinar la utilitat clinica de larray CGH en
diagnostic prenatal en general, i no s’especifica quants d’aquests
desequilibris eren microscopics i quants criptics.

El panorama ha canviat radicalment amb I'estudi recentment publicat
per Shaffer et al. (2012b), en el qual s’avaluen els resultats obtinguts
mitjancant CMA en 2.858 gestacions amb anomalies ecografiques, i es
reporta la taxa de deteccid d’anomalies cromosomiques clinicament

rellevants per a les anomalies ecografiques més frequents. Dels 580 fetus
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amb anomalies del sistema cardiovascular que inclou I'estudi, 46 (7,9%)
presentaven CNVs patogeniques. Aquesta incidéncia és superior a
'obtinguda en la seérie presentada en la present tesi (2%), i aquestes
diferéncies probablement sén degudes a: i) en I'estudi de Shaffer et al. el
72% dels casos presentaven cariotip normal, pero en el 28% restant no es
disposava del resultat del cariotip en el moment de realitzacié de la CMA, i
algunes anomalies probablement haguessin pogut ser diagnosticades per
citogenética convencional; ii) les diferéncies en la mida de la cohort
analitzada en cada estudi; iii) els criteris de seleccidé (més restrictius en el
treball de Shaffer et al.); iv) la proporci6 de casos amb anomalies
extracardiaques (45,1% en aquest treball versus 59,1% en l'estudi de
Shaffer et al.); i v) la plataforma de CMA utilitzada en cadascun dels estudis
(dirigida amb backbone en aquest treball, i principalment whole-genome en
el de Shaffer et al.).

En el treball de Shaffer et al. (2012b) també s’especifica la taxa de
detecci6 d’anomalies cromosomiques criptiques mitjancant CMA per a
diferents anomalies ecografiques cardiaques: cor esquerre hipoplasic
13,2%; tetralogia de Fallot 11,6%; defectes septals ventriculars 6,1%; i
dextrocardia/situs inversus 2,1%. Per tant, de les anomalies cardiaques
gue avaluen, la que presenta un valor predictiu positiu més elevat per a la
deteccié de desequilibris submicroscopics és el cor esquerre hipoplasic. Es
important destacar que els resultats d’aquesta tesi han revelat que les

malformacions cardiaques que presenten un VPP més elevat per a la
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deteccioé d'anomalies cromosomiques microscopiques son les anomalies de
cor esquerre (29,6%; 8/27). Atés que aquesta categoria inclou diferents
malformacions cardiaques (principalment fetus amb cor esquerre
hipoplasic, perd també algun cas amb coartacié d’aorta i estenosi aodrtica),
s’ha calculat independentment el VPP del cor esquerre hipoplasic per a la
deteccié d’anomalies cromosomiques microscopiques a la nostra série, i
s’ha obtingut un valor del 26,3% (5/19; dada no presentada anteriorment).
Per tant, les dades actualment disponibles indiquen que existeix una forta
associacio entre el cor esquerre hipoplasic | les alteracions
cromosomiques, tant microscopiques com criptiques.

D’acord amb els resultats obtinguts, si en les 276 gestacions amb
troballes ecografiques cardiaques de la serie presentada s’hagués utilitzat
un array CGH dirigit amb backbone a una resolucié de 1Mb i no s’hagués
realitzat cariotip, totes les anomalies cromosomiques clinicament rellevants
diagnosticades per citogenética convencional, excepte 3 triploidies,
s’haurien pogut detectar. Amb la finalitat de diagnosticar les triploidies, i
també d’'evitar utilitzar plataformes de CMA per al diagnostic de les
aneuploidies classiques, seria recomanable realitzar una QF-PCR
préviament als estudis de microarray. Utilitzant I'estratéegia QF-PCR + CMA
en la série aqui presentada, totes les anomalies clinicament rellevants
diagnosticades al cariotip també s’haguessin detectat. A més, també
s’haguessin diagnosticat les microdelecions a 22q11.2, i s’hagués

incrementat un 2% la taxa de deteccid6 d’anomalies cromosomiques
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clinicament rellevants. Aquests resultats son encoratjadors i suggereixen
que la CMA podria ser una alternativa molt atraient al cariotip convencional
en el diagnostic prenatal de les cardiopaties fetals. No obstant, els estudis
realitzats en aquest camp encara son insuficients i es necessiten treballs
amb cohorts més amplies per tal de determinar la idoneitat de reemplacar
el cariotip convencional per estudis de CMA en aquestes gestacions.

Quan s’inicia aquest estudi, la utilitzacié d’'una plataforma d’array
CGH dirigida amb backbone semblava la millor opcié de CMA en diagnostic
prenatal, principalment per tal de minimitzar la deteccié de variants de
significat clinic incert. No obstant, estudis recents han demostrat que les
plataformes whole-genome ofereixen taxes de deteccidé d’anomalies
clinicament rellevants superiors a les targeted en diagnostic prenatal,
sense un increment significatiu de la proporcié de VOUS [Coppinger et al.,
2009]. En consequeéncia, i d'acord amb les recomanacions de varis grups
amb amplia experiéncia en aquest camp [Vetro et al., 2012; Vermeesch et
al., 2012], si el present estudi hagués estat dissenyat a dia d’avui, s’hauria
utilitzat una plataforma whole-genome. En aquesta situacid, la taxa de
deteccié d’anomalies cromosdmiques clinicament rellevants probablement

hauria estat superior al 2% observat.

4. Caracteritzacié d’anomalies cromosomiques mitjangant técniques
de citogenética molecular
La utilitat de les técniques de citogenética molecular per a la

caracteritzaci6 de reorganitzacions cromosomiques i cromosomes
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marcadors esta ampliament descrita [Feenstra et al., 2011; Yu et al., 2012;
Shaffer et al., 2012a]; i en l'actualitat es recomana el seu Us com a
complement al cariotip quan es diagnostica prenatalment una anomalia
estructural de dificil caracteritzacidé per citogenética convencional, o quan
es detecta una reorganitzacid® cromosOmica 0 un cromosoma marcador
supernumerari de novo [ACOG, 2009; Zuffardi et al., 2011; Novelli et al.,
2012]. Seguint aguestes recomanacions, en aquesta tesi s’han aplicat les
tecniques FISH, MLPA i CMA per a l'estudi de 6 gestacions amb
alteracions cromosomiques que complien aquests requisits.

En primer lloc, s’ha utilitzat la técnica MLPA subtelomeérica per a la
correcta  caracteritzaci6 de 5 reorganitzacions cromosomiques
desequilibrades diagnosticades prenatalment per citogenética
convencional. En tots els casos, 'MLPA va permetre la descripcid precisa
de l'alteraci6 cromosOmica en un periode relativament breu de temps,
indicant la utilitat d’aquesta tecnica quan s’utilitza com complement als
estudis citogenétics convencionals en aquestes gestacions.

D’aquests 5 casos, farem una mencié especial a una translocacio
familiar entre els cromosomes Y i 12, ja que les translocacions Y;autosoma
representen una anomalia cromosomica poc comuna [Pinho et al., 2005].
El cas index d’aquesta familia va ser un fetus amb cor esquerre hipoplasic i
isomerisme pulmonar dret; I'estudi citogenétic del qual (en liquid amniodtic)
va revelar un cariotip anomal, amb una banda extra a I'extrem terminal del

brac¢ llarg del cromosoma 12. Estudis d’MLPA subtelomeérica van posar de

154



DISCUSSIO

manifest una monosomia 12q terminal i trisomia de la regid
pseudoautosdmica 2, localitzada a X/Yqter. Al realitzar el cariotip als
progenitors es va observar que el pare presentava el mateix cromosoma
12, i aparentment cap altra anomalia. Estudis de FISH van revelar que es
tractava d’una translocacié Y;12, equilibrada en el pare, perd que el fetus
havia heretat en un dels seus possibles estats desequilibrats. Per tant, es
tractava d’'una reorganitzaci6 cromosomica semicriptica, en la qual
unicament un dels cromosomes derivatius era citogeneticament
diagnosticable. Degut a I'elevat risc de recurrencia, en la segient gestacio
de la parella es va realitzar el cariotip en vellositats corials. En aquest
segon fetus, que no presentava anomalies ecografiques en primer
trimestre, s’observa un cariotip masculi aparentment normal. No obstant,
donat que el cromosoma Y del fetus havia de ser obligatoriament el
derivatiu de I'Y patern, aquest fetus presentava l'estat desequilibrat
alternatiu al primer fetus, tal i com van confirmar estudis d’MLPA. Es
important remarcar que el cariotip d’aquest segon fetus era aparentment
normal i, per tant, el seu diagnostic unicament va ser possible gracies al
diagnostic del primer fetus, que va posar de manifest una reorganitzacio
cromosomica familiar. Tenint en compte que la pérdua o guany de la banda
YQq12 no s’associa a anomalies congénites [Kuhl et al., 2001; Chen et al.,
2007], el fenotip i la prognosi d’ambdés fetus seria conseqieéncia del
desequilibri de 12qter. Estudis de FISH van permetre determinar que la

regio 12qter en desequilibri inclofa 1,3Mb de la banda cromosomica
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12q24.33. D’acord amb la literatura publicada, en ambdds casos
s’esperaria repercussié fenotipica postnatal, que inclouria retard mental,
probablement com a consequéncia de les alteracions de dosi del gen
P2RX2 [Tajara et al., 1985; Masuno et al., 1987; Speleman et al., 1993; van
Karnebeek et al., 2002b; Ireland et al., 2004; Tozaki-Saitoh et al., 2006;
Niyazov et al., 2007; OMIM; UCSC Genome Browser]. La cardiopatia del
primer fetus és dificil de lligar amb la monosomia 12qter, ja que els casos
publicats amb delecions 12qgter no presenten aquesta malformacié, i no
s’han descrit gens candidats per a patologia cardiaca en aquesta regio
cromosomica. Per tant, la correlacié genotip-fenotip en aquest cas no és
clara; perd és important destacar que, una vegada més, l'anomalia
cromosomica es detecta després del diagnostic d’'un fetus amb cor
esquerre hipoplasic. Tenint en compte el mal prondstic de les anomalies
cromosomiques diagnosticades, la parella opta per una interrupcio legal de
'embaras en ambdues gestacions. Aquesta familia és un exemple clar de
que anomalies cromosomiques de mal pronostic poden passar inadvertides
prenatalment, especialment en absencia d’anomalies ecografiques.

D’altra banda, s’estudia mitjancant CMA un fetus amb cardiopatia i
una reorganitzaci6 cromosomica aparentment equilibrada de novo.
L’examen ecografic d’aquest fetus revela una cardiopatia complexa
(defecte septal atrioventricular amb cor esquerre hipoplasic i agenésia de la
valvula pulmonar) i un quist de Blake; i el cariotip va posar de manifest una

translocacié reciproca aparentment equilibrada de novo entre els bragos
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llargs dels cromosomes 5 i 8. La CMA va revelar dues delecions
intersticials a 8q, indicant que la translocacié no era realment equilibrada; i
estudis de FISH parentals van mostrar que ambdues delecions eren de
novo en el fetus. Examinant els gens de les regions de 8q delecionades, el
candidat més probable per explicar la cardiopatia complexa del fetus és
CHD7. Mutacions o delecions d’aquest gen s’associen a la Sindrome de
CHARGE, d’heréncia autosomica dominant i que es caracteritza per la
preséncia de multiples malformacions, entre elles cardiaques [Janssen et
al., 2012; OMIM; UCSC Genome Browser]. Aquest cas confirma un cop
més la importancia de realitzar estudis de microarray en aquelles
gestacions amb reorganitzacions cromosomiques aparentment equilibrades
de novo; i destaca altra vegada el paper del cor esquerre hipoplasic en el

diagnostic de desequilibris cromosomics.

5. Valoracié de la necessitat de canviar els protocols de diagnostic
citogenétic prenatal actuals

A Catalunya, i també a nivell internacional, en l'actualitat el gold
standard del diagnostic citogeneétic prenatal és el cariotip convencional
[Protocol de diagnostic prenatal d’anomalies congénites fetals, 2008;
ACOG, 2009; Novelli et al., 2012]. No obstant, per a la indicaci6
d’anomalies ecografiques fetals, els resultats obtinguts en aquesta tesi i els
d’altres estudis indiquen que la utilitzacié de plataformes de microarray en
aquelles gestacions amb cariotip normal permetria incrementar la taxa de

detecci6o d’anomalies cromosomiques de forma significativa (un 2% i un
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1,8-10,4% segons els resultats del present estudi i de les séries més
extenses publicades, respectivament) [Tyreman et al., 2009; Maya et al.,
2010; Armengol et al., 2012; Faas et al., 2012; Shaffer et al., 2012b;
Wapner et al., 2012]. Per tant, la CMA hauria de jugar un paper fonamental
en el diagnostic prenatal d’aquest grup de gestacions, i seria convenient
aplicar-la a tots aquells fetus amb anomalies ecografiques i cariotip normal.
Aquesta estratégia és consistent amb les guies cliniques d’actuacié que
han redactat collectius meédics i cientifics de diferents paisos, com
'American College of Obstetricians and Gynecologists, el Canadian
College of Medical Geneticists, i I'ltalian Society of Human Genetics
[ACOG, 2009; Duncan et al., 2011; Novelli et al., 2012]. Es important
remarcar, perd, que cap d’aquestes recomanacions representa un consens
internacional.

Per a les indicacions cliniques de diagnostic prenatal que presenten
un risc baix d’anomalia cromosomica estructural (p.e. edat materna
avancada o ansietat materna), en el context actual sembla que el cariotip
segueix sent 'opcié més apropiada [Zuffardi et al., 2011]. La CMA presenta
un potencial diagnostic lleugerament superior al cariotip en aquestes
gestacions (0,2-2,2% addicional) [Maya et al., 2010; Strassberg et al.,
2011; Lee et al. 2012; Wapner, 2012; Shaffer et al., 2012a], pero la taxa de
detecci6 de VOUS descrita en alguns estudis encara és massa elevada
com per considerar-la acceptable (1,7-4,2% d’acord amb els treballs de

Shaffer et al., 2012a; Wapner et al., 2012; Armengol et al., 2012; i Breman
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et al., 2012) (aquest percentatge no inclou els estudis de Fiorentino et al.,
2011 i Lee et al., 2012, en qué no s’inclouen a la taxa de VOUS aquelles
variants de significat clinic incert heretades). No obstant, és possible que el
panorama canvii en els proxims anys, ja que la utilitzacié de les técniques
de CMA en diagnostic prenatal és un camp en el qual s’esta investigant
intensament.

Els resultats d’aquesta tesi i els d’altres estudis també mostren
I'eficacia i la necessitat d’aplicar técniques de citogenética molecular (com
la FISH, 'MLPA i/o la CMA) per a la caracteritzacié de determinades
anomalies cromosomiques diagnosticades prenatalment, com per exemple
reorganitzacions cromosomiques estructurals aparentment equilibrades de
novo i cromosomes marcadors supernumeraris de novo [Vialard et al.,
2009; Maya et al., 2010; Faas et al., 2010; Lee et al., 2012; Shaffer et al.,
2012a]. Pel que fa a les primeres, la CMA permet determinar de forma
rapida i eficag la preséncia de desequilibris criptics en els punts de
trencament; i aquesta informacié és fonamental per a I'assessorament
genetic de les parelles, ja que el pronostic d’'una gestacié variara
significativament en funcié de si existeix o no guany i/o pérdua de material
genétic. Mentre que la preséncia d’'un desequilibri cromosdmic comportara
un increment notable del risc d’anomalies congénites, la seva abséncia
permetra reduir-lo. No obstant, el risc d’alteracions fenotipiques associades
a l'alteraci6 cromosomica mai es podra descartar completament, ja que

també cal tenir present que es pot interrompre un gen sensible a dosi en
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els punts de trencament, o es pot produir efecte de posici6 o disomia
uniparental. Es important destacar que, en aquelles gestacions amb
reorganitzacions cromosomiques aparentment equilibrades de novo, la
CMA s’ha d’oferir independentment de la preséncia o abséncia d’anomalies
ecografiques fetals. Malgrat que moltes alteracions cromosomiques
s’associen a anomalies fetals detectables mitjancant ecografia, algunes
anomalies cromosomiques criptiques clinicament rellevants poden no
associar-se a manifestacions prenatals, tal i com s’ha demostrat en
aquesta tesi (familia amb la translocacié Y;12) i també en d’altres estudis
préviament publicats [Maya et al., 2010; Strassberg et al., 2011; Lee et al.,
2012].

D’altra banda, és fonamental destacar la importancia de realitzar
estudis parentals sempre que es diagnostica prenatalment una
reorganitzacid cromosoOmica, ja sigui microscopica o criptica. Aquests
estudis sén fonamentals per a 'assessorament genétic familiar, ja que si un
dels progenitors és portador de la reorganitzacio, el risc de recurrencia de
I'anomalia (ja sigui en les seves formes equilibrada o desequilibrades) és
molt elevat. Tots els protocols clinics actuals remarquen la importancia de
realitzar estudis parentals sempre que es diagnostica una reorganitzacié
cromosomica microscopica (equilibrada o desequilibrada); perd cal
remarcar que aquests estudis també sén fonamentals quan es detecta una
anomalia cromosomica criptica, ja que les alteracions submicroscopiques

també poden ser conseqiéncia d’'una reorganitzacié cromosomica familiar
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[Bui et al., 2011; Vetro et al., 2012; Shaffer et al., 2012a]. Varies
publicacions descriuen individus amb anomalies congenites i desequilibris
subtelomeérics criptics que sén el resultat de I'herencia en desequilibri d’'una
reorganitzacié cromosomica subtelomérica parental [Brackley et al., 1999;
Cavani et al., 2003; Liehr et al., 2004]; i estudis recents també han revelat
que el 2,1% de les CNVs criptiques intersticials aparentment de novo sén
conseqiéncia de translocacions insercionals equilibrades en un dels
progenitors [Nowakowska et al., 2012]. Atés que els estudis de microarray
no permeten diferenciar entre I'estat normal o de portador equilibrat d’'una
reorganitzacié cromosomica, la técnica d’eleccié per als estudis parentals

hauria de ser, com a norma general, la FISH.

6. Perspectives de futur del diagnostic citogenétic prenatal

Actualment, s’esta discutint intensament quin paper han de jugar les
tecniques de CMA en diagnostic prenatal, i si caldria que reemplacessin la
citogenética convencional com a técnica de primera eleccié per a I'estudi
de la majoria de gestacions que es sotmeten a un procediment invasiu. Els
principals avantatges de la CMA sén el seu potencial diagnostic, superior al
del cariotip per al conjunt d’indicacions cliniques de diagnostic prenatal,
gue és una técnica automatitzable; i que pot realitzar-se sense necessitat
de cultiu cellular, permetent disposar dels resultats en una setmana i
evitant possibles artefactes de cultiu [Zuffardi et al., 2011; Strassberg et al.,
2011; Vetro et al., 2012; Wapner et al., 2012]. Perd la CMA també presenta

una serie de limitacions, la principal de les quals és la proporcié de VOUS
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detectades. Es important tenir present, perd, que s'espera que en els
proxims anys aquesta limitacié es minimitzi gracies a [l'actualitzacié
constant de les bases de dades on line que reporten CNVs benignes i
patogeniques (com la DGV, DECIPHER, ECARUCA, i ISCA) [Bui et al.,
2011; Strassberg et al., 2011; Armengol et al., 2012; Breman et al., 2012)].
Una altra limitacié de les técniques de CMA és que no permeten el
diagnostic d’anomalies estructurals equilibrades, cromosomes marcadors
supernumeraris sense eucromatina, i, en funcié de la plataforma utilitzada,
poliploidies. Per tant, si la CMA s’implantés de forma rutinaria com a gold
standard de diagnostic citogenétic prenatal, reemplacant el cariotip,
aquestes anomalies cromosomiques deixarien de detectar-se. Estudis
recents, en qué s’han estudiat de manera prospectiva grans seéries
prenatals mitjangant CMA i cariotip en paral-lel, han revelat que si
unicament es realitzés CMA, el percentatge de gestacions amb alteracions
cromosomiques que deixarien de diagnosticar-se seria del 0,1-2%
[Fiorentino et al., 2011; Armengol et al., 2012; Park et al., 2012; Wapner et
al., 2012]. Si bé les poliploidies no acostumen a arribar a terme, i la
freqiéncia d’anomalies estructurals equilibrades i cromosomes marcadors
sense eucromatina que s’associen amb anomalies congénites degut a
disrupcidé genica, efecte de posicié i/o disomia uniparental €s molt baixa
(inferior a I'1%); el seu diagnostic aporta una informacié molt valuosa per a
'assessorament genétic i reproductiu de les families [Miller et al., 2010;

Zuffardi et al., 2011; Savage et al., 2011].
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D’acord amb aquestes dades, un cop reduida la proporcié de VOUS
detectades, el protocol ideal de diagnostic prenatal seria la realitzacié del
cariotip i estudis de CMA en tota gestaci6 que es sotmetés a un
procediment invasiu. No obstant, donat que la concordanga entre ambues
tecniques és del 95,6% [Hillman et al., 2011], i que realitzar cariotip i CMA
a totes les gestacions suposaria un increment molt important del cost del
diagnostic prenatal; en un balang cost-benefici aquesta estratégia
probablement no seria sostenible per un sistema de salut public i caldria
escollir una de les dues metodologies. Valorant els avantatges i les
limitacions de cadascuna d’elles, sembla que, arribat el moment, I'opcid
més adequada en diagnostic prenatal seria oferir la CMA com a técnica de
primera eleccido per a la majoria de gestacions que es sotmeten a un
procediment invasiu.

Per a la implantaci6 de la CMA en diagnodstic prenatal no hi ha
limitacions técniques i els criteris de qualitat per a l'analisi de resultats
estan ben establerts [Fiegler et al., 2006; Kearney et al., 2011a, 2011b;
Brady et al., 2012; Vermeesch et al., 2012], i és important destacar que
recentment s’han publicat varies séries prenatals de mida considerable que
han aportat informacié molt valuosa en quant al potencial diagnostic de la
CMA enfront del cariotip en diagnostic prenatal: Park et al. 2011 (N=4.073),
Fiorentino et al. 2011 (N=1.037), Armengol et al. 2012 (N=906), Breman et
al. 2012 (N=1.075), Lee et al. 2012 (N=3.171), Shaffer et al. 2012a

(N=5.003), i Wapner et al. (2012) (N=4.406; publicacié del projecte
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‘Chromosomal Microarray Analysis for Prenatal Diagnosis: A Prospective
Comparison with Conventional Cytogenetics’, finangat pel National Institute
of Child health & Human Development als Estats Units). No obstant, abans
de la recomanacio de la utilitzacié de plataformes de CMA com a gold
standard del diagnostic citogenétic prenatal, hi ha una serie d’aspectes que
€s necessari que siguin discutits i consensuats per la comunitat meédica |
cientifica, entre els quals cal destacar:

— Establir quina és la plataforma de CMA més adequada en diagnostic
prenatal. Si bé actualment la majoria de grups recomanen la utilitzacio
de plataformes whole-genome (enfront de les targeted), no esta clar
quina de les seglients opcions és la més adient: array CGH, array SNP
o array CGH+SNP. Les plataformes d’array SNP presenten una serie
d’avantatges addicionals respecte a les plataformes d’array CGH:
deteccioé d’isodisomies uniparentals (i heterodisomies si s’estudien les
mostres parentals en paral-lel), diagnostic de poliploidies, major
sensibilitat per detectar mosaics baixos i, especialment important en
diagnostic prenatal, bona capacitat de deteccié de contaminacié cel-lular
materna. No obstant, també s’ha de tenir present que les plataformes
d’array SNP poden revelar informaciéo no desitjada (p.e. casos de no
paternitat, consanguinitat o incest), i poden suposar un increment dels
resultats de significat clinic incert [Schaaf et al., 2011; Srebniak et al.,

2011].
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— Determinar la resolucié optima de les plataformes de CMA en diagnostic
prenatal. Cal tenir present que augmentant la resoluci6 es podra
diagnosticar una proporcié més elevada de CNVs clinicament rellevants,
perd també s’incrementara el nombre de VOUS detectades [Vermeesch
et al., 2012; Shaffer et al., 2012c].

— Valorar la necessitat de reportar aquelles CNVs patogéniques perod
associades amb malalties d’aparicié tardana, infertilitat, predisposici6 a
cancer o a malalties neuroldgiques [Strassberg et al., 2011]. Actualment,
aquesta questié és motiu de debat intens, especialment pels aspectes
etics als que esta intimament lligada. Per exemple, reportar aquestes
CNVs en diagnostic prenatal pot revelar informacié parental (i d’altres
familiars) i, d’altra banda, el coneixement d’informacié genética d’un
individu que encara no ha nascut podria considerar-se una violacié de la
seva autonomia [Srebniak et al., 2011]. En relaci6 a com gestionar
aquestes variants, en l'actualitat s’estan discutint les seglents tres
possibilitats: i) reportar-les en tots els casos, ii) només reportar-les quan
hi hagi un benefici médic (p.e. tractament), i iii) que en 'assessorament
genétic pretest la parella decideixi quina informacié vol conéixer
[Zuffardi et al., 2011].

— Consensuar si cal reportar o no les delecions de gens recessius amb
una elevada frequéncia de portadors a la poblacié [Vetro et al., 2012].

— Determinar la necessitat de reportar les VOUS heretades probablement

benignes [Zuffardi et al., 2011; Vetro et al., 2012]. Informar aquestes
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variants incrementa la complexitat de [I'assessorament genétic,
augmenta l'ansietat parental i pot portar a la interrupcié de gestacions
sanes [Vermeesch et al., 2011]. Si bé és cert que la preséncia d’una
CNV heretada no és una evidéncia absoluta de benignitat, ni el fet que
sigui de novo que s’hagi d’associar obligatoriament a anomalies
fenotipiques; és més probable que una CNV de novo sigui patogénica
que una d’heretada [Friedman, 2009; Zuffardi et al., 2011; Breman et al.,
2012]. Sempre s’ha de tenir present, perd, que un desequilibri heretat
d’'un progenitor fenotipicament normal pot associar-se a anomalies
congénites degut als fendmens de penetrancia incompleta i expressivitat
variable, i a la possible preséncia d’'una mutacié en un gen recessiu del
cromosoma homoleg [Vetro et al., 2012; Vermeesch et al., 2012].
Shaffer et al. (2012a) han avaluat I'estratégia de no reportar aquelles
VOUS que siguin heretades, i segons els seus resultats, la taxa de
VOUS que caldria informar utilitzant aquest criteri es reduiria del 4,2% al
0,39%. Aquestes dades sbén consistents amb les taxes de VOUS
reportades en els estudis de Fiorentino et al. (2011) i Lee et al. (2012) (O
i 0,2%, respectivament), en qué s’han utilitzat criteris similars.

Determinar |la necessitat de disposar de DNA parental en el moment de
realitzar els estudis de CMA fetals. Si en el moment de realitzacio del
procediment invasiu de diagnostic prenatal també s’obtinguessin
mostres parentals, es podria oferir una interpretacié més precisa de les

CNVs detectades en un periode breu de temps, un factor crucial en
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diagnostic prenatal [Vetro et al., 2012]. Disposar de DNA parental en el
moment de I'analisi dels resultats seria indispensable si s’optés per no
informar aquelles VOUS heretades.

Un altre element essencial en el que també cal seguir investigant és
en els criteris de seleccid d’aquelles gestacions amb un risc incrementat
d’anomalia cromosomica, tant microscopica com criptica, per tal de
maximitzar el nombre de diagnostics realitzant el minim de procediments
invasius possibles. Els criteris actualment vigents han estat dissenyats per
al diagnodstic d’anomalies cromosOmiques microscopiques, i d’'una forma
molt especial per a la deteccié de trisomia 21. Nombrosos estudis han
demostrat que les anomalies ecografiques constitueixen una bona indicacio
per a la realitzacié d’estudis de CMA [Armengol et al., 2012; Shaffer et al.,
2012a; Wapner et al., 2012]; pero és important seguir treballant en aquest
camp, tant per determinar quines son les troballes ecografiques que
s’associen més freqientment a anomalies cromosdomiques criptiques, com
per establir si existeixen marcadors bioquimics que es vegin alterats en
gestacions amb anomalies submicroscopiques.

D’altra banda, és molt probable que d’aqui a uns anys la realitzacio
d’un cribratge fetal de les anomalies cromosOmiques més comuns en sang
materna de forma rutinaria a totes les gestants sigui una realitat, fet que
permetria una cobertura de la poblacié molt més amplia i reduir el nombre
de procediments invasius que caldria realitzar. Donat que els estudis en

plasma matern sembla que estaran destinats basicament al diagnostic de
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les aneuploidies classiques, el cariotip i/o la CMA continuaran tenint un
paper important en diagnostic prenatal, especialment per a [Iestudi
d’aquelles gestacions amb anomalies ecografiques fetals o anomalies
cromosomiques parentals [Vetro et al., 2012]. El cariotip i/o la FISH també
seran indispensables per a poder establir una localitzacié cromosomica
dels desequilibris cromosdmics diagnosticats per CMA, una informacié
essencial per a 'assessorament genétic familiar.

Finalment, és molt important tenir present que I'assessorament
genetic pretest i posttest és fonamental sempre que es realitza un estudi
genetic, i aquest procés és especialment delicat durant I'etapa prenatal. De
la informacié proporcionada en poden dependre decisions molt importants
per a una parella, tant sobre la gestacidé en curs (p.e. interrupcié legal de
'embaras) com per a la planificaci6 de futures gestacions [Faas et al.,
2010; Strassberg et al., 2011; Vetro et al., 2012]. Atés que I'assessorament
genetic dels estudis de CMA és complex, per a la implantacio de les
tecniques de CMA de forma generalitzada en diagnodstic prenatal resulta
imprescindible la presencia de professionals en el camp de la genetica
clinica amb amplia experiéncia en la interpretacié dels resultats obtinguts

mitjangcant aquesta tecnologia.
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1. El cariotip és una eina robusta i efectiva de diagnostic citogenétic
prenatal, que permet el diagnodstic d’anomalies cromosdmiques en el
2,9% de les gestacions que se sotmeten a un procediment invasiu de
segon trimestre de la gestacio.

2. Les anomalies ecografiques i la translucidesa nucal incrementada
destaquen com a indicadors excel-lents d’anomalies cromosdmiques
microscopiques fetals, amb valors predictius positius del 6,6% i 9,2%,
respectivament. A més, no unicament soén bons indicadors de
gestacions amb trisomia 21, sin6 també d’altres alteracions
cromosomiques menys freqlents que comporten guany i/o pérdua de
material genétic.

3. El cribratge de les regions subtelomeriques (p.e. mitjangcant MLPA) no
constitueix un element fonamental per al diagnostic prenatal de
gestacions amb troballes ecografiques i cariotip normal, ja que en
aquest grup de gestacions la taxa de deteccid de desequilibris
subtelomérics clinicament rellevants és baixa i la correlaci6 genotip-
fenotip és pobra.

4. En gestacions amb troballes ecografiques cardiaques:

a. La taxa de deteccié d’anomalies cromosomiques microscopiques
és del 15,9% (17,6% si s’exclouen els marcadors ecografics
cardiacs), i és especialment elevada en preséncia d’anomalies

extracardiaques.
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b. La frequéncia de la Sindrome de la delecié cromosomica 22g11.2
en aquelles gestacions en qué el cariotip €s normal i es sol‘licita
estudi de FISH de la regi6 22g11.2 és del 6,4%.

c. Els estudis de FISH de la regié 22q11.2 sén preferibles a 'MLPA
dissenyada per a l'analisi de regions gendmiques associades a
cardiopaties sindromiques, ja que presenten un temps d’entrega de
resultats més curt, unes taxes de repeticid i no obtencido de
resultats inferiors, i desequilibris diferents de la microdelecio
22q11.2 tipica son infreqients en fetus amb malformacions
cardiaques.

d. En gestacions amb troballes cardiaques fetals i cariotip normal, la
utilitzacié d’'una plataforma d’array CGH dirigida amb backbone a
una resoluci6 d’1Mb permetria incrementar un 2% la deteccio
d’anomalies cromosomiques clinicament rellevants, sense un
augment en la proporciéo de VOUS. Per tant, la realitzacié d’estudis
de CMA en aquest grup de gestacions és altament recomanable.

e. La utilitzacid de l'estratégia QF-PCR + CMA enlloc de cariotip en
les 276 gestacions amb troballes ecografiques cardiaques de la
série aqui presentada hagués permes la deteccié de totes les
anomalies clinicament rellevants diagnosticades al cariotip i les
microdelecions a 22q11.2; i hagués incrementat un 2% la deteccio
d’anomalies cromosomiques clinicament rellevants. Aquests

resultats suggereixen que aquesta estratégia podria ser una
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alternativa molt atraient al cariotip convencional en el diagnostic
prenatal de troballes ecografiques cardiaques fetals.

f. Quant a les troballes ecografiques cardiaques amb valors
predictius positius més elevats per a la deteccié d’alteracions
cromosomiques, cal destacar la forta associacié observada entre
cor esquerre hipoplasic i anomalies cromosomiques, ja siguin
microscopiques o criptiques.

5. Les técniques de citogenética molecular FISH, MLPA i CMA sb6n de gran
utilitat per a la caracteritzaci6 d'anomalies cromosomiques
diagnosticades per citogenética convencional durant I'etapa prenatal, i
aquesta informaci6 és essencial per a poder proporcionar un
assessorament genetic acurat. Concretament:

a. La FISH permet la localitzacié geografica de les reorganitzacions
cromosomiques, tant equilibrades com desequilibrades.

b. L'MLPA subtelomérica és de gran utilitat per a la correcta
descripcid de reorganitzacions cromosomiques desequilibrades.

c. La CMA destaca com a eina fonamental per a l'estudi de
gestacions on el cariotip mostra reorganitzacions cromosomiques
estructurals de novo aparentment equilibrades, permetent
determinar de forma rapida i efica¢ la preséncia de desequilibris
criptics en els punts de trencament. La realitzacioé d’estudis de CMA
en aquestes gestacions és altament recomanable,

independentment de la presencia d’'anomalies ecografiques fetals.
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6. Els estudis parentals son fonamentals sempre que es diagnostica
prenatalment una reorganitzacié cromosomica, ja sigui microscopica o
criptica, per tal de poder oferir un assessorament genétic acurat.

7. L'estudi realitzat reflexa la complexitat del diagnostic i de
I'assessorament geneétic de les anomalies cromosdmiques durant I'etapa
prenatal, i posa de manifest la necessitat de professionals amb amplia
experiéncia en el camp de la genética, tant en el laboratori com en
I'ambit clinic. L’assessor genétic destaca com a figura imprescindible
per a la correcta emissié de I'assessorament genétic, que és I'unica
mesura preventiva d’aquelles alteracions cromosomiques que

s’associen a anomalies congeénites.
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