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POPIS KRATICA

aCGH (engl. Array Comparative Genomic
Hybridization) komparativna genomicka
hibridizacija na mikrocipu

ACMG (engl. American College of

Medical Genetics and Genomics) Americki
koledZ za medicinsku genetiku i genomiku

cfDNA (engl. cell free deoxyribonucleic
acid) slobodna cirkulirajuca
deoksiribonukleinska kiselina

cffDNA (engl. cell free fetal
deoxyribonucleic acid) slobodna
cirkulirajuca fetalna deoksiribonukleinska
kiselina

CMA (engl. chromosomal microarray)
kromosomski mikropostroj

CNYV (engl. copy number variation)
varijacija u broju kopija

CVS (engl. chorionic villus sampling)
biopsija korionskih resica

DNA (engl. deoxyribonucleic acid)
deoksiribonukleinska kiselina

FF (engl. fetal fraction) fetalna frakcija

FISH (engl. Fluorescent in situ
Hybridization) fluorescentna in situ
hibridizacija

hCG humani korionski gonadotropin
HIV virus humane imunodeficijencije

IgG imunoglobulin G

ISCN (engl. International System for
Human Cytogenetic Nomenclature )
medunarodni sustav za nomenklaturu
kromosoma

IUGR (engl. intrauterine growth
restriction) intrauterino zaostajanje u rastu

LOD (engl. limit of detection) granica
detekcije

LPO (engl. left probe oligonucleotide)
lijeva oligonukleotidna proba

LMWH (engl. low-molecular-weight
heparin) niskomolekularni heparin

MEM (engl. minimum essential medium)
minimalni esencijalni medij

M-FISH multipleks- fluorescentna in situ
hibridizacija
MLPA (engl. Multiplex ligation-dependent

probe amplification) pojaavanja sonde
ovisno o multipleksnoj ligaciji

NGS (engl. next-generation sequencing)
sekvenciranje sljedece generacije

NIPT (engl. noninvasive prenatal testing)
neinvazivno prenatalno testiranje

NPV negativna prediktivna vrijednost

PAPP-A (engl. pregnancy-associated
plasma protein A) plazma protein A vezan
uz trudnocu

PCR (engl. polymerase chain reaction)
lancana reakcija polimerazom

PPV pozitivna prediktivna vrijednost

PUBS (engl. percutaneous umbilical blood
sampling) perkutano uzorkovanje krvi
pupkovine

Rh rezus

RPO (engl. right probe oligonucleotide)
desna oligonukleotidna proba

SKY (engl. spectral karyotype) spektralni
kariotip



s-MPS (engl. Shotgun Massively Parallel
Sequencing) masivno paralelno
sekvenciranje metodom sa¢marice

SNP (engl. single nucleotide
polymorphism) polimorfizam jednog
nukleotida

SOMA (engl. SNP Oligonucleotide
Microarray Analysis ) mikropostroj analiza
polimorfizma jednog nukleotida

ssDNA jednolancana deoksiribonukleinska
kiselina

t-MPS (engl. Target Massively Parallel
Sequencing) ciljano masivno paralelno
sekvenciranje

VUS (engl. variant of unknown
significance) varijanta nepoznata znacenja

WCP (engl. whole chromosome painting)
bojenje Citavoga kromosoma

WES (engl. whole exome sequencing)
sekvenciranje €itavog egzoma

WGS (engl. whole genome sequencing)
sekvenciranje €itavog genoma
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SAZETAK

METODE MOLEKULARNE DIJAGNOSTIKE U PRENATALNOJ MEDICINI

Luca Zaninovi¢

Prenatalna medicina u smislu probira genetickih anomalija fetusa nastala je 60-ih godina
proslog stoljeca. U 21. stoljecu, s razvojem tehnologija napredne i brze analize genoma, kao
Sto su kromosomalni microarray te sekvenciranje genoma sljede¢e generacije (NGS),
strukturalnih kromosomskih anomalija (povecanje broja kopija gena, delecije, duplikacije), kao
i monogenskih bolesti. Osim klasi¢nih invazivnih tehnika (biopsija korionskih resica,
amniocenteza) kojima se prikupljaju stanice za citogeneticku i genomsku analizu, danas je
moguce neinvazivno probirno analizirati genom fetusa putem analize slobodne DNA (engl.
cell-free DNA) izolirane iz krvi majke. S obzirom na svoju relativno veliku toc¢nost,
jednostavnost i mogucnost rane primjene, izgledno je da ¢e ovakvo neinvazivno testiranje
zamijeniti klasi¢ni probir u prvom tromjesecju koji je kombinirao biokemijske i fetalne
ultrazvucne parametre, do¢im je u nekim drzavama EU ve¢ uvedeno kao nacionalno podrzana
probirna metoda za najce$¢e aneuploidije. Stoga nema sumnje da ¢e neinvazivni probir
analizom cfDNA, zajedno uz koriStenje modernih tehnologija sekvenciranja zasigurno sve vise
postati dijagnosticki iskoristiv u prenatalnoj medicini. Ipak, problem moZda leZi u analizi
genomskih podataka gdje se katkad detektiraju neobjasnjive promjene u slijedu nukleotida za
koje je klinicka signifikantnost nepoznata i joS ne postoji jasno definiran postupnik klinickog
djelovanja nakon takvih podataka. Cilj ovog preglednog rada je iz razli€itih izvora, klinic¢kih
podataka, preglednih ¢lanaka, te meta-analize izloZiti koherentan pregled suvremenih metoda
molekularne dijagnostike u prenatalnoj medicini, primjenjivih u invazivnim i novijim
neinvazivnim postupcima. Buduéi da se recentno dogada porast prevalencije neinvazivnih
prenatalnih probira, naglasak rada je na njihovim principima i klinickim postupcima. Istaknute
su prednosti i mane koriStenja metoda probira te analiticke moguénosti pojedinih molekularnih

metoda, s krajnjim kritickim osvrtom i konceptualizacijom buduénosti ovakvih postupaka.

KLJUCNE RIJECI: prenatalna dijagnostika, invazivne metode, metode probira, NIPT,

citogenetika, sekvenciranje nove generacije, microarray analiza, slobodna cirkuliraju¢a DNA



SUMMARY

MOLECULAR DIAGNOSTIC METHODS IN PRENATAL MEDICINE
Luca Zaninovi¢

Prenatal medicine, in terms of screening for fetal genetic anomalies, originates from the 60s of
the last century. In the 21st century, with the development of advanced and rapid genome
analysis technologies, such as chromosomal microarray and next-generation genome
sequencing (NGS), prenatal diagnostics has expanded from the most common aneuploidies to
the detection of many other structural chromosomal abnormalities (DNA copy number
variations, deletions, duplications) as well as monogenic diseases. In addition to the classical
invasive techniques (chorionic villus sampling, amniocentesis) that collect cells for cytogenetic
and genomic analysis, today it is possible to screen the fetal genome for abnormalities non-
invasively by analyzing fetal cell-free DNA isolated from the mother's blood. Given its
relatively high accuracy, simplicity and possibility for early application during pregnancys, it is
likely that such non-invasive testing will replace conventional first-trimester combined
screening using biochemical and fetal ultrasound parameters, while in some EU countries it
has already been introduced as a nationally supported screening method for common
aneuploidies. Therefore, there is no doubt that non-invasive screening by cfDNA analysis,
together with the use of modern sequencing technologies, will certainly become more
diagnostically useful in prenatal medicine, yet the problem may lie in genomic data analysis
where unexplained changes in nucleotide sequence are sometimes detected, with unknown
clinical significance, and there is no clearly defined procedure for clinical action after receiving
such data. The aim of this review paper is to present a coherent overview of modern methods
of molecular diagnostics in prenatal medicine, applicable in invasive and recent non-invasive
procedures, from various sources, clinical data, review articles, and meta-analysis. Since the
prevalence of noninvasive prenatal screenings has been expanding recently, the emphasis of
the work lies on their principles and clinical procedures. The advantages and disadvantages of
using genomic screening methods and the analytical possibilities of individual molecular
methods are highlighted, with the ultimate critical review and conceptualization of the future

of such procedures.

KEYWORDS: prenatal diagnostics, invasive methods, screening methods, NIPT,

cytogenetics, new generation sequencing, microarray analysis, cell free DNA



UVOD

Probir (engl. screening) je dijagnosticki postupak koji se provodi u odredenoj
asimptomatskoj populaciji kako bi se detektirali pojedinci s povecanim rizikom za razvoj
specifinog poremecaja ili bolesti te se zatim uputili na daljnje dijagnosticke pretrage s ciljem
definitivnog dokaza ili opovrgnuca pretpostavljene dijagnoze (1). Preduvjeti da bi neka bolest
uopce bila primjerena za provedbu probira jesu da je detektabilna u pretklinickom stadiju, da
je ljeciva te da ostavlja ozbiljne posljedice ako se s lijeCenjem ne poc¢ne na vrijeme. Takoder,
nuzno je da probirni test bude visoke osjetljivosti i specifi¢nosti za traZzeni poremecaj, da nije

Stetan za pacijenta te da je adekvatne cijene i lako prakti¢no provediv (2).

Kada se govori o antenatalnom probiru u prvom se redu misli na ultrazvucni i
biokemijski probir koji se nude svim trudnicama u Hrvatskoj (3) dok u novije vrijeme u sve
Siru primjenu ulazi i metoda neinvazivnog probira (engl. non-invasive prenatal testing, NIPT)
analizom genoma iz krvi majke. Specifi¢nosti antenatalnog probira jesu da je pacijent zapravo
majka fetusa prije 22. tjedna trudnoce pa je u slucaju dijagnoze bolesti osim ranog lijecenja
(npr. kongenitalne adrenalne hiperplazije (4)) moguca i terminacija trudnoce ukoliko se radi o
poremecaju nespojivom sa Zivotom ili onome koji bi iznimno ugroZavao kvalitetu Zivota
novorodenceta. Takoder, od velike je vaznosti i termin provodenja probira te vrijeme ¢ekanja
rezultata, $to zbog brze promjene referentnih vrijednosti biomarkera u trudno¢i, tako i zbog

etickih pitanja vezanih za eventualni prekid trudnoce (5).

Prvi probiri anomalija fetusa zapoceli su 70-ih i 80-ih godina 20. stolje¢a kada je prvi
put uocena povezanost izmedu razine odredenih biokemijskih markera u serumu majke i
malformacija fetusa tj. novorodenceta. U isto vrijeme pocela se razvijati i fetalna
ultrasonografija koja je omogucila antenatalni uvid u potencijalne anatomske anomalije (6).
Prvi probirni testovi bili su orijentirani ka otkrivanju anomalija zatvaranja neuralne cijevi (7) i
Downova sindroma (8), do¢im je danas pri odredenim indikacijama mogu¢ probir i na brojne

druge genetske poremecaje.

U aktualnoj klini¢koj praksi, kao probirni test prvog tromjesecja najzastupljeniji je tzv.
kombinirani probir koji ukljucuje ultrazvuc¢ni parametar debljine nuhalnog nabora fetusa te kao
biokemijske parametre PAPP-A i slobodne podjedinice beta-hCG-a u serumu majke (9,10). U

drugom trimestru moguce je provodenje trostrukog i Cetverostrukog biokemijskog probira.



Trostruki u obzir uzima razine alfa-fetoproteina, hCG-a i nekonjugiranog estriola, a
cetverostruki joS i inhibina A. Integrirani probir jest probir u 1. i 2. tromjesecju u iste trudnice
(9,11). Rezultat biokemijskog probira dobiva se tako da se koncentracija biljega izmjerena u
majcinu serumu podijeli medijanom specificnim za gestacijsku dob i kontrolne trudnoce te se
zatim dobivene vrijednosti uvrStavaju u formulu koja sadrZava populacijske parametre i
koeficijente korelacije. Unosi se i modifikacija prema dobi trudnice. Konacan rezultat zapisan
je u obliku omjera tj. vjerojatnosti da fetus boluje od odredenog genetickog, najées¢e Down
sindroma. Ako je omjer manji od 1:270, smatra se urednim nalazom, ako je ve¢i, trudnica se
upucuje dalje na invazivnu prenatalnu dijagnostiku. Kao grani¢na vrijednost uzeta je 1:270 jer
je to rizik od komplikacija pri postupku amniocenteze (12). Kombinirani probir dakle ne
ukljucuje analizu genoma, koja zahtijeva zapravo invazivni klinicki postupak uzimanja fetalnih

stanica tijekom amniocenteze ili biopsije korionskih resica.

S razvojem neinvazivne metode tekucih biopsija, unazad nekoliko godina u
laboratorijima Sirom svijeta nudi se i neinvazivni probir slobodne fetalne DNA (engl. cell-free
fetal DNA, cffDNA) (13). Komercijalni testovi koji koriste ovu metodu prvi su puta u klinicku
primjenu pusteni 2011. godine u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. Popularnost im je naglo
rasla te je 2018. godine u svijetu primijenjeno 10 milijuna NIPT testova (14). U nekim
drzavama, primjerice Nizozemskoj, NIPT je postao standardna metoda probira kod svih

trudnica (15).

Cilj ovog preglednog rada je iz razlicitih izvora, klini¢kih podataka, preglednih ¢lanaka,
te meta-analize izloziti koherentan pregled metoda molekularne dijagnostike u prenatalnoj
medicini, invazivnih i novijih neinvazivnih, od njihove povijesne uporabe do danas. Naglasak
je dan ponajviSe na principima, postupcima, izazovima i razvoju neinvazivnih prenatalnih
dijagnostickih metoda koje se jo$ nazivaju i metode probira (engl. screening) s krajnjim

kritickim osvrtom i konceptualizacijom buduénosti ovakvih postupaka.

1. INVAZIVNI POSTUPCI U PRENATALNOJ MEDICINI

Ako klasi¢ni kombinirani ili dolje opisani cfDNA bazirani probirni testovi pokazu
povecan rizik za razvoj kromosomalnog ili genetickog poremecaja, metodama invazivne

prenatalne dijagnostike pribavljaju se fetalne stanice ili tkiva koja se zatim podvrgavaju

2



genetickom testiranju. Indikacije za primjenu ovih metoda jesu dob trudnice viSa od 37 godina,
kromosomopatije i genetske bolesti u obitelji, strukturne i numericke aberacije kromosoma
roditelja, abnormalnosti otkrivene ultrazvukom, rezultat visokog rizika na testovima probira,
konsangvinitet, infekcija i iradijacija majke u ranoj trudno¢i, itd. Nakon svih metoda invazivne
prenatalne dijagnostike kod RhD negativnih trudnica obavezna je profilakticka primjena anti-
D IgG-a. Relativne kontraindikacije za sve metode jesu terapija heparinom i kod majke aktivne

infektivne bolesti koje se prenose krvlju npr. HIV, hepatitis (16).

Ultrazvu¢no navodene tehnike uzorkovanja materijala koje su u danaSnje vrijeme u
klinickoj uporabi jesu: amniocenteza, biopsija korionskih resica (engl. chorionic villous
sampling, CVS), biopsija posteljice, kordocenteza te biopsije fetalnih organa i koze. Nakon
uzorkovanja, provodi se jedna od metoda navedenih u poglavlju ,.Prikaz molekularno-

dijagnostickih metoda u prenatalnoj medicini®.

1.1. Amniocenteza

Amniocenteza je najprimjenjivanija metoda invazivne prenatalne dijagnostike.
Najcesce se radi izmedu 15. i 18. tjedna trudnoce, a rezultati pretrage dobivaju se za 2-3 tjedna
zbog dugog vremena kultivacije amniocita. Eticki gledano, ako se dokaZe anomalija fetusa i
trudnica se odluci za prekid trudnoce, termin zahvata vrlo je blizu granice izmedu terminacije
i poroda. Postoji i moguénost rane amniocenteze izmedu 12. i 14. tjedna, kojom se i rezultati
dobivaju brze, ve¢ za 7-10 dana zbog veceg broja i vijabilnosti fetalnih stanica, ali je pri tom
postupku povecan rizik od spontanih pobacaja (1-3% naspram 0,5-1%) (17). Zahvat se danas
redovito izvodi pod kontrolom ultrazvuka, slobodnom rukom ili vodenom iglom. Koriste se
spinalne igle kalibra 20 ili 22. Ovisno o testu koji se namjerava provesti prikuplja se 20 ml
amnionske tekucine za kariotipizaciju i 2-5 ml za testiranje enzimatskih deficijencija (18).
Moguca je primjena i pri blizanackim trudno¢ama kada se rade dvije punkcije. Prilikom prve
u amnionsku vre¢u jednog od blizanaca injicira se 1-3 ml indigo karmina kako se ne bi dogodilo
da se dva puta uzorkuje materijal istog blizanca (17). Kao i kod svih drugih invazivnih metoda,
nakon zahvata, RhD-negativnim trudnicama nuZno je profilakticki dati anti-D IgG. Moguce

komplikacije su pobacaj, fetomaternalna hemoragija, curenje amnijske tekucine, infekcija (18).



1.2. Biopsija korionskih resica

Biopsija korionskih resica (engl. chorionic villous sampling, CVS), metoda je koja se
koristi izmedu 10. i 12. tjedna trudnoe. Zahvat je mogucée obaviti na dva nacina:
transcervikalno i transabdominalno. Ako se izvodi trascervikalno, mora se prethodno utvrditi
da nema abnormalnosti u mikrobioloskoj flori i citoloSkom razmazu rodnice. Neposredno prije
uzorkovanja, rodnica se sterilizira te se kateter pod navodenjem ultrazvuka provede
transcervikalno, a zatim do sredine korionskog tkiva. Aspirira se 10-20 ml tkiva u Strcaljku s
transportnim medijem koji sadrzi MEM, antibiotik i heparin. Ako se zahvat izvodi
transabdominalnim putem, trbuSna se stijenka dezinficira te se takoder pod kontrolom
ultrazvuka spinalna igla tehnikom slobodne ruke uvodi u korionsko tkivo koje se aspirira i
stavlja u prije spomenuti medij (17). Biopsija posteljice (placentocenteza ili kasni CVS)
uzorkovanje je posteljicnog tkiva nakon 12. tjedna trudnoce. Izvodi se mnogo rjede zbog

problema pri kariotipizaciji posteljicnog tkiva u drugom i treCem tromjesecju (17).

Rizik od spontanog pobacaja nakon CVS-a je 0,5-1%, neSto visi pri metodi koja koristi
transcervikalni pristup pa se on primjenjuje uglavnom samo kod slucajeva straznjeg i niskog
sijela posteljice. Transabdominalni pristup preferira se pri blizanackim trudno¢ama (17). Ostale
mogucée komplikacije jesu: krvarenje, ruptura membrana, infekcija. Kod CVS-a obavljenih
prije 10. tjedna trudnoce, primijecen je povecan rizik od abnormalnosti udova, mikrognatije i

mikroglosije. Rizik malformacije udova je 1:1000 naspram 1,8:10 000 u opcoj populaciji (17).

U 1-2% slucajeva analizom materijala uvidi se placentarni mozaicizam (19). Sam fetus
zaista je mozaican samo u 10% ovakvih slucajeva, medutim, mozaicizam placente indikativan
je za IUGR i razvoj preeklampsije kod majke pa svaki ovakav rezultat zahtijeva kontrolnu

amniocentezu u 15. tjednu trudnoce (16,20).

1.3. Kordocenteza

Kordocenteza ili perkutana aspiracija krvi pupkovine (PUBS) metoda je koja se danas
rijetko koristi. Moguce ju je provesti od 12. tjedna, a najcesce se vrsi nakon 20. tjedna trudnoce
jer je tada ucestalost komplikacija puno manja (spontani pobacaj u 1-2,5% slucCajeva).
Indikacije za kordocentezu kao metodu dokazivanja genetskih poremecaja jesu inkonkluzivni

nalazi CVS-a i amniocenteze. Puno se ¢eS¢e ova metoda koristi za dokazivanje hematoloskih



bolesti, poremecaja koagulacije, kongenitalnih infekcija, imunodeficijentnih sindroma,
odredivanje acido-baznog statusa fetusa, primjenu terapije (transfuzija, farmakoterapija),

selektivni fetocid kalijevim kloridom (17).

Zahvat se izvodi u lokalnoj anesteziji trudnice nakon sterilizacije polja. Pod kontrolom
ultrazvuka uvodi se spinalna igla metodom slobodne ruke. Mjesto pristupa na pupkovinu
idealno je 1-2 cm od placentarne insercije. Ustrcavanjem 0,2 ml fizioloske te ultrazvu¢nim
prac¢enjem pojave turbulencije utvrduje se radi li se o veni ili arteriji. Aspirira se 2-3 ml krvi.
Najces¢e komplikacije zahvata su fetalna bradikardija ili asistolija, prsnu¢e vodenjaka,

infekcija, krvarenje iz pupkovine, tromboza ili hematom pupkovine (17,21).

1.4. Biopsija fetalnih organa i kozZe

Biopsija fetalnih organa i koZe zastarjela je metoda koja se ranije najce$ce koristila za
patohistoloSko dokazivanje nasljednih koznih bolesti npr. ektodermalne displazije (22),
epidermoliti¢ke hiperkeratoze (23), harlekinske ihtioze(24), Syogren-Larsson sindroma (25).
Znacenje je izgubila s otkricem genetske podloge ovih bolesti te identifikacijom mutacija koje
ih uzrokuju koje se lako mogu dokazati molekularnim tehnikama na uzorcima pribavljenima

CVS-om i amniocentezom (26).

1.5. Dijagnosticka korisnost analize genoma u prenatalnom razdoblju

Napredak genetike i tehnologije analize genoma omogucio je molekularnu
dijagnostiku mnogih bolesti (27,28). Ovo je posebno vazno u prenatalnom periodu kada je
dijagnostika zasnovana isklju¢ivo na analizi fenotipa ogranicena na prikaz ultrazvukom i
magnetskom rezonancijom (29). Otprilike 1 na 150 Zivorodene djece ima kromosomsku

abnormalnost koja se prezentira fenotipski (30).

Dijagnoza u fetalnom razdoblju moZe biti od iznimne vaZnosti ukoliko je lijeCenje moguce
zapoceti antenatalno (npr. kongenitalna adrenalna hiperplazija(31)) ili odmah po porodaju.
Takoder, ukoliko je u nekoj obitelji poznat povecan rizik za razvoj metabolickih bolesti koju
je moguce drzati pod kontrolom restriktivnim tipom prehrane, kao §to je na primjer nedostatak

enzima ornitin-transkarbamilaze, poremecaj je moguce iskljuciti prenatalno te novorodence



postedjeti bespotrebne primjene parenteralne prehrane dok se cekaju rezultati genetske analize

29).

Prenatalno testiranje klju¢no je pri odluci o terminaciji trudnoce s obzirom da brojne
bolesti koje znatno naruSavaju kvalitetu Zivota novorodenceta nemaju fenotipskih obiljezja

detektabilnih ultrazvukom (32).

2. NEINVAZIVNI POSTUPCI U PRENATALNOJ MEDICINI

Rizici vezani uz pribavljanje tkiva za analizu pri postupcima invazivne prenatalne
dijagnostike, nametnuli su potrebu za nekom neinvazivnom metodom, koja bi klasificirala, tj.
probirala trudnice prema vjerojatnosti da nose plod s genetskim abnormalnostima te bi samo

odredeni broj Zena bio podvrgnut invazivnom uzorkovanju materijala za geneticko testiranje.

Neinvazivni postupci temelje se na ve¢ spomenutom kombiniranom probiru
(ultrazvuénom pregledu fetusa uz mjerenje biokemijskih biljega funkcije fetoplacentnog
odjeljka iz uzorka venske krvi trudnice) (9). Unatrag 10 godina moguca je i genetska analiza
slobodne fetalne DNA iz krvi trudnice (14), a uvrijeZen naziv za takvu vrstu analize je —

neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT).

2.1. Temelj neinvazivnog prenatalnog testiranja (NIPT) uporabom cfDNA iz krvi

Ideja o neinvazivnom prenatalnom testiranju, odnosno probiru temelji se na otkri¢u
Walknowske koja je 1969. kariotipizacijom limfocita iz krvi trudnica pokazala da ih dio ima
muski genom. Kasnije je, uvidjevsi da su te Zene nosile muske fetuse, zakljucila da je i dio
limfocita u krvi trudnica bio fetalnog podrijetla (33). Ipak, do danas, analiza Citavih fetalnih

stanica iz krvotoka majke jos uvijek nije u klini¢koj uporabi.

Jo§ 1948. godine Mandel i Metais po prvi su puta detektirali cirkulirajuée nukleinske
kiseline u krvnom serumu pacijenata oboljelih od raka (34). Utvrdeno je da su to zapravo kratki
fragmenti DNA veli¢ine do 200 parova baza koji predstavljaju DNA bilo koje stanice koja
prolazi kroz proces apoptoze ili nekroze te se razgradni materijal ,,umiruce* stanice otpusta u

intersticij i preko tkivnih krvnih Zila dospijeva u cirkulaciju (35).



Analiza slobodne DNA iz krvi ponajviSe je klinicku primjenu nasla u onkologiji, gdje
se metodom neinvazivne tzv. tekuce biopsije (engl. liquid biopsy) u krvi potvrduje mutirana
slobodna DNA malignih stanica, no nakon S$to je dokazano da se u izoliranom krvnom serumu
trudnica mogu pronaci fragmenti slobodne fetalne DNA (36), Lo i suradnici su ve¢ 1997.
godine pomocu analize fetalne DNA iz krvi majke utvrdili muski spol fetusa analizom gena Y
kromosoma (37) te je zadnjih godina jo§ brZi rast primjene analize cfDNA iz krvi upravo

primijecen u prenatalnoj medicini (38).

2.2.Uzorkovanje i izolacija cfDNA za NIPT

NIPT se temelji na detekciji promjena u relativno malom udjelu analizirane DNA.
Upravo zbog toga, nuzno je odrzati $to vecu fetalnu frakciju u prikupljenoj venskoj krvi majke
ponajprije sprjecavajuci lizu leukocita u uzorku, $to se radi na vise nacina (39). Periferna
venska krv prikuplja se u K;2EDTA Gel epruvete za molekularnu dijagnostiku (8 ml) ili u Streck
epruvetu (10 ml). Obje se zatim centrifugiraju na 1600xg kroz 10 min unutar 6 sati od
uzorkovanja nakon ¢ega se 1 ml plazme izdvaja automatskim pipetorom. Plazmu je zatim
moguce profiltrirati kroz filter veli¢ine pora 0,45 pum ili dodatno centrifugirati jos 10 minuta na
16 000xg. cfDNA izdvaja se iz 3 ml uzorka plazme kitovima za cirkuliraju¢e nukleinske

kiseline (40).

2.3.Svojstva majcine i fetalne frakcije slobodne cirkuliraju¢e DNA

Slobodni cirkuliraju¢i fragmenti DNA (cfDNA) u krvnoj plazmi i serumu, nastali
kao raspadni produkti uslijed nekroze i apoptoze stanica, veli¢ine su do 200 parova baza, a
predstavljaju i majc¢inu i fetalnu frakciju nuklearne DNA (36,38). Fetalna cfDNA podrijetlom
je iz trofoblasta posteljice (36), a maj¢ina cfDNA potjece od stanica svih organa od kojih je
ipak najzastupljeniji hematopoetski sustav (41,42) zbog lokacije stanica, njihova brzog obrtaja

i direktnog otpustanja razgradnih produkata u plazmu.

U NIPT metodi vazno je razlikovati i procijeniti udio maj¢ine, odnosno fetalne frakcije
cfDNA. Fetalna frakcija (FF) predstavlja udio cfDNA fetalnog podrijetla u ukupnoj cfDNA u
majcinoj plazmi (zbroj cfDNA fetalnog i cfDNA majcinog podrijetla). [zmedu 11. 1 13. tjedna

gestacije, kada se naj¢e$ce uzimaju uzorci krvi za potrebe NIPT-a, fetalna frakcija iznosi 7,8-



13% (43). Iznimno je vazno odrediti razinu fetalne frakciju u uzorku jer o njoj ovisi statisticka
pouzdanost rezultata i kontrola kvalitete pretrage (44). Minimalna FF potrebna za provedbu
NIPT-a ovisi o molekularnoj metodi kojom se test provodi, a najcesce iznosi 2-4%. S porastom
FF, raste i pouzdanost rezultata tj. osjetljivost i specifi¢nost testa. Ukoliko FF padne ispod
granice detekcije (engl. limit of detection, LOD) laboratorija, izostat ¢e rezultat testa (engl. ,,no

call*)(38).

FF ovisi o mnogo bioloskih faktora, na nju utjecu stanja i majke i fetusa. Povecanje
majcinog udjela cfDNA, smanjuje fetalnu cfDNA frakciju. Najcesce se to zbiva kod trudnica
prekomjerne tjelesne mase kada uslijed inflamatornih procesa i nekroze adipocita dolazi do
povecanog otpustanja cfDNA (45). Takoder, udio maj¢ine cfDNA povecan je za vrijeme bilo
kakvog upalnog procesa u maj¢inom tijelu, posebno u slu€aju autoimunih bolesti (46) i
nedostatka vitamina B12 (47). Primijeceno je i da Zene na terapiji LMWH imaju manju FF pa
se preporucuje uzorkovanje neposredno prije idu¢e doze heparina (48). Naravno, FF ponajvise
ovisi o bioloSkim karakteristikama fetusa. Tako je pri trisomiji 21. kromosoma povecana
fetalna frakcija Sto pospjeSuje detekciju Downovog sindroma dok je kod trisomija 13.1 18.

kromosoma FF smanjena (49).

Fetalna frakcija rutinski se odreduje u svim laboratorijima prilikom provodenja NIPT-
a, a temelji se na brojnim razli¢itostima izmedu fetalne i maj¢ine cfDNA. Fragmenti podrijetla
placente kra¢i su, razli¢ito metilirani i imaju drugaciji nukleosomalni utisak (engl. footprint),
razlikuju se od majcinih po SNP-ovima, a cfDNA muskog fetusa sadrzi Y kromosom (50,51).

Rezultati su naZalost cesto neusporedivi jer ovise o primijenjenoj metodi za kvantifikaciju (52).

Pet je glavnih metoda mjerenja FF koje se danas koriste u komercijalnim DNA
laboratorijima (52). Odredivanje FF koriste¢i brojenje DNA fragmenata specificnih za Y
kromosom (npr. DYS-1, DYS-14) moguce je samo u slu¢ajevima kada majka nosi muski fetus
(53). Metoda bisulfitnog sekvenciranja razlikuje fetalnu od majcine DNA na temelju obrazaca
metilacije. Pri njenom korisStenju moguce su tehnicke greske u slucaju hipometilacije DNA
placente ili varijabilno metilirane DNA majcina bubrega, jetre i endotela (51). Najtocnijim se
smatra odredivanje koriste¢i omjere SNP-ova na kromosomima koji nikad nisu monosomic¢ni
niti trisomi¢ni u vijabilnoj trudno¢i (54,55). Jedna od mogucnosti je i masivno paralelno
sekvenciranje praceno kapilarnom elektroforezom koja fragmente razdvaja po veli¢ini (56).
Druga varijanta razdvajanja fragmenata po veli€ini je i ,,sequence read approach* (SeqFF)

(57).



Podesavanje grani¢ne prihvatljive vrijednosti fetalne frakcije kompromis je izmedu
statisticke pouzdanosti rezultata i ,,no call* ishoda pretrage. Ostaje otvoreno pitanje treba li se
klinicarima uz rezultate testa priloZiti i vrijednost FF ¢ime bi im se omogucila kvalitetnija

interpretacija nalaza (38).

U blizanackim trudno¢ama ukupna FF je povisena, medutim FF po fetusu 32% je manja
(58). Ukoliko se radi o monozigotnim blizancima ova Cinjenica ne predstavlja problem pri
analizi njihova genoma, ali kod dizigotnih mozZe do¢i do manje pouzdanosti rezultata ili
nemogucnost ocitanja testa zbog premale FF (59). Ako se testom detektira aneuploidija, bitno
je odrediti je li ona prisutna kod samo jednog ili oba ploda. To se utvrduje odredivanjem
trisomicne frakcije. Ista vrijednost ukupne fetalne i trisomicne frakcije ukazuje na to da je
trisomija prisutna kod oba blizanca, a upola manja vrijednost trisomi¢ne u odnosu na FF

sugerira da je trisomija kromosoma prisutna samo kod jednog od blizanaca (60).

2.4. Dijagnosticka korisnost i primjena analize slobodne fetalne DNA

Prednosti i korisnost metode analize cfDNA kao alata neinvazivnog prenatalnog

testiranja prikazane su u Tablici 1.

Uspjeh neinvazivnog testiranja, odnosno analize fetalne cfDNA, temelji se prvenstveno
na neinvazivnosti postupka jer se za analizu cfDNA uzima periferna venska krv majke (40)
¢ime se ni na koji na¢in ne ugroZavaju niti ona niti plod. Osim toga, bazira se i na svojoj ranoj
mogucénosti primjene ve¢ od 9. tjedna trudnoce nadalje Sto je ipak ranije nego prilikom
biokemijskog probira i invazivnih tehnika. Takoder, pozitivna prediktivna vrijednost NIPT
testa (PPV) 10 je puta veca nego ona tradicionalnog biokemijskog probira (61,62). Razvijeni
su i online kalkulatori koji nakon §to se odabere dijagnosticirana patoloSka promjena i dob
majke izraCunavaju osjetljivost, specificnost, PPV i NPV testa (63,64). Ta prednost prepoznata
je mahom od strane visokorizi¢ne populacije trudnica (npr. dob majke >35 godina, oplodnja
»in vitro®, viSestruki pobacaji, itd.), no porasla je i popularnost koriStenja NIPT-a u
niskorizi¢noj populaciji. Medutim, s obzirom da je prevalencija aneuploidija puno manja u
populaciji niskoga rizika, manja je i pozitivna prediktivna vrijednost testa (PPV) (npr. za
sindrom Down 45-75% u odnosu na 90% kod Zena starijih od 35 godina). S druge strane, u
analizi varijacija u broju kopija gena (engl. copy number variations) uestalost detekcije CNV-

ova ne ovisi o dobi majke, ali je zbog opcenito niske prevalencije u populaciji te pojave



placentarnog mozaicizma u 1-2% trudno¢a, PPV za ovu analizu jako niska. Takoder, za

detekciju mikrodelecija, analiza cffDNA SNP metodom dostiZe PPV od svega 50% (65,66).

Jedna od prvih primjena analize cfDNA bilo je neinvazivno odredivanje spola fetusa
(67) za cije je odredivanje postojala potreba kada je majka nositeljica X-vezanih bolesti od
kojih mogu oboljeti njeni muski potomci npr. Duchenneove misi¢ne distrofije, hemofilije,
sindroma fragilnog X kromosoma, Alportova sindroma, itd. (68). CffDNA analiza pokazala
se korisnim pravovremenim alatom za dijagnozu te intrauterino lijecenje kongenitalne
adrenalne hiperplazije (31), a moguce je otkriti i Rh-D status fetusa (69) te time minimizirati

bespotrebnu profilakti€¢ku imunizaciju Rh negativnih majki anti-D imunoglobulinima (70).

Otkri¢ce masivnog paralelnog sekvenciranja i razvoj bioinformatike omogucili su
otkrivanje aneuploidija (71) S$to je danas i najées¢a znacajka NIPT analiza cfDNA. Rutinski se
analiziraju trisomije 21 (Down), 18 (Edwards) i 13 (Patau sindrom) te promjene u broju spolnih
kromosoma. Najvisa je tocnost detekcije sindroma Down (PPV detekcije 99,5%) zbog vise FF
povezane s ovim sindromom dok je ona u slucaju sindroma Edwards i Patau smanjena pa je i
tocnost detekcije istih manja ( PPV detekcije 99% za Edwards i 79-92% za Patau sindrom)
(59,72,73). Sve je cesca i dijagnostika mikrodelecija i mikroduplikacija iako je nakon potvrde
microarray analizom dokazana PPV detekcije CNV-ova NIPT metodom od svega 14,89%(74).
Komercijalno je dostupna detekcija mikrodelecijskih i mikroduplikacijskih sindroma
DiGeorge, 1p36, Cri-du-Chat, Prader- Willi/ Angelman (75,76), sindrom neosjetljivosti na
androgene, Bannayan-Riley-Ruvalcaba sindrom, Melnick-Fraser sindrom, 10q22.3—q23.31
mikrodeleciju, Cornelia de Lange sindrom, Cowden sindrom, Dandy-Walker sindrom, distalnu
artrogripozu tip 2B, Dyggve-Melchior-Clausen sindrom, Feingold sindrom, Langer-Giedion
sindrom, mikrodeleciju 11q14.2—-q14.3, X-vezani panhipopituitarizam, Potocki-Lupski

sindrom (17p11.2 duplikacija), Saethre-Chotzen sindrom, Smith-Magenis sindrom (77).

U posljednje vrijeme velik je napredak postignut u neinvazivnom  testiranju
monogenskih bolesti poput miotoni¢ne distrofije (78), cisticne fibroze (79), beta talasemije
major (80), kongenitalne adrenalne hiperplazije (81). U poceku je bila moguca samo klinicka
dijagnostika autosomno dominantno naslijedenih bolesti od oca ili nastalih de novo budu¢i da
je razlikovanje identi¢nih alela majke i fetusa u plazmi kompleksno (82). Za neinvazivnu
dijagnostiku autosomno recesivnih i X-vezanih bolesti nuZan je bio razvoj sekvenciranja nove
generacije i digitalnog PCR-a te tehnike odredivanja udjela mutiranog i divljeg alela gena od

interesa u cfDNA iz maj¢ine plazme (engl. relative mutation dosage) i odredivanja omjera alela
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izmedu dva haplotipa uz pomo¢ analize SNP-ova vezanih za mutirane gene (engl. relative

haplotype dosage analysis) (83).

Osim toga, moguca je klinicka uporaba ovakvog testiranja u forenzici gdje je dokazana

osjetljivost metode analize cfDNA u odredivanju ocinstva od 99% (84).

Jedna od mogucénosti u buduénosti jest i sekvenciranje ¢itavog genoma (engl. whole
genome sequencing) fetusa iz fragmenata cfDNA zahvaljujuci tome §to su svi dijelovi genoma
zastupljeni u maj¢inoj plazmi u stalnim relativnim omjerima. Prvi put ovakva analiza izvedena
je 2010. (85). Ukoliko se odjednom detektiraju aneuploidije vise kromosoma, najce$ce se radi
o malignom oboljenju majke, a s obzirom na dob trudnica uglavnom je rije¢ o karcinomu dojke

i hematoloskim malignomima (86,87).

Tablica 1. Prednosti analize fetalne cfDNA u NIPT postupku

Prednosti analize fetalne cfDNA neinvazivnim postupkom Reference
Neinvazivnost metode, neskodljivost za majku i dijete (88)
Mogucénost provodenja testiranja u svim stadijima trudnoce (88)

nakon 9. tjedna

Visoka osjetljivost i pozitivna prediktivna vrijednost testa u (59.,89)

detekciji aneuploidija u populaciji visokoga rizika

Neinvazivno odredivanje spola i RhD statusa djeteta (67,90)
Mogu¢énost otkrivanja mutacija naslijedenih od oca i de novo (89)
mutacija
Mogu¢énost iskljucivanja o€instva s to¢nos¢u preko 99% 91)
Mogu¢énost dijagnostike okultnog malignoma majke (86,92,93)

2.5.Komercijalni NIPT testovi

U ponudi je danas velik broj komercijalno dostupnih NIPT testova koji se temelje na

analizi cfDNA iz krvi.

NIFTY test firme BGI analizira uzorke cfDNA s-MPS metodom. Omogucuje detekciju
trisomija 9, 13, 16, 18, 21, 22, aneuploidija spolnih kromosoma te 60 mikrodelecijskih i
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mikroduplikacijskih sindroma (77). Na istom principu rade i testovi MaterniT21

(Sequenom)(94) i Verifi (Illumina) (95).

Harmony test tvrtke Ariosa temelji se na metodama t-MPS i microarray. Takoder nudi
dijagnostiku  osnovnih trisomija (13,18,21), aneuploidija spolnih kromosoma i

mikrodelecijskih sindroma (96).

Na niZe opisanoj SNP metodi analize uzoraka (poglavlje 3.2.3.) zasniva se Naterin test
Panorama. Njime je moguce dijagnosticirati trisomiju kromosoma 13, 18 i 21, abnormalnosti
spolnih kromosoma te pet mikrodelecijskih sindroma (22q11.2 delecijski sindrom, Prader-
Willijev, Angelmanov, 1p36 delecijski sindrom i Cri-du-chat). Jedino SNP metodom moguca

je 1 detekcija triploidije te razlikovanje maj¢inog i fetalnog genoma (97).

Natera takoder nudi i Vistara test za 25 monogenskih bolesti. Neke od njih su ahondroplazija
(FGFR3), sindrom Alagille (JAG1), Apertov sindrom (FGFR2), CHARGE sindrom (CHD?7),
Rettov sindrom (MECP2) (98).

Unato€ dosta dugoj prisutnosti ovih testova na trzistu, samo u Belgiji i Nizozemskoj, a
od 1.lipnja 2021. i u Ujedinjenom Kraljevstvu, NIPT se nudi u sklopu nacionalnog programa
probira, no uglavnom kao sekundarni test probira kao alternativa invazivnom testiranju
trudnica klasificiranih kao visokog rizika temeljem kombiniranog probira (99,100). U ve¢ini
drzava zapravo ne postoji zakonom regulirani sustavni probirni program pa se tu NIPT
primjenjuje samo kao kontingentni pregled. To znaci da su znacajke, razvoj i ucinkovitosti
pojedinih NIPT testova pod kontrolom samog komercijalnog proizvodaca i Cesto im nedostaje
validativna studija. Mogu¢i problemi koji proizlaze iz navedenog su opservacije da se NIPT
testiranja provode potpuno neselektivno, bez procjene potrebe za istim, te pre i post genetickog

savjetovanja.
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3. PRIKAZ MOLEKULARNO-DIJAGNOSTICKIH METODA
U PRENATALNOJ MEDICINI

3.1. Metode analize uzoraka pribavljenih invazivnim postupcima

Materijal pribavljen invazivnim postupcima mozZe se podvrgnuti svim molekularnim
dijagnostickim tehnikama kao i tkiva koja se koriste pri postnatalnoj genetickoj dijagnostici.
Najcesce se tu radi o klasi¢noj i molekularnoj citogenetici u svrhu otkrivanja aneuploidija i
strukturalnih promjena kromosoma, a u novije vrijeme zamjenjuje ih kromosomska microarray
analiza koja ima S§iri dijapazon primjene jer obuhvaca i array komparativhu genomicku
hibridizaciju (aCGH) i Single Nucleotide Polymorphisms Microarray analizu (SOMA).

Takoder, moguca je analiza uzoraka MLPA metodom te svim vrstama sekvenciranja genoma.

3.1.1. Klasicna citogenetika

Citogenetika je grana genetike koja proucava morfologiju i ponasanje kromosoma
za vrijeme diobe. Klasi¢na citogenetika podrazumijeva kariotipizaciju koja je kao najstarija
metoda genetske dijagnostike usla je u klinicku primjenu 70-ih godina proSloga stoljeca
otkri¢em tehnike pruganja (engl. banding) kromosoma (101). Danas se rutinski primjenjuje
tehnika pruganja Giemsa bojom i tripsinom (G-banding) (102). Ovom tehnikom tamnije se
boje podrucja bogata adeninom i timinom. Dostupne su jo$ i metode pruganja kvinakrinom (Q-
banding), R-pruge tj. reverzno bojenje od onoga pri G-pruganju i C-pruganje takoder Giemsa
bojom, ali nakon hidrolize preparata natrijevim hidroksidom (103). Ovime se formira 500-900

pruga po genomu §to znaci da je rezolucija ove dijagnosticke metode 5-7,5 Mb (104).

Na tkivima prikupljenim CVS-om kariotipizacija se zbog visokog mitotskog indeksa
moZe primjenjivati direktno ili nakon 24-satnog kultiviranja. Na materijalu prikupljenom

amniocentezom, analiza se provodi isklju¢ivo nakon dugotrajne kultivacije stanica.

Materijali prikupljeni invazivnim metodama kultiviraju se u laboratoriju u strogo
sterilnim uvjetima u posebnim medijima (AmnioMAX-II complete ili Amniomed Plus) na
37°C. Povremeno se uz pomo¢ invertnog mikroskopa kontrolira rast stani¢nih kolonija. Pri

eksponencijalnoj fazi rasta, kulturama se dodaju metotreksat i timidin koji dovode do
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sinkronizacije stani¢nog ciklusa, a zatim u prometafazi kolhicin koji zaustavlja stani¢ni rast.
Zatim se hipotoni¢nim otopinama kalijeva klorida povec¢ava volumen stanice i omogucuje da
se kromosomi raSire i postanu vidljivi. Sve se kona¢no fiksira kombinacijom metanola i octene
kiseline. Dobiveni materijal prebacuje se na predmetna stakalca, boji (najcesc¢e tripsinom i
Giemsa bojom) te promatra pod svjetlosnim mikroskopom. Dobivena slika usporeduje se s
ISCN idiogramom (International System for Chromosome Nomenclature) - shematskim
prikazom humanih kromosoma. Ovaj postupak jo§ uvijek nije automatiziran i uvelike ovisi o

znanju i iskustvu citogeneti¢ara koji ga provodi (103).

Kariotipizacija u prvom redu sluZi za dijagnostiku najées¢ih trisomija ( Down, Patau,
Edwards sindrom) te promjena u broju spolnih kromosoma (X0, XXY, XYY). Ipak moze
otkriti i ostale aneuploidije i poliploidije te velike strukturne aberacije (ve¢e od 5-7,5Mb):

delecije, duplikacije, insercije, balansirane i nebalansirane translokacije.

3.1.2. Molekularna citogenetika

Molekularna citogenetika odnosi se ponajprije na fluorescentnu ,,in sifu*
hibridizaciju (FISH) (104). Radi se o metodi pri kojoj se jednolan¢ana umjetno proizvedena
DNA proba, koja je zapravo kopija dijela DNA koji sadrZi gen od interesa, obiljeZava
fluorescentnom bojom 1 hibridizira s denaturiranom DNA uzorka. Rezultat se promatra pod
fluorescentnim mikroskopom (105). Postoje lokus-specificne, telomerne, centromerne probe
kao i mogucnost bojenja Citavog kromosoma (engl.whole chromosome painting, WCP) ili
samo njegovog dijela (engl. partial chromosome painting, PCP) (104). Danas se Cesto
primjenjuju i metode spektralnog kariotipiziranja (SKY) i multiplex-FISH-a (M-FISH) koje
omogucuju simultani prikaz svakog para kromosoma u razlic¢itoj boji (106) koriste¢i smjesu
proba (po jedna boja za svaki kromosom). Ovom tehnikom moguce je detektirati kompleksne
translokacije medu kromosomima(107). FISH metodom moguce je analizirati metafazne i
interfazne kromosome. Koristi se za brzo dokazivanje trisomija, triploidija i poremecaja u broju
spolnih kromosoma na jo$ nekultiviranim uzorcima stanica (104) .Takoder, moguce je
dokazivanje delecija, duplikacija i translokacija fragmenata veli¢ine 100-200 Kb. Rezultati su
gotovi u roku od 2 do 3 dana (108). Ogranicenje ove metode leZi u Cinjenici da je odabir proba
za koriStenje najCeS¢e odreden unaprijed uoCenim fenotipskim anomalijama fetusa ili
inkonkluzivnim rezultatima klasi¢ne kariotipizacije. Moguce je istovremeno koriStenje vise

proba, medutim, broj je ogranicen brojem komercijalno dostupnih razlicitih fluorofora (109).
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Slika 1. Shematski prikaz FISH metode. Preuzeto i prilagodeno prema: Patussi et al., Figure 1
(110)

3.1.3. Kromosomska analiza na mikrocipu (CMA)

Kromosomska analiza na mikroCipu (engl. Chromosomal Microarray Analysis, CMA)
obuhva¢a komparativhu genomsku hibridizaciju na mikroCipu (engl Array Comparative
Genomic Hybridization, aCGH) i analizu polimorfizma jednog nukleotida na mikrocipu (engl.
Single Nucleotide Polymorphisms Microarray, SOMA ). Obje metode prvenstveno se koriste za

otkrivanje submikroskopskih promjena DNA (mikrodelecija i mikroduplikacija) (111).

Metodom komparativne genomske hibridizacije (aCGH) usporeduje se DNA pacijenta
s kontrolnim uzorkom normalne DNA kako bi se prepoznale regije koje su viSe ili manje
zastupljene u uzorku pacijenta nego u referentnom (112). Oba uzorka DNA prvo se
fragmentiraju te zatim boje razli¢itim fluorescentnim bojama (naj¢e$¢e zelenom i crvenom)

kako bi se kasnije mogli razlikovati. PomijeSaju se u jednakom omjeru te apliciraju na array
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mikroCip s nekoliko stotina tisu¢a proba koje predstavljaju odabrane sekvence ljudskoga
genoma. DNA fragmenti kompetitivno se veZu za komplementarne probe. Digitalnim
softwareom myjeri se intenzitet fluorescencije svake pojedine probe te se izraCunava omjer
intenziteta fluorescencije ispitivanog i kontrolnog uzorka. Omjer koji iznosi 1 sugerira
normalan broj kopija pacijentove DNA na tom lokusu. Omjer veéi od 1 ukazuje na vecu
koli¢inu pacijentova DNA materijala tj. na eventualnu duplikaciju ili trisomiju. Obrnuto, omjer
manji od 1 ukazuje na gubitak genetskog materijala odnosno deleciju ili monosomiju u

pacijenta. Rezolucija ove metode ovisi o broju i distribuciji proba u genomu (111,113).

Single Nucleotide Polymorphisms Microarray Analysis (SOMA) provodi se na
mikrocipu s oligonukleotidnim probama koje predstavljaju mjesta na DNA za koja se zna da
medu pojedincima variraju u paru baza (114). U ovoj metodi, samo se pacijentova DNA
fragmentira, oznacava fluorescentnom bojom i hibridizira s probama. Mjeri se apsolutni
intenzitet fluorescencije te usporeduje s intenzitetima normalnih neovisno hibridiziranih
kontrolnih DNA fragmenata. Granica rezolucije ove metode je 50-100 Kb. Njome se mogu
dijagnosticirati varijacije u broju kopija (engl. copy number variations, CNVs) koje ukazuju
na eventualnu uniparentalnu disomiju, mozaicizam ili konsangvinitet. Za razliku od aCGH,

SOMA-om se moze detektirati i triploidija (115,116).

U otkrivanju aneuploidija i ve¢ih kromosomskih aberacija CMA je jednakovrijedna
klasi¢noj kariotipizaciji. Njezina prednost leZi u moguc¢nosti dijagnostike klinicki znacajnih
submikroskopskih promjena koje otkriva u oko 1% fetusa normalnog kariotipa upucenih na
daljnje pretrage na zahtjev roditelja, zbog starije dobi majke ili pozitivnog serumskog probira
i u 6% fetusa koji su upuceni na CMA zbog ultrazvu¢no ustanovljenih strukturnih anomalija
(111,117). Ipak, CMA se uvijek mora provoditi u kombinaciji s klasi¢nom kariotipizacijom

kako ne bi promaknule balansirane translokacije (118).

16



Array CGH SNP Array

FEEms izolacija testirane gDNA
testirana gDNA referentna gDNA
—_———— e ——— _—
———— | — —————=
denaturacija
Protokol A Protokol B
> Fragmentacija UmnaZanje
£ e _
s I | ———— ]
z
o oznacavanje fluoroforom Ligacija adaptera Fragmentacija
3 : e Odabir fragmenata PCR-om Denaturacija
> kompetetivna hibridizacija
testirane i referentne DNA Fragmentacija —— —— — —
}L;’} Denatur::llli? elz :le:;ja:cenﬁm Hib 1 Cilll!l;ll 5 S0
7. O O—mmm O —sm— neobiljezene
| — A —
' O—m O—amm O—e—— O T—0

Hibridizacija fluorescentno
ittt obll]el:ne DNA

/ProduZenje
jednu bazu i
dodavanje fluorofora

ANALIZA PODATAKA

Slika 2. Shematski prikaz usporedbe metoda aCGH i SOMA. U aCGH testna i referentna
DNA hibridiziraju se zajedno, dok se u SOMA-i hibridizira samo testna DNA. Preuzeto i
prilagodeno prema: Alsolami et al., Figure 2. (119)

3.1.4. MLPA

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) tj. metoda pojaavanja
sonde ovisno o multipleksnoj ligaciji molekularna je tehnika koja omogucuje detekciju malih
delecijaiinsercija ispod granica rezolucije FISH-a i CMA (120). Metoda se temelji na detekciji
promjena u broju kopija. Sam postupak izvodi se tako da se prvo DNA sekvenca od interesa
denaturira i hibridizira s MLPA probama. Radi se zapravo o dvije ,,polu-probe - 3' (RPO-
right probe oligonucleotide) i 5' (LPO- left probe oligonucleotide) MLLPA probi. Obje sadrze
pocetnicu za PCR i sekvencu koja se hibridizira s DNA od interesa, a 3' proba ima jos i tzv.
., Stuffer koji sluzi za razlikovanje na temelju duZine. Navedene se probe hibridiziraju s
ciljanom DNA sekvencom u punoj njenoj duZini, svaka sa svoje strane. U idu¢em koraku 3'
proba se fosforilira i povezuje s 5' probom u vecu kona¢nu oligonukleotidnu probu. Potom se
dobivena kompletna proba umnozava uz pomo¢ PCR-a s fluorescentno obiljeZenim

pocetnicama. U jednoj reakciji moguce je analizirati vise od 40 sekvenci. Pri ocitavanju
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rezultata amplikoni se razlikuju prema duZini ,, stuffera” pojedinih probi i razdvajaju

kapilarnom elektroforezom (121,122).

U prenatalnoj dijagnostici MLPA se koristi za brzu detekciju promjena u broju 13, 18, 21, X i
Y kromosoma na nekultiviranim uzorcima pribavljenim amniocentezom i CVS-om.
Ogranicenja primjene ove metode leZe u tome Sto ne moZe detektirati mozaicizam niskog

stupnja, inverzije niti translokacije (123).
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Slika 3. Shematski prikaz MLPA metode. Preuzeto i prilagodeno prema: Willis i Van den
Veyve (124)
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3.1.5. Sekvenciranje nove generacije (NGS)

Sekvenciranje DNA jest odredivanje slijeda nukleotida u DNA molekuli. Ovakav

nacin analize gena sve je ¢e$¢i u prenatalnoj dijagnostici.

Najjednostavnija i najjeftinija metoda jest analiza samo jednog gena. Ona se koristi kada je
ultrazvuéni nalaz ili nalaz probira visoko specifi¢an za pojedinu bolest ili ako je u obiteljskoj

anamnezi ve¢ poznata genetska bolest za koju se fetus testira.

Ukoliko abnormalni nalaz na fetusu nije visoko specifican, moguce je koristiti genetske
panele za pojedine sindrome npr. za displaziju skeleta ili za fetalnu akineziju. Ovakvim
panelima istodobno se iz jednog uzorka sekvencira veci broj gena za koje se smatra da mogu

uzrokovati utvrdeni poremecaj. Na ovaj nacin moguce je brze doc¢i do dijagnoze (29).

Sam vrh tehnologije prenatalne genetske dijagnostike cine cjeloegzomsko
sekvenciranje, odnosno sekvenciranje cijelog egzoma Covjeka (engl. whole exome sequencing,
WES) kao i sekvenciranje cjelokupnog genoma (engl. whole genome sequencing, WGS). WES
obuhvaca sekvenciranje kodiraju¢ih regija koje ¢ine 1,5% genoma. Americko drustvo za
medicinsku genetiku i genomiku (ACMG - The American College of Medical Genetics and
Genomics) preporucuje primjenu WES-a kada obiteljska anamneza i testovi probira ukazuju
na patoloSku promjenu, a drugim metodama prenatalne dijagnostike nije se uspio
dijagnosticirati poremecaj (125). Poseban problem pri interpretaciji nalaza predstavljaju
varijante nepoznatog znacenja (engl. variants of unknown significance, VUS) (126) za koje
nije sigurno jesu li patogene mutacije. Kako bi se doskocilo ovom problemu, metoda se ¢esto
koristi kao ,,trio* tj. istovremeno sekvenciranje maj¢ina, oceva i egzoma fetusa (127). Na ovaj
nacin olakSava se analizira podataka jer je moguce utvrditi podrijetlo pronadenih potencijalno
patogenih varijanti- jesu li one naslijedene ili se radi o de novo mutacijama. Eticku dilemu
predstavljaju i sekundarni nalazi poremecaja na koje fenotip fetusa nije upucivao (128).
NaZzalost, jo$ ne postoje baze fenotipskih podataka za fetuse kojima bismo se mogli pomo¢i u

interpretaciji podataka (129).

Sve analize danas se provode metodom masivnog paralelnog sekvenciranja t;.
sekvenciranja nove generacije. U prvom koraku DNA se fragmentira, zatim se dodaju
pocetnice koje se vezu na krajeve svakog fragmenta. Jednolan€ani fragmenti DNA zatim se
vezu na ¢vrstu povrSinu i umnazaju PCR-om kojim se proizvode milijuni grupiranih DNA

fragmenata (predlozaka). Ti predlosci potom se mogu paralelno sekvencirati pomocu lasera
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koji prate ugradivanje fluorescentno obiljeZzenih nukleotida. Sekvence dobivene iz ove velike
zbirke preklapajucih fragmenata zatim se sastavljaju kako bi se dobila kontinuirana genomska
sekvenca (130). Svi patoloski nalazi dobiveni ovom metodom uvijek se moraju potvrditi

Sangerovom metodom.

Takoder, WES-om se ne mogu otkriti varijacije broja kopija (CNV) pa svakoj analizi
mora prethoditi mikroCip (engl. microarray). Takoder, metoda ne otkriva aneuploidije,

poliploidije, translokacije, mikrosatelite (128). Rezultati su gotovi za 3 tjedna (131).

Nazalost, WGS jos uvijek nije u klini¢koj primjeni jer se radi o puno skupljoj metodi
koja zahtijeva viSe vremena i ograni¢ena je mogucénost interpretacije varijanti pronadenih medu

intronima (128).

20



geonomska DNA

|||I||l|1|1|ll|l|||l|IIIII:III||Illlllll

sekvenciranje po Sangeru

denaturacija DNA

TTTETRTeeTernerTed
AEENNA NN NNNNEN]

pocetnica

Il
umnaZzanje DNA

lan¢anom reakcijom
polimerazom

gel elektroforeza

j ocitanje DNA sekvence

GACTCGCTTEC

sekvenciranje nove generacije
{metoda reverzibilne transaminacije)

Ly UL denaturacija DNA  FORMIRANJE :
LLLLLLLLLL BIBLIOTEKTE :
AL ligacija adaptera
GENERIRANJE
I i .
B l:ll:ll:al f 1 vezanje adapiera s KLASTERA
1] pocetnicama na évrstoj
| i podlozi
a-zinteza komplementarnog lanca
b-denaturacija
c-ispiranje ssDNA
koja je sluZila kao kalup
(&) i) fc)

umnaZanje metodom "mosta”™
a-vezranje drugog kraja ssDNA za
|moh||mranu pocetnicu

b-for tarnog lanca
c-denatuacua

nﬂ

(k)

) fh «m
Ny

generiranje klastera

denaturacija i ispiranje lanaca
usporednih 5 ssDNA koja je
shluZila kao kalup

nakon svakog ciklusa laserom se

aktiviraju fluorescentne omake na
kleotidnim bazama i k

ofitavau signali

ACC@aTT

Slika 4. Shematski prikaz usporedbe sekvenciranja po Sangeru i sekvenciranja nove generacije

(metoda reverzibilne transaminacije). Preuzeto i prilagodeno prema: Young i Gillung (132)
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3.2. Metode analize cfDNA sekvenciranjem u NIPT postupcima

Sira primjenjivost metode analize cfDNA uvelike je ovisila o razvoju sekvenciranja
nove generacije te je prvi put primijenjena u slijepom klinickom ispitivanju 2011. godine kada
su analizirani uzorci 4664 Zena u visokorizi¢noj trudnodi sa stopom otkrivanja trisomije 21.
kromosoma od 98,6 % (133). Danas su na trZistu prisutni testovi koji koriste tri razli¢ite metode
analize cfDNA u smislu otkrivanja aneuploidija, a temelje se na nasumi¢nom sekvenciranju
koje analizira Citav genom ili ciljanom sekvenciranju kojim se sekvenciraju samo regije od

interesa (Slika 5.). Metode su prikazane u posebnim potpoglavljima.
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Slika 5. Usporedba metoda analize cffDNA u neinvazivnom prenatalnom testiranju. Preuzeto

i prilagodeno prema: Vermeesch et al. Figure 2. (134)
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3.2.1. Masivno paralelno sekvenciranje genoma metodom sacmarice (eng. Shotgun
Massively Parallel Sequencing, s-MPS)

Masivno paralelno sekvenciranje Citavoga genoma metodom sacmarice (engl.
Shotgun Massively Parallel Sequencing, s-MPS) zasniva se na simultanom sekvenciranju i
brojanju milijuna majc€inih i fetalnih DNA fragmenata veli¢ine otprilike 25 parova baza koji se
zatim uz pomoc¢ referentnog humanog genoma to¢no pridruzuju lokusu i kromosomu s kojeg
potjecu (50) (Slika 5). ViSak ili manjak fragmenata DNA pridruZenih lokusima smjeStenima na
istom kromosomu u odnosu na referentnu euploidnu DNA ukazuje na aneuploidiju ploda (135).
Takoder, ova metoda koristi se i za otkrivanje mikrodelecija (135). Jedna od mogucih buduc¢ih
uporaba ove metode jest analiza virusne cfDNA iz krvi majke u istom aktu. Na taj nacin, mogla
bi se tijekom probirnog testa koji se obi¢no obavlja oko 10. gestacijskog tjedna otkriti i
prisutnost virusa koji su Cest uzrok intrauterinog zaostajanja u rastu i kongenitalnih
malformacija ploda. Zasad je istrazivanjem potvrdena mogucénost identifikacije humanog
citomegalovirusa i herpes B virusa. Ova otkri¢a omogu¢ila bi pravovremenu terapiju majke
hiperimunim gamaglobulinima te sprje¢avanje transmisije virusa kroz placentu (136). Mane
ove metode jesu mogucnost obrade manjeg broja uzoraka (pacijentica) u jednoj reakciji te duze

vrijeme izrade i ve€a cijena (135).

3.2.2. Ciljano sekvenciranje genoma ( eng. Target Massively Parallel Sequencing- t-
MPS)

Ciljano dubinsko sekvenciranje genoma (engl. Target Massively Parallel
Sequencing- t-MPS) metoda je kojom se sekvenciraju i broje fragmenti pridruzeni samo
regijama od interesa (najceS¢e 13, 18, 21, X i Y kromosom) (Slika 5). Relativni viSak
fragmenata podrijetlom s jednog kromosoma u odnosu na druge ukazuje na aneuploidiju ploda.
Iako je ova metoda znacajno jeftinija, brza te ju odlikuje veca osjetljivost i specificnost u
otkrivanju aneuploidije kromosoma od interesa, pruZa manju koli¢inu informacija o genomu
fetusa u cjelini. Naime, ovom metodom ne moZe se otkriti triplodija fetusa niti mikrodelecije

(54,88).

Ipak, obje navedene metode omogucuju veliku dubinu sekvenciranja te su kao takve
optimalne za obradu uzoraka niske kolicine frakcije fetalne slobodne DNA (engl. cell-free fetal

DNA, cffDNA) te u slu¢ajevima testiranja manjih promjena u varijaciji broja kopija (88).
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3.2.3. Polimorfizam jednog nukleotida (engl. Single nucleotide polymorphism — SNP)

Analiza polimorfizma jednog nukleotida (engl. Single nucleotide polymorphism,
SNP) analizira promjenu jedne baze koja se pojavljuje u frekvenciji vecoj od 1% unutar
populacije. SNP-ovi se pojavljuju u kodiraju¢im i nekodirajuéim regijama genoma. Ovo je
jedina metoda analize cfDNA koja razlikuje maj¢inu od fetalne DNA uzimaju¢i u obzir
relativni kvantitativni doprinos majcinog i o¢evog genoma u plazmi. Zasniva se na simultanoj
amplifikaciji 20 000 SNP sekvenci (Slika 5). Vjerojatnost aneuploidije i poliploidije fetusa
racuna se nakon pridruzivanja SNP sekvenci poloZaju na kromosomima. Takoder, moguca je i
analiza homolognih regija kromosoma kojom se moZe ustvrditi uniparentalna disomija, ne-
ocinstvo i konsangvinitet roditelja te roditeljsko podrijetlo aneuploidije ili naslijedenih
mutacija. Nudi i moguc¢nost otkrivanja mikrodelecija, triploidije i sindroma nestalog blizanca
iako potonje ne moZe razlikovati (135,137-139), a takoder nije pogodna za analizu trudnoca u

kojima trudnica nije bioloSka majka ploda (donirana oocita, embrij, surogat majka) (66,140).

4. OGRANICENJA METODA INVAZIVNOG I
NEINVAZIVNOG TESTIRANJA

U ovom odjeljku prikazana su i diskutirana ograni¢enja metoda prenatalne dijagnostike,
tijekom i nakon provedenog invazivnog, te neinvazivnog uzorkovanja. Zasebno su prikazani
izazovi invazivnih, te neinvazivnih metoda, s naglaskom na potonje zbog svoje popularnosti i

rastuce korisnosti.

4.1.Izazovi u metodama invazivnog testiranja

Invazivni postupci prenatalnog testiranja zbog nacina prikupljanja uzorka nose
rizik od oSteCenja amniona i curenja amnionske tekucine, oSte¢enja ploda ubodom igle,
pobacaja (0,12 % pri amniocentezi, 0,11% pri postupku biopsije korionskih resica (141)), Rh-
senzitizacije trudnice, infekcije (142,143). Nadalje, glavno ograni¢enje pribavljanja uzoraka

biopsijom korionskih resica jest Cinjenica da je u otprilike 2% slucajeva u tkivu posteljice
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prisutan mozaicizam tj. vidljive su citogenetske abnormalnosti, najcesce trisomije, kojih nema

u tkivu fetusa (144).

Takoder, i metode analize uzoraka pribavljenih na ovaj na¢in imaju svoja ogranicenja.
Npr. rezolucija klasi¢ne kariotipizacije je 5-10 Mb ,a rezultati znatno ovise o znanju i iskustvu
citogeneticara koji pretragu provodi (145) do¢im se nalazi ove metode najranije mogu dobiti
za 4-10 dana zbog potrebe kultivacije stanica (146). Nadalje, metode FISH i MLPA zahtijevaju
tocnu indikaciju i sumnju na konkretan genetski poremecaj kako bi se mogla odabrati

primjerena sonda za ispitivanje (146).

Glavni nedostatak CMA jest da ne detektira balansirane translokacije i inverzije. lako
prisutnost istih najceS¢e nema klini¢ku vaznost za sam fetus, mogu biti uzrokom bolesti u
sljede¢oj generaciji. Triploidiju je moguce detektirati samo uz pomo¢ SOMA metode, ali ne i
aCGH. Poseban problem predstavljaju i slucajni nalazi CNV-ova nepoznata znacenja pri

interpretaciji rezultata i odluci o daljnjem postupanju (111) .

Sekvenciranjem nove generacije ne mogu se detektirati promjene u broju kopija pa ga
je potrebno provoditi u kombinaciji s CMA. Nadalje, nije primjerena metoda za dijagnostiku
aneuploidija i poliploidija, kao niti translokacija i trinukleotidnih ponavljanja. Vrijeme ¢ekanja

rezultata je 2-3 tjedna (128).

4.2.1zazovi u metodama prenatalnog neinvazivnog testiranja (NIPT)

Neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT) pokazalo se kao vrlo ucinkovita metoda
probira, barem Sto se tice detekcije Down, Patau i Edwards sindroma, $to pokazuje njegova
primjena u svijetu ve¢ od 2012. godine. lako i dalje popularnost NIPT testova raste, mnogi
stru¢njaci ukazuju na njihova dijagnosticka ogranic¢enja naglasavajuci da je potrebno izraditi
dobre klini¢ke smjernice s pomno predvidenim ekonomskim, socijalnim i etickim problemima
koji se mogu iznjedriti prije ponude ovakvih testova u nacionalnim zdravstvenim sustavima

(147). Glavne kritike NIPT testova prikazane su u Tablici 2.

Prvakritika NIPT-a jest ¢injenica da se ovdje radi o metodi probira, a ne dijagnostickom
testu. Stoga svaki patoloski nalaz (izuzev nalaza monogenskih bolesti dokazanih metodom
analize relativnog udjela haplotipa) zahtijeva potvrdu invazivnom prenatalnom dijagnostikom,

ponajprije amniocentezom (15). Ako se NIPT provodi radi isklju¢ivanja oc¢inskih mutacija,
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potrebno je provesti i invazivno testiranje za konacnu dijagnozu ukoliko se otkrije ocinska
mutacija kako bi se potvrdilo je li mutacija majke takoder naslijedena ili nije, Sto dodatno

poskupljuje cijenu prenatalnog testiranja.

Nadalje, zbog svoje velike popularnosti i koriStenja komercijalnih NIPT testova u
populaciji niskog rizika, dolazi do pojavnosti laZzno pozitivnih rezultata zbog niske PPV u
takvoj populaciji, slicno kao i kod poremecaja s niskom incidencijom. Primjerice, kod 20-
godisnjih trudnica vjerojatnost da nose fetus s Patau sindromom je 1 na 11 042 te je PPV svega
6% tj. 94 od 100 pozitivnih rezultata u ovom slucaju bit ¢e lazno pozitivna (64,66). Drugi
razlog jest prisutnost cfDNA odumrlog blizanca u maj¢inom serumu. Genetski materijal
odumrlog blizanca zadrzava se jo$ najmanje 8 tjedana u cirkulaciji majke (148,149).
Razlikovanje ove pojave od stvarne aneuploidije moguce je jedino NIPT metodom koja se

temelji na analizi SNP-ova (148).

Prepreku NIPT analizi predstavlja i ¢injenica da je cffDNA podrijetla posteljice u kojoj
je u 1-2% slucajeva prisutan mozaicizam (65) izmedu 10. i 12. gestacijskog tjedna kada se
najceSce uzorkuje majcina krv za NIPT analizu (149). Ova pojava nerijetko dovodi i do lazno
pozitivnih i lazno negativnih rezultata. Tijekom trudnoce, aneuploidija se u stanicama od kojih
¢e se naposljetku razviti fetus najcesce sama ispravi (150). U tom procesu moZe nastati
kombinacija mozai¢ne trisomije placente i euploidnog zdravog embrija (151). Danas postoji
mogucénost odredivanja ,trisomic¢ne frakcije tj. relativnog udjela trisomi¢nog kromosoma u
cfDNA u odnosu na fetalnu frakciju. Rezultat u kojem je ,trisomi¢na frakcija* manja od FF
sugerira prisutnost placentarnog mozaicizma, ,trisomic¢na frakcija“ veca od FF ukazuje na
mozaicizam ili malignom majke. Pravom aneuploidijom fetusa smatra se nalaz u kojem su

trisomic¢na i fetalna frakcija priblizno jednake (60,152).

Sto se ti¢e multiplih, blizanackih trudnoéa, NIPT metoda nije idealan odabir zbog
smanjenja izolirane koliCine fetalne frakcije DNA po fetusu (58) ¢ime raste Sansa za pogreSan
nalaz. Stoga su komercijalno dostupni testovi jo§ uvijek ograniceni na odredivanje iskljuc¢ivo
trisomija 13, 18 i 21 kod dvojajcanih blizanaca (97,137). Nadalje, NIPT metodom nemoguce
je utvrditi o kojem blizancu se radi pa je svaki patoloski nalaz nuzno provjeriti invazivnim
testom (66). Takoder, ova metoda nije preporucljiva ukoliko je doslo do odumiranja jednog od
blizanaca jer se njegova cfDNA otpusta u plazmu iz ostataka postelji¢nog tkiva i do tri mjeseca

nakon odumiranja (38,153,154).
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Nijedna od metoda koja se bazira na analizi cfDNA nije pogodna za majke koje imaju

transplantiran organ zbog prisutnosti fragmenata jos jedne humane DNA u krvi (140).

Naposljetku, NIPT predstavlja metodu probira koja ne zahtijeva razmatranje
intervencijskog rizika te ne ukljucuje kalkulaciju dobi trudnice kao kod biokemijskog probira
i u nacelu je prikladna za svaku trudnicu, no zbog njegove Siroke dijagnosticke korisnosti, ali
i ogranicenja, mora se provesti geneticko savjetovanje. Prije samog testiranja, razgovorom s
kandidatima mora se razjasniti postoje li geneticki rizici koje NIPT ne moZe otkriti (npr.
kromosomska translokacija koja ukljucuje kromosome koji nisu otkriveni NIPT-om ili
gonosomski mozaicizam kod majke koji moZe dovesti do laznih NIPT rezultata ili monogenske
bolesti u obitelji) (155). Isto tako, kandidatu se moraju jasno predociti i ograni¢enja metode, a
to su vec prije spomenuta moguénost lazno pozitivnih, odnosno negativnih rezultata, pozitivnu

prediktivnu vrijednost (PPV), itd.

Tablica 2. Kritike NIPT testiranja analizom cfDNA

Kritike NIPT testiranja analizom cfDNA Reference
Napredna metoda probira, a ne dijagnosticki test (88)
Komplicirano i skupo dokazivanje mutacija naslijedenih od (83)
majke
Rezultati ovise o FF i naj¢eS¢e se moZe primijeniti tek od 9. (156)

tjedna gestacije

Niska PPV u populaciji niskoga rizika i niska PPV poremecaja s (61,62,157)

niskom incidencijom

Analizirani fragmenti DNA podrijetla su placente, moguca (66,149)

pojava placentarnog mozaicizma

Losija osjetljivost testa u blizanackim trudno¢ama i (66,158)

nemogucnost razlikovanja blizanaca

Nemogucnost detekcije anatomskih malformacija, oSte¢enja (88,159,160)

neuralne cijevi i defekata ventralne stijenke

Nemogucénost koriStenja testa u trudnica sa transplantiranim (140).
organom
Nuzno genetsko savjetovanje (161,162)
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5. ZAKLJUCAK

Metode molekularne biologije u medicini svojim su napretkom omogucile odredivanje slijeda
nukleotida u ¢itavom genomu covjeka pa su kao takve nasle i klinicku primjenu u dijagnostici
genetickih anomalija. S otkriem cfDNA u tjelesnim teku¢inama, dosSlo je do razvoja
neinvazivnog testiranja genetickih anomalija, najviSe u onkologiji, no i u prenatalnoj medicini
gdje je izgledno da ce takva testiranja zamijeniti klasicne metode probira u nacionalnim
zdravstvenim sustavima. Takoder, ¢ini se da ¢e rasti klinicki znacaj metoda sekvenciranja
cfDNA s ciljem otkrivanja Sirokog spektra geneti¢kih poremecaja, od aneuploidija do tockastih
mutacija sukladno prihvatljivosti njihova ucinka i klinicke korisnosti. S druge strane, razvojem
metodologije analize cfDNA sekvenciranjem, odnosno povecanjem brojnosti detektabilnih
genetickih promjena, otvara se prostor za sve vecu trZiSnu entropiju pa je u buducnosti nuzno
izraditi jasne klinicke smjernice prilikom uvodenja ove obecavaju¢e metodologije u

javnozdravstveni sustav.
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