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1 POPIS I OBJASNJENJA KRATICA:

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

ACOG - (engl. American College of Obstetricians and Gynecologists) Americko drustvo
porodnicara i ginekologa

AFP — alfa fetoprotein

CfDNA — (engl. cell free deoxyribonucleic acid) slobodna cirkuliraju¢a deoksiribonukleinska

kiselina

CffDNA — (engl. cell free fetal deoxyribonucleic acid) slobodna cirkuliraju¢a fetalna

deoksiribonukleinska kiselina

CMA - (engl. chromosomal microarray) kromosomski mikro€ip
CRL — (engl. crown-lump lenght) udaljenost tjeme-trtica

CVS — (engl. chorionic villus sampling) biopsija korionskih resica
DIA — dimerni inhibin A
DNA — (engl. deoxyribonucleic acid) deoksiribonukleinska kiselina

DR — (engl. detection rate) stopa otkrivanja

DTC — (engl. direct to consumer) komercijalno dostupni geneticki testovi
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

FCT — (engl. First trimester combined test) rani kombinirani probir
FF — (engl. fetal fraction) fetalna frakcija

FPR — (engl. false positive risk) stopa lazno pozitivnog rezultata
FSH — folikulostimuliraju¢i hormon

HCG — humani korionski gonadotropin

IUGR — (engl. Intrauterine growth restriction) intrauterin zastoj rasta

LH — luteiniziraju¢i hormon



NGS — (engl. next-generation sequencing) sekvenciranje sljede¢e generacije
NIPT — neinvazivni prenatalni test

NT — (engl. nuchal translucency) nuhalni nabor

MPSS — (engl. Massive Parallel Sequencing) masivno paralelno sekvenciranje
PAPP-A — (engl. pregnancy-associated plasma protein A) plazma protein A vezan uz trudnocu
PPV — pozitivna prediktivna vrijednost

RCA — (engl. rolling circle amplification)

SNP — (engl. single nucleotide polymorphism) polimorfizam jednog nukleotida
T21 — trisomija 21

T18 — trisomija 18

T13 — trisomija 13

TSH — hormon koji stimulira Stitnja¢u

UE3 — (engl. unconjugated estriol) nekonjugirani estriol

VUS — (engl. variant of uncertain significance) dvarijanta neizvjesnog znafenja
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SAZETAK
RANI KOMBINIRANI PROBIR 1 NEINVAZIVNI PRENATALNI TESTOVI U

PRENATALNOM PROBIRU KROMOSOMOPATIJA
Tea Skrobo

Kromosomopatija je promjena u strukturi ili broju kromosoma koja moze uzrokovati razlicite
klinicke posljedice. Abnormalnosti broja kromosoma dijele se na poliploidije 1 aneuploidije,
gdje dolazi do gubitka ili dobitka jednog kromosoma. Identifikacija ovih abnormalnosti je
klju¢na za preventivne strategije, genetsko savjetovanje i odgovarajuce lijecenje. Najcesci test
koji se nudi je rani kombinirani probir u prvom tromjese¢ju. On ukljucuje detaljni ultrazvuk za
mjerenje udaljenosti tjeme-trtica i nuhalne translucencije fetusa u razdoblju od 11. do 13.
tjedna gestacije, uz serumski probir slobodnog beta-humanog korionskog gonadotropina
(BhCG) 1 proteina A povezanog s trudno¢om (PAPP-A) izmedu 8. 1 13. tjedna gestacije. [ako
rani kombinirani probir ima stopu detekcije od 90 %, glavni problem je relativno visoka stopa
lazno pozitivnih rezultata, gdje bi 1 od 20 (5 %) pacijentica bila nepotrebno zabrinuta. S
pojavom neinvazivnog prenatalnog testiranja (NIPT) vrlo je izgledno da ¢e upravo ono
zamijeniti klasi¢ni rani probir, a neke zemlje su ga ve¢ uvele u svoj nacionalni probirni program.
Radi se o tehnici koja analizira kratke fragmente slobodne fetalne DNK uzduz cijelog genoma
kako bi se identificirale kromosomske abnormalnosti poput Patauovog (T13), Edwardsovog
(T18) 1 Downovog sindroma (T21). Zahvaljujuéi napretku masovnog paralelnog sekvenciranja,
NIPT je znacajno smanjio upotrebu invazivnih metoda poput amniocenteze i biopsije
korionskih resica te postaje kljuan probirni test zbog svoje jednostavnosti, neinvazivnosti i
niskog rizika. Medutim, ovi testovi se Cesto provode bez adekvatnog genetiCkog savjetovanja
te su katkad pogresno interpretirani kao dijagnosticki testovi, a zapravo su testovi probira.
Neovisno o tome, uvodenje neinvazivnog prenatalnog testiranja predstavlja znacajan napredak
u identifikaciji kromosomopatija, omogucujuci precizniju dijagnostiku 1 unaprjedujuci skrb za

trudnice 1 nerodene potomke.

Kljuéne rije¢i: Downov sindrom, metode probira, NIPT, prenatalna dijagnostika, slobodna

cirkuliraju¢a DNK, trisomija



SUMMARY
FIRST TRIMESTER COMBINED SCREENING AND NON-INVASIVE PRENATAL

TESTING IN PRENATAL SCREENING FOR CHROMOSOMAL ABNORMALITIES
Tea Skrobo

Chromosomopathy is a change in the structure or number of chromosomes that can cause
various clinical consequences. Numerical chromosomal abnormalities can be polyploidies or
aneuploidies, involving the loss or gain of a single chromosome. Identifying these
abnormalities is crucial for preventive strategies, genetic counselling, and appropriate
treatment. The most common test offered is the combined first trimester screening. It includes
detailed ultrasound to measure the crown-rump length and nuchal translucency of the fetus
between the 11th and 13th weeks of gestation, combined with serum screening of free beta-
human chorionic gonadotropin (BhCG) and pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A)
between the 8th and 13th weeks of gestation. Although early combined screening has a
detection rate of 90 %, the main issue is the relatively high rate of false positive results, where
1 out of 20 (5 %) patients would be unnecessarily concerned. With the emergence of non-
invasive prenatal testing (NIPT), it is very likely that it will replace traditional early screening,
and some countries have already incorporated it into their national screening programs. This
technique analyses cell-free DNA fragments across the whole genome to identify chromosomal
abnormalities such as Patau (T13), Edwards (T18), and Down syndrome (T21). Thanks to the
advancement of massive parallel sequencing, NIPT has significantly reduced the use of
invasive methods such as amniocentesis and chorionic villus sampling and will probably
become a key screening test due to its simplicity, non-invasiveness, and low risk. However,
these tests are often performed without adequate genetic counselling and are sometimes
wrongly interpreted as diagnostic tests, when in fact they are screening tests. Nonetheless, the
introduction of non-invasive prenatal testing represents a significant advancement in the
identification of chromosomal abnormalities, enabling more precise diagnosis and improving
care for pregnant women and their unborn children.

Keywords: Down syndrome, screening methods, NIPT, prenatal diagnosis, cell-free

circulating DNA, trisomy



UVOD

Kromosomske abnormalnosti fetusa jedan su od vodecih uzroka mrtvorodenosti i
prirodenih malformacija. Aneuploidija je kromosomska abnormalnost viska ili manjka
kromosoma uzrokovana pogreSkama u procesu mejoticke stanicne diobe. NajcesSca
aneuploidija je Downov sindrom koji je rezultat prisutnosti dodatnog kromosoma 21 (trisomija
21). Trisomija 18 ili Edwardsov sindrom, druga je najCeS¢a aneuploidija. Vjerojatnost
prezivljavanja nakon rodenja s ovim sindromom izuzetno je niska, oko 10 % djece prezivi vise
od godinu dana. Trisomija 13 ili Patauov sindrom takoder znatno smanjuje Zivotni vijek. Cak
44 % novorodencadi s Patauovim sindromom umire u prvom mjesecu zivota. Turnerov
sindrom aneuploidija je spolnog kromosoma kod koje nedostaje cijeli ili dio kromosoma X.

Radi se ve¢inom o Zenama kariotipa 45 X (1).

Svrha prenatalne dijagnostike je smanjenje ucestalosti 1 prevalencije nasljednih stanja
koja uzrokuju znacajno slabiju kvalitetu Zivota, trajnu ovisnost o tudoj skrbi i pomo¢i 1 bitno
kra¢i zivotni vijek oboljele osobe te imaju snazan utjecaj kako na psiholoske tako i na
ekonomske aspekte zivota tih ljudi te predstavljaju ekonomski teret za nacionalne zdravstvene
sustave (2). Prenatalno testiranje na kromosomske abnormalnosti osmisljeno je kako bi pruzilo
to¢nu 1 pravovremenu procjenu rizika od postojanja kromosomskog poremecaja. Postoji vise
metoda prenatalnog probira, odnosno dijagnostickih testova za postavljanje sumnje na
postojanje kromosomske anomalije. Testovi se medusobno razlikuju po razini informacija koje
se mogu iz njih i8¢itati, no svi imaju odredena ograni¢enja. Ne postoji superiorni test, stoga je

potreban strogo individualan pristup svakoj trudnici (3).

Prije petnaestak godina, 2011. godine predstavljen je neinvazivni prenatalni test (NIPT)
za otkrivanje fetalnih aneuploidija. NIPT se temelji na analizi slobodne DNK dobivene iz
majcine krvi i ima nekoliko odredene prednosti u usporedbi s drugim metodama probira poput

kombiniranog testa u prvom tromjesecju (FCT) (4).



1. KROMOSOMOPATIIJE

Kromosomopatija, odnosno kromosomska abnormalnost, poremecaj je karakteriziran
morfoloSkom ili numerickom promjenom u jednom ili vise kromosoma. Poremec¢aj moze biti
vezan uz autosomne ili spolne kromosome. Vrlo rijetko poremecaj istovremeno zahvaca 1i
autosome i spolne kromosome.

Normalni ljudski kariotip sadrzi DNK organiziranu u 46 kromosoma: 22 para
homolognih autosomnih kromosoma i set spolnih kromosoma koji se sastoje od dva X
kromosoma kod Zena ili jednog X i jednog Y kromosoma kod musSkaraca. Sva genetska
informacija potrebna za rast i razvoj potje¢e iz kromosoma (oko 20 do 25 tisu¢a gena).
Kromosomske abnormalnosti obi¢no ukljucuju pogresku u diobi stanica (mitoza ili mejoza),
koja se moZe dogoditi u predimplantacijskom, prenatalnom ili postnatalnom razdoblju. Ove
promjene imaju znacajne klini¢ke posljedice, poput: spontanih pobacaja, mrtvorodenosti,
neonatalne smrti, malformacija, intelektualne ograniCenosti ili prepoznatljivog sindroma.
Tocna i pravovremena identifikacija ovih kromosomskih pogresaka vazna je zbog preventivne
strategije, genetskog savjetovanja i odgovarajuceg lijeenja (5).

Abnormalnost broja kromosoma odnosno numericka abnormalnost moze biti
uzrokovana dobitkom jednog ili viSe potpunih haploidnih setova kromosoma (poliploidni
kariotip). Primjer je triploidni broj kromosoma (npr. 69, XXY) u parcijalnoj hidatiformnoj moli.
Medutim, ¢eSc¢e se dogada selektivni dobitak ili gubitak pojedinog kromosoma (aneuploidija).
Na primjer, trisomija 21, koja uzrokuje Downov sindrom, karakterizirana je dobitkom jedne
dodatne kopije kromosoma 21. Osim numerickih postoje 1 strukturne kromosomske anomalije
koje obuhvacaju promjene koje nastaju zbog jednog ili vise prekida u kromosomu, nakon kojeg

odvojeni fragmenti mogu sudjelovati u kromosomskim preuredenjima (6).

1.1 Incidencija, etiologija 1 Cimbenici rizika

Kromosomski poremecaji znacajna su kategorija ljudskih bolesti. Javljaju se u 0,5 %
svih Zivorodene novorodencadi 1 u svakoj pedesetoj trudno¢i zena starijih od 35 godina.
Uzrokuju 50 % svih spontanih pobacaja u prvom tromjese¢ju i odgovorni za vise od 100

ljudskih sindroma. Vec¢ina fetusa s kromosomskom abnormalno$¢u ne prezivi (7). Etiologija



kromosomskih abnormalnosti prilicno je varijabilna. Najc¢es¢i uzrok kromosomopatija je
greSka koja se dogada tijekom diobe stanica. Ostali uzroci su maj¢ina dob i utjecaj okolisa.

Oceva dob manje je vazna zbog razlike u diobi zenskih i muskih reproduktivnih stanica.

Zenska novorodendad pri rodenju ima 500.000 — 1.000.000 jajnih stanica no do
puberteta taj broj se smanji na svega 10 %. Tijekom zivota, a poglavito u reproduktivnoj dobi,
jajne stanice kontinuirano viSekratno prolaze kroz mejozu. Upravo zbog tih intenzivnih dioba,
kasnija reproduktivna dob rizi¢na je za trudnoce u smislu ucestalijih kromosomopatija ploda.
Nasuprot tome, razvoj spermija, muskih spolnih stanica, traje samo 72 sata pa je stoga rizik
pogreske tijekom tog razdoblja znacajno manji. Iz tog razloga Zenama iznad 35. godine Zivota
preporucuje se posjeta genetiCkom savjetovaliStu kako bi se ve¢ prenatalno dijagnosticirala
eventualna kromosomopatija (7). Upitan je utjecaj okoliSa na nastanak kromosomopatija. lako
nisu pronadene znacajne razlike u incidenciji, smatra se da izlozenost rendgenskom zracenju
i odredenim lijekovima ima nepovoljan kumulativni karakter za nastanak kromosomskih

poremecaja (7).

1.2 Trisomija 21

Downov sindrom je naj¢e$¢a kromosomska abnormalnost medu Zivorodenom djecom te
je mnajceS¢t oblik intelektualne ogranicenosti uzrokovane mikroskopski dokazivom
kromosomskom aberacijom (8). Sindrom je posljedica trisomije cijelog ili dijela kromosoma
21 u svim ili samo nekim stanicama tijela, te naknadnog povecanja ekspresije zbog genske
doze trisomnih gena. Povezan je s mentalnom retardacijom, prirodenim sr€anim manama,
gastrointestinalnim anomalijama, slabim neuromiSiénim tonusom, dismorfijom glave, vrata 1
diSnih putova, audiovestibularnim 1 vizualnim oSte¢enjem, karakteristicnim facijalnim i
tielesnim znacajkama, hematopoetskim poremecajima 1 ve¢om incidencijom drugih
zdravstvenih poremecaja (9). Rano otkrivanje trudnoca s visokim rizikom za trisomiju 21
primarni je cilj prenatalnog probira na aneuploidije (10). Ameri¢ko drustvo porodnicara 1
ginekologa (ACOG) preporucuje probir na aneuploidije svim trudnicama u ranoj fazi trudnoce.

Postoji viSe metoda prenatalnog probira kromosomopatija.

Rani kombinirani probir ukljucuje sonografsko odredivanje nuhalnog nabora (fizioloski
'marker' u fetusu koji odrazava fetalni limfaticki 1 vaskularni razvoj u podrucju glave i vrata)
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(9) te odredivanje biokemijskih markera povezanih s aneuploidijom: trudnoca-povezani
plazma protein A (PAPP-A) i slobodni-beta ili ukupni hCG. Kod vecine pacijentica, probir se
obavljau 11+0 do 13+6 tjedana trudnoce. Neki protokoli omogucuju ranije prikupljanje uzorka
seruma (pocevsi od 9+0 tjedana) s kasnijim obavljanjem ultrazvuka (10+3 do 13+6 tjedana)
(10). Izoliranom primjenom odredivanja nuhalnog nabora, otprilike 83 % trisomija 21 u
trudno¢i identificirano je u prvom tromjesec¢ju. Kasnije je otkriveno da probir kombinacijom
dobi majke, odredivanjem nuhalnog nabora i dvostrukog probira [trudno¢a-povezanog plazma
proteina (PAPP-A) i slobodnog B-hCG] ili trostrukog probira [alfa-fetoproteina (AFP), estriola
1 slobodnog B-hCG] ima potencijalnu osjetljivost od 94 % za stopu lazno pozitivnih rezultata
od 5 % (9). Nudi se i Cetverostruki probir koji mjeri razinu biokemijskih markera AFP,
nekonjugiranog estriola (uE3), humanog korionskog gonadotropina (hCG) i dimernog inhibina
A (DIA) u maj¢inom serumu. Razine AFP-a i uE3-a u maj¢inom serumu, u prosjeku, su
smanjene za 25 do 30 % u trudno¢ama zahva¢enim Downovim sindromom, dok su razine hCG-
a i DIA-a, u prosjeku, dvostruko vise nego u trudnoc¢ama koje nisu zahvaéene (10). Nosna kost
vazan je biljeg u otkrivanju fetalnih kromosomskih abnormalnosti. Odsutnost nosne kosti u
fetusa na pregledu izmedu 11. 1 14. tjedna povezana je s Downovim sindromom. Ovaj marker
je u pocetku pronaden u 73 % fetusa s trisomijom 21 i samo u 0,5 % kromosomski normalnih
fetusa. Kombinacija dobi majke, procjene nuhalnog nabora, biokemijskog screeninga majcinog
seruma (putem dvostrukog ili trostrukog testa) i pregleda nosne kosti povecava stopu detekcije
kromosomopatije na 97 %. Opcenito je prihvaceno da je fetalna nosna kost vrijedan

sonografski marker, bez obzira na dokazane rasne razlike u duljini ove kosti (10).

Tablica 1. Stope detekcije i stopa lazno pozitivnih rezultata Downovog sindroma u razlicitim testovima probira

Prema: Kazemi M, Salehi M, Kheirollahi M. (2016) (7)

TEST Marker aneuploidije Trimestar | DR(%) | FPR(%)
NT NT 1. 64-70 5
Kombinirani probir | NT + PAPP-A+ fhCG 1. 65 5
Trostruki probir BhCG + AFP + estriol 2. 70 14
Cetverostruki BhCG + AFP + estriol 2. 81 7
probir + inhibin A

Serumski BhCG + AFP + estriol 1.12. 85-88 5
integrirani + inhibin A + PAPP-A




Integrirani NT + BhCG + AFP + estriol + inhibin 1.12. 94-96 1
A + PAPP-A

Sekvencijski NT + BhCG + AFP + estriol + inhibin 1.12. 95 2
A + PAPP-A

Potencijalni rizik od gubitka fetusa radi invazivnih postupaka potaknuo je potragu za

neinvazivnim pristupima za genetski probir i dijagnozu (9). Neinvazivno prenatalno testiranje

(NIPT) tehnika je koja je unaprijedila podrucje prenatalnog testiranja za otkrivanje genetskih

abnormalnosti i stanja s ciljem smanjenja incidencije 1 prevalencije navedenih nasljednih stanja.

NIPT ostaje metoda izbora za uobi¢ajene autosomne aneuploidije, uglavnom trisomiju 21, kao

i ostale monogenske poremecaje (11). Napredak u genomici i povezanim tehnologijama

rezultirao je razvojem neinvazivnog prenatalnog testiranja koristenjem sekvenci fetalne DNA,

izolirane iz maj¢inog uzorka krvi. Gotovo 4-10 % DNA u maj¢inom serumu je fetalnog

podrijetla. Otkrivanje fetalne trisomije s pomocu cfDNA iz majcine krvi moguce je

zahvaljuju¢i masovnom paralelnom sekvenciranju (MPSS). MPSS otkriva vece relativne

koli¢ine DNA u maj¢inoj plazmi iz fetalnog trisomnog kromosoma u usporedbi s referentnim

kromosomima.

Tablica 2 Stope detekcija i lazno pozitivni rezultati najsecéih aneuploidija koriste¢i NIPT Prema: Kazemi M,

Salehi M, Kheirollahi M. (2016) (7)

Kromosom

Stopa detekcije (%) 95% Cl

LaZno pozitivan rezultat (%) 95% Cl

Trisomija 21

99.2 (98.5-99.6)

0.09 (0.05-0.14)

Trisomija 18

96.3 (94.3-97.9)

0.13 (0.07-0.20)

Trisomija 13

91.0 (85-95.6)

0.13 (0.05-0.26)

Monosomija X

90.3 (85.7-94.2)

0.23 (0.14-0.34)

Siroka primjena metoda probira u kombinaciji s prenatalnom dijagnostikom bitno je

unaprijedila 1 ufinila sigurnijim prenatalno dijagnosticiranje Downovog sindroma Sto je

utjecalo 1 na znacajno smanjenje broja rodenih s Downovim sindromom (10).




1.3 Trisomija 18

Trisomija 18, poznata kao Edwardsov sindrom, druga je naj¢esc¢a autosomna trisomija
zabiljezena pri rodenju s prevalencijom 1 na 5500 rodenih. Kao 1 kod trisomije 21, postoji
povezanost izmedu poodmakle dobi majke i pojave trisomije 18 kod potomaka. Omjer Zena i
muskaraca medu pogodenom novorodencadi je 3:1. Klinicki spektar trisomije 18 moze
ukljucivati bilo koji organski sustav. Glavne fenotipske znacajke ukljucuju: intrauterini zastoj
rasta (IUGR), hipertoniju, istaknut zatiljak, mala usta, mikrognatiju, Siljate usi, kratak prsni
koS, potkovasti bubreg i savijene prste, s kaziprstom koji preklapa tre¢i prst i malim prstom
koji preklapa cetvrti. Kongenitalna sr¢ana bolest javlja se u vise od 50 % pogodenih osoba, a
najcesce su zahvaceni zalistci. Ucestali su i defekti ventrikularnog septuma i otvoreni ductus
arteriosus. Gastrointestinalni sustav zahvacen je u priblizno 75 % slucajeva. Meckelov
divertikul, malrotacija i omfalokela su glavne abnormalnosti probavnog sustava (12).
Prenatalni ultrazvu¢ni nalazi trisomije 18 odgovaraju fizickim abnormalnostima. TUGR
povezan s polihidramnijem, posebno u fetusa s abnormalnim polozajem ruku ("stisnute ruke")
takoder sugerira ovo stanje. Ceste su i ciste koroidnog pleksusa. (12). Veéina prenatalno
dijagnosticiranih slucajeva trisomije 18 umire intrauterino. U seriji od 23 trudnoce s
dijagnosticiranom fetalnom trisomijom 18, 14 fetusa umrlo je intrauterino, a preostali su umrli
unutar 48 sati nakon rodenja. Opcenito, 50 % pogodenih dojencadi umire unutar prva dva
tjedna Zivota, a samo 5 do 10 % prezivi prvu godinu. Moguce je prezivljavanje do Skolske

dobi, no uz obligatnu tesku intelektualnu invalidnost (14).

Primjenom ranog kombiniranog testa uocava se biokemijski obrazac karakteristi¢an za
trisomiju 18 u prvom tromjesecju: vrlo niska razina beta-humanog korionskog gonadotropina
(hCQ), vrlo niska razina proteina A povezanog s trudno¢om (PAPP-A) i povecan nuhalni nabor
(13). Najces¢i ultrazvucni markeri otkriveni u kasnom prvom 1 ranom drugom tromjesecju su
povecana debljina nuhalnog nabora i odsutnost ili hipoplazija nosne kosti; probir procjenom
nuhalnog nabora i nosne kosti identificira 66,7 % slucajeva s trisomijom 18 ali i trisomijom 13
(15). Primjena kombiniranog probira vrlo je u€inkovita u identificiranju slucajeva trisomije 18.
U studiji koja je koristila Cetiri serumska markera (PAPP-A u prvom tromjesecju s beta-hCG,
alfa-fetoproteinom i nekonjugiranim estriolom u drugom tromjese¢ju) u kombinaciji s dobi

majke detektirano je 90 % trudnoca s trisomijom 18 uz FPR od 0,1 %. Dodavanje mjere
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nuhalnog nabora algoritmu probira za trisomiju 18 (potpuni kombinirani test) test Cini

pouzdanijim (13).

1.4 Trisomija 13

Trisomija 13, takoder poznata kao Patauov sindrom, treéa je najcesSca aneuploidija, s
prevalencijom zivorodene djece od 1 na 18 000. Rizik od trisomije 13, koji je Cesto posljedica
mejotiCkog nerazdvajanja kod majke, raste s majc¢inom dobi (16). Patauov sindrom obi¢no
ukljucuje intrauterini zastoj rasta i mikrocefaliju. Defekti lica ukljucuju ciklopiju, rascjep usne
i nepca, male deformirane usi, anoftalmiju ili mikroftalmiju i mikrognatiju. Od abnormalnosti
srediSnjeg Ziv€anog sustava alobarna holoprozencefalija najces¢i je defekt, a radi se o
smrtonosnoj anomaliji karakteriziranoj potpunim nedostatkom cijepanja prozencefalona. U
75 % slucajeva povezana je s trisomijom 13 (18). Od poremecaja ekstremiteta ucestala je
postaksijalna polidaktilija, kongenitalni talipes ekvinovarus odnosno stopala nalik kolijevci.
Spektar sré¢anih bolesti kod Patauovog sindroma sastoji se od ventrikularnog septalnog defekta,
atrijalnog septalnog defekta 1 Fallotove tetralogije. Dodatni organski sustavi zahvacéeni
abnormalnostima su: pluca, jetra, bubrezi, mokracni sustav, probavni trakt i gusteraca. Defekti
u tim organskim sustavima koji se javljaju u vise od 50 % pacijenata su kriptorhizam,
hipospadija, hipoplazija malih usana i bikornuatna maternica. U manje od 50 % pacijenata s
Patauovim sindromom prisutna je omfalokela, nepotpuna rotacija kolona, Meckelov divertikul,
policistiéni bubrezi, hidronefroza ili potkovasti bubreg. Slozeni, teSki psithomotorni
poremecaji, neuspjeh napredovanja, intelektualna onesposobljenost i epilepticki napadi
obiljezja su osoba koje s Patauovim sindromom dosegnu stariju zivotnu dob (17). Prenatalni
ultrazvuéni nalazi karakteristicnih defekata srediSnjeg Zziv€anog sustava s velikom
vjerojatnos$¢u upucuju na ovu dijagnozu (12). Prenatalni probir za trisomiju 13 moze se provesti
1 koriStenjem sekvenciranja sljedece generacije slobodne DNK (¢fDNA) u maj¢inoj cirkulaciji

odnosno NIPT testovima (19).

IstraZivanje Sian Taylor-Phillips 1 suradnika, koje je koriStenjem slobodne fetalne DNK
validiralo to€nost neinvazivnog prenatalnog testiranja (NIPT) za Downov, Edwardsov i
Patauov sindrom, zakljucilo je kako NIPT ima vrlo visoku osjetljivost i specifi¢énost za Downov

sindrom, a nesto nizu osjetljivost za Edwardsov 1 Patauov sindrom. Treba naglasiti kako NIPT


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Taylor-Phillips+S&cauthor_id=26781507

nema 100% to¢nost te stoga ne smije biti shvacen kao konacna dijagnoza za pozitivne

slucajeve, vec ista treba biti potvrdena nalazom amniocenteze (20).

1.5 Aneuploidije spolnih kromosoma

Najces¢e aneuploidije spolnih kromosoma su 45, X (Turnerov sindrom); 47, XXY
(Klinefelterov sindrom); 47, XYY (sindrom XYY); 147, XXX. Ucestalost Turnerova sindroma
je oko 1:2500 rodenih, Klinefelterova 1: 500 do 1:1000, sindroma XYY izmedu 1: 8501 1 :
3000, a sindroma XXX 1 :1000 (21).

1.5.1 Turnerov sindrom

Turnerov sindrom je poremecaj spolnih kromosoma uzrokovan gubitkom dijela ili
cijelog X kromosoma (22). Ovaj sindrom karakteriziran je niskom tjelesnom visinom 1
dismorfi¢nim obiljezjima: male i straga rotirane uS$i, pterigij vrata, Sirok prsni ko§ s
razmaknutim bradavicama, kubitus valgus, kratka cetvrta i peta metakarpalna kost, te
hipoplasti¢ni nokti. Uz Turnerov sindrom cesto se pojavljuju limfedem, pigmentirani nevusi,
kongenitalne sréane greSke i koarktacija aorte. Limfedem na dorzumu ruku i stopala
novorodenceta moze biti jedina uocljiva klinicka znacajka Turnerova sindroma. Pacijentice s
Turnerovim sindromom imaju odgoden pubertet zbog primarnog hipogonadizma (21,22).
Ultrazvu¢ni nalaz fetusa s Turnerovim sindromom pokazuje povecanu nuhalnu translucenciju,
cisticni higrom 1ili fetalni hidrops. Pronalazak 45, X kariotipa u fetusa s velikim cisti¢énim
higromom 1ili hidropsom potvrduje dijagnozu Turnerovog sindroma. U takvim slu¢ajevima,
vjerojatnost spontanog pobacaja je visoka. Napredne metode neinvazivnog prenatalnog
testiranja upotrebom molekularnog sekvenciranja takoder mogu otkriti Turnerov sindrom (bilo
u fetusu ili majci), nakon Cega je nuzno provesti dodatno testiranje te genetsko savjetovanje.
Trenutno nema dovoljno dokaza za preporuku rutinskog koristenja neinvazivnog prenatalnog
testiranja za prenatalno dijagnosticiranje Turnerovog sindroma, bilo da se izvodi
sekvenciranjem ili analizom polimorfizma jednog nukleotida DNK slobodne fetalne DNK iz

majcine krvi (24).

1.5.2 Klinefelterov sindrom



Klinefelterov sindrom najces¢i je uzrok primarnog hipogonadizma. Ucestalost ovog
sindroma je otprilike 1 do 2,5 na 1000 muske novorodencadi. Tek 25 do 50 % pacijenata s
Klinefelterovim sindromom uspje$no se dijagnosticira, dok jednak broj oboljelih ostane
neprepoznat. Dijagnoza Klinefelterovog sindroma trebala bi se postaviti ili iskljuciti kod
svakog novorodenceta s mikropenisom, hipospadijom ili kriptorhizmom, kod tinejdzera s
odgodenim pubertetom ili muSkaraca koji se javljaju s malim testisima i nedostatkom
androgena ili neplodnosti (23). Niti prenatalno niti novorodenacko testiranje trenutacno se ne
nudi rutinski, no ako se izvodi, ono se obavlja na uzorku majcine krvi s kariotipizacijom fetalne
DNK koja kruzi u slobodnom, nevezanom stanju. Dijagnoza se mora potvrditi kariotipizacijom
stanica iz prenatalne amniocenteze, uzorkovanja korionskih resica ili postnatalnim testiranjem
stanica iz uzorka krvi novorodenceta. Arteficijalni prekid trudnoce na temelju ove prenatalne
dijagnoze bio je uobiCajen postupak u proslosti, no danas se sve manje parova u slucaju
dijagnosticiranja XXY kariotipa ¢eda odlucuje na prekid trudnoce. Uloga lije¢nika klinicara
iznimno je znacajna u procesu donoSenja odluka o nastavku odnosno prekidu trudnoc¢e kod
prenatalne dijagnoze Klinefelterova sindroma. Vazno je potencijalne roditelje objektivno
informirati o posljedicama ovog sindroma koje su znacajno manje ozbiljne od drugih

uobicajenih trisomija, poput Downovog sindroma (23).



2 RANI KOMBINIRANI PROBIR

Ultrazvu¢ni pregled u prvom tromjesecju trudnoce osim za odredivanje gestacijske dobi
vazan je i zbog prenatalnog probira kromosomopatija. Na osnovu njega, kasnije se u trudnoci,
moze objektivno i pravovremeno prepoznati zastoj u rastu ¢eda, ali i postaviti indikacija za
indukciju poroda zbog prenosenja. Tim ultrazvucnim pregledom dijagnosticiraju se viseplodne
trudnocée i odreduje njihova zigotnost. Dio probira je za trisomije i grube anomalije poput
anencefalije i cisti¢nih higroma (25). Ultrazvucni pregled za odredivanje gestacijske dobi i test
ranog kombiniranog probira treba obaviti izmedu 11+0 1 13+6 tjedana gestacije (13), kada je
udaljenost tjeme-trtica (CRL) izmedu 45 i 84 mm (25). Odredivanje nuhalne prozirnosti (NT),
mjerenje maj¢inog slobodnog ljudskog korionskog gonadotropina (B-hCG) i proteina A plazme
povezanog s trudno¢om (PAPP-A), u korelaciji s dobi trudnice, omogucuje detekciju trisomije
21 s precizno$¢u od oko 90 %. Lazno pozitivna stopa moze se smanjiti na 3 % dodatnim
pregledom nosne kosti, protoka kroz ductus venosus i trikuspidalnog protoka, ¢ime se dobiva
detekcijska stopa od oko 95 % (25). Trudnoce optere¢ene Downovim sindromom u ¢eda
obiljeZzene su poviSenom razinom hCG-a, smanjenom razinom PAPP-A te povecanom
nuhalnom prozirno$¢éu (NT). Kombinirani probir u prvom tromjesecju ne bi se trebao raditi ako
nije dostupna metoda biopsije korionskih resica (CVS) jer je ista nuZna za postavljanje konacne
dijagnoze. U tom slucaju bolja je opcija integrirani serumski test ili probir slobodne fetalne
DNK uz amniocentezu kao dijagnosticki genetski test jer su se ti testovi pokazali pouzdanijim

(visu stopu otkrivanja uz nizu stopu lazno pozitivnih rezultata) (13).

2.1 Ultrazvucéni biljezi

Nuhalna prozirnost, engl. nuchal translucency (NT) ili nuhalni nabor je maksimalna
debljina potkoznog prozirnog podrucja izmedu koZe i mekog tkiva koje prekriva fetalnu
kraljeZnicu na straznjoj strani vrata. Mjeri se u sagitalnoj ravnini kada je udaljenost tjeme-trtica
izmedu 38 1 84 mm. Mjerenje NT izrazava se kao viSekratnik srednje vrijednosti specifi¢ne za
gestacijsku dob. Povecana debljina NT sama po sebi nije fetalna abnormalnost, ve¢ marker koji
ukazuje na povecani rizik. Otprilike jedna tre¢ina fetusa s pove¢anom debljinom NT imat ¢e
kromosomsku abnormalnost, od ¢ega je gotovo polovica Downov sindrom. Kao izolirani

marker, NT detektira 64 do 70 % fetusa s Downovim sindromom uz stopu lazno pozitivnih
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rezultata od 5 %, te ima maksimalnu osjetljivost u 11. tjednu (27). Rizik od ovih nepovoljnih
ishoda raste s povecanjem veli¢ine nuhalne prozirnosti (13) te se opcenito koristi kao izolirani
marker samo u probiru viseplodnih trudnoca, gdje serumski probir nije tako toCan ili nije
dostupan. Povecana debljina NT takoder je povezana s drugim aneuploidijama, genetskim
sindromima i raznim prirodenim manama, posebno fetalnim sr¢anim anomalijama. (26) Kod
trisomije 21 sadrzaj kolagena u dermisu je abnormalan; njegova hidrofilnost moze dovesti do
nakupljanja potkozne tekuéine. Kod Turnerovog sindroma, limfati¢na displazija moze dovesti
do povecanja nuhalne tekucine, ili suzenje istmusa aorte 1 Sirenje uzlazne aorte moze dovesti
do prekomjerne perfuzije glave i1 vrata, Sto doprinosi razvoju potkoznog edema. Kod fetusa s
prirodenim sréanim bolestima, patogene varijante u genima koji kodiraju endotel i sudjeluju u

razvoju srca i limfnog sustava mogu doprinijeti povec¢anju nuhalne tekucine (27).

Potencijalni uzrok pogreSke pri ocitavanju nuhalne prozirnosti prvenstveno je
nedostatak stru¢nosti. Naime, ona je vazna jer manje promjene u tehnici utjeu na mjerenje
nuhalne prozirnosti (NT) 1 posljedicno na predikciju rizika aneuploidije kada se koristi
samostalno ili u serumskim algoritmima probira. Postoji znacajan period ucenja za to¢no
izvodenje mjerenja NT u prvom tromjese¢ju. Pogreske u mjerenju mogu biti povezane s
pogresnom dijagnozom amnionske membrane koja se nalazi uz i iza fetalnog vrata ili
separacijom korioamniona. Takoder nepovoljan poloZaj fetusa i tjelesna grada majke mogu

otezati to¢no mjerenje. (27)
2.2 Biokemijski biljezi

Dva analita koja se koriste za probir aneuploidija u prvom tromjesecju su ljudski
korionski gonadotropin (hCG) ili intaktni ili slobodni B-hCG 1 plazma protein A povezan s
trudno¢om (PAPP-A) (26). hCG je dio obitelji glikoproteinskih hormona, s luteiniziraju¢im
hormonom (LH), folikul-stimuliraju¢im hormonom (FSH) 1 hormonom koji stimulira Stitnjacu
(TSH). Ovi hormoni su heterodimeri koji dijele alfa-podjedinicu i razliCite stupnjeve
homologije u njihovim beta-podjedinicama. Razine beta-hCG su, u prosjeku, dvostruko vise u
trudnocama pogodenim Downovim sindromom nego u euploidnim trudno¢ama. Beta-hCG se
moze analizirati u slobodnom ili ukupnom obliku. Test za slobodni beta-hCG za probir na
Downov sindrom je ucinkovit od 9+0 do 13+6 tjedana, a ucinkovitost probira poboljSava se

kako gestacijska dob napreduje unutar ovog intervala. Test za ukupni beta-hCG za probir na
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Downov sindrom je u¢inkovit od 11+0 do 13+6 tjedana, a ucinkovitost probira poboljSava se
takoder kako gestacijska dob napreduje unutar ovog intervala. Izmedu 11+0 i 13+6 tjedana ne
postoji konsenzus o tome da li slobodni beta-hCG ima znacajno bolju u€inkovitost od ukupnog
beta-hCG za probir na Downov sindrom kada se tumaci s dobi majke i mjerenjem PAPP-A 1
NT. PAPP-A je slozeni glikoprotein visoke molekularne mase. Razine PAPP-A su, u prosjeku,
nize u trudno¢ama pogodenim Downovim sindromom. U¢inkovitost PAPP-A kao markera za
probir na Downov sindrom smanjuje se s napredovanjem gestacijske dobi izmedu 9+0 1 13+0

tjedana (13).

Ako je gestacijska dob to¢no odredena, izolirano koristenje ovih serumskih markera,
bez mjerenja NT, rezultira stopom otkrivanja fetalnog Downovog sindroma do 67 % uz stopu
laZzno pozitivnih rezultata od 5 %. Nadalje, u trudnocama s blizancima, razine slobodnog f3-
hCG i PAPP-A priblizno su udvostrucene u usporedbi s vrijednostima za jednoplodne trudnoce

(26).
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3 NEINVAZIVNI PRENATALNI TESTOVI

Neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT) prvi put je primijenjeno 1988. Godine.
Prvotno se smatralo da se njime mogu otkriti samo uobicajene aneuploidije, kao Sto su Patauov
sindrom (T13), Edwardsov sindrom (T18) i Downov sindrom (T21). Testiranje se sastoji od
jednostavne tehnike koja ukljucuje analizu slobodne fetalne DNK (cffDNA) dobivene iz
majc¢inog seruma, koriste¢i napredak u masovnom paralelnom sekvenciranju. Tijekom
posljednjeg desetlje¢a, neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT) dramati¢no je unaprijedilo
prenatalnu skrb, smanjujuc¢i upotrebu i rizike povezane s invazivnim postupcima poput
amniocenteze i uzorkovanja korionskih resica (31). NIPT je pokazao obecavajuce rezultate kao
jednostavan i niskorizi¢an probirni test, §to je navelo organizacije Sirom svijeta da posvete
znacajne resurse njegovoj integraciji u nacionalne zdravstvene inicijative, kao i formiranje
istrazivackih studija usmjerenih na standardizaciju njegove primjene (28). Naravno, prije
uvodenja analize slobodnog fetalnog DNK-a u rutinsku praksu, potrebno je regulirati eticka
pitanja poput autonomije i prava nerodenog djeteta, dostupnosti testiranja i mogucénost

selekcije spola iz nemedicinskih razloga (35).

3.1 Slobodni cirkuliraju¢i fragmenti DNA (cfDNA)

Lo i suradnici su 1997. godine istraZili su prisutnost slobodne fetalne DNK u maj¢inoj
krvnoj cirkulaciji (28). I majka 1 fetalno-placentarna jedinica proizvode slobodnu DNK
(cfDNA). Smatra se da je primarni izvor tzv. fetalne cfDNA (cffDNA) u majcinoj cirkulaciji
apoptoza placentalnih stanica (sinciciotrofoblast), dok su mati¢ne hematopoetske stanice izvor
vecine majcine cfDNA (29). Slobodna fetalna DNK (cffDNA) potjece iz posteljice i zatim se
krece zahvaljuju¢i maj€inoj krvnoj cirkulaciji. U pocetku se placentni citotrofoblasti spajaju sa
sinciciotrofoblastima kako bi sazrijeli, prije nego Sto se integriraju u majcinu cirkulaciju kroz
sincicijske ¢vorove. Raspad tih ¢vorova u majcinoj cirkulaciji oslobada fetalnu DNK, koja
obi¢no ima manje od 313 baza parova, u usporedbi s maj¢inom stanicnom DNK koja pokazuje

prosjecnu duljinu od 400-500 baza parova. To omogucuje lakSe prepoznavanje cffDNA u
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majcinom serumu. cffDNA se moze otkriti ve¢ u 4. tjednu trudnoce, a fetalni udio raste na 10—
15 % ukupne majcine plazme od 10. do 20. tjedna trudno¢e. Medutim, ona se brzo uklanja
nakon §to je posteljica izbaCena u zavrsnoj fazi porodaja. Ova ¢injenica Cini cffDNA vrlo
poZeljnim biomarkerom za otkrivanje kromosomskih aneuploidija, ve¢ u prvom tromjesec¢ju

trudnoce (28).

3.2 Fetalna frakcija

Fetalna frakcija (FF) predstavlja udio cfDNA fetalnog podrijetla u ukupnoj cfDNA u
maj¢inoj plazmi (zbroj cfDNA fetalnog i cfDNA majcinog podrijetla).

"Fetalna" DNK zapravo je placentarna. Izmedu 10. 1 20. tjedna trudnoce, prosje¢an FF
je 10 % do 15 %. Mjerenje FF-a klju¢na je komponenta kontrole kvalitete uzoraka i statisticke
pouzdanosti. Mjerenje FF-a osigurava da je placentalna cfDNA detektabilna u maj¢inoj plazmi
u dovoljnoj koli€ini za generiranje znacajnog rezultata. Minimalni prag FF-a za adekvatnu
izvedbu NIPT-a varira ovisno o testu obi¢no je izmedu 2 % 14 %. S visSim FF-om postoji ve¢a
statisticka razlika izmedu aneuploidnih i euploidnih trudnoca, §to pruza veéu sigurnost u
konacni rezultat. Stope detekcije opadaju s niskim FF-om te on moze rezultirati neuspjehom
testa ili rezultatom "bez odgovora". Stopa rezultata "bez odgovora" krece se od 1 % do 8 %,
ovisno o tehnologiji testa, pri ¢emu je nizak FF naj¢es¢i uzrok. Priblizno 50 % do 60 % Zena s
neuspjelim NIPT rezultatom uspjet ¢e s drugim uzorkovanjem krvi. Medutim, glavni problem
neuspjelog rezultata zbog niskog FF-a je ta §to je to povezano s ve¢im rizikom od aneuploidije

na nekoliko sekvencijskih platformi, u rasponu od 2,7 % do 23,3 % (30).

Uzroci niskog FF-a su raznoliki. Primarni uzrok je rana gestacijska dob jer je fetalni
udio znatno nizi prije 10. tjedna trudnoce, pa vecina laboratorija zahtijeva da trudnice s
testiranjem Cekaju barem do 10. tjedna trudnoce kako bi se osigurao adekvatan fetalni udio za
testiranje. Sljedeci uzrok je nepravilno uzimanje uzoraka upravo jer je pravilnost uzimanja
uzoraka 1 stabilizacija fragmentirane cfDNA kljuéna za o€uvanje fetalnog udjela jer ¢e mali
broj degradiranih bijelih krvnih stanica iz maj¢ine krvi znatno smanjiti fetalni udio. Radi toga,
uzorak treba uzeti u epruvetu s ljubicastim ¢epom (EDTA) i centrifugirati unutar Sest sati te je
nakon toga dobivena plazma stabilna pri skladiStenju na —80 °C. Takoder kako se povecava
tezina majke (1 u manjoj mjeri indeks tjelesne mase), fetalni udio sustavno se smanjuje. Taj
inverzni odnos pripisuje se razrjedenju relativno konstantne koli¢ine fetalne cfDNA u vecem
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volumenu maj¢ine plazme 1 povecanju koli¢ine ¢cfDNA maj¢inog podrijetla kod pretilih
trudnica te prosjecan fetalni udio od 10. do 20. tjedna trudnoce nizi je u trudnoéama s
trisomijom 18 (prosjecan fetalni udio 9 %) nego u trudno¢ama s euploidnim fetusom (prosjecan
fetalni udio 11 do 13 % ), a visi je u trudno¢ama s trisomijom 21 (prosjecan fetalni udio 13 do
15 %). To moze djelomicno objasniti zasto su stope detekcije trisomije 21 vece no one detekcije
trisomije 18. Fetalni udjeli kod trisomije 13 i Turnerovog sindroma takoder su nizi nego kod

euploidnih fetusa. Triploidni fetusi imaju izuzetno niske fetalne udjele, obicno ispod 4 % (29).

Nakon porodaja, maj¢ino ¢is¢enje fetalne cfDNA dogada se brzo. Kod zdravih trudnica,
poluvijek je priblizno jedan sat, s gotovo potpuno eliminiranom fetalnom cfDNA unutar dva
dana nakon porodaja. Upravo zato buduce trudnoc¢e nisu optere¢ene cfDNA u cirkulaciji iz

prethodnih trudnoca (29).

3.3 Metode sekvenciranja

Sve metode koje koriste cfDNA zahtijevaju uzimanje barem jednog uzorka majcine
krvi od 10 mL koriste¢i odredenu epruvetu za prikupljanje uz pretpostavku da je majka
euploidna. Neke metode ispituju cijeli genom, dok su druge usmjerene na kromosome od

najveceg interesa, 21, 18, 13, X 1Y (29).

3.3.1 Cjelogenomsko sekvenciranje

NajceSc¢a metoda probira koja koristi cfDNA-a sekvencira fragmente cfDNA-a preko
cijelog genoma (29). Masivno paralelno sekvenciranje Citavog genoma karakterizira 10-20
milijuna oCitanja te potencijal za utvrdivanje aneuploidija svih kromosoma. Temelji se na
sekvenciranju i brojanju velikog broja pojedina¢nih DNK fragmenata iz plazme 1 dodjeljivanju
odgovaraju¢em kromosomu. Drugim rije¢ima, kromosomsko podrijetlo fragmenta identificira
se putem poravnanja s ljudskim genomom (29,35). Primjerice, kod euploidnih Zena koje nisu
trudne, priblizno 1,3 % fragmenata cfDNA-a potjeCe s kromosoma 21 (npr., kromosom 21
sadrzi priblizno 1,3 % ljudskog genoma). U trudno¢i, ocekivani postotak fragmenata
kromosoma 21 ostaje na 1,3 % kada su i fetus 1 majka euploidni. Medutim, ako fetus ima tri
kopije kromosoma 21, proporcija fragmenata kromosoma 21 bit ¢e neSto veca od ocekivanih

1,3 %. Njena veli¢ina ovisi o postotku poravnatih fragmenata fetalnog podrijetla. Primjerice,
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ako fetus ima trisomiju 21, a fetalni udio je 10 % ocekivani postotak fragmenata kromosoma
21 bit ¢e neznatno veci, npr. 1,365 %. Nasuprot tome, kada je fetalni udio nizi, poveéanje
fragmenata kromosoma 21 manje je (npr., <1,365), i teze je otkriti trisomiju 21. Ova se metoda
ponekad naziva "shotgun" sekvenciranjem i moZe zahtijevati nekoliko milijuna poravnatih
fragmenata kako bi se dobio pouzdan testni rezultat (29). Sekvenciranje cijelog genoma skuplje
je od ograni¢enog sekvenciranja jer je cijeli genom ekvivalentan otprilike 3,3 x 10° baza.
Sekvenciranje cijelog genoma moze postati pozeljnije od sekvenciranja egzoma kako troskovi
padaju i viSe informacija o ulozi nekodirane DNK u ljudskim bolestima postaje dostupno.
Sekvenciranje cijelog genoma moze se koristiti za detekciju delecija i dupliciranja koje se
obi¢no detektiraju samo s pomoc¢u komparativne hibridizacije genoma (aCGH), $to smanjenje

potrebu za drugim dodatnim testiranjima (32).

3.3.2 Ciljano sekvenciranje

Ciljane metodologije ukljucuju dodatni pocetni korak u kojem se selektivno umnazaju
odabrane regije na kromosomima od interesa (13, 18, 21) te nakon toga evaluira postoji li viSak
signala s pojedinog kromosoma u odnosu na drugi (35). Ciljanjem odabranih kromosoma

potrebno je poravnati manje sekvenci i potroSiti manje resursa (32).

Prva metoda odnosno SNP (engl. Single nucleotide polymorphism) sekvenciranje
lokusa na kromosomima od interesa (T21, T18 1 T13) uzima u obzir relativni kvantitativni
doprinos majcinog i ofevog genoma u plazmi, ne zahtijeva referentnu vrijednost te ima
potencijal za utvrdivanje triploidije, uniparentalne disomije 1 roditeljskog podrijetla
aneuploidije. U jednoj reakciji umnaza se 20.000 SNP sekvenca koje se nakon toga
sekvenciraju, odrede polozaji na kromosomima te procijeni je li rije€ o monosomi¢nom,
disomi¢nom ili trisomi¢nom fetusu (29,34,35). Oblici SNP-ova preko ovih analiziranih
kromosoma rezultirat ¢e specifiénim uzorcima na temelju maternalnih i fetalnih genotipova.
Ako je prisutan dodatni kromosom, kao u fetalnoj trisomiji 21, dodatni uzorci SNP-ova bit ¢e
na trecem kromosomu 21. Metode SNP-ova mogu identificirati aneuploidiju u trudnocama
blizanaca i kod nestanka dizigotskog blizanca (32). Analiza SNP-ova putem multiplex PCR-a
moze razlikovati majcine fragmente DNK-a od fetalnih fragmenata, Sto se moZe koristiti za
kvantifikaciju fetalne frakcije. lako analiza SNP-ova ima sli¢ne karakteristike kao masivno

paralelno sekvenciranje (MPSS), ima vecu stopu neuspjeha (33). Kao i kod drugih metoda, 1
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za analizu SNP-ova potreban je samo uzorak krvi majke. Testiranje SNP-ova ne moze se
koristiti u rijetkim slucajevima u kojima trudnica nije bioloska majka ploda: trudnoce ostvarene
donacijom jajne stanice, trudnoce kod primatelja transplantirane kosStane srzi ili organa. U tim
slucajevima, kliniCar treba osigurati da se uzorci Salju u laboratorij koji koristi drugu
metodologiju. Rezultati postaju tezi za interpretirati kako fetalni udio postaje nizi, Sto moze

rezultirati nepouzdanoscu testa (32).

Metoda CMA (engl. Chromosomal microarray) je tehnika molekularne citogenetike
temeljena na mikro¢ipu za dijagnosticiranje kromosomskih neuravnotezenosti. Posebno je
korisna zbog svoje sposobnosti otkrivanja submikroskopskih dobitaka i gubitaka na svakom
kromosomu te pruzanja rezultata iz stanica koje ne rastu u kulturi, na primjer nakon fetalne
smrti (36). Ona kvantificira nekoliko stotina jedinstvenih lokusa na svakom od ciljanih
kromosoma (obi¢no 21, 18 1 13). Dobiveni uzorci se sekvenciraju (29). Otkrivanje dobitaka ili
gubitaka ukljucuje usporedbu uzorka pacijenta s uzorkom normalne kontrolne osobe ili
usporedbu intenziteta signala na razli¢itim sondama s o€ekivanim intenzitetima. Otkriveni
dobitci/gubitci mogu varirati u veli¢ini od vrlo velikih (npr., aneuploidija cijelih kromosoma)
do vrlo malih (npr., 200.000 baznih parova [0,2 Mb]) i mogu odgovarati prepoznatljivim
strukturnim promjenama (kao §to su vedina neuravnotezenih translokacija). Kao i kod
metodologije cijelog genoma, brojevi se povecavaju kada fetus ima trisomiju za jedan od
ciljanih kromosoma (29, 36). Prenatalna CMA obi¢no procjenjuje cijeli genom, $to moze
rezultirati izazovnim pitanjima jer se detektiraju varijante neizvjesnog znacenja (VUS) 1
genetske abnormalnosti koje nisu povezane s dijagnostickim ciljem. CMA se moZe usmjeriti
na regije genoma poznate ili visoko sumnjive za uzrokovanje specificnih fenotipova kada su

izbrisane ili duplicirane (36).

Metoda RCA (engl. Rolling circle amplification) takoder cilja odabrane fragmente
cfDNA. Specifi¢no dizajnirane sonde za ove fragmente veZu se za svaki ciljani kromosom
(obicno 21, 181 13). KoriStenjem RCA, ovi uzorci se amplificiraju u fluorescentne proizvode
koji se mogu vidjeti na automatiziranoj mikroskopskoj ploci i brojati. Kao 1 kod drugih metoda,

brojevi se povecavaju kada fetus ima trisomiju za jedan od ciljanih kromosoma (29).
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3.4 NIPT 1 trisomije

U zadnjih pet godina brojne studije su se fokusirale na klini¢ku primjenjivost NIPT-a u
uobic¢ajenim trisomijama i aneuploidijama spolnih kromosoma. lako je stopa otkrivanja (DR)
za trisomiju 21 izuzetno visoka (viSe od 95 %) u svim studijama, njezina to¢nost u pogledu
stope otkrivanja za T18 1 T13 dosla je pod povecalo, posebno prilikom promatranja podskupina,
a ne populacije visokog rizika. U meta-analizi Nacionalnog instituta za zdravlje i1 klinicku
izvrsnost, DR za Downov sindrom bio je 96 %, 87 % za T18 1 77 % za T13 kada se gleda opca
populacija (37).

Izvedba probira opisuje se detekcijskom stopom (DR) i stopom lazno pozitivnih
rezultata (FPR). Vazno je napomenuti da mali postotak probira s cirkuliraju¢im slobodnim
DNA testovima ne pruza korisne klinicke rezultate (tj. nema rezultata, neuspjeh testa). Kod
trisomija 21, 18 1 13 cirkuliraju¢a slobodna DNA najosjetljivija je opcija probira za ove
aneuploidije, koje ¢ine 71 % svih prenatalno detektiranih kromosomskih abnormalnosti.
Rezultati variraju prema trisomiji, ali ne prema metodologiji i sli¢ne su kako kod trudnica

visokog rizika tako 1 kod trudnica niskog rizika (29).

3.5 NIPT 1 abnormalnosti spolnih kromosoma

Aneuploidije spolnih kromosoma su ceste, pogadajuc¢i jedno od 400 novorodencadi.
Stopa otkrivanja (DR) cfDNA testova za ove poremecaje je niZa, a stope lazno pozitivnih
rezultata su viSe nego za uobicajene autosomalne trisomije (PPV za sve aneuploidije spolnih
kromosoma kombinirane iznosio je 37 % u jednom istrazivanju) (29). Ipak, rezultati
neinvazivnog prenatalnog testiranja su dovoljno to¢ni da se nude s prenatalnim probirom za
autosomne aneuploidije uz specifi¢no savjetovanje 1 pristanak. Usporedujucéi s autosomnim
aneuploidijama, nizi PPV za aneuploidiju spolnih kromosoma, posebno 45 monosomiju,
vjerojatno odrazava prirodne karakteristike 45,X kao S§to su veca ucestalost fetalnog,
posteljicnog, pa cak i maj¢inskog mozaicizma (45,X/46,XX). Medutim, PPV za 45,X moze se
povecati pozitivnim ultrazvu¢nim nalazima jer je 45,X jedina aneuploidija spolnih kromosoma

s prenatalnim fenotipom, koja moZe ukljucivati pove¢anu nuhalnu prozirnost i/ili cisti¢ni
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higrom (29). Dakle isklju¢uju¢i Turnerov sindrom, ostala stanja ne pokazuju nikakve simptome
u neposrednom periodu nakon poroda. Testiranje na monosomiju X dostupno je od 2012.
godine i prvotno je ponudeno zenama koje pokazuju ultrazvucne znacajke Turnerovog
sindroma. Nakon toga, uvedeni su testovi i za druge bolesti povezane sa spolnim kromosomima
koji omogucuju otkrivanje XXX, XXY 1 XYY. Stopa otkrivanja (DR) za monosomiju X iznosi
89 %, a za diploidni Y, Klinefelterov i Triple X sindrom 82 % do 90 % (35). Nakon
ukljucivanja NIPT-a kao pouzdanog alata za probir uobicajenih trisomija, probir za spolne
kromosomske anomalije sada se takoder nudi od vecine komercijalnih pruzatelja NIPT-a.
Ukljucivanje spolnih kromosomskih anomalija u op¢i probirni pristup ima nekoliko izazova i
nikada se ne bi trebalo nuditi bez temeljitog savjetovanja prije i poslije testa. Probir za spolne
kromosomske anomalije ukljucuje 45,X (Turnerov sindrom) i njegove genetske varijante,
Klinefelterov sindrom (47,XXY), Triple X (47,XXX) i Jacobsenov sindrom (47,XYY). Stopa
spontanih pobacaja ne ¢ini se povecanom kod fetusa s 47,XXY, 47, XXX ili 47,XYY, ali je
znatno visoka kod Turnerovog sindroma. Vecina zena s Triple X i muSkaraca s Jacobsenovim
sindromom ostaje neprepoznata tijekom zivota. Tesko je ili cak nemoguce predvidjeti fenotip
za potonji sindrom, a ¢ak je upitno i opisati ih kao patoloSka stanja po sebi, §to otezava
prenatalno savjetovanje i donosenje odluka. Iako mentalna retardacija u Turnerovom sindromu
nije znacajan problem, stopa induciranih pobacaja i dalje je visoka, posebno ona fetusa s
Turnerovim sindromom. Izuzetak se daje kariotipovima s viSe od tri X kromosoma (npr.
48, XXXX ili 49,XXXXY) jer je kod njih mentalna retardacija znacajno ucestalija i teZa.
Trenutni testovi nisu evaluirani za otkrivanje ovih teSkih anomalija i one mogu biti prikrivne

iza pozitivnog rezultata NIPT-a (34).

3.6 Komercijalni NIPT testovi

NIFTY © test firme BGI je neinvazivni prenatalni probirni test za trudnice koji
procjenjuje rizik da ¢e fetus imati odredene kromosomske abnormalnosti (38). Test analizira
uzorke koriStenjem metode masivnog paralelnog sekvenciranja. NIFTY je dostupan za
jednoplodne trudnoce, blizanacke trudnode i trudnoée s doniranom jajnom stanicom. On
provjerava uobicajene kromosomske abnormalnosti, ukljucujuéi trisomije (T21, T18, T13),
rijetke autosomne aneuploidije (T9, T16, T22), aneuploidije spolnih kromosoma, 84 tipa

mikrodelecijskih ili duplikacijskih sindroma 1 spol fetusa (38). Prema Ameri¢kom drustvu
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porodnicara 1 ginekologa (ACOG), probir slobodne stanicne DNK treba ponuditi svim
trudnicama bez obzira na dob majke ili rizik od kromosomskih abnormalnosti. Probir slobodne
stani¢ne DNK je najosjetljiviji i najspecifi¢niji probirni test za uobicajene fetalne aneuploidije
(39). Pod svoje prednosti navode se sigurnost i neinvazivnost, bez rizika od pobacaja te
jednostavnost uzimanjem uzorka majcine krvi (>5 ml) ve¢ od 10. tjedna trudnoce (38).
Osjetljivost NIFTY testa za trisomiju 21, 18 i 13 procjenjuje se na 99 %, 97 % i 79 %
respektivno, uz stopu lazno pozitivnih rezultata za sve ispitane trisomije i monosomiju X manju
od 1 %. Abnormalni rezultati NIFTY testa joS uvijek trebaju biti potvrdeni koriStenjem drugih

dijagnostickih tehnika (40).

Takoder koriste¢i tehnologiju cjelogenomskog sekvenciranja Verifi © test tvrtke
[llumina pruza informativne rezultate skeniranjem parcijalnih duplikacija i delecija te status
aneuploidije za sve autosome, abnormalnosti spolnih kromosoma i uobic¢ajene kromosomske
poremecaje, ukljucujuéi trisomiju 21, trisomiju 18 i trisomiju 13. Princip detekcije sastoji se
od nekoliko koraka a slozenost tih koraka uvelike varira ovisno o testovima i tehnickom
pristupu koji se koristi. Detekcija zapo€inje izolacijom plazme iz uzorka krvi. Slobodna DNK
(cfDNA) se izdvaja iz plazme i priprema za analizu. Illumina NIPT koristi tehnologiju
sekvenciranja cijelog genoma nove generacije (NGS). Test analizira fragmente cfDNA-a kroz
cijeli genom, §to ima prednosti u odnosu na druge NIPT metodologije, ukljucujuéi ciljno
sekvenciranje i testove temeljene na microarray tehnologiji. NIPT sa sekvenciranjem cijelog
genoma dosljedno ima nize stope neuspjeha u usporedbi s ciljanim sekvenciranjem ili

platformama baziranim na microarray tehnologiji (41).

Harmony © test tvrtke Ariosa takoder nudi dijagnostiku trisomije 21, trisomije 18 1
trisomije 13 uz DiGeorgeov sindrom (mikrodelecija 22q11.2) te pregled spolnih kromosoma
X 1Y odnosno Turnerovog ili Klinefelterovog sindroma koriStenjem metode cjelogenomskog

sekvencioniranja ili microarray tehnologijom (42).

Panorama " test tvrtke Natera prenatalni je test na temelju krvi trudnice koji provjerava
uobicajene kromosomske poremecaje no jedini je test koji koristi tehnologiju temeljenu na
SNP-u za pruZanje vrlo preciznih rezultata. Panorama™ se moze provesti ve¢ od devetog

tjedna gestacije te pretrazuje uobicajene genetske poremecaje koji su uzrokovani dodatnim ili
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nedostaju¢im kromosomima u DNK c¢eda (trisomije, aneuploidije spolnih kromosoma),
mikrodelecijske sindrome; DiGeorge, Prader- Willy, Angelman, Cri-du-chat sindrom. Budu¢i
da Panorama koristi jedinstvenu tehnologiju za razlikovanje izmedu DNK trudnice i DNK
djeteta, ona je jedini NIPT koji detektira triploidiju (43). Djeca s triploidijom imaju potpuni
dodatni set kromosoma s ukupno 69 kromosoma umjesto uobicajenih 46. U 10. tjednu gestacije,
1 od 1000 trudnoca zahvadena je triploidijom. Izuzetno je rijetko da ove trudno¢e dosegnu
termin jer obi¢no spontano zavrSe pobacajem u ranim fazama trudnoce. Rijetki zivorodeni
obi¢no umiru u roku od nekoliko dana nakon poroda zbog problema s srcem, mozgom i
bubrezima. Triploidna novorodencad Cesto imaju prirodene mane udova i lica. Trudnoca s
triploidnim ¢edom moze povecati rizik majke za preeklampsiju i obilnija postpartalna krvarenja.
U rijetkim slu¢ajevima, trudnoée s triploidijom mogu trajati i razviti se u malignitet nazvan
koriokarcinom. Pravovremeno prenatalno dijagnosticiranje triploidije upozorava lijecnika na
povecan rizik komplikacija u trudnice i omogucava mu bolju pripremu za odgovarajuce

praéenje maj¢ina zdravlja (43).

Od uvodenja neinvazivnog prenatalnog testiranja (NIPT) za otkrivanje fetalnih
aneuploidija u klini¢ku praksu 2011. godine, test je brzo promijenio izgled prenatalnog probira.
Test je dostupan u vise od 60 zemalja, preko 10 milijuna testiranja izvrsi se svake godine. Brza
diseminacija NIPT-a pokrenuta je tehnoloSkim razvojem i komercijalnim poticajima koji su
potaknuli interes trudnica i zdravstvenih stru¢njaka (46). U radu iz 2020. godine koji opisuje
implementaciju NIPT-a, pokazano je da je 14 od 30 europskih drzava uklju€enih u studiju
usvojilo nacionalnu politiku za NIPT (47). Vecina ovih europskih drzava nudi NIPT kao
kontingentni test, s izuzetkom Belgije, Nizozemske 1 Ujedinjenog Kraljevstva (44, 45) gdje se
NIPT nudi kao test prvog izbora unutar njihovih nacionalnih prenatalnih probira. U nekoliko

drzava postoji komercijalna ponuda NIPT-a kao testa prvog izbora (48).

3.7 Prednosti NIPT-a

Glavna prednost primjene slobodnog fetalnog DNA-a iz maj¢ine krvi za probir
aneuploidija je neinvazivnost, odnosno neSkodljivost kako za majku tako i1 za plod (35).
Americko drustvo porodnicara 1 ginekologa (ACOG) snazno preporucuje koriStenje NIPT-a
prvog izbora nad tradicionalnim metodama probira zbog njegove superiorne ucinkovitosti (49).

Osjetljivost ili stopa otkrivanja za FCT (engl. First trimester combined screening) iznosi
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otprilike 80 %—90 %. U usporedbi s FCT-om, NIPT ima vecu osjetljivost (>99 % za Downov
sindrom), $to znaci da ¢e manje zena biti suoceno s lazno negativnim rezultatom nakon probira.
Osim toga, NIPT ima manje lazno pozitivnih rezultata (0,1 %) u usporedbi s FCT-om (5 %).
To znaci da NIPT dovodi do manjeg broja (neophodnih) dijagnostic¢kih testova u usporedbi s
FCT-om (48). U usporedbi s NIPT probirom temeljenim na povec¢anim FCT rezultatima, NIPT
prvog izbora ima nekoliko prednosti u pogledu vremenske uskladenosti: moze se obaviti rano
tijekom trudnoée (pocevsi od 9. tjedna gestacije) i tijekom cijele trudnoce (35,48), dok FCT
ima vremenski prozor i moze se izvoditi samo izmedu 11. i 14. tjedna gestacije. Bioloske
karakteristike slobodnog fetalnog DNA-a su takve da je njegov udio to veci §to je veci stupanj
trudnoce, Sto dodatno pridonosi to¢nosti rezultata. Nasuprot tome, biokemijski biljezi koji se
primjenjuju u konvencionalnim metodama probira imaju ogranic¢enu dijagnosticku vrijednost
s obzirom na tjedan trudnoce (35). Nadalje, viSe Zena ¢e dobiti konac¢ni rezultat nakon jednog
testa s NIPT-om prvog izbora, te je potrebno samo jedno (invazivno) testiranje nakon
pozitivnog rezultata NIPT-a, Sto rezultira kra¢im razdobljem neizvjesnosti za trudne parove.
Medutim, neke zene s visokorizi¢nim rezultatom prvog izbora NIPT-a mozda ¢e morati
pricekati nekoliko tjedana prije nego Sto mogu obaviti potvrdujue testiranje (npr.
amniocenteza, koje se radi samo od 15. tjedna gestacije). Ovo duZe razdoblje ¢ekanja moze
rezultirati viSe vremena za razmatranje izbora invazivnog testiranja, ali takoder moze znaciti i
produzeno razdoblje neizvjesnosti. S probirnim testiranjem, nakon povecanih FCT rezultata
mogu biti potrebna dva dodatna testa (tj. NIPT i invazivna dijagnostika) kako bi se dobila
konac¢na dijagnoza, $to rezultira duZim razdobljem neizvjesnosti i tjeskobe. lako NIPT mozZe
biti obavljen ranije u trudno¢i od FCT-a, to takoder moze rezultirati otkrivanjem trudnoca s
fetalnim aneuploidijama, koje bi rezultirale spontanim pobafajem prije vremenskog prozora
FCT-a. Takav je pristup, iako pruza korisne informacije o razlogu pobacaja, financijski

zahtjevniji (48).

3.8 Nedostatci NIPT-a

Uz spomenute prednosti primjene slobodnog fetalnog DNA-a iz maj€ine krvi za probir
aneuploidija, postoje i ograni¢enja koja ovaj test u ovom trenutku sprjecavaju da postane
klinicki dijagnosticki test. Rije€ je o komercijalno dostupnim genetickim testovima (DTC, engl.

direct to consumer) koji se ¢esto provode bez adekvatnog genetiCkog savjetovanja te su katkad

22



pogresno interpretirani kao dijagnosticki testovi, a zapravo su testovi probira kod kojih se
patoloski rezultat mora potvrditi invazivnom metodom. U mnogim drzavama ne postoji
zakonska regulativa ni stru¢ne smjernice koje bi regulirale provodenje NIPT-a, a zdravstvena
osiguranja u pravilu ne pokrivaju troskove testiranja (35). Posljedica provodenja NIPT —a je
smanjenje invazivnih testova, no nije se poboljsala stopa detekcije odnosno smanjio se postotak
otkrivenih drugih kromosomskih abnormalnosti koje bi standardna kariotipizacija detektirala
(35). NIPT ima potencijal smanjenja rizika za trudnice i fetuse u vidu smanjene potrebe za
invazivnim testiranjem. Medutim, NIPT moze bezrazloZzno uzrokovati anksioznost i vise
invazivnih postupaka u slucaju nepouzdanog odnosno netocnog rezultata testiranja.
Perspektivno NIPT moglo bi uzrokovati znacajno smanjenje broja ljudi rodenih i zivih s
genetskim stanjima ili oStecenjima, $to bi moglo izazvati manja ulaganja u istrazivanja i
zdravstvenu i socijalnu skrb vezanu uz ljude s genetskim stanjima te izazvati stigmatizaciju i

drustvenu izolaciju oboljelih (50).
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ZAKLJUCAK

Priblizno jedno od 160 novorodencadi ima abnormalnost u broju ili strukturi
kromosoma, $to je najc¢es¢i uzrok ranog gubitka trudnoce. Vise od 30 godina, identificiranje
trudnica s povecanim rizikom za trudno¢e s kromosomskim abnormalnostima u fokusu je
prenatalnih probirnih programa koji kombiniraju dob majke, razine specificnih analita u
majcinom serumu i ultrazvu¢ni nalaz fetalne nuhalne prozirnosti s ciljem procjene rizika
kromosomopatije. Neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT) promijenilo je prenatalnu skrb
tijekom posljednjeg desetljeCa 1 znacajno smanjilo upotrebu invazivnih dijagnostickih
postupaka poput amniocenteze. Neinvazivni probirni testovi na bazi slobodne fetalne DNK
uvedeni su u prenatalnu skrb. Unato¢ nekim njihovim ograni¢enjima, ¢ini se da ¢e NIPT
zamijeniti druge metode probira za kromosomske aberacije. Kontinuirana istrazivanja
usmjerena su u nastojanje prevladavanje ograni¢enja NIPT-a, povecanje njihove to¢nosti i
prosirenje opsega testiranih defekata s namjerom postizanja vece razina dijagnosti¢ke tocnosti
1 posljedi¢nog izbjegavanja potrebe za dodatnom potvrdom dijagnoze koristenjem invazivnih
dijagnostickih postupaka. NIPT pruza jedinstvenu perspektivu u odnosu trudnice i ¢eda te
njihovog zdravstvenog stanja. Ipak valja biti oprezan i kriti¢an jer abnormalni nalaz otkriva

rizik, a ne postavlja definitivnu dijagnozu zdravstvene komplikacije, Sto otvara eticke dileme.
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