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SaZetak. Prenatalna medicina u smislu probira kromosomskih abnormalnosti fetusa nastala
je 70-ih godina proslog stoljeca. U 21. stoljecu, s razvojem tehnologija napredne i brze
analize genoma, kao s$to su kromosomalni microarray te sekvenciranje genoma sljedece
generacije, prenatalna dijagnostika prosirila se s najces¢ih aneuploidija na detekciju i brojnih
drugih strukturalnih kromosomskih poremecaja (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 analizirati genom fetusa putem analize slobodne
deoksiribonukleinske kiseline (DNK) (engl. cell-free deoxyribonucleic acid) izolirane iz krvi
majke. S obzirom na svoju relativno veliku tocCnost, jednostavnost i mogucénost rane
primjene, izgledno je da ¢e ovakvo neinvazivno testiranje zamijeniti klasi¢ni probir u prvom
tromjesecju koji je kombinirao biokemijske i fetalne ultrazvu¢ne parametre. Nema sumnje
da ¢e neinvazivni probir analizom cfDNA, uz koriStenje modernih tehnologija sekvenciranja,
sve viSe postati dijagnosticki iskoristiv u prenatalnoj medicini. Ipak, problem mozda leZi u
analizi genomskih podataka gdje se katkad detektiraju promjene u slijedu nukleotida za koje
je klinicka signifikantnost nepoznata i jo§ ne postoji jasno definiran postupnik klinickog
djelovanja nakon takvih podataka. Cilj ovog preglednog rada je iz razli¢itih izvora, klinickih
podataka, preglednih ¢lanaka te metaanaliza izloZiti koherentan pregled suvremenih
probirnih i dijagnostickih molekularnih metoda u prenatalnoj medicini. Istaknute su
prednosti i mane koristenja metoda probira te analiticke moguénosti pojedinih molekularnih
metoda, s krajnjim kritickim osvrtom i konceptualizacijom buducnosti ovakvih postupaka.

Kljuéne rijeci: neinvazivno prenatalno testiranje; prenatalna dijagnoza; slobodan DNK

Abstract. Prenatal medicine, in terms of screening for fetal chromosomal abnormalities,
originated in the 70s 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, prenatal diagnostics has expanded from the most common
aneuploidies to detection of many other structural chromosomal abnormalities (DNA copy
number variations, deletions, duplications), as well as monogenic diseases. In addition to
classical invasive techniques (chorionic villus sampling, amniocentesis) that collect cells for
cytogenetic and genomic analysis, today it is possible to non-invasively screen the fetal
genome by analysing cell-free DNA isolated from the mother’s blood. Given its relatively high
accuracy, simplicity, and early application potential, it is likely that such non-invasive testing
will replace classical first-trimester screening that combined biochemical and fetal ultrasound
parameters. There is no doubt that non-invasive screening by cfDNA analysis, along with the
use of modern sequencing technologies, will certainly become increasingly diagnostically
useful in prenatal medicine. However, the problem may lie in the analysis of genomic data
where variations in nucleotide sequences are detected, with unknown clinical significance,
and there is not yet a clearly defined clinical action procedure after such data. The aim of this
review paper is to present a coherent overview of modern screening and diagnostic molecular
methods in prenatal medicine from various sources, clinical data, review articles, and meta-
analyses. The advantages and disadvantages of using 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: cell-free nucleic acids; noninvasive prenatal testing; prenatal diagnosis

224

medicina fluminensis 2022, Vol. 58, No. 3, p. 224-237


http://dx.doi.org/10.21860/medflum2022_280997
mailto:baskovic.marko@gmail.com

L. Zaninovi¢, A. Katusi¢ Bojanac, M. Baskovi¢: Metode molekularne dijagnostike u prenatalnoj medicini

uvoD

Probir (engl. screening) je postupak koji se provo-
di u odredenoj asimptomatskoj populaciji kako bi
se detektirali pojedinci s povecanim rizikom za ra-
zvoj specifitnog poremecaja ili bolesti te se zatim
uputili na daljnje dijagnosticke pretrage s ciljem
definitivnog dokaza ili opovrgnuca pretpostavlje-
ne dijagnoze'. Preduvjeti da bi neka bolest uopée
bila primjerena za provedbu probira jesu da je
detektabilna u pretklinickom stadiju, da je ljeciva
te da ostavlja ozbiljne posljedice ako se s lijece-
njem ne pocne na vrijeme. Takoder, nuzno je da
probirni test bude visoke osjetljivosti i specificno-
sti za traZeni poremedaj, da nije Stetan za pacijen-
ta te da je adekvatne cijene i lako prakti¢no
provediv2.

Kada se govori o antenatalnom probiru, u prvom
se redu misli na ultrazvucni i biokemijski probir
koji se nude svim trudnicama u Republici Hrvat-
skoj, dok u novije vrijeme u sve Siru primjenu ula-
zi i metoda neinvazivnog probira (engl.
non-invasive prenatal testing; NIPT) analizom slo-
bodnog DNK iz krvi majke®. Specificnosti antena-
talnog probira jesu da je pacijent zapravo majka
fetusa prije 22. tjedna trudnode pa je u slucaju
bolesti osim ranog lijeCenja (npr. kongenitalne
adrenalne hiperplazije) moguca i terminacija
trudnoce ukoliko se radi o poremecaju nespoji-
vim sa Zivotom ili onome koji bi iznimno ugroza-
vao kvalitetu Zivota novorodenceta®. Takoder, od
velike je vaZnosti i termin provodenja probira te
vrijeme Cekanja rezultata, Sto zbog brze promje-
ne referentnih vrijednosti biomarkera u trudnodi,
tako i zbog etickih pitanja vezanih za eventualni
prekid trudnode®.

Prvi probiri anomalija fetusa zapoceli su 70-ih i
80-ih godina 20. stoljeca kada je prvi put uocena
povezanost izmedu razine odredenih biokemij-
skih markera u serumu majke i malformacija fetu-
sa. U isto vrijeme pocela se razvijati i fetalna
ultrasonografija koja je omogucila antenatalni
uvid u potencijalne anatomske anomalije®. Prvi
probirni testovi bili su orijentirani ka otkrivanju
anomalija zatvaranja neuralne cijevi i Downovog
sindroma, dok je danas pri odredenim indikacija-
ma moguc probir i na brojne druge genetske po-
remecaje’ 8.

U aktualnoj klini¢koj praksi, kao probirni test pr-
vog tromjesecja najzastupljeniji je tzv. kombinira-
ni probir koji ukljuCuje ultrazvuéni parametar
debljine nuhalnog nabora fetusa te biokemijske
parametre PAPP-A (plazma-protein A vezan uz
trudnodu, engl. pregnancy-associated plasma
protein A) i slobodne podjedinice beta-hCG-a
(beta-humani korionski gonadotropin, engl. beta
human chorionic gonadotropin) u serumu maj-
ke®1°. U drugom tromjesecju moguce je provode-
nje trostrukog i Ccetverostrukog biokemijskog

Kada se govori o antenatalnom probiru, u prvom se
redu misli na ultrazvucni i biokemijski probir koji se
nude svim trudnicama u Republici Hrvatskoj, dok u no-
vije vrijeme u sve Siru primjenu ulazi i metoda neinva-
zivnog probira (engl. non-invasive prenatal testing;
NIPT) analizom slobodnog DNK iz krvi majke.

probira. Trostruki u obzir uzima razine alfa-feto-
proteina, hCG-a i nekonjugiranog estriola, a Ce-
probir u 1. i 2. tromjesecju u iste trudnice® . Re-
zultat biokemijskog probira dobiva se tako da se
koncentracija biljega izmjerena u majc¢inu serumu
podijeli medijanom specificnim za gestacijsku
dob i kontrolne trudnoée te se zatim dobivene
vrijednosti uvrStavaju u formulu koja sadrzava
populacijske parametre i koeficijente korelacije.
Unosi se i modifikacija prema dobi trudnice. Ko-
nacan rezultat zapisan je u obliku omjera, tj. vje-
rojatnosti da genom fetusa sadrZi trisomiju
karakteristichu za najcesce sindrome (Downov,
Edwardsov, Patauov). Ako je omjer manji od 1 :
250, smatra se urednim nalazom, ako je vedi,
trudnica se upucuje dalje na invazivnu prenatal-
nu dijagnostiku. Kao grani¢na vrijednost uzet je
omjer 1: 250 jer je to rizik od komplikacija pri po-
stupku amniocenteze!?. Kombinirani probir, da-
kle, ne ukljuc¢uje analizu genoma koja zahtijeva
invazivni klinicki postupak uzimanja fetalnih sta-
nica tijekom amniocenteze ili biopsije korionskih
resica.

S razvojem neinvazivne metode tekucih biopsija,
unazad nekoliko godina u laboratorijima Sirom
svijeta nudi se i neinvazivni probir slobodnog fe-
talnog DNK (engl. cell-free fetal DNA; cffDNA)®.
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Komercijalni testovi koji koriste ovu metodu prvi
su put u klinicku primjenu pusteni 2011. godine u
Sjedinjenim Americkim DrZzavama. Popularnost
im je naglo rasla te je 2018. godine u svijetu pri-
mijenjeno 10 milijuna NIPT testova. U nekim dr-
Zavama, primjerice Nizozemskoj, NIPT je postao
standardna metoda probira kod svih trudnica®.

Cilj ovog preglednog rada je iz razlicitih izvora, kli-
ni¢kih podataka, preglednih ¢lanaka te metaana-
liza izloziti koherentan pregled metoda
molekularne dijagnostike u prenatalnoj medicini.
Naglasak je dan ponajvise na principima, postup-
cima, izazovima i razvoju neinvazivnih prenatal-
nih dijagnostickih metoda koje se jo$ nazivaju i
metode probira (engl. screening), s krajnjim kri-
tickim osvrtom i konceptualizacijom buducnosti

ovakvih postupaka.

NEINVAZIVNI TEST PROBIRA ANALIZOM
cfDNA

Ukoliko klasi¢ni kombinirani ili cfDNA bazirani

probirni testovi pokazu povecan rizik za razvoj
kromosomalnog ili genetickog poremecaja, me-
todama invazivne prenatalne dijagnostike pribav-
ljaju se fetalne stanice ili tkiva koja se zatim
podvrgavaju genetickom testiranju. Amniocente-
za je najprimjenjivanija metoda invazivne prena-
talne dijagnostike i najcesée se izvodi izmedu 15.
i 18. tjedna trudnoce. Biopsija korionskih resica
(engl. chorionic villous sampling; CVS) metoda je
koja se koristi nesto ranije, izmedu 10. i 12. tjed-
na trudnoce. Kordocenteza ili perkutana aspiraci-
ja krvi pupkovine (PUBS) danas se rijetko izvodi,
uglavnom za dijagnostiku hematoloskih bolesti,
kongenitalnih infekcija i odredivanje acidobaznog
statusa fetusa. Moguce komplikacije navedenih
metoda jesu pobacaj, fetomaternalna hemoragi-
ja, ruptura membrana, infekcija i drugo®®8. Na-
kon uzorkovanja materijala na njemu se provodi
jedna od metoda navedenih u odlomku ,Metode
analize uzoraka pribavljenih invazivnim postupci-
ma“.

Rizici vezani uz pribavljanje tkiva za analizu pri
postupcima invazivne prenatalne dijagnostike na-
metnuli su potrebu za nekom neinvazivnhom me-
todom koja bi klasificirala, tj. probirala trudnice
prema vjerojatnosti da nose plod s genetskim ab-
normalnostima te bi samo odredeni broj Zena bio
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podvrgnut invazivnom uzorkovanju materijala za
geneticko testiranje.

Neinvazivni postupci temelje se na ve¢ spomenu-
tom kombiniranom probiru (ultrazvu¢nom pre-
gledu fetusa uz mjerenje biokemijskih biljega
funkcije fetoplacentnog odjeljka iz uzorka venske
krvi trudnice)®. Unatrag 10 godina moguda je i
analiza slobodnog fetalnog DNK iz krvi trudnice, a
uvrijeZen naziv za takvu vrstu analize jest — nein-
vazivno prenatalno testiranje.

Temelj neinvazivnog prenatalnog testiranja
(NIPT) uporabom cfDNA iz krvi

Ideja o neinvazivnhom prenatalnom testiranju, od-
nosno probiru temelji se na otkricu Walknowske
koja je 1969. kariotipizacijom limfocita iz krvi
trudnica pokazala da ih dio ima muski genom. Ka-
snije je, uvidjevsi da su te Zene nosile muske fetu-
se, zakljucila da je i dio limfocita u krvi trudnica
bio fetalnog podrijetla®. Ipak, do danas, analiza
Citavih fetalnih stanica iz krvotoka majke jo$ uvi-
jek nije u klinickoj uporabi.

Jos 1948. godine Mandel i Metais po prvi su put
detektirali cirkulirajué¢e nukleinske kiseline u krv-
nom serumu pacijenata oboljelih od raka?. Utvr-
deno je da su to zapravo kratki fragmenti DNK
velicine do 200 parova baza koji predstavljaju
DNK bilo koje apoptoti¢ne ili nekroticne stanice
Ciji se razgradni materijal otpusta u intersticij i
preko tkivnih krvnih Zila dospijeva u cirkulaciju?.
Analiza slobodnog DNK iz krvi ponajvise je klinic-
ku primjenu nasla u onkologiji, gdje se metodom
neinvazivne, tzv. tekucée biopsije (engl. liquid bi-
opsy) u krvi potvrduje mutirani slobodni DNK ma-
lignih stanica, no nakon Sto je dokazano da se u
izoliranom krvnom serumu trudnica mogu prona-
¢i fragmenti slobodnog fetalnog DNK, Lo i sur. su
vec 1997. godine pomocu analize fetalnog DNK iz
krvi majke utvrdili muski spol fetusa analizom
gena Y-kromosoma te je zadnjih godina jo$ brzi
napredak primjene analize cfDNA iz krvi upravo
primije¢en u prenatalnoj medicini?*24,

Uzorkovanje i izolacija slobodnog DNK (cfDNA)
za NIPT

NIPT se temelji na detekciji promjena u relativno
malom udjelu analiziranog DNK. Upravo zbog
toga nuzno je odrzati Sto vecu fetalnu frakciju u
prikupljenoj venskoj krvi majke, ponajprije sprje-
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Cavajudi lizu leukocita u uzorku, $to se radi na vise
nacina®. Periferna venska krv prikuplja se u K2
EDTA gel-epruvete za molekularnu dijagnostiku
(8 mL) ili u Streck epruvetu (10 mL). Zatim se cen-
trifugiraju na 1600 x g tijekom 10 minuta unutar
6 sati od uzorkovanja, nakon cega se 1 mL plazme
izdvaja automatskim pipetorom. Plazmu je zatim
moguce profiltrirati kroz filtar veli¢ine pora 0,45
pum ili dodatno centrifugirati joS 10 minuta na
16000 x g. 1z 3 mL uzorka plazme, cfDNA izdvaja
se kitovima za cirkulirajuc¢e nukleinske kiseline?®.

Svojstva majcine i fetalne frakcije slobodnog
cirkuliraju¢eg DNK

Slobodni cirkulirajuéi fragmenti DNK (cfDNA) u
krvnoj plazmi i serumu, nastali kao raspadni pro-
dukti uslijed nekroze i apoptoze stanica, velic¢ine
su do 200 parova baza, a predstavljaju i majcinu i
fetalnu frakciju nuklearnog DNK?*24, Fetalni cfD-
NA podrijetlom je iz trofoblasta posteljice, a maj-
¢in cfDNA potjece od stanica svih organa, od kojih
je ipak najzastupljeniji hematopoetski sustav
zbog lokacije stanica, njihova brzog obrtaja i di-
rektnog otpustanja razgradnih produkata u plaz-
muZZ, 27, 28.

U NIPT metodi vazno je razlikovati i procijeniti maj-
¢inu, odnosno fetalnu frakciju cfDNA. Fetalna frak-
cija (FF) predstavlja udio cfDNA fetalnog podrijetla
u ukupnom cfDNA u majcinoj plazmi (zbroj cfDNA
fetalnog i cfDNA majcinog podrijetla). Izmedu 11. i
13. tjedna gestacije, kada se najceS¢e uzimaju
uzorci krvi za potrebe NIPT-a, fetalna frakcija iznosi
7-13 %%. Iznimno je vazno odrediti razinu fetalne
frakcije u uzorku jer o njoj ovisi statisticka pouzda-
nost rezultata i kontrola kvalitete pretrage®. Mini-
malni FF potreban za provedbu NIPT-a ovisi o
molekularnoj metodi kojom se test provodi, a naj-
cesce iznosi 2-4 %. S porastom FF-a raste i pouzda-
nost rezultata, tj. osjetljivost i specificnost testa.
Ukoliko FF padne ispod granice detekcije (engl. li-
mit of detection; LOD) laboratorija, izostat e rezul-
tat testa (engl. no call)®.

Fetalna frakcija ovisi o mnogo bioloskih faktora te
na nju utjeCu stanja i majke i fetusa. Povecanje
majcinog udjela cfDNA, smanjuje fetalnu cfDNA
frakciju. Najcesée se to zbiva kod trudnica preko-
mjerne tjelesne mase kada uslijed inflamatornih
procesa i nekroze adipocita dolazi do povec¢anog
otpustanja cfDNA3L. Takoder, udio majcinog cfDNA
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povecan je za vrijeme bilo kakvog upalnog proce-
sa u majc¢inom tijelu, posebno u slucaju autoimu-
nih bolesti i nedostatka vitamina B12323,
Primijeceno je i da Zene na terapiji LMWH (nisko-
molekularni heparin, engl. low weight molecular
heparin) imaju manji FF pa se preporucuje uzor-
kovanje neposredno prije iduce doze heparina.
FF ponajvise ovisi o bioloskim karakteristikama
fetusa. Tako je pri trisomiji 21. kromosoma pove-
¢ana fetalna frakcija Sto pospjeSuje detekciju
Downovog sindroma, dok je kod trisomija 13. i
18. kromosoma FF smanjen®.

Odredivanje fetalne frakcije rutinski se provodi u
svim laboratorijima prilikom izvodenja NIPT-a, a
temelji se na brojnim razli¢itostima izmedu fetal-
nog i majcinog cfDNA. Fragmenti podrijetla pla-
cente kradi su, razlicito metilirani i imaju drugaciji
epigeneticki utisak (engl. epigenetic footprint), ra-
zlikuju se od majcinih po polimorfizmu jednog nu-
kleotida (engl. single-nucleotide polymorphism;
SNP), a cfDNA muskog fetusa sadrzi Y-kromo-
som3® 3, Rezultati su, nazalost, ¢esto neusporedivi
jer ovise o primijenjenoj metodi za kvantifikaciju®2.
Pet je glavnih metoda mjerenja FF-a koje se da-
nas koriste u komercijalnim DNK laboratorijima3.
Odredivanje FF-a koristeci brojenje DNK fragme-
nata specificnih za Y-kromosom (npr. DYS-1,
DYS-14), moguce je samo u sludajevima kada
majka nosi muski fetus®. Metoda bisulfitnog se-
kvenciranja razlikuje fetalni od maj¢inog DNK na
temelju obrazaca metilacije. Pri njezinom koriste-
nju moguce su tehnicke greske u sluc¢aju hipome-
tilacije DNK placente ili varijabilno metiliranog
DNK majcina bubrega, jetre i endotela®”. Najtoc-
nijim se smatra odredivanje koriste¢i omjere
SNP-ova na kromosomima koji nikad nisu mono-
somicni niti trisomicni u vijabilnoj trudnodi®® 4,
Jedna od mogucnosti je i masivno paralelno se-
kvenciranje prac¢eno kapilarnom elektroforezom
koja fragmente razdvaja po velicini*’. Druga vari-
janta razdvajanja fragmenata po veliCini je i sequ-
ence read approach (SeqFF)*.

Prilagodavanje grani¢ne prihvatljive vrijednosti
fetalne frakcije kompromis je izmedu statisticke
pouzdanosti rezultata i no call ishoda pretrage.

U blizanackim trudno¢ama ukupni FF je povisen,
medutim FF po fetusu 32 % je manji*. Ukoliko se
radi o monozigotnim blizancima, ova Cinjenica ne
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predstavlja problem pri analizi njihova genoma,
ali kod dizigotnih moze dodi do manje pouzdano-
sti rezultata ili nemogucnosti ocitanja testa zbog
premalog FF-a**. Ako se testom detektira aneu-
ploidija, bitno je odrediti je li ona prisutna kod
samo jednog ili oba ploda. To se utvrduje odredi-
vanjem trisomicne frakcije. Ista vrijednost uku-
pne fetalne i trisomicne frakcije ukazuje na to da
je trisomija prisutna kod obaju blizanaca, a upola
manja vrijednost trisomi¢ne u odnosu na FF su-
gerira da je trisomija kromosoma prisutna samo
kod jednog od blizanaca“®.

Dijagnosticka korisnost i primjena analize
slobodnog fetalnog DNK

Uspjeh neinvazivnog testiranja, odnosno analize
fetalnog cfDNA, temelji se prvenstveno na nein-
vazivnosti postupka jer se za analizu cfDNA uzima
periferna venska krv majke ¢ime se ni na koji na-
¢in ne ugroZavaju niti ona niti plod**. Osim
toga, bazira se i na ranoj mogucnosti primjene
ve¢ od 9. tjedna trudnoce nadalje?’, sto je ipak ra-
nije nego prilikom biokemijskog probira i invaziv-
nih tehnika. Razvijeni su i online kalkulatori koji,
nakon Sto se odabere dijagnosticirana patoloska
promjena i dob majke, izraCunavaju osjetljivost,
specificnost, PPV (pozitivha prediktivha vrijed-
nost) i NPV (negativna prediktivna vrijednost) te-
sta®® %, Ta prednost prepoznata je mahom od
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 ob-
zirom da je prevalencija aneuploidija puno manja
u populaciji niskoga rizika, manja je i pozitivna
prediktivna vrijednost testa (PPV) (npr. za
Downov sindrom 45-75 % u odnosu na 90 % kod
Zena starijih od 35 godina). S druge strane, u ana-
lizi varijacija u broju kopija gena (engl. copy num-
ber variations; CNV) ucestalost detekcije CNV-ova
ne ovisi o dobi majke, ali je zbog opcenito niske
prevalencije u populaciji**** te pojave placentar-
nog mozaicizma u 1-2 % trudnoca, PPV za ovu
analizu jako nizak®**>. Takoder, za detekciju mi-
krodelecija, analiza cfDNA SNP metodom dostize
PPV od svega 50 %°*°°.

Jedna od prvih primjena analize cfDNA bilo je ne-
invazivno odredivanje spola fetusa, za ¢ime po-
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stoji potreba kada je majka nositeljica X-vezanih
bolesti od kojih mogu oboljeti njezini muski po-
tomci — npr. Duchenneove misi¢ne distrofije, he-
mofilije, sindroma fragilnog X-kromosoma,
Alportova sindroma itd.>” *8. Analiza cfDNA poka-
zala se korisnim pravovremenim alatom za dija-
gnozu te intrauterino lijeCenje kongenitalne
adrenalne hiperplazije, a moguce je otkriti i Rh-D
status fetusa te time minimizirati bespotrebnu
profilakticku imunizaciju Rh-negativnih majki an-
ti-D imunoglobulinima®-2,

Otkri¢e masivnog paralelnog sekvenciranja i ra-
zvoj bioinformatike omogudili su otkrivanje aneu-
ploidija Sto je danas i naj¢eséa znacajka NIPT
analiza cfDNA®, Rutinski se analiziraju trisomije
21 (Downov sindrom), 18 (Edwardsov sindrom) i
13 (Patauov sindrom) te promjene u broju spol-
nih kromosoma. Najvisa je tocCnost detekcije
Downovog sindroma (PPV detekcije 99,5 %) zbog
viseg FF-a povezanog s ovim sindromom, dok je
on u slucaju Edwardsovog i Patauovog sindroma
smanjen, pa je i tocnost njihove detekcije manja
(PPV detekcije 99 % za Edwardsov i 79-92 % za
Patauov sindrom)* 545 Sve je ¢esca i dijagnosti-
ka mikrodelecija i mikroduplikacija iako je nakon
potvrde microarray analizom dokazan PPV detek-
cije CNV-ova NIPT metodom od svega 14,89 %°°.
Komercijalno je dostupna detekcija mikrodelecij-
skih i mikroduplikacijskih sindroma DiGeorge,
1p36, Cri-du-Chat, Prader-Willi/Angelman®’ 8,
sindroma neosjetljivosti na androgene, sindroma
Bannayan-Riley-Ruvalcaba, sindroma Melnick-
Fraser, 10g22.3—q23.31 mikrodelecije, sindroma
Cornelia de Lange, Cowdenovog sindroma, Dan-
dy-Walkerovog sindroma, distalne artrogripoze
tipa 2B, sindroma Dyggve-Melchior-Clausen, Fe-
ingoldovog sindroma, Langer-Giedionovog sin-
droma, mikrodelecije 11q14.2—-q14.3, X-vezanog
panhipopituitarizma, sindroma Potocki-Lupski
(17p11.2 duplikacija), sindroma Saethre-Chotzen,
sindroma Smith-Magenis®.

U posljednje vrijeme velik je napredak postignut
u neinvazivnom testiranju monogenskih bolesti
poput miotoni¢ne distrofije, cisticne fibroze, be-
ta-talasemije major, kongenitalne adrenalne hi-
perplazije’™”. U poceku je bila moguéa samo
klinicka dijagnostika autosomno dominantno na-
slijedenih bolesti od oca ili nastalih de novo® jer
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je razlikovanje identi¢nih alela majke i fetusa u
plazmi kompleksno’™ 7. Za neinvazivnu dijagno-
stiku autosomno recesivnih i X-vezanih bolesti
nuzan je bio razvoj sekvenciranja nove generacije
i digitalne lancane reakcije polimerazom (engl.
polymerase chain reaction; PCR) te tehnike odre-
divanja udjela mutiranog i divljeg alela gena od
interesa u cfDNA iz majcine plazme (engl. relative
mutation dosage) i odredivanja omjera alela iz-
medu dva haplotipa uz pomo¢ analize SNP-ova
vezanih za mutirane gene (engl. relative
haplotype dosage analysis)’. Osim toga, moguca
je klinicka uporaba ovakvog testiranja u forenzici
gdje je dokazana osjetljivost metode analize cfD-
NA u odredivanju ocinstva od 99 %% 77,

Jedna od mogucénosti u buducénosti jest i sekven-
ciranje citavog genoma (engl. whole genome
sequencing) fetusa iz fragmenata cffDNA zahva-
ljujuci tome Sto su svi dijelovi genoma zastupljeni
u majcinoj plazmi u stalnim relativnim omjerima.
Prvi put ovakva analiza izvedena je 2010.”. Ukoli-
ko se odjednom detektiraju aneuploidije vise kro-
mosoma, najcesce se radi o malignom oboljenju
majke, a s obzirom na dob trudnica uglavnom je
rije¢ o karcinomu dojke i hematoloskim maligno-
mima’®8,

MOLEKULARNO-DIJAGNOSTICKE METODE

U PRENATALNOJ MEDICINI

Metode analize cfDNA

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 visokorizicnoj trudnodi sa stopom ot-
krivanja trisomije 21. kromosoma od 98,6 %%.
Danas su na trzistu prisutni testovi koji koriste tri
razlicite metode analize cfDNA u smislu otkriva-
nja aneuploidija, a temelje se na nasumi¢nom se-
kvenciranju koje analizira ¢itav genom ili ciljanom
sekvenciranju kojim se sekvenciraju samo regije
od interesa.

Metoda sekvenciranja nasumicnim pristupom

Metoda sekvenciranja nasumiénim pristupom
(engl. shotgun massively parallel sequencing; s-
MPS) zasniva se na simultanom sekvenciranju i
brojanju milijuna majcinih i fetalnih DNK fragme-

nata veliCine otprilike 25 parova baza koji se zatim
uz pomo¢ referentnog humanog genoma tocno
pridruzuju lokusu i kromosomu s kojeg potjecus.
Visak ili manjak fragmenata DNK pridruzenih loku-
sima smjestenima na istom kromosomu u odnosu
na referentni euploidni DNK ukazuje na aneuploi-
diju ploda. Relativni visak fragmenata u slucaju tri-
somije fetusa bit ¢e malen zbog malenog udjela
cffDNA u ukupnom cfDNA (npr. udio fragmenata
koji potjeCu s kromosoma 21 u ukupnom broju
analiziranih fragmenata bit ¢e uvecan za samo

U vecini drzava ne postoji zakonom reguliran sustavni
probirni program pa se tu NIPT primjenjuje samo kao
kontingentni pregled. To znaci da su znacajke, razvoj i
ucinkovitost pojedinih NIPT testova pod kontrolom sa-
mog komercijalnog proizvodaca i Cesto im nedostaje va-
lidativna studija.

10 % u slucaju trisomije fetusa pri FF analiziranog
uzorka od 20 %). Takoder, ova metoda koristi se i
za otkrivanje mikrodelecija®®. Zbog visoke cijene
postupka Cesto se u istoj reakciji analiziraju uzorci
viSe pacijentica oznaceni razli¢itim bar kod sekven-
cijama. Ovime se na racun smanjenja troska sma-
njuje i dubina sekvenciranja te osjetljivost i
specificnost metode®.

Jedna od mogudih buducih uporaba ove metode
jest analiza virusnog 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 ¢est uzrok
intrauterinog zaostajanja u rastu i kongenitalnih
malformacija ploda. Zasad je istrazivanjem potvr-
dena mogucnost identifikacije humanog citome-
galovirusa i herpes B virusa. Ova otkric¢a
omogucdila bi pravovremenu terapiju majke hipe-
rimunim gamaglobulinima te sprje¢avanje tran-
smisije virusa kroz placentu®.

Ciliano sekvenciranje genoma

Ciljano dubinsko sekvenciranje genoma (engl.
target massively parallel sequencing; t-MPS) me-
toda je kojom se sekvenciraju i broje fragmenti
pridruzeni samo regijama od interesa (najcesce
13, 18, 21, X i Y-kromosom). Relativni visak fra-
gmenata podrijetlom s jednog kromosoma u od-
nosu na druge ukazuje na aneuploidiju ploda.
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lako je ova metoda znacajno jeftinija i brza te je
odlikuje veca osjetljivost i specificnost u otkriva-
nju 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®® *’.

Ipak, obje navedene metode omogucuju veliku
dubinu sekvenciranja te su kao takve optimalne
za obradu uzoraka niske fetalne frakcije slobod-
nog DNK te u slucajevima testiranja manjih pro-
mjena u varijaciji broja kopija®’.

Polimorfizam jednog nukleotida

Analiza polimorfizma jednog nukleotida (engl.
single nucleotide polymorphism; SNP) detektira
promjenu jedne baze koja se pojavljuje u fre-
kvenciji ve¢oj od 1 % unutar populacije. SNP-ovi
se pojavljuju u kodirajuc¢im i nekodirajuc¢im regija-
ma genoma. Ovo je jedina metoda analize cfDNA
koja razlikuje majcin od fetalnog DNK uzimajuci u
obzir relativni kvantitativni doprinos majcinog i
ocevog genoma u plazmi. Zasniva se na simulta-
noj amplifikaciji 20000 SNP sekvencija. Vjerojat-
nost aneuploidije i poliploidije fetusa racuna se
nakon pridruzivanja SNP sekvencija poloZaju na
kromosomima. Takoder, moguéa je i analiza ho-
molognih regija kromosoma kojom se moze
ustvrditi uniparentalna disomija, neocinstvo i
konsangvinitet roditelja te roditeljsko podrijetlo
aneuploidije ili naslijedenih mutacija. Nudi i mo-
gucnost otkrivanja mikrodelecija, triploidije i sin-
droma nestalog blizanca iako potonje ne moze
razlikovati®* 8%, a takoder nije pogodna za anali-
zu trudnocda u kojima trudnica nije bioloska majka
ploda (donirani oociti, embrij, surogat majka)>* .

Komercijalni NIPT testovi

U ponudi je danas velik broj komercijalno dostu-
pnih NIPT testova koji se temelje na analizi cfDNA
iz krvi majke.

NIFTY test firme BGI analizira uzorke cfDNA me-
todom sekvenciranja nasumi¢nim pristupom
(engl. shotgun massively parallel sequencing; s-
MPS). Omogucuje detekciju trisomija® 1> 1618 21,22,
aneuploidija spolnih kromosoma te 60 mikrode-
lecijskih i mikroduplikacijskih sindroma®. Na
istom principu rade i testovi MaterniT21 (Seque-
nom) i Verifi (Ilumina)®°l, Harmony test tvrtke
Ariosa temelji se na metodama ciljanog dubin-
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skog sekvenciranja genoma (engl. target massi-
vely parallel sequencing; t-MPS) i microarrayu.
Takoder nudi dijagnostiku osnovnih trisomija (13,
18, 21), aneuploidija spolnih kromosoma i mikro-
delecijskih sindroma®2,

Na metodi analize polimorfizma jednog nukleotida
(SNP) 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 sin-
drom, Prader-Willijev, Angelmanov, 1p36 delecijski
sindrom i Cri-du-chat). Jedino SNP metodom mo-
guca je i detekcija triploidije te razlikovanje majci-
nog i fetalnog genoma®. Natera takoder nudi i
Vistara test za 25 monogenskih bolesti. Neke od
njih su ahondroplazija (FGFR3), sindrom Alagille
(JAG1), Apertov sindrom (FGFR2), CHARGE sin-
drom (CHD7), Rettov sindrom (MECP2)%.

Unatoc dosta dugoj prisutnosti ovih testova na tr-
Zistu, samo u Belgiji i Nizozemskoj, a od 1. lipnja
2021. i u Ujedinjenom Kraljevstvu, NIPT se nudi u
okviru nacionalnog programa probira, no uglav-
nom kao sekundarni test probira i alternativa in-
vazivnom testiranju trudnica klasificiranih kao
visokorizicne na temelju kombiniranog probi-
ra®> %, U vecini drZava ne postoji zakonom reguli-
rani sustavni probirni program pa se tu NIPT
primjenjuje samo kao kontingentni pregled. To
znaci da su znacajke, razvoj i ucinkovitost pojedi-
nih NIPT testova pod kontrolom samog komercijal-
nog proizvodaca i ¢esto im nedostaje validativna
studija. Mogud¢i problemi koji proizlaze iz navede-
nog jesu opservacije da se NIPT testiranja provo-
de potpuno neselektivno, bez procjene potrebe
za njima te bez genetickog savjetovanja.

INVAZIVNE METODE U PRENATALNOJ
DIJAGNOSTICI — ANALIZE UZORAKA FETUSA

Napredak genetike i tehnologije analize genoma
omogucio je molekularnu dijagnostiku mnogih
bolesti®”%8. Ovo je posebno vazno u prenatalnom
periodu kada je dijagnostika zasnovana iskljucivo
na analizi fenotipa ogranicena na prikaz ultrazvu-
kom i magnetskom rezonancijom®.

Dijagnoza u fetalnom razdoblju moze biti od izni-
mne vaznosti ukoliko je lijeCenje moguce zapoce-
ti antenatalno (npr. kongenitalna adrenalna
hiperplazija) ili odmah nakon porodaja®.
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Prenatalno testiranje klju¢no je pri odluci o ter-
minaciji trudnoce s obzirom na to da brojne bole-
sti koje znatno narusavaju kvalitetu Zivota
novorodenceta, nemaju fenotipskih obiljezja de-
tektabilnih ultrazvukom?.

Materijal pribavljen invazivnim postupcima moze
se podvrgnuti svim molekularnim dijagnostickim
tehnikama, kao i tkiva koja se koriste pri postna-
talnoj dijagnostici. Najcesce se tu radi o konvenci-
onalnoj i molekularnoj citogenetici u svrhu
otkrivanja aneuploidija i strukturalnih promjena
kromosoma, a u novije vrijeme nadopunjuje ih
analiza kromosoma na mikrocipu (engl. chromo-
somal microarray analysis; CMA) koja ima Siri di-
japazon primjene jer obuhvaca i komparativnu
genomsku hibridizaciju na mikrocipu ili mikropo-
stroju (engl. array comparative genomic hybridi-
zation; aCGH) i analizu polimorfizma jednog
nukleotida na mikropostroju (engl. single nucleo-
tide polymorphisms microarray; SOMA). Takoder,
moguca je analiza uzoraka metodom istovreme-
nog umnazanja vezanih proba (engl. multiplex-li-
gation dependent probe amplification; MLPA) te
svim vrstama sekvenciranja genoma.
Citogenetika je grana genetike koja proucava
morfologiju i ponasanje kromosoma za vrijeme
diobe. Konvencionalna citogenetika podrazumije-
va kariotipizaciju koja je kao najstarija metoda di-
jagnostike usla u klini¢cku primjenu 70-ih godina
prosloga stolje¢a otkricem tehnike pruganja
(engl. banding) kromosoma®®, Danas se rutinski
primjenjuje tehnika pruganja Giemsa-bojom i
tripsinom (G-banding)*®2. Rezolucija ove dijagno-
sticke metode iznosi 5-7,5 Mb'®, Dostupne su jos
i metode pruganja kvinakrinom (Q- banding), R-
pruganje, tj. reverzno bojenje od onoga pri G-
pruganju i C-pruganje!®. Pri utvrdivanju kariotipa
s navedenom rezolucijom moguca je detekcija
eventualnih aneuploidija, poliploidija, promjena
u broju spolnih kromosoma (X0, XXY, XYY) te veli-
kih strukturnih aberacija (ve¢ih od 5-7,5 Mb).
Molekularna citogenetika odnosi se ponajprije na
fluorescentnu in situ hibridizaciju (FISH)%, Ovom
tehnikom moguée je detektirati kompleksne
translokacije medu kromosomima?®. Koristi se za
detekciju aneuploidija i poliploidija na nekultivi-
ranim uzorcima stanica plodne vode'®. Takoder,
moguca je detekcija delecija, duplikacija i translo-
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kacija fragmenata veli¢ine 100-200 Kb%. Ograni-
cenje ove metode leZi u Cinjenici da je odabir
proba za koriStenje najc¢esce odreden unaprijed
uocenim fenotipskim anomalijama fetusa ili in-
konkluzivnim rezultatima kariotipizacije’.
Kromosomska analiza na mikroCipu obuhvaéa
komparativnu genomsku hibridizaciju na mikroci-
pu ili mikropostroju (aCGH) i analizu polimorfiz-
ma jednog nukleotida na mikropostroju (SOMA).
Obje metode prvenstveno se koriste za otkrivanje
submikroskopskih promjena DNK (mikrodelecija i
mikroduplikacija).

Granica rezolucije ove metode je 50-100 Kb. Njo-
me se mogu dijagnosticirati varijacije u broju ko-
pija koje ukazuju na eventualnu uniparentalnu
disomiju, mozaicizam ili konsangyvinitet. Za razliku
od aCGH, SOMA-om se moZze detektirati i triploi-
dijatos 109,

Prednost CMA u odnosu na kariotipizaciju lezZi u
mogucnosti dijagnostike klinicki znacajnih submi-
kroskopskih promjena koje otkriva u oko 1 % fe-
tusa normalnog kariotipa upucenih na daljnje
pretrage zbog starije dobi majke ili pozitivnog se-
rumskog probira i u 6 % fetusa koji su upuéeni na
CMA zbog ultrazvucno ustanovljenih strukturnih
anomalija®” 1% |pak, CMA se uvijek mora provo-
diti u kombinaciji s kariotipizacijom kako ne bi
promaknule balansirane translokacije!!*.

MLPA, tj. metoda istovremenog umnazanja veza-
nih proba, molekularna je tehnika koja omogucu-
je detekciju malih delecija i insercija ispod granica
rezolucije FISH-a i CMA!2, Metoda se temelji na
detekciji promjena u broju kopija. Ogranicenja
primjene ove metode leze u tome $to ne moze
detektirati mozaicizam niskog stupnja, inverzije
niti translokacije!*.

Sekvenciranje DNK je odredivanje slijeda nukleo-
tida u DNK molekuli. Ovakav nacin analize gena
sve je c¢esci u prenatalnoj dijagnostici. Najjedno-
stavnija i najjeftinija metoda analiza je samo jed-
nog gena. Ona se koristi kada je ultrazvuéni nalaz
ili nalaz probira visoko specifi¢an za pojedinu bo-
lest ili ako je u obiteljskoj anamnezi ve¢ poznata
genetska bolest koja bi se mogla prenijeti na fe-
tus. Ukoliko ultrazvucni nalaz nije visoko specifi-
¢an, moguce je koristiti genetske panele za
pojedine sindrome, npr. za displaziju skeleta ili za
fetalnu akineziju. Ovakvim panelima istodobno
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se u jednoj reakciji sekvencira veci broj gena za
koje se smatra da mogu uzrokovati utvrdeni po-
remecaj. Na ovaj nacin moguce je brze dodi do
dijagnoze®.

Sam vrh tehnologije prenatalne genetske dija-
gnostike Cine cijeloegzomsko sekvenciranje, od-
nosno sekvenciranje cijelog egzoma covjeka
(engl. whole exome sequencing; WES), kao i se-
kvenciranje cjelokupnog genoma (engl. whole
genome sequencing; WGS). Americko drustvo za
medicinsku genetiku i genomiku (engl. The Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics;
ACMG) preporucuje primjenu WES-a kada obitelj-
ska anamneza i testovi probira ukazuju na pato-
losku promjenu, a drugim metodama prenatalne
dijagnostike nije se uspio dijagnosticirati pore-
mecaj'!*. Takoder, WES-om se ne mogu otkriti
varijacije broja kopija (CNV) pa svakoj analizi
mora prethoditi analiza DNA na mikrocipu (engl.
microarray). Isto tako, metoda ne otkriva aneu-
ploidije, poliploidije, translokacije, mikrosateli-
te. Nazalost, WGS jo$ uvijek nije u klinickoj
primjeni jer se radi o puno skupljoj metodi koja
zahtijeva viSe vremena i ograni¢ena je moguc-
nost interpretacije varijanti pronadenih medu
intronima®®.

OGRANICENJA NEINVAZIVNIH |
INVAZIVNIH METODA

Ogranicenja NIPT metoda

Neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT) pokaza-
lo se kao vrlo ucinkovita metoda probira, barem
sto se ti¢e procjene rizika za Downov, Patauov i
Edwardsov sindrom, Sto pokazuje njegova pri-
mjena u svijetu ve¢ od 2012. godine. lako i dalje
popularnost NIPT testova raste, mnogi strucnjaci
ukazuju na njihova dijagnosticka ograni¢enja na-
glasavajudi da je potrebno izraditi dobre klinicke
smjernice s pomno predvidenim ekonomskim,
socijalnim i etickim problemima koji mogu iznje-
driti prije ponude ovakvih testova u nacionalnim
zdravstvenim sustavima®®,

Prva kritika NIPT-a jest Cinjenica 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 invazivhom
prenatalnom dijagnostikom.
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Nadalje, zbog svoje velike popularnosti i koriste-
nja komercijalnih NIPT testova u populaciji niskog
rizika, dolazi do pojavnosti lazno pozitivnih rezul-
tata zbog niskog PPV-a u takvoj populaciji, slicho
kao i kod poremecaja s niskom incidencijom®>3,
Primjerice, kod 20-godisnjih trudnica vjerojatnost
da nose fetus s Patauovim sindromom je 1 na
11042 te je PPV svega 6 %, tj. 94 od 100 pozitiv-
nih rezultata u ovom slucaju bit ¢e lazno pozitiv-
ni* % Drugi razlog jest prisutnost cfDNA
odumrlog blizanca u maj¢inom serumu. Genetski
materijal odumrlog blizanca zadrzava se jo$ naj-
manje 8 tjedana u cirkulaciji majke®. Razlikova-
nje ove pojave od stvarne aneuploidije moguce je
jedino NIPT metodom koja se temelji na analizi
SNP-oval’.

Prepreku NIPT analizi predstavlja i ¢injenica da je
cffDNA podrijetla posteljice u kojoj je u 1-2 % slu-
Cajeva prisutan mozaicizam izmedu 10. i 12. ge-
stacijskog tjedna kada se najcesce uzorkuje
majcina krv za NIPT analizu®> ¢, Ova pojava neri-
jetko dovodi i do lazno pozitivnih i lazno negativ-
nih rezultata. Tijekom embrionalnog razvoja,
unato¢ perzistiranju triploidije u tkivu trofobla-
sta, moguca je njezina spontana regresija u em-
brionalnom tkivu i razvoj euploidnog fetusa!® 1°,
Danas postoji mogucnost odredivanja ,trisomic-
ne frakcije tj. relativnog udjela trisomi¢nog kro-
mosoma u cfDNA u odnosu na fetalnu frakciju.
Rezultat u kojem je ,trisomicna frakcija“ manja
od FF sugerira prisutnost placentarnog mozaiciz-
ma — ,trisomi¢na frakcija“ ve¢a od FF ukazuje na
mozaicizam ili malignom majke. Pravom aneuplo-
idijom fetusa smatra se nalaz u kojem su triso-
micna i fetalna frakcija priblizno jednake*® 2.

Sto se tice multiplih, blizanackih trudnocda, NIPT
metoda nije idealan odabir zbog smanjenja izoli-
rane fetalne frakcije DNK po fetusu, ¢ime raste
$ansa za pogresan nalaz* 2, Stoga su komercijal-
no dostupni testovi jos uvijek ograniceni na odre-
divanje isklju¢ivo trisomija 13, 18 i 21 kod
dvojajcanih blizanaca®* *. Nadalje, ukoliko se
analizom utvrdi povecan rizik za trisomiju, NIPT
metodom nemogucde je utvrditi o kojem blizancu
se radi. Takoder, ova metoda nije preporucljiva
ukoliko je doslo do odumiranja jednog od bliza-
naca jer se njegov cfDNA otpusta u plazmu iz
ostataka posteljicnog tkiva i do tri mjeseca nakon
odumiranja* 122123,

medicina fluminensis 2022, Vol. 58, No. 3, p. 224-237




L. Zaninovi¢, A. Katusi¢ Bojanac, M. Baskovi¢: Metode molekularne dijagnostike u prenatalnoj medicini

Nijedna od metoda koja se bazira na analizi cfDNA
nije pogodna za majke koje imaju transplantiran
organ zbog prisutnosti fragmenata jo$ jednog hu-
manog DNK u krvi®.

Takoder, vazno je naglasiti da je NIPT analizom
nemoguce otkriti anatomske malformacije, oste-
¢enja neuralne cijevi i defekte ventralne stijenke
fetusa47' 124, 125.

Naposljetku, NIPT predstavlja metodu probira
koja ne zahtijeva razmatranje intervencijskog rizi-
ka te ne ukljucuje kalkulaciju dobi trudnice kao
kod biokemijskog probira i u nacelu je prikladna
za svaku trudnicu. Ipak, potrebno je provodenje
genetickog savjetovanja prije samog testiranja.
Razgovorom s trudnicama mora se razjasniti po-
stoje li geneticki rizici koje NIPT ne mozZe otkriti
(npr. kromosomske translokacije ili monogenske
bolesti u obitelji), kao i stanja koja mogu dovesti
do laznih NIPT rezultata visokoga rizika, npr. so-
matski mozaicizam majke!?®. Isto tako, trudnici se
moraju jasno predociti i ograni¢enja metode, a to
su veé prije spomenuta mogucnost lazno pozitiv-
nih, odnosno negativnih rezultata, pozitivhu pre-
diktivnu vrijednost (PPV) itd?” 128,

Ogranicenja invazivnih metoda

Invazivni postupci prikupljanja uzoraka nose rizik
od ostecenja amniona i curenja amnionske teku-
¢ine, ostecenja ploda ubodom igle, pobacaja
(0,12 % pri amniocentezi, 0,11 % pri postupku bi-
opsije korionskih resica), Rh-senzitizacije trudni-
ce, infekcije’® 3. Nadalje, glavno ograni¢enje
pribavljanja uzoraka biopsijom korionskih resica
jest Cinjenica da je u otprilike 2 % slucajeva u tki-
vu posteljice prisutan mozaicizam kojeg nema u
tkivu fetusa®®?,

Takoder, i metode analize uzoraka pribavljenih na
ovaj nacin imaju svoja ogranicenja. Npr. rezolucija
kariotipizacije je 5-10 Mb, a rezultati znatno ovise
0 znanju i iskustvu citogeneti¢ara koji pretragu
provodi, dok se nalazi ove metode najranije
mogu dobiti za Cetiri dana zbog potrebe kultivaci-
je stanica'®. Nadalje, metode FISH i MLPA zahti-
jevaju tocnu indikaciju i sumnju na konkretan
genetski poremecaj kako bi se mogla odabrati
primjerena sonda za ispitivanje®.

Glavni nedostatak CMA jest da ne detektira ba-
lansirane translokacije i inverzije. lako njihova
prisutnost naj¢es¢e nema klinicku vaznost za sam
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fetus, mogu biti uzrokom bolesti u sljedec¢oj ge-
neraciji. Triploidiju je moguce detektirati samo uz
pomo¢ SOMA metode, ali ne i aCGH. Poseban
problem predstavljaju i slu¢ajni nalazi CNV-ova
nepoznata znacenja pri interpretaciji rezultata i
odluci o daljnjem postupanju®®”,

Sekvenciranjem nove generacije ne mogu se de-
tektirati promjene u broju kopija pa ga je potreb-
no provoditi u kombinaciji s CMA. Nadalje, nije
primjerena metoda za dijagnostiku aneuploidija i
poliploidija, kao ni translokacija i trinukleotidnih
ponavljanja. Vrijeme ¢ekanja rezultata je 2-3 tjed-
nallS.

ZAKLJUCAK

Metode molekularne biologije u medicini svojim
su napretkom omogudile odredivanje slijeda nu-
kleotida u ¢itavom genomu Covjeka pa su kao ta-
kve nasle i klinicku primjenu u dijagnostici
genetickih poremecaja. S otkriéem cfDNA u tjele-
snim teku¢inama doslo je do razvoja visoko osjet-
ljivih i visoko specificnih neinvazivnih testova
probira na geneticke poremecaje, najvise u onko-
logiji, no i u prenatalnoj medicini gdje je izgledno
da ce takva testiranja s vr.emenom zamijeniti kla-
sitne metode probira u nacionalnim zdravstve-
nim sustavima. Takoder, ¢ini se da ¢e rasti klinicki
znacaj metoda sekvenciranja cfDNA s ciljem ot-
krivanja Sirokog spektra genetskih poremecaja,
od aneuploidija do tockastih mutacija sukladno
prihvatljivosti njihova ucinka i klinicke korisnosti.
S druge strane, razvojem metodologije analize
cfDNA sekvenciranjem, odnosno poveéanjem
brojnosti  detektabilnih genetickih promjena,
otvara se prostor za sve vecu trzisnu entropiju pa
je u buduénosti nuzno izraditi jasne klinicke
smjernice prilikom uvodenja ove metodologije u
javnozdravstveni sustav.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju kako ne po-
stoji sukob interesa.
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