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Review

NEINVAZIVNO PRENATALNO TESTIRANJE

JASENKA WAGNER*

Prenatalna dijagnostika obuhvaca niz dijagnostickih postupaka kojima ispitujemo postojanje bolesti ili patoloskog stanja kod
ploda. Kod oko 4% novorodencadi nalazimo bolesti koje u potpunosti ili djelomicno imaju gensku etiologiju, bilo da se radi o kro-
mosomskom poremecaju, monogenskoj bolesti ili poligenskoj/multifaktorijalnoj bolesti. Prenatalno geneticko testiranje odnosi se
na primjenu metoda molekularne genetike i citogenetike tijekom trudnoce s ciljem postavijanja dijagnoze ploda u rizicnim trudno-
¢ama. Metode koje se primjenjuju u svrhu prenatalne dijagnostike dijele se na invazivne i neinvazivne. Invazivne metode su pouzda-
ne i tocne, no nose mali rizik za majku i za plod. Neinvazivne metode su bezopasne kako za majku tako i za plod, no nedovoljno tocne
da bi bile dijagnosticke. Otkricem prisutnosti slobodne fetalne DNA u cirkulaciji trudnice 1997. godine, neinvazivna prenatalna
dijagnostika postala je jedno od najdinamicnijih podrucja istrazivanja u medicini. Termin neinvazivno prenatalno testiranje (NIPT)
uglavnom se odnosi na neinvazivno prenatalno testiranje ploda na aneuploidije analizom slobodne DNA iz krvi majke. lako se radi
o visokodiferentnoj tehnici, ona se i dalje smatra naprednom metodom probira, a ne dijagnostickim testom. Za ocekivati je da ce
brzi razvoj tehnologije u skoroj buducnosti omoguciti neinvazivnu detekciju i fetalnih submikroskopskih aneuploidija, monogenskih
poremecaja, citavog fetalnog genoma kao i analizu metiloma i transkriptoma, odnosno, da ¢e analiza slobodne fetalne DNA iz krvi
majke u buducnosti istisnuti sekvencioniranje egzoma u invazivno dobivenim uzorcima.

Deskriptori: NEINVAZIVNO PRENATALNO TESTIRANJE, ANEUPLOIDIJA, SLOBODNA FETALNA DNA, NEINVAZIVNA PRENATALNA
DIJAGNOSTIKA, MAJCINA PLAZMA, PRENATALNI PROBIR

Skracenice:

NIPT - neinvazivno prenatalno testiranje; NIPD -
neinvazivna prenatalna dijagnostika; BMI - indeks
tjelesne mase; UZV - ultrazvuk; PAPP-A - plazmat-
ski protein trudno¢e A; NN - nuhalni nabor; bHCG
- beta podjedinica humanog korionskog gonadotro-
pina; PCR - lancana reakcija polimerazom; CPM -
ograniceni placentarni mozaicizam; CNV - promje-
na broja ponavljanja; PPV - pozitivna prediktivna
vrijednost

Prenatalna dijagnostika obuhvaca
niz dijagnostickih postupaka kojima is-
pitujemo postojanje bolesti ili patoloskog
stanja kod ploda. Kod oko 4% novoro-
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dencadi nalazimo bolesti koje u potpuno-
sti ili djelomi¢no imaju gensku etiologiju,
bilo da se radi o kromosomskom poreme-
¢aju, monogenskoj bolesti ili poligenskoj/
multifaktorijalnoj bolesti. Hrvatsko drus-
tvo za perinatalnu medicinu 2010. godine
donijelo je Nacionalnu preporuku za pre-
natalni probir i dijagnostiku kromosomo-
patija prema kojoj se neinvazivni testovi
probira preporucuju u nisko rizi¢nih trud-
noca, odnosno trudnica mladih od 36 go-
dina koje imaju negativnu osobnu ili obi-
teljsku anamnezu, a invazivna prenatalna
dijagnostika trudnicama s navrsenih 36
godina zivota i starijim zbog dokazanog
povecanog rizika za sindrom Down, ali
i za druge sindrome uzrokovane promje-
nama kromosoma, posebno trisomijama.
Osim zbog poodmakle dobi trudnice,
invazivna prenatalna dijagnostika me-
dicinski je opravdana i preporucuje se
u: pozitivne ili optereéene obiteljske i/
ili reproduktivne anamneze, pozitivnih
ultrazvucénih biljega kromosomopatija i
pozitivnog nalaza testova probira prvog
ili drugog tromjesecja (1).

Prenatalno geneticko testiranje od-
nosi se na primjenu metoda molekularne
genetike i citogenetike tijekom trudnoce
s ciljem postavljanja dijagnoze ploda u
riziénim trudno¢ama. Provodi se kada:
1) je rizik da se radi o genetickom po-
remecaju fetusa velik; 2) postoji siguran
test za prenatalno utvrdivanje promjene
kromosoma ili gena; 3) je lijecenje rode-
nog djeteta nedostupno ili nemogucée; 4)
je poremecaj tezak pa vrijedi prekinuti
trudnocu; 5) je prekid trudnoée prihvat-
ljiv za oba partnera (2).

Preporuke Hrvatskog drustva za hu-
manu genetiku o genetiCkom informira-
nju upucuju na neophodnost genetickog
informiranja prije zahvata i nakon dobi-
vanja rezultata ispitivanja. Geneticko in-
formiranje je komunikacijski proces koji
pomaze osobama s genetickim opterece-
njem da donesu odluke koje su u skladu
s njihovim stajalistima i vrijednostima te
je njegova osnovna zadaca da donese do-
brobit i umanji, ili posve ukloni, moguce
Stetne posljedice rezultata genetickog te-
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stiranja (3). Geneticki probir je traganje u
populaciji za osobama odredenog genoti-
pa. I u ovom slucaju, informacija prije i
poslije ispitivanja mora biti sastavni dio
programa probira (3).

Povijest u danasnje vrijeme opce-
prihvacenog prenatalnog (antenatalnog)
probira zapocinje 70-ih godina proslog
stolje¢a spoznajom o povezanosti po-
viSene razine o-fetoproteina (AFP) u
majéinu serumu i oSteCenja neuralne
cijevi. Slijede¢i znacajan napredak bila
je fetalna ultrasonografija nakon cega,
pocetkom 80-ih godina proslog stoljeca,
dolazi do otkric¢a biokemijskih biljega za
Downow sindrom (4).

Neinvazivni prenatalni testovi pro-
bira temelje se na mjerenju koncentracije
odredenih biokemijskih biljega u krv-
nom serumu trudnice i nalazu ultrazvu-
ka (UZV), a uzimaju u obzir i dob trud-
nice te stadij trudnoce. Najucinkovitiji
neinvazivni test probira koji se provodi
u okviru naSeg zdravstvenog sustava je
kombinirani probir u 1. tromjesecju. On
uklju¢uje mjerenje debljine nuhalnog na-
bora (NN) i dvaju biokemijskih biljega
u majcinom serumu (plazmatski prote-
in trudno¢e-A (PAPP-A) i slobodna 3
podjedinica humanog korionskog gona-
dotropina (f HCG)). Prema literaturnim
podacima, stopa detekcije Down sindro-
ma primjenom kombiniranog probira
iznosi 1 do 90%. lako je osjetljivost ovih
metoda visoka, njihova je specifi¢nost
relativno mala te se ovi testovi smatra-
ju metodom probira koja ukljucuje ili
iskljuéuje nuznost invazivnog zahvata i
geneticke analize kao najtocnije potvrde
dijagnoze (5).

NajceS¢e primjenjivane invazivne
metode prenatalne dijagnostike su amni-
ocenteza, biopsija korionskih resica i
kordocenteza. Svrha je njihove primjene
dobivanje stanica i/ili tkiva ploda pogod-
nih za razlicite pretrage: citogeneticke,
molekularno-geneticke 1 biokemijske.
Budu¢i da se radi o invazivnim metoda-
ma, u vrlo malom broju slu¢aja moguce
su komplikacije nakon zahvata. Rizik
za najgoru mogucu komplikaciju nakon
zahvata, pobacaj, iznosi 0,5-1% za amni-
ocentezu, 1-2% za biopsiju korionskih
resica te oko 1% za kordocentezu (2).

Posljednjih nekoliko desetlje¢a ulo-
zeni su veliki napori u otkrivanje i razvoj
to¢nijih neinvazivnih testova koji bi u
buduénosti trebali zamijeniti invazivne
tehnike. Usprkos obecavaju¢im preli-
minarnim rezultatima nakon otkrica fe-
talnih stanica u krvotoku majke 1979.,
analiza fetalnih stanica do danas nije
zazivjela u klini¢koj praksi (6). U radu
objavljenom 1997. u Lancetu, Dennis Lo
i suradnici dokazali su prisutnost slo-
bodne fetalne DNA u krvi majke, to¢ni-
je, utvrdili su muski spol ploda analizom
sljedova gena s Y kromosoma (7). Ovo
otkrié¢e oznacilo je prekretnicu u razvoju
neinvazivnih prenatalnih molekularno
genetickih analiza i priblizilo nas kraj-
njem analitiCkom cilju: razvoju neinva-
zivne prenatalne dijagnostike (8).

Daljnja istrazivanja pokazala su da
koncentracija slobodne fetalne DNA
raste tijekom gestacije te da nakon 10.
gestacijskog tjedna udio fetalne frakcije
iznosi 3-13% (8). Udio fetalne frakcije
ovisi 0 maj¢inom BMI, gestacijskoj dobi,
fetalnoj aneuploidiji, plodnosti trudnoce.
Utvrdeno je da je eliminacija slobodne
fetalne DNA iz majcine cirkulacije nakon
poroda izrazito brza (t/2=16,3 minute),
Sto povecava specificnost analize slobod-
ne fetalne DNA i znacajno je razlikuje od
analize fetalnih stanica u maj¢inom kr-
votoku koje mogu zaostati u krvi majke
i nekoliko godina nakon poroda (9, 10).
Slobodna fetalna DNA porijeklom je iz
stanica placente, sinciciotrofoblasta, te je
u odnosu na majc¢inu slobodnu DNA kra-
¢a (fragmenti manji od 200 parova baza),
degradiranija i hipometiliranija (11).

Spoznaja da feto-maternalna barije-
ra nije nepropusna zbog cega se stanice
i DNA fetusa nalaze i u majcinoj cirku-
laciji omogucuje testiranje genetickog
materijala fetusa sakupljenog iz majcine
cirkulacije na neinvazivan nacin. Izdva-
janje slobodne DNA iz cirkulacije maj-
ke puno je jednostavnije od prikupljanja
fetalnih stanica. Nemoguénost odvajanja
majcine od fetalne slobodne DNA dugo
je vremena bila 'ko¢nica' za masovniju
primjenu analize slobodne fetalne DNA
iz trudnicke plazme. Zbog tog razloga,
prve razvijene metode koje su analizirale
slobodnu fetalnu DNA bile su moleku-
larno-geneticke metode koje su analizi-

rale one dijelove fetalnog genoma po ko-
jima je fetus razli¢it od majke: sekvence
porijeklom od oca ili de novo nastale.

Prva primjena analize slobodne fe-
talne DNA bila je u svrhu neinvazivnog
odredivanja spola ploda, a vrlo brzo na-
kon toga razvijena je i metoda za utvr-
divanje fetalnog RhD statusa kod RhD
negativne trudnice (12, 13). Neinvaziv-
no odredivanje fetalnog RhD statusa
je jedina primjena analize slobodne fe-
talne DNA u rutinskoj klinickoj praksi
u europskim zdravstvenim sustavima,
iznimka je Velika Britanija gdje je i ne-
invazivno odredivanje spola dio zdrav-
stvene skrbi.

Tek otkrice metode masivnog pa-
ralelnog sekvencioniranja (MPS) i ra-
zvoj bioinformatickih alata omogucilo
je testiranje aneuploidija (14, 15). lako
ova metodologija ima visoku cijenu, a
analize su dugotrajne i kompleksne, na-
predak tehnologije te provodenje veli-
kih klini¢kih studija tijekom posljednjih
godina doveli su do razvoja suvremenih
neinvazivnih prenatalnih testova koji
analiziraju slobodnu DNA iz majcine
krvi (NIPT). Prvi takav test predstav-
ljen je 2011. godine te od tada iznimno
brzo prosiren po ¢itavom svijetu. Sve do
pojave NIPT, uobicajena mjesta razvoja
i uvodenja novih tehnologija bila su sve-
ucilista i/ili sveucili$ne klinike. U ovom
sluéaju, primat su imali komercijalni
laboratoriji koji su s prvim testiranjima
krenuli 2011. godine i u posljednjih 4-5
godina znacajno izmijenili ovo dijagno-
sticko podrucje. Tri su varijante NIPT
prisutne na trzistu:

e masivno paralelno sekvenciranje
Citavog genoma koje karakterizira
10-20 milijuna oc€itanja te potencijal
za utvrdivanje aneuploidija svih kro-
mosoma; temelji se na sekvenciranju
i brojanju velikog broja pojedinaénih
DNA fragmenata iz plazme koji se,
temeljem usporedbe s referentnim
genomom, pridruzuju kromosomu s
kojeg potjecu;

e ciljano sekvenciranje kromosoma
kojim se radi manji broj o€itanja, jef-
tinije i brze se dode do rezultata, ali
se dobije manja koli¢ina informacija
0 genomu;
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e sckvenciranje SNP lokusa na kro-
mosomima od interesa koje uzima u
obzir relativni kvantitativni doprinos
maj¢inog i o¢evog genoma u plazmi,
ne zahtijeva referentnu vrijednost
te ima potencijal za utvrdivanje tri-
ploidije; u jednoj reakciji umnaza se
20000 SNP sekvenci koje se nakon
toga sekvenciraju, odrede njihovi po-
lozaji na kromosomima te procjeni
radi li se 0 monosomi¢nom, disomi¢-
nom ili trisomi¢nom fetusu (16, 17).

Svaka od spomenutih NIPT metodo-
logija ima svoje prednosti, npr. metode
masivnog i paralelnog sekvencioniranja
omogucavaju vecu dubinu sekvencioni-
ranja u slucaju niske razine fetalne frak-
cije slobodne DNA ili u slucaju testiranja
malih promjena u broju ponavljanja (eng.
copy number variation, CNV). SNP me-
toda moze iskljuciti neravnotezu u geno-
mu koja je maj¢inog porijekla, otkriti do-
datno prisutne haplotipove u smjesi slo-
bodne DNA koji ukazuju na neotkrivenu
visestruku trudnoc¢u ("vanishing twin"
fenomen), pruziti informaciju o roditelj-
skom podrijetlu aneuploidije, ukazati na
diandri¢nu triploidiju, ne-ocinstvo, kon-
sangvinitet i uniparentalnu disomiju. U
slucaju kada se radi o trudnodi zacetoj
doniranom jajnom stanicom, moze detek-
tirati dodatne fetalne alele koji nisu pri-
sutni kod trudnice (17, 18). S obzirom na
veliku vjerojatnost da je upravo aneuploi-
dija razlog gubitka jednog od blizanaca u
slucaju blizanacke trudnode, neotkrivena
zaostala slobodna fetalna DNA odumrlog
ploda moze utjecati na konacan NIPT re-
zultat. Moguénost SNP metode da identi-
ficira dodatne fetalne haplotipove trebala
bi u konacnici dovesti do manjeg broja
lazno pozitivnih rezultata (18-20).

Tablica 1.

Trenutna NIPT ogranicenja su re-
lativno velik udio neuspjelih analiza
(2,6%-5,4%) te usmjerenost na najcesce
trisomije. Kako se ipak jos uvijek radi
o testu probira, javlja se i odredeni po-
stotak lazno pozitivnih (0,25-1%) i lazno
negativnih rezultata (manje od 1%) te se
svaki pozitivni rezultat NIPT testa mora
potvrditi referentnom metodom (16). Uz
nekoliko rijetkih iznimaka, testiranje se
provodi u obliku "direct to consumer"
testova, nalazi se izraduju u roku od 10-
ak dana i priopavaju bez genetickog
savjetovanja (17). Rezultati validacijskih
NIPT studija pokazali su da je to¢nost
detekcije sindroma Down 99,5%, sindro-
ma Edwards 99% 1 sindroma Patau 79-
92% (Tablica 1) (21, 22).

NIPT testiranje je neuspjesno u oko
2% slucajeva, a uglavnom ovisi o udje-
lu fetalne frakcije u ukupnoj slobodnoj
DNA u cirkulaciji (23). Na udio slobod-
ne frakcije utjecu: indeks tjelesne mase
trudnice, gestacijska dob, tip aneuplo-
idije, viSeplodnost i mozaicizam (24).
Visestruke trudnode su jedan od razloga
neto¢nog rezultata: primjerice, u slucaju
dizigotnih blizanaca, fetalna frakcija po
pojedinom fetusu bit ¢e niza, a joS vece
razrjedenje slobodne fetalne DNA frak-
cije dogodit ¢e se u slucaju kada je jedan
od blizanaca euploidan, a drugi aneuplo-
idan (23).

Medu lazno pozitivnim slucajevi-
ma znacajni su bioloski razlozi poput
ogranicenog placentarnog mozaicizma,
uniparentalne disomije, mozaicizma kod
majke, gubitak jednog od blizanaca, ma-
ligno oboljenje trudnice (18, 25, 27, 30-
32, 34-36). Razlog za lazno negativan
rezultat uglavnom je ograniceni placen-

tarni mozaicizam (28, 29). Zbog svega
navedenoga, treba naglasiti da je ultra-
zvucna dijagnostika i dalje nezaobilazna
kao komplementarna metoda prenatalne
dijagnostike u svrhu iskljucivanja struk-
turnih fetalnih anomalija.

Vrlo brzo nakon predstavljanja
NIPT-a 2011. godine, The American
College of Obstetricians and Gynaeco-
logists, objavili su 2012. smjernice za
implementaciju NIPT u postojece prena-
talne protokole prema kojoj NIPT treba
biti opcija nakon patoloSkog nalaza kom-
biniranog probira, a prije invazivnog za-
hvata (37). Najnovija smjernica iz 2015.
naglasava da pacijentice kojima zbog
'tehnickih' razloga nije mogao biti izdan
nalaz trebaju biti dodatno informirane,
predloziti im se detaljan ultrazvuéni pre-
gled te invazivan dijagnosticki zahvat jer
kod njih postoji povecan rizik za aneu-
ploidiju. Pacijenticama opcenito treba
biti naglaseno da NIPT ne zamjenjuje in-
vazivni dijagnosticki test te da se NIPT
analizom ne analiziraju svi kromosomi.
NIPT nije tehnika koja moze detektira-
ti oSte¢enja neuralne cijevi te defekte u
ventralnoj stjenci. NIPT se ne bi trebalo
nuditi kao zaseban test niti se temeljem
njega moze donijeti odluka o prekidu
trudnoce. Pacijenticama treba pojasniti
da uredan NIPT nalaz ne daje garanciju
za urednu trudno¢u. ACOG smjernice
zakljucuje preporukom da je i nadalje
optimalni neinvazivni probirni test za
sve trudnice, kombinirani probir u 1.
tromjesec¢ju. Razlog tome je Sto NIPT u
populaciji Zena niskog rizika ima nisku
PPV, te Sto se primjenom samo NIPT-a
'gubi' oko 10% kromosomske patologije
koju je moguce detektirati kombinira-
nim probirom. Takoder, ne preporucuje

Karakteristike NIPT za aneuploidije kod pacijentica kojih je rezultat analize bio informativan (16. gestacijski tjedan), preuzeto iz Noninvasive prenatal
testing for fetal aneuploidy. Committee Opinion No. 640. American College of Obstetricians and Gynecologists. Obstet Gynecol 2015; 126: 31-7.

dob 25 g. dob 40. g.
osjetljivost (%) specificnost (%) PPV (%) PPV (%)
trisomija 13 99.3 99.8 33 87
trisomija 18 97.4 99.8 13 68
trisomija 21 91.6 99.9 9 57
spolni kromosomi 91.0 99.6

PPV - pozitivna prediktivna vrijednost
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se istovremena primjena nekoliko ra-
zlicitih testova probira jer je financijski
nepovoljna. NIPT se ne preporucuju za
viseplodne trudnoce kao ni rutinski pro-
bir na mikrodelecijske sindrome. Ukoli-
ko se ultrazvucno primijeti strukturna
anomalija ploda, odmah se preporucuje
invazivni dijagnosticki test (38).

Kao rezultat ¢etverogodisnje primje-
ne NIPT u zemljama u kojima je primje-
na NIPT Siroko prihvaéena, zamijecen
ja pad broja ostalih prenatalnih testo-
va: npr. u SAD kombiniranog probira
za 50%, amniocenteze za 76%, CVS za
54%; invazivnih zahvata u Francuskoj za
30%, u Svicarskoj za 67%. Posljedi¢no,
smanjen je i broj gubitaka fetusa kao po-
sljedice komplikacija invazivnog zahva-
ta. No, stopa detekcije nije povecana te je
smanjen postotak otkrivenih drugih kro-
mosomskih abnormalnosti koje bi stan-
dardna kariotipizacija detektirala (39).

Posljednje dvije godine, osim NIPT
testiranja aneuploidija kromosoma 13,
18 i 21, provode se i analize poremecaja
spolnih kromosoma, a moguce je utvrdi-
ti 1 strukturne kromosomske promjene
(40). Razvijene su i NIPT analize za mi-
krodelecijske sindrome (22ql1.2, 1p36,
Cri-du-Chat, Prader-Willi/Angelman),
monogenske bolesti (Wilsonova bolest,
kongenitalna adrenalna hiperplazija),

Tablica 2.

neke rijetke bolesti (Gaucherova bolest)
pa ¢ak i za neinvazivno prenatalno te-
stiranje cjelogenomskog broja ponavlja-
jucih sekvenci (eng. CNV's) (Tablica 2)
(41-46).

Nedavno su objavljeni rezultati
sekvencioniranja fetalnog metiloma i
transkriptoma iz uzorka majcine krvne
plazme. Jo$ je otprije poznato da je po-
steljica, koja je primarni izvor slobodne
fetalne DNA u majcinoj plazmi, global-
no hipometilirana u odnosu na druga
tkiva. Istrazivanjem metilacijskih biljega
specificnih za posteljicu pokazano je da
se metilacijski status posteljice mijenja
tijekom gestacije. Dakle, vjerojatno je
moguce pratiti dinamiku metilacijskih
promjena kod fetusa analizom majcine
plazme. Ovaj pristup omogucava poten-
cijalno neinvazivno pracenje fizioloskih
i patoloskih procesa kod ploda. Npr. uko-
liko fetus ima trisomiju 21, metilacijski
status majcine plazme bit ¢e snizen u
odnosu na euploidnu trudnodu, i to bi se
trebalo zamijetiti kao statisticki znacajna
razlika izmedu euploidnih i aneuploid-
nih trudnocéa (47).

Glavna prednost primjene slobodne
fetalne DNA iz krvi majke je neinva-
zivnost, odnosno, neskodljivost kako za
majku tako i za plod. Druga vazna pred-
nost pred konvencionalnim testovima

Tehnike, testovi i metode prenatalne dijagnostike s razdobljima trudnoce kada ih je optimalno provesti

probira mogucnost je provodenja testira-
nja tijekom svih stadija trudnoce. Biolos-
ke karakteristike slobodne fetalne DNA
su takve da je njen udio to veci $to je veéi
stupanj trudnoce, $to dodatno pridonosi
to¢nosti rezultata. Nasuprot tome, bioke-
mijski biljezi koji se koriste u konvencio-
nalnim metodama probira imaju ograni-
¢enu dijagnosti¢ku vrijednost s obzirom
na tjedan trudnoce.

Uz spomenute prednosti primjene
slobodne fetalne DNA iz krvi majke, po-
stoje 1 ogranic¢enja koja u ovom trenut-
ku sprjecavaju analizu slobodne fetalne
DNA da postane klinic¢ki dijagnosticki
test. Radi se o komercijalno dostupnim
genetickim testovima (DTC, eng. direct
to consumer) koji se ¢esto provode bez
adekvatnog genetickog savjetovanja.
Ponekad su pogresno interpretirani kao
dijagnosticki testovi, a zapravo su testovi
probira ¢iji se patoloski rezultat mora po-
tvrditi invazivnom metodom. U mnogim
zemljama svijeta ne postoji zakonska re-
gulativa niti stru¢ne smjernice koje bi re-
gulirale provodenje NIPT, a zdravstvena
osiguranja u pravilu ne pokrivaju trosko-
ve testiranja. Testiranja slobodne fetalne
DNA usmjerena su na najcesce trisomije,
ne detektiraju druge kromosomske ab-
normalnosti, samo aneuploidije ¢itavih
kromosoma. Postoji relativno velik udio

INVAZIVNE TEHNIKE

Dijagnosticka metoda Gestacijski tjedan

NEINVAZIVNE TEHNIKE

Testovi probira

Gestacijski tjedan

Dijagnosticki testovi  Gestacijski tjedan

biopsija korionskih resica ~ 11.-14.

amniocenteza 15.-18.

kordocenteza 18.-22.

kombinirani probir (NN, PAPP-A, 11-14

beta-HCG)

dvostruki test (b HCG, AFP) 15.-18.
trostruki test (bHCG, AFP, nE) 15.-18.
éet\'/erostruki test (bBHCG, AFP, nE, 15.-18.
Inhibin A)

NIPT trisomije 21,18,13 10.-40.
NIPT ostale aneuploidije (trisomija 10.-40.
16122)

NIPT monogenske bolesti 10.-40.
NIPT mikrodelecijski sindromi 10.-40.
NIPT rijetke bolesti 10.-40.

geneticki spol ploda 10.-40.

Rh genotip ploda 10.-40.

NIPT - neinvazivno prenatalno testiranje; PAPP-A - plazmatski protein trudno¢e A; NN - nuhalni nabor; bHCG - beta podjedinica humanog korionskog

gonadotropina; nE - nekonjugirani estriol
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neuspjelih analiza (2,6%-5,4%), a jedan
od razloga je niska koncentracija slobod-
ne fetalne DNA. NIPT nije validiran za
viseplodne trudnoce te se svaki pozitivni
rezultat NIPT testa mora potvrditi refe-
rentnom metodom (17). Pretraga fetalne
DNA iz krvi majke u svrhu utvrdivanja
fetalne trisomije nije dijagnosticki test i
iz razloga $to je u ovom slucaju uzorak
DNA porijeklom iz placente, a kariotip
ploda i posteljice se u iznimno rijetkim
situacijama ne podudaraju (pojava 'ogra-
ni¢enog placentarnog mozaicizma'). Ovo
je vazno kada odlucujemo o potvrdnom
testu, da li odabrati CVS ili amniocen-
tezu? Ukoliko je CVS izabrana metoda,
obavezno treba dugotrajno kultivirati
stanice mezenhimalne strome koje na-
staju iz ekstraembrijskog mezoderma jer
one bolje odrazavaju kariotip fetusa od
citrofoblasta, stanica vanjskog sloja kori-
onskih resica, iz kojeg dobijamo kratko-
trajnu kulturu.

NIPT polako evoluira prema fetalnoj
molekularnoj kariotipizaciji zahvaljujuci
istrazivanjima koja su pokazala da je mo-
guce sekvencionirati ¢itav fetalni genom
neinvazivnim uzorkovanjem. Osim toga,
nedavno je pokazano da je analizom slo-
bodne fetalne DNA i slobodne fetalne
RNA moguée proucavati fetalni meti-
lomski i transkriptomski profil te poten-
cijalno omoguditi pracenje fizioloskih
i patofizioloskih procesa neinvazivno,
koriste¢i majéinu krv. Odavno postoje i
dokazi da se slobodna DNA moze kori-
stiti kao biomarker za placentu i opéeni-
to za patologiju trudnoce. Uzevsi sve ovo
u obzir, mozemo ocekivati da ¢e analiza
slobodne fetalne DNA iz krvi majke u
buduénosti istisnuti sekvencioniranje eg-
zoma u invazivno dobivenim uzorcima.

Ono $to strucnjaci trebaju istraziti i
stru¢na udruzenja definirati je: propisati
analitiCke i klinicke karakteristike testo-
va, regulirati eticka pitanja te procijeniti
ekonomicnost primjene slobodne fetalne
DNA iz krvi majke u neinvazivnoj pre-
natalnoj dijagnostici. Znanstvenicima
pak ostaje zadatak da objasne moleku-
larni mehanizam otpustanja i uklanjanja
slobodne fetalne DNA, da otkriju imaju
li slobodne nukleinske kiseline u majci-
noj plazmi biolosku funkciju te da istra-
ze moze li se fetalni metilomski i tran-
skriptomski profil iskoristiti u procjeni
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i pra¢enju poremecaja u trudnoci poput
pre-eklampsije i preuranjenog poroda.
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Summary
NONINVASIVE PRENATAL TESTING

J. Wagner

Prenatal diagnosis is a complex diagnostic procedure whose aim is to investigate whether illness or pathological condition in
the fetus is present. Around 4% of the newborn are born with the some kind of a genetic condition: chromosomopathy, monogenic di-
sease or polygenic/multifactorial disorder. Prenatal genetic testing is performed using molecular genetics or cytogenetic techniques
with the aim to make a diagnosis in high risk pregnancies. Prenatal diagnostic methods are either invasive or noninvasive. Invasive
methods are reliable and true, but carry small risk for fetus and for mother. Noninvasive methods are risk free, but not reliable eno-
ugh to be considered diagnostic, rather screening tests. With the discovery of the presence of free fetal DNA in maternal circulation
in 1997, noninvasive prenatal diagnosis has become one of the most propulsive fields in medicine. Term noninvasive prenatal testing
(NIPT) is usually used when we talk about noninvasive prenatal testing of aneuploidies by analyzing free DNA form maternal blood.
Although highly specific technique, it is still considered advanced method of screening and not a diagnostic test. It can be expected
that technological advancements will provide noninvasive detection of fetal submicroscopic aneuploidies, monogenic diseases, fetal
genome as well as methylom and transcriptome analysis. In a future, analysis of free fetal DNA from maternal blood will probably
replace exome sequencing of invasively obtained samples.

Descriptors: NONINVASIVE PRENATAL TESTING, ANEUPLOIDY, FREE FETAL DNA, NONINVASIVE PRENATAL DIAGNOSIS,
MATERNAL PLASMA, PRENATAL SCREENING
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