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SAZETAK

Prenatalna dijagnostika kromosomopatija neizostavan je dio prenatalne skrbi, a provodi se tijekom
prvog i drugog tromjeseCja trudnoce te ukljuCuje brojne invazivne i neinvazivne metode.
Neinvazivnim metodama probira utvrduje se rizik za aneuploidije u ploda dok se invazivnim
metodama dijagnostic¢ki potvrduje ili iskljucuje kromosomska promjena. Neinvazivna metoda
prenatalnog probira koja s visokom pouzdano$éu moze utvrditi rizik za najces¢e aneuploidije
kromosoma danas je neinvazivno prenatalno testiranje slobodno cirkuliraju¢e DNA fetusa iz krvi
majke (NIPT). Cilj ovoga rada je prezentirati rezultate NIPT-a koji se provodio na Zavodu za
medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci u razdoblju od sijecnja
2019. godine do prosinca 2021. godine. U navedenom periodu, NIPT analizu napravile su 63
ispitanice, uz razvidan godis$nji porast broja ispitanica. [zmedu udjela fetalne frakcije i tjedna
trudnoce, indeksa tjelesne mase i dobi majke nije utvrdena statisticki znacajna povezanost. NIPT
je u 54% slucajeva bio samostalna indikacija za citogeneticku analizu stanica plodove vode, a
slijedile su ga kombinacija NIPT-a 1 UZV-a te kombinacija NIPT-a 1 dobi trudnice. Najvecu
to¢nost u procjenjivanju rizika za aneuploidiju ploda imala je kombinacija NIPT-a i UZV-a.
Usporedbom rezultata NIPT analize i citogeneticke analize stanica plodove vode, utvrdeno je da
je NIPT u 33,3% slucajeva imao lazno pozitivne rezultate. NIPT analiza bila je najpouzdanija u
procjenjivanju rizika za trisomiju kromosoma 21 dok je u procjeni aneuploidija spolnih
kromosoma bila manje pouzdana. Invazivne metode 1 nadalje ostaju temelj dijagnostike

kromosomskih abnormalnosti u prenatalnom razdoblju.

Klju¢ne rijeci: fetalna frakcija, neinvazivno prenatalno testiranje, prenatalna dijagnostika,

slobodno cirkulirajuca fetalna DNA



SUMMARY

Prenatal diagnosis of chromosomopaties is an indispensable part of prenatal care, and is performed
during the first and second trimester of pregnancy. It includes a number of invasive and non-
invasive methods. Non-invasive screening methods determine the risk of aneuploidies in the fetus,
while invasive methods diagnostically confirm or exclude chromosomal changes. A non-invasive
method of prenatal screening that can reliably determine the risk of the most common chromosome
aneuploidies today is non-invasive prenatal testing of cell-free circulating fetal DNA from the
mother's blood (NIPT). The aim of this paper is to present the results of the NIPT conducted at the
Department of Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine, University of Rijeka in the
period from January 2019 to December 2021. In this period, the NIPT analysis was performed by
63 respondents, with a clear annual increase in the number of respondents. No statistically
significant correlation was found between the proportion of fetal fraction and week of pregnancy,
body mass index and maternal age. In 54% of cases, NIPT was an independent indication for
cytogenetic analysis of amniotic fluid cells, followed by a combination of NIPT and ultrasound
and a combination of NIPT and the age of the pregnant woman. The combination of NIPT and
ultrasound had the highest accuracy in assessing the risk of fetal aneuploidy. When comparing the
results of NIPT analysis and cytogenetic analysis of amniotic fluid cells, it was found that NIPT
had false positive results in 33.3% of cases. NIPT analysis was the most reliable in assessing the
risk for trisomy 21 while in assessing sex chromosome aneuploidies, it was less reliable.
Altogether, invasive methods continue to be the basis for the diagnosis of chromosomal

abnormalities in the prenatal period.

Keywords: cell-free fetal DNA, fetal fraction, non-invasive prenatal testing, prenatal diagnosis
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1. UVOD

Prenatalna dijagnostika ukljucuje dijagnosticke postupke kojima se utvrduje zdravstveno
stanje ploda. Svrha prenatalne dijagnostike je pravovremeno informiranje roditelja o stanju ploda
kako bi na osnovi dobivenih informacija donijeli odluku o ishodu trudnoc¢e te omogucavanje
medicinskih postupaka za eventualno lijeCenje ploda. Numericke 1 strukturne promjene
kromosoma uzrok su mnogobrojnih razvojnih poremecaja ploda koji se nastoje otkriti $to ranije u
trudno¢i, tijekom prvog ili drugog tromjesecja, razli¢itim invazivnim i neinvazivnim metodama

(1)

1.1. NUMERICKE KROMOSOMSKE ABERACIJE

Svaka ljudska stanica sadrzi diploidan broj kromosoma koji iznosi 46. Odstupanja od
normalnog broja kromosoma unutar homolognog para kromosoma nazivaju se numericke
aberacije kromosoma, odnosno aneuplodije. Aneuploidije se dijele na trisomije i monosomije, a

nastaju kao posljedica nepravilnog razdvajanja kromosoma tijekom mejoze ili mitoze (2).

1.1.1. TRISOMIJA 21

Trisomija 21, klinicki prepoznatljiva kao sindrom Down, uzrokovana je dodatnom kopijom
21. kromosoma. Pojavljuje se u 1 od 800 Zivorodene djece. Ovo je naj¢esca aneuploidija u humanoj
populaciji i jedan od najces¢ih uzroka poteskoca u intelektualnom razvoju. Osim intelektualnog
zaostajanja, prisutna je karakteristicna dismorfologija, nizak rast, sr¢ane greSke te anomalije
drugih organa o &ijoj tezini ovisi kvaliteta i trajanje Zivota. Cesto se pojavljuju i problemi sa

sluhom 1 vidom, a nerijetko se razvija i Alzheimerova bolest (3).



1.1.2. TRISOMIJA 18

Trisomija kromosoma 18 klini¢ki se prezentira kao sindrom Edwards. Javlja se u 1 od 6000
zivorodene djece. Uzrokuje izrazito teSko intelektualno zaostajanje, anomalije srca, mozga i
drugih organa. Zbog teskih tjelesnih oSte¢enja ploda, trudnoce s trisomijom 18 obi¢no zavrse
spontanim ili medicinski induciranim pobacajem, a ukoliko dode do poroda, smrt djeteta

obi¢no nastupi u prvoj godini zivota (4).

1.1.3. TRISOMIJA 13

Trisomija kromosoma 13 1ili sindrom Patau, oCituje se izrazito teskim intelektualnim
zaostajanjem, malformacijama prednjeg dijela velikog mozga te poremecajem razvoja oka i
rascjepa nepca. Kao i u trisomiji 21 1 18, prisutne su i sr¢ane malformacije i malformacije
drugih organa. Javlja se u 1 od 10 000 Zivorodene djece koja zbog tezine kliniCke slike

uglavnom ne dozive prvu godinu Zivota (5).

1.1.4. ANEUPLOIDIE SPOLNIH KROMOSOMA

Aneuploidije spolnih kromosoma uzrokovane su viskom ili manjkom X 1 Y kromosoma.
U ove aneuploidije ubrajaju se sindrom Turner (45,X), sindrom Klinefelter (47,XXY), sindrom
Jacobs (47,XYY) te sindrom trostrukog X kromosoma (47,XXX). Osobe s ovim sindromima
uglavnom imaju probleme u spolnom sazrijevanju §to za posljedicu ima infertilitet ili sterilitet,
a mogu se javiti 1 sr¢ane te bubrezne anomalije. U pravilu ih ne prate intelektualne poteskoce

(6-8).



1.2. PRENATALNA DIJAGNOSTIKA KROMOSOMOPATIJA

Prenatalna dijagnostika kromosomopatija neizostavan je dio prenatalne skrbi, a provodi se
tijekom prvog i drugog tromjesecja te ukljucuje brojne invazivne i neinvazivne metode. Invazivne
metode su dijagnosticke, ali nose rizik za majku i plod, odnosno rizik za spontani pobacaj. 1z tog
razloga se one provode samo kod visoko rizi¢nih trudnoca, odnosno kod trudnica s opravdanom
indikacijom. Neinvazivne metode namijenjene su svim trudnicama. Smatraju se metodama probira
jer se njima probiru trudnice s pove¢anim rizikom za kromosomopatije. One nisu tocne i pouzdane
kao invazivne metode, tako da se, ako je utvrdeni rizik visok, trudnica dodatno upucuje na
invazivne metode prenatalne dijagnostike. U prenatalnu skrb ubraja se i geneticko savjetovanje

roditelja pomocu kojeg roditelji donose informiranu odluku o ishodu trudnoc¢e (9—-11).

1.2.1. INVAZIVNE METODE PRENATALNE DIJAGNOSTIKE.

Metode koje ukljucuju direktno uzimanje uzorka tkiva ploda nazivaju se invazivne metode
(10). NajceS¢e primjenjivane su biopsija korionskih resica (CVS), amniocenteza (ACZ) te
kordocenteza (9). Glavni cilj ovih metoda je dobivanje uzorka odredenog tkiva ploda za
citogeneticke, molekularne i biokemijske analize (9). Trudnice se na invazivne postupke upucuju

s odredenom indikacijom od kojih su najcesée (10):

e abnormalan ultrazvucni nalaz;

e povecan rizik za kromosomopatiju utvrden kombiniranim testom,;

e povecan rizik za kromosomopatiju utvrden neinvazivnim prenatalnim testiranjem (engl.
non invasive prenatal testing, NIPT);

e dob trudnice iznad 35 godina;

e kromosomske aberacije u obitelji ili prethodnoj trudnoc¢i.

Biopsija korionskih resica izvodi se od 11. do 14. tjedna trudnoée, a podrazumijeva uzimanje

uzorka korionskih resica. Amniocenteza je naj¢eSce primjenjivana invazivna metoda kojom se
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dobiva uzorak plodove vode. Izvodi se od 15. do 17. tjedna trudnoc¢e (10). Prednost biopsije
korionskih resica u odnosu na amniocentezu je mogucnost postavljanja dijagnoze u prvom
tromjesecju, no ovaj zahvat nosi nesto veci rizik za pobacaj u odnosu na ACZ (1-2%) (9,10).
Kordocenteza je postupak transabdominalnog uzimanja krvi ploda iz pupkovine nakon 20.
gestacijskog tjedna. Ovom metodom se mogu, osim kromosomske analize, dobiti podaci o krvnoj
grupi fetusa, otkriti intrauterine infekcije, koagulopatije, imunodeficijencije itd. (10). Rizik za

pobacaj nakon izvodenja kordocenteze iznosi oko 1% (9).

1.2.2. NEINVAZIVNE METODE PRENATALNE DIJAGNOSTIKE

Neinvazivnim metodama prenatalne dijagnostike utvrduje se rizik za najceS¢e aneuploidije
ploda. Neinvazivni testovi nisu dovoljno specifi¢ni i osjetljivi da bi bili dijagnosticki, pa se
nazivaju testovima probira. Testovi probira ukljucuju ultrazvuk, mjerenje biokemijskih biljega iz

krvnog seruma majke, kao 1 analizu slobodno cirkuliraju¢e DNA fetusa u krvi majke (10).

1.22.1.  ULTRAZVUCNI PROBIR (UZV)

Ultrazvuk (UZV) je dijagnosti¢ki uredaj koji odasilje longitudinalne mehanic¢ke valove
frekvencije priblizno 20 000 Hz sa svrhom dijagnosticiranja i lijeCenja razlicitih stanja i bolesti
(12). U ginekologiju i porodniStvo uveden je Sezdesetih godina proslog stolje¢a sa ciljem
proucavanja rasta 1 razvoja ploda te otkrivanja anomalija ploda. Njegovo uvodenje u prenatalnu
dijagnostiku predstavlja veliki korak, s obzirom na to da su se prije njegova uvodenja bolesti ploda
utvrdivale tek nakon rodenja. Danas je uz njegovu pomoc¢ vec tijekom rane gestacijske dobi
moguce ispitati morfologiju ploda, a takoder se koristi i kao pomo¢ tijekom izvodenja invazivnih
zahvata (10). Otkrivanje fetalnih abnormalnosti u ranoj gestacijskoj dobi uvelike smanjuje stopu
perinatalnog morbiditeta i mortaliteta. U perinatologiji je vrlo vazno precizno odredivanje

ultrazvuénih markera (biljega), Sto omogucuje utvrdivanje rizika za odredene kromosomopatije.



Ultrazvucni biljeg od iznimne vaznosti, posebno za dijagnostiku DS, je nuhalni nabor ili nuhalno
prosvijetljenje (NT, engl. nuchal translucency). Radi se o nakupljanju tekucine u potkoznom tkivu
nuhalne regije koji upuéuje na poremecaj limfne drenaze. Pove¢ano nuhalno prosvjetljenje, 3 mm
1 viSe, prisutno je u prvom tromjese¢ju u 70% DS slucajeva, dok je za ostale aneuploidije postotak
neSto manji (50-60% za sindrom Edwards, 30% za sindrom Patau). Mjerenje nuhalnog
prosvjetljenja u kombinaciji s majc¢inom dobi postize detekciju DS od 70-75% uz 5% lazno
pozitivnih nalaza (10). Osim nuhalnog nabora, ultrazvucni DS biljezi su aplazija/hipoplazija nosne
kosti te reverzni protok u duktusu venozusu u prvom tromjesec¢ju te kratki femur i/ili humerus,

pijelektazija, hiperehogeno crijevo u drugom tromjesecju (11).

1.2.2.2.  BIOKEMIJSKI BILJEZI

Odredivanje biokemijskih biljega iz krvnog seruma majke sastavni je dio prenatalne
dijagnostike vise od 25 godina u Hrvatskoj. Biljezi koji se odreduju biokemijskim testovima jesu
alfa-fetoprotein (AFP), nekonjugirani estriol (nE3), beta podjedinica humanog korionskog
gonadotropina ( HCG), inhibin A te plazmatski protein trudno¢e A (PAPP-A) (10). Odredivanje
biokemijskih biljega se ubraja u biokemijski probir fetalnih aneuploidija kao dio Cetverostrukog,

trostrukog 1 dvostrukog testa u II. tromjesecju (13).

1.2.2.3. KOMBINIRANI TEST PROBIRA

Do prije nekoliko godina, neinvazivni testovi probira odredovanjem biokemijskih biljega su
se mogli raditi samo u II. tromjesecju trudnoce. Razvojem kombiniranog testa probira omogucilo
se testiranje ve¢ u I. tromjesecju, Sto je prednost ovog testa u odnosu na ranije testove (13).
Kombinirani test probira uklju¢uje dob majke, mjerenje nuhalnog prosvjetljenja te dva

biokemijska biljega, B HCG i PAPP-A. Temeljem tih parametara stopa detekcije za DS znatno se



povecala u odnosu na biokemijske testove probira II. tromjesecja (75%) 1 u Republici Hrvatskoj

iznosi 89% (9,10).

1.2.2.4. NEINVAZIVNO PRENATALNO TESTIRANJE SLOBODNO CIRKULIRAJUCE
DNA FETUSA 1IZ KRVI MAJKE

Neinvazivno prenatalno testiranje slobodno cirkuliraju¢e DNA fetusa iz krvi majke zapravo
predstavlja testiranje slobodno cirkuliraju¢e DNA koja se oslobada iz posteljice. Zbog uvrijezenog
nazivlja u literaturi, koristi se termin ,,DNA fetusa®, ali je zbog ispravne interpretacije rezultata

vrlo vazno imati na umu da se zapravo radi o DNA posteljice.

1.2.2.4.1. FETALNE STANICE U KRVOTOKU MAJKE

Budu¢i da invazivni testovi nose odredeni rizik za majku 1 plod, u posljednjih desetak
godina uloZeni su veliki napori u razvoj neinvazivnih testova probira sa S$to ve¢om stopom
detekcije najcesc¢ih aneuploidija ploda (9). Prvi korak prema tom cilju bilo je otkrice prisutnosti
fetalnih stanica u krvotoku majke. One predstavljaju dobar izvor genetickog materijala fetusa, a
mogucénost kontaminacije uzorka maj¢inom DNA je iskljuena. Medutim, njihova analiza nije
dobila svoje mjesto u klini¢koj praksi zbog male koli¢ine (u prosjeku 2-12 fetalnih stanicau 1 mL
krvi) te teSkog izdvajanja, a osim toga, u krvi majke zaostaju i do nekoliko godina nakon poroda

Sto moze utjecati na rezultate u kasnijim trudno¢ama (14,15).

1.2.2.4.2. SLOBODNO CIRKULIRAJUCA DNA FETUSA U KRVOTOKU MAJKE

Od pedesetih godina proslog stolje¢a poznato je da se u krvotoku ¢ovjeka mogu naci
slobodne molekule DNA (10). Godine 1977. dokazano je da se kod osoba koje boluju od

zlo¢udnog tumora mogu u krvotoku pronaci slobodne DNA molekule tumora (16). Dennis Lo i
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sur. 1997. godine otkrivaju prisutnost slobodno cirkuliraju¢e fetalne DNA (engl. cell-free fetal
DNA - c¢ffDNA) u krvotoku majke, Sto otvara vrata novim neinvazivnim metodama u prenatalnoj
dijagnostici. Svojim su istrazivanjem koje se temeljilo na koriStenju lancane reakcije polimerazom
(engl. polymerase chain reaction - PCR) utvrdili muski spol ploda umnozavanjem biljega DYS14
gena TSPY (engl. testis-specific protein Y) koji se nalazi na Y kromosomu (17). Ova metoda je
daljnjim istrazivanjima unaprijedena, ¢ime se povecala osjetljivost 1 brzina detekcije slobodno
cirkulirajuc¢e fetalne DNA (10). Udio slobodno cirkulirajuée fetalne DNA u krvi trudnice naziva
se fetalna frakcija (FF; engl. fetal fraction) (18). Njezina vrijednost s odmicanjem trudnoce raste
(19). Udio fetalne frakcije ne ovisi samo o gestacijskom tjednu, ve¢ i o indeksu tjelesne mase
trudnice, potencijalnoj viSeplodnoj trudno¢i i mozaicizmu te tipu fetalne aneuploidije ukoliko je
ona prisutna (20). Povecani indeks tjelesne mase (ITM) povezuje se sa smanjenim udjelom
slobodno cirkuliraju¢e DNA (21). U slucaju viseplodnosti, ukupna FF se prezentira u veéem
postotku, ali frakcija ,,po fetusu je puno manja nego u jednoplodnoj trudno¢i (22). Do jos veceg
razrjedenja FF do¢i ¢e ako je npr. jedan blizanac euploidan, a drugi blizanac aneuploidan (23).
Spomenuto je da udio FF ovisi i1 o tipu fetalne aneuploidije, pa tako kod prisutnosti trisomije
kromosoma 21 udio FF je ve¢i u odnosu na zdravu trudnoc¢u. Ako se radi o trisomiji kromosoma
13, 18 ili pak monosomiji X kromosoma, postotak FF je manji zbog smanjene veli¢ine posteljice
(24). Do povecanja FF moze do¢i i zbog moguce bolesti trudnice, kao Sto je sistemski lupus

eritematodes (25).

1.2.2.4.3. KATEGORIZACIJA FETALNE FRAKCIJE

Zadovoljavajuca vrijednost fetalne frakcije preduvjet je uspjesne analize. Udio FF manji
od 4% smatra se preniskom za izvjeStaj i rezultati dobiveni testiranjem s niskim udjelom FF se
¢esto zapravo odnose na maj¢inu DNA, a ne fetalnu DNA. Ako je udio FF izmedu 4% 1 8%,

govorimo o intermedijarnoj FF. Pozeljna vrijednost FF za analizu je iznad 8% (26).



1.2.2.4.4. METODE ANALIZE cff DNA SEKVENCIRANJEM

Slobodno cirkuliraju¢a fetalna DNA u pocetku se koristila za neinvazivno utvrdivanje
muskog spola ploda, a nedugo nakon se po€inje primjenjivati i za odredivanje RhD statusa kod
RhD negativnih trudnica (27,28). Otkricem masivnog sekvenciranja genoma zapocinje i primjena
u svrhu probira za aneuploidije ploda (9). Prvi suvremeni neinvazivni prenatalni test koji analizira
cff DNA predstavljen je 2011. godine od strane komercijalnih laboratorija (15). Danas je za analizu
slobodne fetalne DNA moguce primijeniti nekoliko metoda: masivno paralelno sekvenciranje
genoma nasumicnim pristupom, ciljano sekvenciranje genoma te sekvenciranje jednonukleotidnog
polimorfizma (engl. single nucleotide polymorphism - SNP) (9). Masivno paralelno sekvenciranje
¢itavog genoma nasumicnim pristupom karakterizira sekvenciranje i brojanje 10-20 milijuna DNA
fragmenata dugih 25 parova baza. Fragmenti se zatim usporeduju s referentnim humanim
genomom s ciljem odredivanja to¢nog lokusa i kromosoma kojem pripadaju (9,29). Pojava viska
ili manjka DNA fragmenata u odnosu na referentni humani genom upucuje na aneuploidiju fetusa
(30). Ciljano sekvenciranje genoma temelji se na sekvenciranju 1 brojanju DNA fragmenata koji
su pridruZeni regijama od interesa (najces¢e kromosomi 13, 18, 21 te spolni kromosomi) (30). Ova
metoda je jeftinija i brza u odnosu na sekvenciranje nasumi¢nim pristupom, s obzirom na to da ne
zahtijeva sekvenciranje svih regija, ali se dobiva manja koli¢ina podataka o genomu (9,30).
Sekvenciranje jednonukleotidnog polimorfizma analizira promjenu jedne nukleotidne baze koja
se pojavljuje u vise od 1% populacije. U usporedbi s prethodno opisanim metodama, jedino ovom
vrstom sekvenciranja je moguce razlikovati DNA majke i fetusa (30). Ova metoda uzima u obzir
doprinos maj¢inog 1 ofevog genoma te ne zahtijeva usporedivanje s referentnim humanim
genomom. Princip metode zasniva se na umnazanju oko dvadeset tisu¢a SNP sekvenci koje se
zatim sekvenciraju, odredi im se lokus na kromosomima te ovisno o broju kopija, utvrdi radi li se
o euploidnoj ili aneuploidnoj trudno¢i. Ovom metodom sekvenciranja se mogu dobiti rezultati i
kada je udio FF manji od 8%, $to nije slucaj u prethodno opisanim metodama. Ova metoda moze
dati informaciju o roditeljskom podrijetlu aneuploidije, detektirati triploidiju, konsangvinitet i
uniparentnu disomiju (9,30).

NIPT testovi koji se nalaze na Hrvatskom trziStu nisu u nacionalnoj strategiji prenatalne

skrbi kromosomopatija ve¢ se nude uglavnom u sklopu privatnih ginekoloskih ordinacija uz



osobno placanje. Analiza cffDNA i obrada podataka za sve vrste NIPT testova provodi se u
mati¢noj instituciji koja ima odobren patent za analizu. Zavod za medicinsku biologiju i1 genetiku
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci u suradnji s Klinikom za ginekologiju i porodnistvo
KBC Rijeka sudionik je u prenatalnoj skrbi kromosomopatija i od 2018. godine s tvrtkom Natera,
ima potpisan ugovor za pruZanje usluga prenatalnog testa probira analizom slobodno cirkulirajuce

DNA fetusa iz krvi majke metodom sekvenciranja SNP lokusa.



2. CILJ RADA

Glavni cilj rada je prezentirati rezultate NIPT testiranja koje se provodi na Zavodu za
medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci od 2019. godine.

Specifi¢ni ciljevi rada su sljedeéi:

1. prikazati i analizirati NIPT u razdoblju od sijecnja 2019. godine do prosinca 2021. godine;

2. analizirati frakciju DNA ploda u odnosu na tjedan trudnoce, indeks tjelesne mase i dob
majke;
3. odrediti ucestalost NIPT indikacije za amniocentezu u razdoblju od sije¢nja 2017. godine

do prosinca 2021. godine;

4. usporediti rezultate NIPT-a s kariotipom ploda.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1.  ISPITANICI

U ovo retrospektivno istrazivanje ukljuene su 63 ispitanice koje su napravile NIPT u
razdoblju od sijecnja 2019. godine do prosinca 2021. godine na Zavodu za medicinsku biologiju i
genetiku Medicinskog fakulteta Rijeka. Nadalje, u analizu su ukljucene 1 dodatne 24 ispitanice
koje su upuéene na amniocentezu na Kliniku za ginekologiju i porodnistvo KBC Rijeka zbog
povecanog rizika za aneuploidije ploda utvrdenog NIPT-om koji je napravljen u razliCitim
ginekoloSkim ordinacijama od sije¢nja 2017. godine do prosinca 2021. godine. Podaci potrebni za
statisticku analizu preuzeti su iz medicinske dokumentacije citogenetickog laboratorija Zavoda za

medicinsku biologiju i genetiku.

3.2. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za obradu podataka koriSteni su racunalni program Excel for Windows 1 Statistica for
Windows, inacica 13.3 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD). Epidemioloski podaci prikazani su
deskriptivnom statistikom. Kvantitativni podaci prikazani su medijanom i interkvartilnim

rasprSenjem, dok su kvalitativni podaci prikazani apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razina
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4. REZULTATI

4.1. ANALIZA REZULTATA NIPT-A

U razdoblju od sije€nja 2019. godine do prosinca 2021. godine na Zavodu za medicinsku
biologiju i genetiku, prenatalni test probira analizom slobodno cirkuliraju¢e DNA fetusa iz krvi

majke napravljen je u 63 ispitanice (Slika 1.)

21
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Slika 1. Broj analiza NIPT-a po godinama u razdoblju od sijecnja 2019. godine do prosinca 2021.
godine

Medijan starosne dobi ispitanica koje su pristupile testiranju je 36 godina, s rasponom od
24 do 43 godine. Jedna ispitanica (1,6%) je mlada od 25 godina. U Zivotnoj dobi izmedu 25 i 35
godina je 46% (29/63) ispitanica, a najveci broj ispitanica je stariji od 35 godina, 52,4% (33/63).
Medijan gestacijske dobi iznosi 12,7 tjedana, s rasponom od 9,6 do 21,3 tjedana. Medijan indeksa

tjelesne mase iznosi 23,6 kg/m?, s rasponom od 18,6 do 95,6 kg/ m>.
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42. ANALIZA FRAKCIJE DNA PLODA U ODNOSU NA TJEDAN TRUDNOCE,
INDEKS TJELESNE MASE I DOB MAJKE

Medijan fetalne frakcije DNA iznosi 8,3%, a vrijednosti udjela krecu se od 3,4% do 17,8%.
Samo 5% (3/63) uzoraka ima udio FF manji od 4%. Njih 40% (25/63) ima intermedijarnu fetalnu
frakciju, dok 55% (35/63) pokazuje udio fetalne frakcije >8%.

Spearmanovim rank testom korelacije nije utvrdena povezanost udjela fetalne frakcije s

udjela fetalne frakcije i ITM-a vrlo slaba s grani¢nim statistickim znaCajem (Tablica 1.).

Tablica 1. Povezanost tjedna trudnoce, indeksa tjelesne mase i dobi majke s udjelom fetalne frakcije.

Varijable Broj uzoraka | Spearman R | t(N-2) p-vrijednost
FF/% & tjedan trudnoce 63 -0,09 -0,70 0,489
FF/% & ITM 63 -0,25 -2,00 0,050
FF/% & dob majke 63 0,02 0,13 0,899

Testom viSestruke regresije analiziran je zajednicki utjecaj tjedna trudnoc¢e i ITM-a na udio

FF. Utvrdeno je da zajednicki utjecaj tih dvaju faktora nije statisticki znacajan (p > 0,050).
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4.3. UCESTALOST NIPT INDIKACIJE ZA AMNIOCENTEZU

Od sije¢nja 2017. godine do prosinca 2021. godine u laboratorij za citogenetiku Zavoda za
medicinsku biologiju i genetiku zaprimljen je 441 uzorak plodove vode za citogeneticku analizu.
Povecan rizik za aneuploidiju ploda utvrden NIPT-om bio je indikacija za amniocentezu u 5,4%

(24/441) uzoraka.

Medijan starosne dobi ispitanica upucenih na amniocentezu zbog povecanog rizika za
aneuploidiju utvrdenog NIPT-testom je 38 godina s rasponom od 24 do 47 godina. Kod 4,2%
ispitanica starosna dob je manja od 25 godina (1/24). Njih 29,2% (7/24) starosne je dobi izmedu
25135 godina. NajviSe ispitanica je starije od 35 godina, 66,6% (16/24). Medijan gestacijske dobi

ovih ispitanica iznosi 16,0 tjedana s rasponom od 14,9 do 18,0 tjedana.
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U 54% (11/24) uzoraka NIPT se pojavljuje kao samostalna indikacija za amniocentezu, u
25% (6/24) uzoraka je u kombinaciji s UZV-om, a s dobi u 9% (2/24) uzoraka. NIPT i1 kombinirani
test su kao indikacija za amniocentezu prisutni u 4% (1/24) uzoraka. U preostalih 8% (2/24)
uzoraka indikacija za amniocentezu bila je kombinacija NIPT-a, UZV-a i kombiniranog testa

probira te kombinacija NIPT-a, dobi i kombiniranog testa probira (Slika 2.).

= NIPT

NIPT I UZV

NIPT I DOB MAJKE
= OSTALO*

= NIPT I KOMBINIRANI TEST
PROBIRA

Slika 2. Ucestalost NIPT testa kao indikacije za amniocentezu u ispitivanom uzorku (N=24). *Pod
ostalo spadaju: kombinacija NIPT-a, UZV-a i kombiniranog testa probira te kombinacija NIPT-a,
dobi trudnice 1 kombiniranog testa probira.
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4.4. USPOREDBA REZULTATA NIPT-a S KARIOTIPOM PLODA

Povecan rizik za trisomiju 21 bio je prisutan kod 54% ispitanice (13/24) dok je povecani
rizik za monosomiju X kromosoma utvrden u 13% ispitanica (3/24). Kod 4% ispitanica (1/24) bio
je prisutan poveéan rizik za trisomiju kromosoma 13 dok je povecan rizik za mikrodeleciju
kromosoma 22q prisutan u 4% ispitanica (1/24). NIPT nalaz je u 4% ispitanica (1/24) upuéivao na
povecan rizik za trisomiju kromosoma 13 1 18, dok je u 4% ispitanica (1/24) ukazivao na povecan
rizik za dvostruki Y kromosom. U 17% uzoraka (4/24) podaci o rezultatu NIPT-a nisu bili
dostupni (Slika 3.).

= RIZIK ZA 47, XY, +21
= NEMA PODATAKA
RIZIK ZA 45, X
= RIZIK ZA 47, XY, +13
= RIZIK ZA 47, XY, +13 147, XY, +18
= RIZIK ZA 47, XYY
= RIZIK ZA 46, XY, del (22) (q11.2)

Slika 3. Povecani rizici utvrdeni NIPT testom.

16



Slika 4. prikazuje rezultate citogeneticke analize stanica ploda u odnosu na indikacije za

amniocentezu. Lazno pozitivni rezultati NIPT-a utvrdeni su u 46,2% (6/13) analiziranih uzoraka

stanica plodove vode (Slika 4., Graf 1.), dok je najbolja procjena rizika za aneuploidije dobivena

kombinacijom NIPT-a i UZV-a, u 83,3% (5/6) analiziranih uzoraka. (Slika 4., Graf 2.)

Indikacija za amniocentezu i Citogeneticka analiza plodove vode
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Graf 5. Indikacija za amniocentezu:

ostalo
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Graf 3. Indikacija za amniocentezu:
NIPT i dob ispitanice

Slika 4. Graficki prikaz usporedbe indikacija za amniocentezu i1 nalaza citogeneticke analize

stanica plodove vode.
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Tablica 2. prikazuje usporedbu rezultata NIPT-a s utvrdenim kariotipom ploda. Povecan rizik za
trisomiju kromosoma 21 potvrden je kariotipom u 100% (13/13) slucajeva. Rezultati NIPT-a koji
ukazuju na povecan rizik za trisomiju kromosoma 13 1 18 nisu potvrdeni citogeneti¢kom analizom.
Povecan rizik za monosomiju kromosoma X (1/3) potvrden je u jednom uzorku, kao i za i dvostruki
kromosom Y (1/1). Uzorak s povecanim rizikom za mikrodeleciju 22q analiziran je
konvencionalnom citogenetickom metodom te metodom komparativne hibridizacije genoma na
mikro€ipu. Obje metode utvrdile su uredan kariotip. U uzorcima s nepoznatim NIPT rezultatom
trisomija kromosoma 21 utvrdena je u 25% (1/4) slucajeva, dok je u 75% (3/4) slucajeva utvrden
uredan kariotip. Rezultati NIPT-a su u 33,3% (8/24) slucajeva bili lazno pozitivni, dok je procjena
rizika za aneuploidije u 66,7% (16/24) slucajeva potvrdena citogenetickom analizom stanica

plodove vode.

Tablica 2. Usporedba poviSenih rizika utvrdenih NIPT-om i1 konacne dijagnoze potvrdene
citogenetickom analizom stanica plodne vode.

POVISENI RIZIK UREDAN
UTVRBEN NIPT.OM KARIOTIP | 47> XY, #21 | 45,X | 47, XYY | UKUPNO
TRISOMIJA 21 0 13 0 0 13
TRISOMIJA 13 1 0 0 0 1
TRISOMUA 131 18 1 0 0 0 1
TURNER SINDROM 2 0 0 3
JACOBS SINDROM 0 0 0 1 1
SINDROM DELECUE
22Q11.2 ! 0 0 0 !
NEMA PODATAKA 3 1 0 0 4
UKUPNO 8 14 1 1 24
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5. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem prikazani su rezultati analize NIPT-a, frakcije DNA ploda u odnosu na
tjedan trudnoce, ITM i dob majke, ucestalost pojavljivanja NIPT-a kao indikacije za amniocentezu
te su usporedeni rezultati NIPT-a koji su ukazivali na povecani rizik za neku od najcescih

aneuploidija s rezultatima citogeneti¢ke analize plodove vode.

5.1.  ANALIZA REZULTATA NIPT-a

Rezultati istrazivanja ukazuju na postepen rast broja trudnica koju su pristupile NIPT-u u
analiziranom razdoblju. S obzirom na trend u svijetu rezultati nisu neocekivani (31)
Neinvazivnost, brzi rezultati, pouzdanost u detekciji trisomije kromosoma 21, kao i trisomije
kromosoma 13 1 18 ve¢ u prvom tromjesecju trudnoce osnovni su razlozi sve veceg broja trudnica
koje se odlucuju za taj test probira. Medijan gestacijske dobi u kojem trudnice pristupaju testu od
12,7 tjedana je takoder ocekivan s obzirom na to da NIPT ima moguénost izvodenja ve¢ nakon 9.
tjedna trudnoce, odnosno pouzdane detekcije od 11. tjedna trudnoce, kada se i preporuca njegovo
izvodenje. Medijan dobi trudnica iznosi 36 godina, §to je u skladu sa sve starijom dobi trudnica te
preporukama za poduzimanje ovakve vrste testa u trudnickoj dobi iznad 35 godina s obzirom da

je dob dobro opisani ¢imbenik rizika za aneuploidije (1,2).
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5.2. ANALIZA FRAKCIJE DNA PLODA U ODNOSU NA TJEDAN TRUDNOCE, INDEKS
TJELESNE MASE I DOB MAJKE

Udio fetalne frakcije je vazan parametar koji utjece na tocnost NIPT-a (23). Adekvatna FF
potrebna da bi se dobili §to pouzdaniji rezultati iznosi minimalno 4% (32,33). Prema dostupnoj
literaturi, na udio FF utjeCu ponajvise gestacijska dob i ITM trudnice. U ovom istrazivanju
analizirana je povezanost udjela FF s gestacijskom dobi, ITM-om i dobi trudnice te je utvrdeno da
nema povezanosti izmedu udjela FF i ispitivanih parametara, $to nije u skladu s literaturnim
podacima (34-36). Za pretpostaviti je da je najvjerojatniji uzrok odstupanja veli€ina ispitivanog

uzorka sa svega 63 ispitanice.

Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da porastom gestacijske dobi dolazi do povecanja
cff-DNA u majc¢inom krvotoku $to je posljedica povecanja mase posteljice iz koje se oslobada cftf-
DNA (35,37,38). U velikoj studiji koju su proveli Wang i suradnici utvrdeno je da se FF
povecavala za 0,1% po tjednu izmedu 10. i 21. tjedna trudnoc¢e. Nakon 21. tjedna, to povecanje
iznosilo je 1% po tjednu (35). Medutim, Hestand i suradnici nisu utvrdili korelaciju izmedu FF 1
gestacijske dobi sve do 21. tjedna trudnoc¢e (34). To moze biti zato Sto je povecanje udjela FF
sporo, a stopa povecanja nije konstantna. Od 10. do 12,5. tjedna udio FF povecava se za 0,44%
po tjednu (39), dok to povecanje izmedu 12,5. 1 20. tjedna iznosi 0,083% po tjednu. Nakon 20.
tjedna trudnoce udio FF se konstantno povecava za 0,82% po tjednu. Osim malog ispitivanog
uzorka, uzrok odstupanja moze biti 1 krivo procijenjena gestacijska dob. Gestacijska dob u prvom
tromjese¢ju uglavnom se odreduje na temelju prvog dana zadnjeg menstrualnog krvarenja Sto
ponekad moZe dovesti do krive procjene ako Zena nema pravilne menstrualne cikluse. U ovo
istrazivanje su bile uklju€ene i dvije blizanacke trudnoce s relativno visokim udjelom FF S§to je
takoder moguci uzrok odstupanja od literaturnih podataka. Kod blizanackih trudnoca situacija s
fetalnom frakcijom drugacija je nego kod jednoplodnih trudnoca. U istrazivanju koje su proveli
Herman 1 suradnici, ustanovljeno je da je ukupna FF veca u blizanackoj trudno¢i u odnosu na
jednoplodnu trudno¢u, no udio FF po fetusu je puno manji. Ako se radi o monozigotnim
blizancima, ukupni udio FF ve¢i je u odnosu na jednoplodnu trudnoc¢u, a manji nego u dvozigotnih

blizanaca, no u ovom slu¢aju nije moguce utvrditi doprinos fetalnoj frakciji pojedinog fetusa (22).
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U trudnoca s dvozigotnim blizancima u kojima je jedan od blizanaca zdrav, a drugi abnormalan,
javlja se problem ,,maskiranja“ fetalne frakcije abnormalnog blizanca. Naima, u slu¢ajevima kada
jedan plod ima uredan kariotip, a drugi ima npr. trisomiju kromosoma 21, fetalna frakcija zdravog
ploda maskira ili prekriva abnormalnost u broju kopija u fetalnoj frakciji ploda s trisomijom
kromosoma 21. To se dogada posebno ako je posteljica zdravog ploda veca od one ploda s
trisomijom kromosoma 21, jer ona oslobada vecu koliCinu slobodno cff- DNA. U takvim
slu¢ajevima, FF ploda s aberacijom kromosoma moze biti manja od 4%, $to moze dovesti do lazno

negativnih rezultata (40).

Osim utjecaja tjedna trudnoce, dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da je ITM trudnice
u negativnoj korelaciji s FF (39,41-43), Sto znaci da porast [ITM-a dovodi do smanjenja udjela FF.
Ovdje se radi o efektu razrjedenja fetalne DNA. Kod trudnica s pove¢anim ITM-om, povecava se
volumen krvi i razgradnja adipocita koji rezultiraju povec¢anim udjelom maj¢ine DNA u krvi. U
takvim sluc¢ajevima, udio fetalne DNA je isti, ali je zbog velike koli¢ine majcine DNA, fetalnu

DNA teze izolirati (44—46).

Analizirana je 1 povezanost FF s dobi majke, te je takoder utvrdeno kako povezanosti
izmedu te dvije varijable nema. Trenutno je jo§ uvijek upitno ima li maj¢ina dob utjecaj na udio
FF. U mnogim studijama utvrdeno je da je FF u negativnoj korelaciji s dobi majke (37,47,48).
Stovise, nakon prilagodbe udjela FF prema gestacijskoj dobi i karakteristikama majki, utvrdeno je
da dob majke znacajno utjece na udio FF (49). Medutim, u drugim studijama nije pronadena
korelacija izmedu udjela FF 1 dobi majke (24,34,50). Ono $to je sigurno je da povezanost dobi

majke i FF jo$ uvijek treba istraZiti.

Zaklju¢no, na FF mogu utjecati gestacijska dob, indeks tjelesne mase trudnice, blizanacke
trudnoce te fetalni kariotip. S obzirom na to da je nizom istraZivanja utvrdena pozitivna korelacija
gestacijske dobi 1 FF, NIPT bi se trebao provoditi u gestacijskoj dobi od 9-10 tjedana ili vise (51).
Ako se radi o blizanackoj trudno¢i, vazno je ustanoviti zigotnost blizanaca i odrediti FF po fetusu.
Zbog svih ¢imbenika koji utjecu na udio FF, lijecnici bi trebali prikupiti §to viSe informacija o
samoj trudnici 1 fetusu, kako bi se osigurala Sto veca koli¢ina FF 1 samim time dobili pouzdaniji

rezultati NIPT-a.
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5.3.  UCESTALOST NIPT INDIKACIJE ZA AMNIOCENTEZU

U ovom istrazivanju analizirana je uCestalost NIPT-a kao indikacije za ACZ. Povecan rizik
za aneuploidije u najve¢em je broju slucajeva bio utvrden samo NIPT-om (54%). NIPT se
pojavljivao 1 u kombinaciji s drugim indikacijama kao Sto su UZV, dob majke te kombinirani test
probira. Najc¢esca kombinacija indikacija za ACZ bila je kombinacija NIPT-a i UZV-a (25%), dok
su ostale kombinacije indikacija slabo zastupljene u ispitivanom uzorku (manje od 10%).Postavlja

se pitanje koja je metoda probira najtocnija u procjeni rizika za prisutnost aneuploidija u fetusa?

LaZno pozitivni rezultati NIPT-a kao samostalne indikacije bili su prisutni u 46,2%
uzoraka, dok je kombinacija NIPT-a i UZV-a bila to¢na u procjeni rizika za aneuploidije u 83,3%
slu¢ajeva. NIPT-om se ne mogu otkriti oStecenja neuralne cijevi niti se mogu otkriti strukturne
anomalije ploda stoga NIPT ne moZze zamijeniti UZV, ve¢ mu samo moZe biti dodatni alat za bolju
procjenu rizika za aneuploidije ploda. UZV moze pomo¢i u procjeni rizika za aneuploidije
otkrivanjem ultrazvu¢nih markera i strukturnih abnormalnosti ploda. Dokazano je da se kod
trudnica s lazno negativnim rezultatima NIPT-a, stopa detekcije moze poboljSati primjenom UZV-
a. Medutim, na UZV mogu utjecati vjestine lijecnika 1 rezolucija uredaja te se UZV-om ne moze
procijeniti rizik u slu€ajevima kada strukturnih malformacija fetusa nema ili ako su te
malformacije nejasne. U takvim situacijama, NIPT upotpunjuje UZV te se kombinacijom ove dvije
metode moze uvelike poboljSati probir na aneuploidije ploda (52). Kombinacija NIPT-a, dobi
majke 1 kombiniranog testa probira kao indikacije za ACZ bila je jako malo zastupljena tako da se
ne moze sa sigurnoscu reci koliko je utvrdivanje rizika pouzdano, ali je svakako sigurno da zajedno
s ostalim indikacijama i metodama probira NIPT pouzdanije procjenjuje rizik za aneuploidije.
Istrazivanjem provedenim u Australiji takoder je ustanovljeno da NIPT zajedno sa kombiniranim

probirom 1 UZV-om ima vecu stopu detekcije aneuploidija, posebno spolnih kromosoma (53).

U svakom slucaju, potrebno je voditi racuna o prednostima i nedostacima svake dostupne

metode probira. Ne postoji jedna savrSena metoda, koja pokriva sve, ve¢ postoji vise
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komplementarnih metoda koje treba smisleno kombinirati kako bi, u konacnici, dobili najbolje i

najpouzdanije rezultate za majku 1 dijete.

5.4. USPOREDBA REZULTATA NIPT-A S KARIOTIPOM PLODA

Jedan od specifi¢nih ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi koliko je NIPT precizan u
procjeni rizika za aneuploidije usporedivanjem rizika utvrdenih NIPT-om s rezultatima
citogeneticke analize plodove vode. Do sada su provedena brojna istrazivanja na temelju
osjetljivosti NIPT-a prema najces¢im aneuplodijiama autosoma i spolnih kromosoma, kako bi se
utvrdila pouzdanost ovog testa (54-56). Ta pouzdanost se provjeravala usporedbom rezultata
neinvazivnog prenatalnog testiranja i rezultata citogeneticke analize stanica ili plodne vode ili
korionskih resica. NIPT se smatra prenatalnim testom probira visoke osjetljivosti 1 specifi¢nosti
za trisomije kromosoma 21, 18 1 13, a zbog svojih svojstava opseg probira proSiren je na
aneuploidije spolnih kromosoma te submikroskopske varijante broja kopija ¢ija je osjetljivost 1

specificnost te opravdanost testiranja jo$ uvijek upitna (57-59).

Ovim istrazivanjem utvrdeno je kako NIPT ima visoku stopu detekcije trisomije
kromosoma 21, ¢ak 100% dok kod trisomije 13 i 18 stopa detekcije iznosi 0%. Stopa detekcije
trisomije kromosoma 21 u skladu je s literaturnim podacima gdje iznosi vise od 98% (60-62).
Medutim, stopa detekcije za trisomije kromosoma 13 1 18 je jednaka nuli, $to nije u skladu s dosada
provedenim istrazivanjima. Ipak, u nasem istrazivanju radi se o samo dva uzorka pa je moguénost
interpretacije rezultata ogranic¢ena. Dosadasnja istraZivanja pouzdanosti ovog testa probira ukazuju
na to da je stopa detekcije trisomija kromosoma 13 1 18 veca od 90%, §to NIPT ¢ini vrlo dobrim
testom probira za te aneuploidije (63—66). Takoder, meta analiza koja obuhvaca istrazivanja
pouzdanosti procjene rizika NIPT-a za aneuploidije u razdoblju od sijecnja 2011. godine do
prosinca 2016. godine utvrdila je kako stopa detekcije za trisomiju kromosoma 13 iznosi 99,0%
uz 0,04% lazno pozitivnih rezultata, odnosno 97,9% uz 0,04% lazno pozitivnih rezultata za

trisomiju kromosoma 18 (60). Vazno je napomenuti kako ovo istrazivanje nije obuhvatilo pracenje
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ishoda trudnoce stoga nije moguce utvrditi lazno negativne rezultate NIPT-a. Dai i suradnici su u
svoje istrazivanje ukljucili 1 analizu ishoda trudnoce te je utvrdeno kako NIPT nema lazno
negativne rezultate (54). Ocigledno je da NIPT ima iznimno visoku stopu detekcije trisomije
kromosoma 21, dok je stopa detekcije trisomije kromosoma 13 i 18 malo manja, ali vrlo
zadovoljavaju¢a. Takoder, razvojem tehnologije smatra se da ¢e stopa detekcije trisomije
kromosoma 13 1 18 u skoroj budu¢nosti biti veca te time 1 usporediva s detekcijom trisomije

kromosoma 21 (67).

Rizik za monosomiju X kromosoma potvrden je u 33,3% slucajeva (1/3). Rezultati ovog
istrazivanja nisu u skladu s literaturnim podacima gdje je stopa detekcije monosomije X
kromosoma oko 90% uz 0,14% lazno pozitivnih rezultata (60,68). Medutim, rezultati istrazivanja
provedenog u Kini u razdoblju od 2015. godine do 2017. godine utvrdilo je da je stopa detekcije
monosomije X kromosoma samo 18,39% §to je jo§ i manje nego u ovom istrazivanju (69). Osim
monosomije X kromosoma, NIPT-om je utvrden povecan rizik za sindrom dvostrukog Y
kromosoma. Stopa detekcije iznosi 100% $to je u skladu s literaturnim podacima (68). Smatra se
da raznolikost aberacija koje zahvacaju spolne kromosome te sloZenost klini¢kih manifestacija
spolnih kromosoma utje€u na pojavljivanje laZzno pozitivnih rezultata. LaZzno pozitivni rezultati
mogu se javiti u sluaju placentnog mozaicizma, smrti jednog od blizanaca ili zbog aneuploidije
spolnih kromosoma majke (58,70). Vrlo je vazno naglasiti trudnicama kako primjerice pozitivan
nalaz NIPT-a za monosomiju X kromosoma ne znaci da dijete ima sindrom Turner. U takvim
situacijama, preporuca se napraviti dijagnosticki test kojim ¢e se prisutnost monosomije X
kromosoma potvrditi ili iskljuciti. Zbog visokog udjela lazno pozitivnih rezultata 1 nedovoljne
preciznosti prilikom procjenjivanja rizika za aneuploidije spolnih kromosoma, mnogi stru¢njaci
jos§ uvijek sumnjaju u upotrebu NIPT-a za procjenu rizika za aneuploidije spolnih kromosoma, te
sumisljenja da bi se NIPT prvenstveno trebao koristiti kao metoda probira za trisomije kromosoma

21,131 18 (71,72).

Misljenja su podijeljena 1 kada je rijeC o detekciji mikrodelecija. Mikrodelecije se u
populaciji pojavljuju rjede od aneuploidija autosoma te se mogu manifestirati razliitim
fenotipskim obiljezjima. Zbog rijetkog pojavljivanja u populaciji, stopa detekcije je niza nego za
aneuploidije autosoma ili spolnih kromosoma. Zapravo, ne postoje podaci o stopi detekcije niti

pouzdanosti testiranja za mikrodelecije. Struka je jo§ uvijek podijeljena u pogledu koriStenja
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NIPT-a u procjeni rizika za mikrodelecije. Dok jedni smatraju da se NIPT ne bi trebao nuditi kao
metoda probira za mikrodelecije, drugi preporucuju NIPT uz obvezno prethodno detaljno
savjetovanje roditelja pri ¢emu im se mora objasniti da ovim testom nije iskljuena opcija
potencijalnog invazivnog zahvata te dijagnostika odgovaraju¢im metodama invazivnog

(51,73,74).

Klini¢ka primjena NIPT-a danas je u porastu zbog viSe razloga: NIPT je test neskodljiv za
majku 1 plod, visoke osjetljivosti 1 specificnosti za najc¢es¢e kromosomske aneuploidije uz
moguénost izvodenja ve¢ u prvom tromjesecju trudnoce. Odlican je probir za trisomiju
kromosoma 21, a vrlo dobar za trisomije kromosoma 13 i 18. Njegova stopa detekcije iznosi vise
od 90% za aneuploidije autosoma, §to se u kombinaciji s drugim metodama probira jo§ moZe
dodatno povecati. Kao probir za aneuploidije spolnih kromosoma ima slabiju stopu detekcije, zbog
bioloskih razloga kao §to je placentni mozaicizam ili aneuploidija spolnih kromosoma majke.
Takoder, senzitivnost i pouzdanost NIPT-a u procjeni rizika za rijetke kromosomske aberacije vrlo
je niska. IstraZivanja su pokazala kako NIPT nece uspjeSno procijeniti rizik za 20-30%
kromosomskih aberacija koje se mogu otkriti invazivnim dijagnostickim metodama (55,56).
(54,69). Ipak, uvodenje NIPT-a doprinijelo je smanjenju izvodenja nepotrebnih invazivnih zahvata
(75). Znacajnu ulogu u primjeni ovog testa ima i njegova cijena. U Republici Hrvatskoj on se
izvodi samo uz osobno placanje, dok su zemlje poput Svedske, Finske i Norveske omoguéile
financiranje za trudnice s visokim rizikom za aneuploidije na temelju rezultata kombiniranog testa
(31). Vjeruje se da Ce se razvitkom tehnologije troSkovi izvodenja NIPT-a smanjiti te ¢e se na taj
nacin povecati dostupnost 1 primjena samog testa, a potencijalno i (su)financiranje od strane
drzavnih tijela. Osim razvoju tehnologije, veliku pozornost treba obratiti na edukaciju i pruzatelja
usluge NIPT-a, ali i edukaciju pacijenata. Potrebno je da osoblje koje pruza uslugu neinvazivnog
objasnili rezultate testiranja i pomo¢i im donijeti jednu od najvaznijih odluka njihova Zivota.
Katkad to sa sobom nosi anksioznostt 1 stres s obzirom na to da, ukoliko roditelji odluce zadrzati
dijete, slijedi niz postupaka i terapija kako bi se njihovom djetetu olaksao zZivot. Pacijenti pak
moraju razumjeti da NIPT ne postavlja dijagnozu te da je svaki rizik utvrden NIPT-om potrebno
potvrditi invazivnom metodom prenatalne dijagnostike. Potrebno je da osoblje koje pruza uslugu

neinvazivnog prenatalnog testiranja bude adekvatno educirano kako bi na §to toc¢niji, jednostavniji
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moze postaviti dijagnozu te da bi svaki rizik utvrden NIPT-om trebalo dijagnosticki potvrditi
invazivnhom metodom prenatalne dijagnostike. Trudnice ne bi smjele na temelju rezultata NIPT-a
donositi odluku o prekidu trudno¢e. U svakom trenutku, trebalo bi biti potpuno jasno koje su

prednosti, a koja ograni¢enja ovoga testa.

Smatra se da ¢e se u buduénosti NIPT-om moc¢i otkriti niz kompleksnih informacija vezanih
za fetus kao Sto su status nositelja, prisutnost gena za razvoj odredenih bolesti, bolesti koje
zapocinju tek u starijoj dobi, ali i nekliniCke osobine kao §to su boja ociju, boja kose, atletske
sposobnosti itd. U tom slu¢aju postavljaju se pitanja: Je li to oduzimanje autonomije samog djeteta
1 prava na otvorenu buduc¢nost? Hoce li posjedovanje tolikih informacija dovesti do negativnih
ucinaka tijekom odgajanja djeteta? Moze li razvoj NIPT-a dovesti do povecane stope namjernih
pobacaja zbog manjka ,,dobrih* osobina ili pak do promjene drustvene percepcije ,,zdravog® i
,hormalnog* (76)? Upravo iz tih razloga, ulaganje u edukaciju je jednako vazno kao i ulaganje u
tehnologiju. Jednostavno moramo voditi racuna o tome da ova metoda probira ne bi napravila vise

Stete nego koristi.
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6. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog retrospektivnog istrazivanja NIPT testiranja koje se provodi na Zavodu za
medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci od 2019. godine,

zakljucci su sljede¢i:

e Od sijetnja 2019. godine do prosinca 2021. godine, NIPT analizu napravile su 63
ispitanice, uz razvidan godi$nji porast broja ispitanica;
e Izmedu udjela fetalne frakcije i tjedna trudnoce, indeksa tjelesne mase i dobi majke nije

utvrdena statisticki znac¢ajna povezanost.

Nakon provedenog retrospektivnog istrazivanja usporedbe rezultata dobivenih NIPT testiranjem i
rezultata dobivenih citogenetickom analizom stanica plodove vode, na Zavodu za medicinsku
biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci od 2017. godine, zakljucci su

sljedeci:

e NIPT se kao samostalna indikacija pojavljivao u 54% slucajeva, a slijedile su ga
kombinacije NIPT-a 1 UZV-a (25%) te kombinacija NIPT-a 1 dobi trudnice (9%);

e Najvecu to¢nost u procjenjivanju rizika za razvoj aneuploidija ploda imala je kombinacija
indikacija NIPT-a 1 UZV-a;

e Rizik utvrden NIPT-om te rezultati citogeneticke analize stanica plodove vode podudaraju
se u 66,7% uzoraka, dok su lazno pozitivni rezultat NIPT-a utvrdeni u 33,3% uzoraka ;

e Stopa detekcije trisomije kromosoma 21 iznosi 100%;

e Stopa detekcije monosomije X kromosoma iznosi 33,3%, a dvostrukog Y kromosoma

100%.
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8. POPIS KORISTENIH SKRACENICA

ACZ- amniocenteza

AFP- alfa-fetoprotein

cff DNA- slobodno cirkuliraju¢a DNA
CVS- biopsija korionskih resica

DNA- deoksiribonukleinska kiselina
DS- Down sindrom

FF- fetalna frakcija

HCG- humani korionski gonadotropin
nE3- nekonjugirani estriol

NIPT- neinvazivno prentalno testiranje
NT- nuhalno prosvjetljenje

PAPP-A- plazmatski protein trudnoce A
PCR- lan¢ana reakcija polimeraze
SNP- polimorfizam jednog nukleotida
TSPY- testis specifi¢ni protein Y

UZV- ultrazvuk
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