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Primjena slobodne fetalne DNA-a
iz krvi majke za probir aneuploidija:
prednosti i ogranicenja

Jasenka Wagner*

Prenatalna dijagnostika obuhvaca niz dijagnostickih postupaka kojima ispitujemo postojanje bolesti ili patoloskog stanja kod plo-
da. Metode koje se primjenjuju radi prenatalne dijagnostike dijele se na invazivne i neinvazivne. Otkricem prisutnosti slobodne fetal-
ne DNA u cirkulaciji trudnice 1997.g., neinvazivna prenatalna dijagnostika postala je jedno od najdinamicnijih podrucja istraZivanja
u medicini. Primjena analize slobodnog DNA-a iz majcine krvi za detekciju fetalnog rhesus D antigen statusa i fetalnog spola raspro-
stranjena je dijagnosticka metoda u europskim klinickim laboratorijima. Za razliku od spomenutih, neinvazivno prenatalno testi-
ranje ploda na aneuploidije i dalje se smatra naprednom metodom probira, a ne dijagnostickim testom. Kao i svaka druga labora-
torijska tehnika, i ova ima svoje prednosti i ogranicenja. S obzirom na to da je rijec o prenatalnoj dijagnostici, iznimno je vazno da
mogucnosti ovih testova i podrucje njihove primjene razumiju medicinsko osoblje i buduci roditelji. Brzi razvoj tehnologije u skoroj
buducnosti omogucit ce neinvazivnu detekciju i fetalnih submikroskopskih aneuploidija, monogenskih poremecaja ili cak analizu
c¢itavog fetalnog genoma. Prije uvodenja analize slobodnog fetalnog DNA-a u rutinsku praksu, potrebno je requlirati eticka pitanja

poput autonomije i prava nerodenog djeteta, dostupnosti testiranja i mogucnost selekcije spola iz nemedicinskih razloga.

Klju¢ne rijeci: prenatalna dijagnoza; aneuploidija; kromosomski poremecaji

Prenatalna dijagnostika obuhvaca niz dijagnostic¢kih postu-
paka kojima ispitujemo postojanje bolesti ili patoloskog
stanja ploda. Dobivena informacija omogucava budu¢im
roditeljima da aktivno, uz pomoc¢ lije¢nika, odlucuju o dalj-
njem tijeku i ishodu trudnoce.

Kod oko 4% novorodencadi nalazimo bolesti koje u potpu-
nosti ili djelomi¢no imaju geneticku etiologiju, bilo da je
rije¢ o kromosomskom poremecaju, monogenskoj bolesti
ili poligenskoj/multifaktorskoj bolesti (1). Hrvatsko drustvo
za perinatalnu medicinu 2010. godine je donijelo Nacional-
nu preporuku za prenatalni probir i dijagnostiku kromoso-
mopatija, prema kojoj se neinvazivni testovi probira pre-
porucuju u nisko rizicnim trudno¢ama, odnosno u trudnica
mladih od 36 godina, koje imaju negativnu osobnu ili obi-
teljsku anamnezu, a invazivna prenatalna dijagnostika
trudnicama s navrsenih 36 godina Zivota i starijim zbog do-
kazanog povecanog rizika za Downov sindrom, ali i za dru-
ge sindrome uzrokovane promjenama kromosoma, poseb-
no trisomije. Osim zbog poodmakle dobi trudnice, inva-
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zivna prenatalna dijagnostika medicinski je opravdana i
preporucuje se; u pozitivnoj ili opterecenoj obiteljskoj i/ili
reproduktivnoj anamnezi, kod pozitivnih ultrazvu¢nih bi-
liega kromosomopatija i pozitivnog nalaza testova probira
prvog ili drugog tromjesedja (2).

Definitivnu prenatalnu dijagnozu vecine genskih i kromo-
somskih poremecaja nije moguce postaviti bez provedbe
invazivnih zahvata, koji pak nose rizik za majku i plod. Zato
su se dugi niz godina traZile nove, pouzdane i prikladne me-
tode za primjenu u neinvazivnoj prenatalnoj dijagnostici.
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Pocetkom devedesetih godina proslog stoljeca doslo je do
razvoja neinvazivnih metoda prenatalne dijagnostike po-
znatih jos i kao metode probira (engl. screening methods).
One se temelje na mjerenju koncentracije odredenih bioke-
mijskih biljega u krvnom serumu trudnice i nalazu ultrazvu-
ka (UZV), a uzimaju u obzir i dob trudnice te stadij trudnoce.
Do prije nekoliko godina izvodili su se isklju¢ivo u 2. tro-
mjesecju trudnodce i, ovisno o tipu testa, ukljucivali su mje-
renje dvaju ili vise serumskih biljega iz krvi trudnice. Kombi-
nacijom mjerenja debljine nuhalnog nabora (NN) i dvaju
biokemijskih biljega u maj¢inom serumu (plazmatski pro-
tein trudnoce-A (PAPP-A) i slobodna {3 podjedinica huma-
nog korionskog gonadotropina (3 HCG)) postignut je (do-
nedavno) najucinkovitiji neinvazivni test probira: kombini-
rani probir u 1. tromjesecju (3). Usprkos svim naporima
uloZzenim u razvoj biokemijskih testova probira, stopa lazno
pozitivnih rezultata kod ovih testova iznosi 1.9-5.2%, a lazno
negativnih 12-23% (4). Zbog nedovoljne osjetljivosti i spe-
cificnosti, ovi se testovi smatraju metodom probira koja
ukljucuje ili iskljucuje nuznost invazivnog zahvata i cito-
geneticke analize kao najto¢nije potvrde dijagnoze (5).

Vjerovalo se da ¢e nakon otkrica fetalnih stanica u maj¢inom
krvotoku (6) vrlo brzo dod¢i do razvoja definitivnih neinva-
zivnih metoda prenatalne dijagnostike, jer su fetalne stanice
dobar izvor genetickog materijala fetusa kod kojeg nema
interferencija od strane maj¢inog DNA-a te su stoga po-
godne za biokemijske, genske i kromosomske analize. No
kad je 1990. god. Diana Bianchi otkrila stanice s Y kromoso-
mom kod Zena koje su rodile sinove prije vise desetljeca (7,
8), dokazano je da fetalne stanice mogu zaostati u maj¢inom
organizmu godinama nakon porodaja te tako interferirati u
dijagnosti¢kim postupcima u kasnijim trudno¢ama. Primje-
na analize fetalnih stanica do danas nije zazivjela u dija-
gnostickoj praksi, usprkos brojnim obecavajucim prelimi-
narnim rezultatima (9).

Novi, alternativni izvor fetalnog genetickog materijala za
prenatalnu dijagnostiku otkrili su Dennis Lo i sur. radom
objavljenim u Lancetu 1997. god. U spomenutom radu, au-
tori su dokazali prisutnost slobodnog fetalnog DNA-a u
majc¢inoj krvi, odnosno utvrdili su muski spol djeteta anali-
zom slijeda gena s Y kromosoma (10). Daljnja istrazivanja
pokazala su da koncentracija slobodnog fetalnog DNA-a
raste tijekom gestacije (11) te da doseze vrhunac izmedu 10.
i 21. gestacijskog tjedna kad udio fetalne frakcije iznosi
10-20%. Udio fetalne frakcije ovisi o maj¢cinom BMI-u, ge-
stacijskoj dobi, fetalnoj aneuploidiji, plodnosti trudnoce.
Utvrdeno je da je eliminacija slobodnog fetalnog DNA-a iz
majcine cirkulacije nakon porodaja izrazito brza (t/42=16.3
minute), te da vec dva sata nakon porodaja vise nije de-
tektabilna (12), Sto povecava specificnost analize slobodnog
fetalnog DNA-a i znacajno je razlikuje od analize fetalnih sta-
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nica u maj¢inom krvotoku koje mogu zaostati u krvi i neko-
liko godina nakon porodaja (13). Slobodni fetalni DNA po-
drijetlom je iz stanica placente, sinciciotrofoblasta (14), te je
u odnosu na majcin slobodni DNA kraca, degradiranija i hi-
pometiliranija. U nekim sluc¢ajevima detektabilna je ve¢ od
4. gestacijskog tjedna, to¢nije, 14 dana nakon IVF zahvata
(15). Prisutnost slobodnog fetalnog DNA-a dokazana je i u
drugim tjelesnim majc¢inim tekuc¢inama kao sto su plodova
voda, urin, likvor i peritonejska tekucina (16).

Prva primjena analize slobodnog fetalnog DNA-a bila je radi
neinvazivnog odredivanja spola ploda, za $to je postignuta
osjetljivost od 87-100% i specificnost od 98-100% (17). Ana-
liza slobodnog fetalnog DNA-a radi odredivanja spola ploda
pouzdana je od 5. gestacijskog tjedna, a primjenjuje se kod
sumnje na X vezanu bolest da bi se u slu¢aju zenskog ploda
izbjegla primjenainvazivnog zahvata, za potvrdu geneti¢kog
spola u slucaju ultrazvuc¢no otkrivenog nedovoljno obliko-
vanog ili dvosmislenog spolovila te pri sumnji na kongeni-
talnu adrenalnu hiperplaziju (18, 19).

Osim radi odredivanja spola ploda, analiza slobodnog fetal-
nog DNA-a najcesce se primjenjuje za utvrdivanje fetalnog
RhD statusa kod RhD negativne trudnice, koja ima povecan
rizik za razvoj hemoliticke bolesti novorodenceta zbog
prijasnje trudnoce ili povisenog titra protutijela. Neinva-
zivno odredivanje fetalnog RhD statusa je jedina primje-
na analize slobodnog fetalnog DNA-a u rutinskoj klinickoj
praksi u europskim zdravstvenim sustavima. Iznimka je Veli-
ka Britanija gdje je i neinvazivno odredivanje spola dio
zdravstvene skrbi (20). Analiza slobodnog fetalnog DNA-a iz
majcine krvi za detekciju fetalnog rhesus D antigen statusai
fetalnog spola testovi su koji se primjenjuju radi neinvazivne
prenatalne dijagnostike.

Glavni analiticki problem i ogranicavajuci faktor za Siru
primjenu analize slobodnog fetalnog DNA-a iz trudnicke
plazme nemogucnost je odvajanja majc¢inog od fetalnog
slobodnog DNA-a. Tijekom godina primjenjivali su se raz-
liciti eksperimentalni pristupi ne bi li se nadvladalo ovo
ogranicenje. Najvise uspjeha postignuto je primjenom tzv.
digitalnog PCR (21) i genetickog sekvenciranja druge gene-
racije (22, 23). Ovim tehnikama, uz pomo¢ bioinformatike,
mijeri se relativna kolic¢ina slobodnog DNA-a kromosoma 21
(direktno se mjeri ukupan broj kopija kromosoma 21 u
odnosu na referentni kromosom) te se na taj nacin procje-
njuje broj kromosoma 21 (ili bilo kojeg drugog) u uzorku
koji sadrzi smjesu fetalnog i maj¢inog slobodnog DNA-a.

Nedostatak tehnike geneti¢kog sekvenciranja druge gene-
racije je visoka cijena, dugotrajnost i kompleksnost analize,
no daljnji napredak tehnologije te provodenje velikih kli-
nickih studija tijekom posljednjih godina doveli su do
razvoja suvremenih neinvazivnih prenatalnih testova (NIPT)
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koji analiziraju slobodni DNA iz majcine krvi. Tri su inacice
NIPT-a prisutne na trzistu:
a) masivno paralelno sekvenciranje ¢itavog genoma koje
karakterizira 10-20 milijuna ocitanja te potencijal za utvr-
divanje aneuploidija svih kromosoma; temelji se na
sekvencioniranju i brojanju velikog broja pojedinacnih
DNAfragmenataiz plazmeidodjeljivanju odgovaraju¢em
kromosomu
ciliano sekvenciranje kromosoma kojim se radi manji
broj ocitanja, jeftinije i brze se dode do rezultata, ali se
dobije manja koli¢ina informacija o genomu: ukljucuje
dodatni pocetni korak u kojem se selektivno umnazaju
odabrane regije na kromosomima od interesa (13,18, 21)
te nakon toga evaluira postoji li visak signala s pojedinog
kromosoma u odnosu na drugi
c) SNP sekvenciranje lokusa na kromosomima 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 triploidije (4);
u jednoj reakciji umnaza se 20 000 SNP sekvenca koje se
nakon toga sekvenciraju, odrede polozaji na kromosomi-
ma te procijeni je li rije¢ o monosomi¢nom, disomi¢nom
ili trisomi¢nom fetusu

&)

lako imaju iznimno visoku stopu detekcije Downovog sin-
droma (Tablica 1.) vec¢ u 10. gestacijskom tjednu, NIPT se jo3
ne smatraju dijagnostickim testovima i naj¢esce se primje-
njuju kao sekundarni testovi probira kod Zena koje imaju
visok rizik nakon tradicionalnih probirnih protokola. Ispitiva-
ni su i validirani u jednoplodnim trudno¢ama s rizikom triso-
mije 21 zZbog majcine visoke dobi, patoloskog nalaza bioke-
mijskog probira, osobne ili obiteljske anamneze aneuploidi-
ja ili patoloskog nalaza UZV-a. Prvi takav test predstavljen je
u listopadu 2011. godine te od tada iznimno brzo prosiren
po citavom svijetu, zahvaljujuci komercijalnim laborato-
rijima. Trenutna NIPT ogranicenja su relativno velik udio
neuspjelih analiza (2,6%-5,4%) te usmjerenost na najcesce
trisomije. Kako je ipak jos i sad rije¢ o testu probira, javlja se
i odredeni postotak lazno pozitivnih (0,25 - 1%) i laZzno nega-
tivnih rezultata (manje od 1%) te se svaki pozitivni rezultat
NIPT testa mora potvrditi referentnom metodom: amnio-
centezom ili biopsijom korionskih resica (24).

Primjena analize slobodnog DNA-a iz majcine krvi za de-
tekciju fetalnog rhesus D antigen statusa i fetalnog spola u

TABLICA 1. Karakteristike neinvazivnog prenatalnog testiranja
u detekciji trisomije kromosoma 21,181 13

Aneuploidija Osjetljivost (%) (95% Cl)  Specificnost (%) (95% Cl)
Trisomija 21 98.6-100 (95.9-100) 100 (99.1-100)
Trisomija 18 97.2-100 (85.5-99.9) 100 (99.2-100)
Trisomija 13 78.6-91.7 (49.2-99.9) 100 (99.2-100)

Cl - Interval pouzdanosti
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europskim klinickim laboratorijima smatra se dijagnostickim
testom. Neinvazivno prenatalno testiranje ploda na aneu-
ploidije i dalje se smatra naprednom metodom probira, a ne
dijagnostickim testom. Uz nekoliko rijetkih iznimaka, testi-
ranje se provodi u obliku direct to consumer testova, bez
genetickog savjetovanja.

Vrlo brzo nakon predstavljanja NIPT-a 2011. god. stru¢na
udruzenja poput The American College of Obstetricians and
Gynaecologists objavila su smijernice za implementaciju
NIPT-a u postojece prenatalne protokole, odnosno prepo-
rucila da se NIPT nudi samo trudnicama s visokim rizikom za
aneuploidiju, a da invazivne metode budu primijenjene
samo kod trudnica s iznimno visokim rizikom za aneuploidi-
ju, odnosno da NIPT bude opcija nakon patoloskog nalaza
kombiniranog probira, a prije invazivnog zahvata (25). Na
ovaj nacin NIPT je smanjio broj invazivnih testova, no nije
poboljsao stopu detekcije te je smanjio postotak otkrivenih
drugih kromosomskih abnormalnosti koje bi standardna
kariotipizacija detektirala. NIPT nije validiran za viseplodne
trudnoce, a osim testiranja na najcesce trisomije, mogu se
ispitati abnormalnosti u spolnim kromosomima te odrediti
spol ploda (26).

Do danas je provedeno vise od 10 klinickih istrazivanja vali-
dacije NIPT-a za visoko rizi¢nu populaciju trudnica (27, 28).
Rezultati NIPT studija pokazali su da je to¢nost detekcije sin-
droma Down 99,5%, sindroma Edwards 99% i sindroma Pa-
tau 79-92%. Pet klinickih istrazivanja na kombiniranoj popu-
laciji (i niskorizi¢ne i visokorizicne trudnoce) pokazalo je
slicne rezultate: visoku stopu detekcije i nisku stopu lazno
pozitivnih rezultata (0,2%) (29).

NIPT testiranje je neuspjesno u oko 2% slucajeva, a uglav-
nom ovisi o udjelu fetalne frakcije u ukupnom slobodnom
DNA-u u cirkulaciji. Vec¢ina laboratorija za grani¢nu vrijednost
udjela fetalne frakcije u ukupnom slobodnom DNA-u uzi-
maju 4% i to navode na nalazima. Ako je udio fetalne frakcije
manji od 4%, uzorak se ne moze interpretirati (30). Na udio
slobodne frakcije utjecu: indeks tjelesne mase trudnice, ge-
stacijska dob, tip aneuploidije, viseplodnost i mozaicizam.
Medu lazno pozitivnim slucajevima znacajni su bioloski
razlozi poput ograni¢enog placentnog mozaicizma, unipa-
rentne disomije, mozaicizma kod majke, gubitak jednog od
blizanaca, maligna bolest trudnice (31). Zbog svega nave-
denoga, ultrazvu¢na dijagnostika je i dalje vrlo vazna kao
komplementarna metoda prenatalne dijagnostike radi is-
kljucivanja strukturnih fetalnih anomalija.

Visestruke trudnoce su jedan od razloga neto¢nog rezultata:
npr. u slucaju dizigotnih blizanaca, fetalna frakcija po pojedi-
nom fetusu bit ¢e niza, a jos vece razrjedenje slobodnog fetal-
nog DNA-a frakcije dogodit ¢e se u slucaju kada je jedan od
blizanaca euploidan, a drugi aneuploidan (30).
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TABLICA 2. Neki primjeri neslaganja rezultata neinvazivnog prenatalnog testiranja i fetalnog kariotipa

NIPT rezultat Fetalni kariotip

T13 46,XX
(amniocenteza)
T13 46,XY
(fetalno tkivo)
T13 46,XY
(amniocenteza i krv iz pupcane vrpce)
T21 46,XX,upd (21)mat
122 normalan nalaz sekvencioniranjem uzorka krvi
iz pupcane vrpce
47 XXY 46,XY
(amniocenteza)
T21 T18
LaZzno negativan T21

T - trisomija, CPM - ograniceni placentni mozaicizam

TABLICA 3. Usporedba NIPT metodologija za detekciju aneuploidija

Ccvs Referenca
CPM: 46,XX,+13,der(13; 13)(q10; q10)[5] 31
(kratkotrajna kultura)

CPM: 47 XY 413 33
(kratkotrajna kultura)

CPM:47, XY,+13 [101/46, XY [12] 36
CPM:T21 38
CPM:T22 39
CPM: 49 XXX, 47,421 [24]/46,XY [6] 34
T21 and T18 mozaicizam 35
euploidne stanice u placenti 37

analiticki parametar kromosom Eitavog genoma
osjetljivost detekcije 21 98.6
trisomije” (%) 18 100

13 91.7
specificnost detekcije 21 99.8
trisomije* (%) 13 997

13 99.0
broj uzoraka 21 23(2-2.7)
bez rezultata® (%) 18 20(19-26)

13 2.8 (24-3.3)
broj lazno pozitivnih 21 0.19(0.11-0.33)
rezultata (%) 18 0.15 (0.08-0.28)

13 0.32(0.2-0.51)
stopa detekcije*® (%) 21 99 (97.7-99.7)

18 97.6 (92.8-99.5)

13 89.2 (74.7-96.3)

Literaturno najzastupljeniji razlog neto¢nih NIPT nalaza je
ogranic¢eni placentni mozaicizam (Tablica 2.) (30-38). Tije-
kom proteklih godina nekoliko istrazivanja dokazalo je da je
fetalni slobodni DNA placentarnog podrijetla. Buduci da je
pojavnost ograni¢enog placentarnog mozaicizma (nepo-
dudarnost kariotipova posteljice i ploda) otprije poznat fe-
nomen koji se javlja u 1-2% slucajeva biopsije korionskih
resica, jasna je bioloska podloga ovakvih nalaza (30, 31).

Svaka od ranije spomenutih NIPT metodologija ima svoje
prednosti, npr. metode masivnog i paralelnog sekvenciranja
omogucavaju vecu dubinu sekvenciranja u slucaju niske ra-
zine fetalne frakcije slobodne DNA ili u slucaju testiranja ma-
lih promjena u broju ponavljanja (engl. copy number varia-
tion, CNV). SNP metoda trebala bi modiiskljuciti neravnotezu

masivno paralelno sekvenciranje

ciljano sekvenciranje
kromosoma od interesa

SNP sekvenciranje lokusa
na kromosomima od interesa

100 100

972 100

786 100

100 100

99.8 100

994 100

43 (3.8-47) 7.7 (6.3-9.2)
4.3(3.9-49) 7.6(6.3-9.2)
3.2(26-3.9) 7.7 (63-9.2)
0.01 (0-0.09) 0(0-0.29)
0.08 (0.03-0.19) 0.09 (0-0.54)
0.06 (0-0.25) 0(0-0.28)

99.4 (96.4-100)
97.9(92.2-99.9)
81.8(51.2-96.0)

100 (96.8-100)
96.4 (80.8-100)
100 (79.7-100)

u genomu koja je majcinog porijekla, otkriti dodatno prisut-
ne haplotipove u smjesi slobodne DNA koji bi ukazivali na
neotkrivenu visestruku trudnocu (vanishing twin fenomen),
pruziti informaciju o roditeljskom podrijetlu aneuploidije,
ukazati na diandri¢nu triploidiju, ne-ocinstvo, konsangvini-
tet i uniparentnu disomiju. U slucaju kada se radi o trudnodi
zacetoj doniranom jajnom stanicom, trebala bi moci de-
tektirati dodatne fetalne alele koji nisu prisutni kod trudnice
(40). S obzirom na veliku vjerojatnost da je upravo aneuploi-
dija razlog gubitka jednog od blizanaca u slucaju blizana¢-
ke trudnoce, neotkrivena zaostala slobodna fetalna DNA
odumrlog ploda mogla bi utjecati na konac¢an NIPT rezultat.
Moguc¢nost SNP metode da identificira dodatne fetalne ha-
plotipove trebala bi u konac¢nici dovesti do manjeg broja
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laZno pozitivnih rezultata (41). Usporedba NIPT metodologi-
ja temeljem nekih od analitickih karakteristika prikazana je u
Tablici 3.

Glavna prednost primjene slobodnog fetalnog DNA-a iz
majcine krvi za probir aneuploidija je neinvazivnost, odno-
sno neskodljivost kako za majku tako i za plod. Druga vazna
prednost pred konvencionalnim testovima probira moguc-
nost je provodenja testiranja tijekom svih stadija trudnoce.
Bioloske karakteristike slobodnog fetalnog DNA-a su takve
da je njegov udio to vedi sto je vedi stupanj trudnoce, sto
dodatno pridonosi to¢nosti rezultata. Nasuprot tome, bio-
kemijski biljezi koji se primjenjuju u konvencionalnim meto-
dama probira imaju ogranic¢enu dijagnosticku vrijednost s
obzirom na tjedan trudnoce.

Uz spomenute prednosti primjene slobodnog fetalnog
DNA-a iz majcine krvi za probir aneuploidija, postoje i og-
rani¢enja koja u ovom trenutku sprjecavaju analizu slo-
bodnog fetalnog DNA-a da postane klinicki dijagnosticki
test. Rijec je o komercijalno dostupnim genetic¢kim testovi-
ma (DTC, engl. direct to consumer) koji se esto provode bez
adekvatnog genetickog savjetovanja. Katkad su pogrjeSno
interpretirani kao dijagnosticki testovi, a zapravo su testovi
probira kojih se patoloski rezultat mora potvrditi invazivnom
metodom. U mnogim zemljama svijeta ne postoji zakonska
regulativa ni stru¢ne smjernice koje bi regulirale provode-
nje NIPT-a, a zdravstvena osiguranja u pravilu ne pokrivaju
troskove testiranja. Testiranja slobodnog fetalnog DNA-a
usmjerena su na najc¢esce trisomije, ne detektiraju druge
kromosomske abnormalnosti, samo aneuploidije ¢itavih
kromosoma. Postoji relativno velik udio neuspjelih analiza
(2,6%-5,4%), a jedan od razloga je niska koncentracija slo-
bodnog fetalnog DNA-a. NIPT nije validiran za viseplodne
trudnoce te se svaki pozitivni rezultat NIPT testa mora potvr-
diti referentnom metodom. Posljedica provodenja NIPT -a
je smanjenje invazivnih testova, no nije poboljsalo stopu
detekcije te je smanjilo postotak otkrivenih drugih kromo-
somskih abnormalnosti koje bi standardna kariotipizacija
detektirala.

lako je NIPT vrlo brzo prosao put od temeljnih laborato-
rijskih istrazivanja do klini¢ke primjene, unatoc¢ tome $to je
NIPD za odredivanje RHD i SRY statusa dio rutinske antena-
talne skrbi u mnogim dijelovima Europe i 5to je NIPT za
najc¢esce autosomne aneuploidije u procesu integracije u
klinicku skrb Sirom svijeta, NIPT za aneuploidije jo$ i sad nije
dijagnosticki test.

Novost u prenatalnom probiru, odredivanje fetalnog spola i
aneuploidije gonosoma zahtijeva daljnje studije, a za
ocekivati je da ¢e se u bliskoj buducnosti, uz daljnju pomoc
bioinformatike, mogucnosti testiranja prosiriti na detekciju
submikroskopskih abnormalnosti i monogenskih poreme-
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¢aja, a vjerojatno i ¢itavog genoma. Ono sto buduce studije
trebaju istraziti i stru¢na udruzenja definirati je: propisati
analiticke i klinicke karakteristike testova, regulirati eticka
pitanja te procijeniti ekonomic¢nost primjene slobodnog
fetalnog DNA-a iz majc¢ine krvi u neinvazivnoj prenatalnoj
dijagnostici.

Kratice:

NIPT — neinvazivno prenatalno testiranje

NIPD - neinvazivna prenatalna dijagnostika

BMI - indeks tjelesne mase

UzV - ultrazvuk

PAPP-A — plazmatski protein trudnoce A

NN - nuhalni nabor

BHCG - beta podjedinica humanog korionskog gonadotropina
PCR - lancana reakcija polimerazom

CPM - ograniceni placentni mozaicizam

CNV - promjena broja ponavljanja
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SUMMARY

Use of free fetal DNA from maternal blood in screening

for aneuploidies: advantages and limitations
J.Wagner

Prenatal diagnosis includes an array of diagnostic procedures performed to identify the existence of a disease or pathologic condi-
tion in the fetus. The methods employed in prenatal diagnosis are divided into invasive and noninvasive ones. Detection of free fetal
DNA in maternal circulation in 1997 made noninvasive prenatal diagnosis one of the most dynamic fields of research in medicine.
Analysis of free fetal DNA from maternal blood for detection of fetal rhesus D antigen status and fetal sex has become a widely used
diagnostic method in European clinical laboratories. Unlike those mentioned above, noninvasive prenatal fetal testing for aneuploi-
dies is still considered as a screening method rather than a diagnostic test. Like any other laboratory technique, it also has some
advantages and limitations. As it is prenatal diagnosis, it is of utmost importance for both medical professionals and parents to
understand the possibilities of these tests and areas of their application. In the near future, fast technological advances will certainly
enable noninvasive detection of fetal sub-microscopic aneuploidies, monogenic disorders or even the analysis of the whole fetal
genome. Prior to introducing analysis of free fetal DNA in daily routine, some ethical issues such as autonomy and rights of the un-

born fetus, availability of testing and the possibility of sex selection for non-medical reasons should be properly requlated.
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