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UVOD

prenatalna dijagnostika (neinvazivna/invazivna)
geneticko savjetovanje

kod oko 4% novorodencadi nalazimo bolesti koje u
potpunosti il1 djelomicno 1maju gensku etiologiju

“oenske” bolesti:

a) kromosomski poremecaji
b) monogenske bolesti

c) poligenske/multifaktorijalne bolesti



INVAZIVNE TEHNIKE PRENATALNE
DIJAGNOSTIKE

najcesce koristene metode —
amniocenteza i1 biopsija korionskih resica

Prednost:

ouzorak sadrzi fetalni materijal pogodan za
citogeneticku, molekularno-geneticku i1
biokemijsku analizu

Nedostaci:
olnvazivnost
odugotrajnost (u slucaju kariotipizacije)




INVAZIVNE TEHNIKE PRENATALNE
DIJAGNOSTIKE

Indikacije: Komplikacije:
starost trudnice >35 g. spontani pobacaj
opterecena osobna 1li prijevremeni porod
obiteljska anamneza krvarenja majke 1 ploda
abnormalan ultrazvucni nalaz kontrakcije maternice
povisen rizik nakon ostecenje posteljice

birokemijskog probira ozljeda ploda

psiholoski razloz otjecanje plodove vode

ostalo infekcije

Rh imunizacija



INVAZIVNE TEHNIKE PRENATALNE
DIJAGNOSTIKE

CVS vs. amniocenteza

Prednosti :
nalaz PD u 1. tromjesecju,
kolicina dobivenog tkiva za analizu je veca

Nedostaci:

dvopostotna mogucénost ogranicenog placentarnog
mozaiclzma,

nesto veci rizik za pobacaj



TEHNIKE PRENATALNE
DIJAGNOSTIKE

ultrazvuk u dijagnostic¢koj
praksi od 1961.g.

indirektna pomoc¢ pri uzimanju
uzoraka za invazivne analize

neinvazivno direktno ispitivanje
morfologije ploda

o otkrivanje poremecaja ranog razvoja
embrija u 1. tromjesecju
transvaginalnom ultrasonografijom

o precizna morfoloska UZV istrazivanja:
15.-20. gestacijski tjedan — odredivanje
specificnih UZV biljega odredenih
nasljednih bolesti (kongenitalnih
malformacija ploda)

o fetalna ehokardiografija -
komplementarna tehnika probira




NEINVAZIVNE TEHNIKE
PRENATALNE DIJAGNOSTIKE

o od 90-1h g. 20.st. neinvazivni screening testovi - testovi
probira
princip:
stadij trudnoce
dob trudnice
koncentracije biokemijskih biljega u serumu trudnice:
AFP, nE3, slobodna BHCG, Inhibin A, PAPP-A

UZV biljeg — nuhalni nabor (NN)

izracun rizika za fetalnu
:> aneuplodiju i

ostec¢enje neuralne cijevi




STOPA DETEKCIJE SINDROMA DOWN

(UZ STOPU LAZNO POZITIVNIH REZULTATA OD 5%)

USPJESNOST
NAZIV TESTA BILJEZI TROMJESECJE TESTA

. AFP + slobodna o

dvostruki BHCG drugo 63%
, AFP + slobodna "

trostruki BHCG + nE3 drugo 67%

AFP + slobodna
éetverostruki| PBHCG +nE3 + drugo 72%
inhibin A

s NN + slobodna o

kombinirani BHCG + PAPP-A prvo 89 %




NEINVAZIVNE TEHNIKE PRENATALNE
DIJAGNOSTIKE

Testovi probira

Prednosti:
onelnvazivnost
odostupnost siroj populaciji

Nedostaci:
ozbog nepotpune osjetljivosti 1 specificnosti to su
testovl probira, a ne dijagnosticki testovi

ostopa lazno pozitivnih rezultata kod ovih testova
1znos1 1.9-5.2%, a lazno negativnih 19-23%



HRVATSKO DRUSTVO ZA PERINATALNU MEDICINU HRVATSKOG
LIJECNICKOG ZBORA. NACIONALNA STRUCNA PREPORUKA ZA
PRENATALNI PROBIR I DIJAGNOSTIKU KROMOSOMOPATIJA.
(GYNAECOL PERINATOL 2010;19:119-26.

neinvazivnil testovi probira preporucuju se u nisko rizi¢nih
trudnoca, odnosno trudnica mladih od 36 godina koje imaju
negativnu osobnu ili obiteljsku anamnezu

invazivna prenatalna dijagnostika preporucuje se trudnicama s
navrsenih 36 godina zivota 1 starijim zbog dokazanog povecanog
rizika za sindrom Down, ali 1 za druge sindrome uzrokovane
promjenama kromosoma, posebno trisomijama

osim zbog poodmakle dobi trudnice, invazivna prenatalna
dijagnostika medicinski je opravdana 1 preporucuje se u:

pozitivne 1li opterecene obiteljske 1/1li reproduktivne anamneze
pozitivnih ultrazvucnih biljega kromosomopatija
pozitivnog nalaza testova probira prvog ili drugog tromjesecja



PRENATALNA DIJAGNOSTIKA

Invazivna

Neinvazivna

* biopsija korionskih

resica

* amnlocenteza

* biokemijski 1

ultrazvucni biljezi

- fetalne stanice
* slobodna fetalna DNA




FETALNE STANICE

1893.g. njem. patolog Georg Schmorl —

dokaz fetalnog mikrokimerizma ."'

Bianchi DW. Fetal cells in the maternal circulation: feasibility for prenatal diagnosis. Br J
Haematol 1999;105:574-83.

1979. g. Herzenberg pronasao stanice s kromosomom Y u perifernoj

krvi trudnica koje su nosile muski plod

Herzenberg LA, Bianchi DW, Schroder J, Cann HM, Iverson GM. Fetal cells in the blood of
pregnant women. detection and enrichment by fluorescence-activated cell sorting. Proc Natl
Acad Sci USA 1979;76:1453-5.

1990. g. Diana Bianchi dokazala ,,muske® stanice kod zena koje su

rodile sinove prije vise desetljeca

Bianchi DW, Zickwolf GK, Weil G<J, Sylvester S, DeMaria MA. Male fetal progenitor cells
persist in maternal blood for as long as 27 years postpartum. Proc Natl Acad Sci USA
1996,93:705-8.

fetalne stanice normalno fizioloski migriraju 1 u druga tkiva majke,
ali su prisutne u iznimno malim kolicinama: oko 2-12 fetalnih st.

/ 1 ml majcine krvi (1 fetalna st. / 1 milijun majcinih st.)



FETALNE STANICE

prednost:

dobar 1zvor genetiCkog materijala fetusa (nema
smetnji od strane majcine DNA)

nedostatak:

tesko “uhvatljive”, zaostaju u organizmu majke
godinama nakon poroda

Analiza fetalnih stanica do danas nije

zazivjela u klinickoj praksi!



NEINVAZIVNA PRENATALNA DETEKCIJA DOWN
SINDROMA ANALIZOM FETALNIH STANICA?

Poon LLM, Leung TN, Lau TK, Lo
YMD. Prenatal detection of fetal Down’s

syndrome from maternal plasma.
Lancet 2000;356:1819-20.

Bianchi D et al Fetal gender and Chromosome 21 Chromosome Y
aneuploidy detection using fetal cells in
maternal blood: analysis of NIFTY 1
data. National Institute of Child Health
and Development Fetal Cell Isolation
Study. Prenat Diagn. 2002;22:609-15.

Chromosome 21 Chromosome 13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Bianchi DW"[Author]

SLOBODNA DNA — KRONOLOGIJA OTKRICA

prisutnost nukleinskih kiselina u plazmi covjeka

P. Mandel and P. Metais, Les acides nucleiques du plasma sanguin chez I'Homme, C R Acad Sci
Paris 142 (1948) 241-243.

potencijalna primjena slobodne DNA u tumorskoj

dijagnostici 1 pracenju uspjesnostl antitumorske terapije

S. A. Leon, B. Shapiro, D. M. Sklaroff and M. J. Yaros, Free DNA in the Serum of Cancer Patients
and the Effect of Therapy Cancer Res. 37 (1977) 646-650.

otkrice prisutnosti slobodne fetalne DNA u krvi majke

Y. M. D. Lo, N. Corbetta, P. F. Chamberlain, V. Rai, I. L. Sargent, C. W. G. Redman, J. S.
Wainscoat, Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum, Lancet 350 (1997) 485—-487.



SLOBODNA DNA (CFDNA)

ENG. CELL FREE DNA / FREE DNA / PLASMA DNA

WAGNER J. BIOCHEMIA MEDICA 2012; 22(1): 24-38

smjesa fragmenata DNA detektabilnih u razli¢itim
tjelesnim tekuéinama

plazma, serum, urin, likvor, slina, feces, peritonejska tekucina, sinovijalna tekuéina

0-100 ng/ml krvi normalna koncentracija

fragmenti veé¢inom dvolancani, sirokog raspona velicina
(0.18 - 21 kilobaza)

mehanizam nastanka: apoptoza / nekroza

eliminacija 1z organizma narocito brza (jetra, bubreg)



SLOBODNA FETALNA DNA

ENG. CELL FREE FETAL DNA (CFFDNA)
WAGNER J. BIOCHEMIA MEDICA 2012; 22(1): 24-38

o alternativni izvor fetalnog genetickog materijala
(neinvazivnu) prenatalnu dijagnostiku od 1997.g.

— Dennis Lo 1 sur. metodom nested PCR 1dentificirali Y
kromosom (DYS14 marker) u plazmi i serumu trudnica — muski
spol ploda

o progresivan rast tijekom trudnoce, udio u ukupnoj cfDNA 3.4 -
6.2% (5-10%)

wee  Approa 90% matema DNA gments
e 3PPrOA 109 fetal DNA ragments




SLOBODNA FETALNA DNA
ENG. CELL FREE FETAL DNA (CFFDNA)

brza eliminacija nakon poroda

(t%2=16.3 minute) — specificnost

inner cell mass

porijeklom iz sinciciotrofoblasta

(placente) — cytotrophoblast

u odnosu na majcinu cfDNA kraca, Q.

degradiranija i hipometiliranija /) syneytiotrophoblast
. .o ' i~ endometrium

detektabilna od 4. gestacijskog | =

tjedna

lako dostupna, ali prakticki

neodvojiva od majcine slobodne DNA Wagner J. Biochemia

Medica 2012; 22(1): 24-38
dokazana 1 u plodovoj vodi, urinu,

likvoru 1 peritonejskoj tekucini



PRIMJENA SLOBODNE FETALNE DNA U NEINVAZIVNOJ
PRENATALNOJ DIJAGNOSTICI / PRENATALNOM
PROBIRU

1. NEINVAZIVNO ODREDIVANJE SPOLA PLODA (NIPD)

PCR u stvarnom vremenu, osjetljivost 87-100%, specificnost 98-100%, pouzdano
od 5. gest. tjedna

indikacije: sumnja na X vezanu bolest, potvrda genetickog spola, sumnja na
kongenitalnu adrenalnu hiperplaziju

2. NEINVAZIVNO UTVRDIVANJE RHD STATUSA PLODA (NIPD)

kod RhD negativnih trudnica ispituje se prisutnost RhD gena (1p34-p36),
pouzdana od 6. gestacijskog tjedna

PCR u stvarnom vremenu, osjetljivost 98-100%, specificnost 95-100%

3. NEINVAZIVNA PRENATALNA DIJAGNOSTIKA MONOGENSKIH BOLESTI

de novo mutacije ili paternalno naslijedene (B-talasemija major, miotoni¢na
distrofija, ahondroplazija, Huntingtonova bolest 1 cisticna fibroza)

4. NEINVAZIVNO UTVRDIVANJE BROJA KROMOSOMA KOD PLODA -

visoko diskriminirajucée kvantitativne metode za analizu broja kromosoma
simultanom analizom majcine 1 fetalne DNA



P

ISTRAZIVANJA T e o
DRL . popa o
CFFDNA 0l e por
o "l poq
3 osnovna eksperimentalna pristupa: >ea Fetal DNA ® o

p@a Maternal DNA
obogacivanje fetalne frakcije
slobodne DNA u p]azmi Cell-free fetal DNA in maternal circulation
tretman formaldehidom
frakcioniranje slobodne plazmatske DNA

trazenje fetalno specifi¢cnih epigenetickih biljega
(RASSF1A) ili biljega glasnicke RNA specifi¢cnih za
placentu (PLAC4)

razvoj visoko diskriminirajuc¢e kvantitativne metode
za analizu broja kromosoma

precizne metode digitalni PCR
genetickog sekvencioniranja druge generacije



NIPT - NEINVAZIVNO
PRENATALNO TESTIRANJE

e
A.
1
Maternal T — ——
DMNA < A A Y
Fetal
DNA
PP S ot
‘- —
7
B. Mapping of the reads
C. Counting of reads per each chromosome Trisomy
hri3000000000000000000000 detected

chr1EIllIIIIIIIIIIIIIIIIIII
chr2190000000000000000000CFCGOPOPORIOBO

Threshold

Norwitz ER, Levy B. Noninvasive Prenatal Testing:
The Future Is Now. Rev Obstet Gynecol.
2013;6(2):48-62.

Massively parallel shotgun
sequencing for the noninvasive
prenatal detection of fetal

chromosomal aneuploidy. (A) Fetal
DNA (green) circulates in the
maternal plasma as a minor
population among a high background
of maternal DNA (blue). A sample of
maternal plasma is obtained. Short
fragments of cell-free DNA are then
sequenced. (B) The chromosomal
origin of each sequence is identified
by mapping the reads to the human
reference genome. (C) The number of
unique sequences mapped to each
chromosome is then counted and the
number of sequences for the
chromosomes of interest is
determined in subsequent analysis.
Aneuploidy is detected by various
statistical techniques based on the
number of reads representing the
chromosome of interest compared
with the other chromosomes. The
blue and green circles represent the
reads mapped to each chromosome
from maternal and fetal DNA
fractions, respectively. However,
there i1s no way to distinguish the
origin of the individual reads; the
only difference is in the total nwmber
of reads that are detected. If the
reads exceed that expected, the fetus
1s trisomic for that chromosome.



TABLE1 |

Performance Parameters of Noninvasive Screening Tests for Fetal Trisomy 21 \

FPR®
Screen DR®E {for an
Risk Factor/ GA  Sensitivity Positive (fora5%  85% DR)
Biomarker (wks) (%) (%) FPR) (%) (%)

Specificity Study

Age =35y

First trimester risk
assessment

Second trimester
serum analyte
(quad) screen

Integrated screen

Cell-free DNA
—MPSS

—Targeted
sequencing +
DANSR + FORTE

—Targeted
sequencing + PS

11-14

15-20

11-20

30

82-87

80

94-97

98.6-100

100

100

5

5

5

1in 100 30-50

1in 25 79-90

1in 40 75-85

{only
~ 50%
for twins)

1in 30

90-96

97.9-99.8 —

99.7-100 —

99.8-100 ==

48-55

59

5-10

ACOG,? Driscoll DA

et al,"® Haddow JE

et al,”Wald NJ

et al,” Wald NJ et al,%®
Wapner R et al.*®

ACOG,? Driscoll DA

et al," Malone FD

et al,”® Nicolaides KH,?
Spencer K et al,** Wald
NJ et al,® Wapner R

et al.2®

ACOG,? Driscoll DA

et al,"” Benn PA et al,’®
Malone FD et al,?®
Neveux LM et al,?'
Wald NJ et al, 2 Wald
NJ et al.?”

Driscoll DA et al,?
Malone FD et al,* Platt
LD et al, Wald NJ

et al,®* Wald NJ

et al,” Wright D

et al,®® Cuckle H et al &
Palomaki GE et al.®

Fan HC et al,” Paloma-
ki GE et al,” Fan and
Quake,™ Chiu RW et
al,”® Bianchi DW et al,”
Palomaki GE et al,™
Chen EZ et al,™ Sehnert
Al et al,® Ehrich M

et al,'™ Liao GJ et al.'™

Sparks AB et al,”

Sparks AB et al,*
Ashoor G et al.®

Zimmermann B et al,®
Nicolaides KH et al.®

Norwitz ER, Levy
B.

Noninvasive
Prenatal Testing:
The Future Is
Now.

Rev Obstet
Gynecol.
2013;6(2):48-62.




NIPT TEHNIKE

masivno paralelno sekvencioniranje citavog genoma
10-20 milijjuna ocitanja (“reads/tags”)
potencijal za utvrdivanje aneuploidija svih kromosoma
ciljano sekvencioniranje kromosoma od interesa
manji broj ocitanja, “jeftinije” 1 brze do rezultata
daje manju koli¢inu informacija o genomu
SNP sekvencioniranje lokusa na kromosomima od
Interesa

uzima u obzir majcin genotip 1 teoretski ocev genotip
ne zahtijeva referentnu vrijednost
potencijal za utvrdivanje triploidije



KLINICKA PRIMJENA ANALIZE SLOBODNE FETALNE
DNA 1Z MAJCINE PLAZME

CLINICAL EXPERIENCE WITH NIDT FERRES ET AL. AMERICAN JOURNAL OF PERINATOLOGY VOL. 31 NO.

Najcesce aneuploidije
(13,18, 21, X, and Y)

Poremecaji koji se
nasljeduju spolno vezano
(npr. CAH, hemofilija,
DMD)

Rhesus D inkompatibilnost

Monogenski poremecaji (1.e.,
thalassemia)

Drugi strukturni
kromosomski poremecaji
(npr. delecije, duplikacije)

7/2014

MPS ¢itavog genoma; ciljano
sekvencioniranje; SNPs

MPS c¢itavog genoma; ciljano
sekvencioniranje; SNPs;
PCR SRY gena

PCR RHD gena

PCR, MPS

MPS c¢itavog genoma; ciljano
sekvenciniranje; SNPs

Sirom svijeta

Europa (u Velikoj Britaniji
dio standardne zdravstvene

skrbi)

Europa (Svedska, Danska,
Francuska, Nizozemska,
Njemacka, Velika Britanija,
Poljska, Ceska, Slovacka,
Slovenija, Hrvatska)

Samo u i1strazivacke svrhe

Ogranicena dostupnost
pocevsi od 2014.g.



KARAKTERISTIKE NIPT (NIDT)

Aneuploidija Osjetljivost (%) Specificnost (%)
(95% CI) (95% CI)

T21 98.6-100 (95.9-100) 100 (99.1-100)

T18 97.2-100 (85.5— 100 (99.2-100)
99.9)

T13 78.6-91.7 (49.2— 100 (99.2-100)
99.9)

Palomaki GE, Deciu C, Kloza EM, Lambert-Messerlian GM, Haddow JE, Neveux
LM, et al. DNA sequencing of maternal plasma reliably identifies trisomy 18 and

trisomy 13 as well as Down syndrome: an international collaborative study. Genet
Med 2012;14:296-305

Bianchi DW, Platt LD, Goldberg JD, Abuhamad AZ, Sehnert AJ, Rava RP. Gen

[ _
2012;119:890-901.

wide fetal aneuploidy detection by maternal plasma DNA sequencing. Obstet Gy




NIPT KOMERCIJALNI LABORATORIJI

o SAD: Sequenom, Natera,
Verinata, Ariosa

o Europa: LifeCodexx _
o Kina: BGI, Berry Genomics  Tm——

o Hrvatska: BGI, Ariosa,
LifeCodexx

US NIPT brands '




PROVODENJE NIPT ANALIZE

o komercijalno dostupni testovi (“direct to consumer”)
0 najcesce bez adekvatnog genetickog savjetovanja

o ponekad predstavljeni kao dijagnosticki testovi, a ustvari su
testovi probira ¢1j1 patoloski rezultat se mora potvrditi
invazivnom metodom

o zdravstveno osiguranje ne pokriva troskove testiranja

o smjernice strucnih udruzenja, postoje 11 ?

o nedovoljna informiranost javnosti, ali 1 struke o testovima koji

se “rutinski’primjenjuju




BIOLOSKI CIMBENICI KOJI UTJECU NA
FETALNU FRAKCIJU SLOBODNE DNA

Placenta Fetal influences
Apoptosis of Gestational Age
trophoblast cells . Multiple Gestation
\ .* Fetal aneuploidy

Fetal cell free DNA L

| Fetal

Total cell free DNA Fraction
/' (Maternal + Fetal) | "
Maternal Plasma/Serum . ”

Apoptosis of hematopoietic cells

5 7 Maternal Influences
and/or adipose tissue

Body Mass Index
Maternal Medical Conditions

E.S. Taglauer et al. / Placenta 35, Supplement A, Trophoblast Research, Vol. 28 (2014) S64eS68



STOPE DETEKCIJE SINDROMA DOWN U OVISNOSTI
O PRIMIJENJENOM TESTU I MJERENIM BILJEZIMA

DM, DOB MAJKE; PAPP-A, PLAZMATSKI PROTEIN A POVEZAN S TRUDNOCOM; HCG, HUMAN KORIONSKI GONADOTROPIN;
NN, NUHALNI NABOR; AFP, ALPHA-FETOPROTEIN; E3, ESTRIOL; NIPT, NEINVAZIVNO PRENATALNO TESTIRANJE

1. tromjesecje (11.—14. tjedan trudnoce)

DM 30-50%
PAPP-A, HCG, DM 60-63%
Mjerenje NN i DM 74-80%
Neinvazivni Kombinirani test (NN, PAPP-A, HCG, DM) 86-90%
Kombinirani test + nosna kost/ trikuspidni protok/ 95%
ductus venosus/ facial angle
NIPT (slobodna DNA) 99%
Invazivni Biopsija korionskih resica blizu 100%
2. tromjesecje (15.—19. tjedan trudnoce)
DM 30-50%
Dvostruki test (AFP, HCG, DM) 60%
) o Trostruki test (AFP, HCG, E3, DM) 68%
NV Cetverostruki test (AFP, HCG, E3, Inhibin A, DM) 79%

Ultrazvuk (16.-23. tjedan trudnoce) uz prisutnu
anomaliju

75% .

Invazivni Amniocenteza blizu 100%




v /

NEINVAZIVNO DNA TESTIRANJE NA NAJCESCE
AUTOSOMALNE ANEUPLOIDIJE

WAGNER J. NEINVAZIVNA PRENATALNA DIJAGNOSTIKA GENSKIH BOLESTI. U: TAJNE I NEDOUMICE U
PEDIJATRIJI, PROGRAM STALNOG MEDICINSKOG USAVRSAVANJA I. KATEGORIJE, OSIJEK, 20.9.2014., STR.
143-153, ISBN: 978-953-7736-19-4

prednosti

neinvazivnost

moze se provoditi tijjekom cijele trudnoce
ogranicenja
usmjerenost na najcesce trisomije

ne detektira druge kromosomske abnormalnosti, samo aneuploidije ¢itavih
kromosoma

relativno velik udio neuspjelih analiza (2.6%-5.4%)
neuspjesan u slucaju niske koncentracije slobodne fetalne DNA
nije validiran za viseplodne trudnoce

svaki pozitivni rezultat NIPT testa mora se potvrditi referentnom metodom -
postotak lazno pozitivnih (0.25 - 1%) 1 lazno negativnih rezultata (manje od 1%)

posljedice

NIPT je smanjilo broj invazivnih testova, no nije poboljsalo stopu
detekcije te je smanjilo postotak otkrivenih drugih kromosomskih
abnormalnosti koje bi standardna kariotipizacija detektirala



BIOLOSKI RAZLOZI NESLAGANJA FETALNOG
KARIOTIPA I NIDT REZULTATA (0.1%)

ograniceni placentarni mozaicizam
uniparentalna disomija

abnormalan kariotip majke (abnormalnosti spolnih
kromosoma, mozaicizam)

maligno oboljenje trudnice

gubitak jednog od blizanaca



INFLUENCE OF CONFINED PLACENTAL MOSAICISM ON THE
DISCORDANCE BETWEEN NIPT RESULTS AND FETAL
KARYOTYPE (E. TAGLAUER ET AL. PLACENTA 35, VOL.28, (2014) S64-S68)

Autosomal aneuploidy

Trisomy 13 46, XX (amniocentesis) CPM: 46, XX, +13, Mennuti
der (13; 13) (q10; q10) et al. Am J Obstet Gynecol 2013
[5] in direct preparation

Trisomy 13 46, XY (fetal tissue) CPM: 47,XY, +13 in Mennuti
direct preparation et al. Am J Obstet Gynecol 2013
Trisomy 13 46, XY (amniocentesis CPM:47, XY, +13 Hall et al. Genet Med 2013
and cord blood) [10]/46, XY [12
Trisomy 21 46, XX, upd (21) mat CPM: Trisomy 21 Pan et al. Prenat Diagn 2013
Trisomy 22 Cord blood normal CPM: Trisomy 22 Choi et al. Prenat Diagn 2013

by sequencing

Sex chromosome aneuploidy

47, XXY 46, XY (amniocentesis) CPM.: 49, XXX, +7, Lau et al. Prenat Diagn 2013
+21 [24]/46, XY [6]




LLAZNO NEGATIVNI SLUCAJEVI

T21 and T18 Clin Chim

mosaicism Acta. 2014 Jun
10;433:190-3.
False negative T21 Euploid cells in Prenat Diagn

the placenta 2013;33:1207-
10



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24667696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24667696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24667696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24667696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24667696

EXPANDED CHROMOSOME TESTING PANEL

(CLINICAL EXPERIENCE WITH NIDT, FERRES ET AL. AMERICAN JOURNAL OF
PERINATOLOGY VOL. 31 NoO. 7/2014)
RESOLUTION: 3 MB DUPLICATIONS OR DELETIONS, DELETIONS AS SMALL AS 300 KB

Trisomy 16

Trisomy 22

1p36 deletion

4p deletion (Wolf Hirschhorn)

5p deletion (Cri du chat)

7q11.23 deletion (Williams—-Beuren)
15q11-q13 deletion (Prader-Willi/Angelman)
17p11.2 deletion (Smith Magenis)
17p13.3 deletion (Miller-Dieker)
22q11.2 deletion (DiGeorge)

22q13.3 deletion (Phelan-McDermid)



NEINVAZIVNO TESTIRANJE NA
MONOGENSKE POREMECAJE

relativno spor napredak u razvoju testova
manje trziste
tehnicki zahtjevnije (FGFR3 gen; -globin gen; HD)
jos u fazi istrazivanja
trenutno nespremni za klinicku implementaciju



NEINVAZIVNO TESTIRANJE CITAVOG
FETALNOG GENOMA

1zvedivo, ali limitirano relativnom kolicinom fetalne
DNA u uzorku

neophodno regulirati eticke dvojbe prije nego postane
klinicki dostupno



TIMELINE OF CURRENT AND LIKELY FUTURE CLINICAL NIDT
ASSAYS AVAILABLE IN THE UNITED STATES.

(CNVS, COPY NUMBER VARIATIONS; NIDT,NONINVASIVE DNA TESTING)

CLINICAL EXPERIENCE WITH NIDT FERRES ET AL. AMERICAN JOURNAL OF PERINATOLOGY
VoLr. 31 No. 7/2014

 Monosomy X

Sex chromosome abnormalities

B e e T T PP P

Genome-wide subchromosomal CNVs

Single-gane disorders ‘
2011 2012 2013 2014 onwards




UKRATKO?

WAGNER J. NEINVAZIVNA PRENATALNA DIJAGNOSTIKA GENSKIH BOLESTI. U: TAJNE I NEDOUMICE U
PEDIJATRIJI, PROGRAM STALNOG MEDICINSKOG USAVRSAVANJA I. KATEGORIJE, OSIJEK, 20.9.2014., STR.
143-153, ISBN: 978-953-7736-19-4

neinvazivna DNA testiranja (NIDT) / neinvazivna prenatalna
testiranja (NIPT) vrlo su brzo prosla put “bench to bedside”

NIPD za odredivanje RHD 1 SRY statusa dio je rutinske antenatalne
skrbl u mnogim dijelovima Europe

NIDT za najcesce autosomalne aneuploidije je u procesu integracije u
klinicku skrb sirom svijeta

1ako NIDT za aneuploidije jos uvijek nije dijagnostiéki test, kao
posljedlca njegove visoke specificnosti primije¢eno je znacajno
smanjenje invazivnih zahvata

novost u prenatalnom probiru, odredivanje fetalnog spola 1
aneuploidije gonosoma, zahtijeva daljnje studije

u bliskoj buduénosti, mogucnosti testiranja ¢e se prosiriti na detekeiju
submikroskopskih abnormalnosti 1 monogenskih poremecaja, a mozda
1 ¢itavog genoma

buduce studije trebaju istraziti 1 definirati: tehnicke karakteristike
testova, eticka pitanja 1 ekonomicnost (cost-effectiveness) NIDT,
popuniti “rupe” u znanju o slobodnoj fetalnoj DNA



Noninvasive prenatal testing
for fetal aneuploidy.
Committee Opinion No. 545.
American College of
Obstetricians and
Gynecologists. Obstet Gynecol
2012;120:1532—4.

ACOG (American College of Obstetricians and
Gynecologists) preporucuje primjenu NIPT samo kod
visokorizi¢nih trudnocda:

NIPT nuditi samo trudnicama s visokim rizikom za
enuploidiju, a invazivne metode primijeniti samo kod
trudnica s iznimno visokim rizikom za aneuploidiju, odnosno,
da NIPT bude opcija nakon patoloskog nalaza kombiniranog
probira, a prije invazivnog zahvata




