UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Bojana Petrovic

ZNACAJ KARIOTIPIZACIJE FETUSA SA
IZOLOVANOM ANOMALIJOM OTKRIVENOM
ULTRAZVUCNIM PREGLEDOM

Doktorska disertacija

Beograd
2018.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Bojana Petrovic

SIGNIFICANCE OF KARYOTYPING IN
ISOLATED FETAL ANOMALY DETECTED BY
ULTRASOUND

Doctoral Dissertation

Belgrade
2018.



Mentor

Prof. dr Olivera Konti¢-Vucini¢, vanredni profesor na katedri ginekologije i
akuserstva, Klinika za ginekologiju i akuserstvo, Klinicki centar Srbije, Medicinski
fakultet, Univerzitet u Beogradu

Komentor

Prof. dr Ivana Novakovié, redovni profesor na katedri humane genetike, Institut
za humanu genetiku, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clanovi Komisije za ocenu i odbranu doktorske disertacije

Prof. dr Jelena Stamenkovi¢, vanredni profesor na katedri ginekologije i
akuserstva, Klinika za ginekologiju i akuserstvo, Klinicki centar Srbije, Medicinski
fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Mom¢ilo Ristanovi¢, vanredni profesor na katedri humane genetike,
Institut za humanu genetiku, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Nenad Sulovi¢, redovni profesor na katedri ginekologije i akuerstva,
Univerzitet u Pristini, Medicinski fakultet u PriStini sa privremenim sediStem u
Kosovskoj Mitrovici

Datum odbrane:



Izrada ove doktorske disertacije ne bi bila moguca bez bezrezervne podrske moje
mentorke, prof. dr Olivere Konti¢-Vucini¢. Dugujem joj pre svega veliku zahvalanost
na usmeravanju i savetima u istrazivackom radu, nesebicnom deljenju svog ogromnog
znanja i iskustva, ali i na prijateljskom pristupu, strpljenju, trudu i pozitivnoj energiji
koja je pomogla da ovaj rad ugleda svetlo dana.

Prof. dr Ivani Novakovi¢, mojoj mentorki, koja me je uvela u svet genetike i nauke i
imala strpljenja za mene i sva moja pitanja od osnova genetike pa do poslednje stranice
ove teze, neprestano Sire¢i moje naucne i strucne vidike, veliko hvala na iskrenom
prijateljstvu, zalaganju, posvecenosti i spremnosti da me podrzi u mojoj teznji ka
stalnom usavrsavanju.

Posebno se zahvaljujem prof. dr Jeleni Dukanac na iskrenom prijateljstvu, prenoSenju
ideja i znanja, brojnim savetima, struc¢nim komentarima i konstruktivnim kritikama koje
su znacajno doprinele kvalitetu ovog rada.

Prof. dr Aleksandru Ljubicu, koji me je upoznao sa svetom ultrazvuka u perinatologiji,
zahvaljujem se na ukazanom poverenju, dragocenim savetima, zajednickom radu,
uspesnoj saradnji i iskrenom prijateljstvu.

Clanovima Komisije, Prof. dr Momcilu Ristanovicu i Prof. dr Nenadu Suloviéu, hvala
na lepoj saradnji i sugestijama koje su doprinele da disertacija dobije sadasnju
strukturu.

Oliveri i Milici, mojim koleginicama, hvala za nesebicnu pomoé, podrsku i ohrabrenje
u toku izrade ove doktorske disertacije.

Prof. dr Oliveru Stojkovicu i mojim kolegama iz DNK laboratorije Instituta za sudsku
medicinu hvala na razumevanju, dragocenim savetima i strucnoj pomoci.

Doc. dr Neli Maksimovi¢ hvala za nesebicnu strucnu i tehnicku pomo¢ tokom izrade
doktorske teze.

Hvala mojim sestrama, cija je podrska, uvek i u svemu, bila moj oslonac proteklih
godina.

Dusanu, hvala na bezgranicnoj ljubavi.

Najvecu zahvalnost za nesebicnu ljubav, podrsku, strpljenje, razumevanje i brojna
odricanja tokom izrade ove doktorske disertacije, dugujem svojoj deci, koja daju
smisao mom Zivotu, moja su inspiracija i izvor snage.



Mojoj deci



ZNACAJ KARIOTIPIZACIJE FETUSA SA IZOLOVANOM ANOMALIJOM
OTKRIVENOM ULTRAZVUCNIM PREGLEDOM

SazZetak

Uvod Fetusi sa patoloskim kariotipom obi¢no imaju specificne, multiple ultrazvucne
markere (major anomalije 1 "soft" markere), koji predstavljaju markere
hromozomopatija, zbog Cega su u zizi interesovanja u ultrasonografiji. Kariotipizacija,
“zlatni standard” u analizi fetalnih hromozoma, izvodi se nakon uzimanja uzoraka
invazivnim procedurama koje nose rizik od pobacaja od 1,5%. Dilema nastaje u proceni
potrebe za kariotipizacijom kod fetusa sa izolovanim ultrazvu¢nim markerom (major
anomalijom i "soft" markerom), uzimajuci u obzir rizik koji nose invazivne procedure.
Kariotipizacijom nije moguée detektovati promene na hromozomima manje od 4Mb.
ArrayCGH je molekularno-citogeneticka metoda kojom se analiziraju varijacije u broju
ponovaka (copy number variations - CNVs) u genomu. Ovom metodom moguce je
otkriti promene u broju ponovaka u sekvenci DNK na nivou od 5-10kb, ¢ime je
omogucena identifikacija mikrodelecija i mikroduplikacija kod fetusa sa defektima
uzrokovanim hromozomskim aberacijama.

Cilj Ova studija ima za cilj analizu ucestalosti hromozomskih aberacija fetusa u odnosu
na tip izolovanog ultrazvuénog markera (major anomalija ili "soft" marker) i
zahvacenost organskog ili tkivnog sistema. Zatim, utvrdivanje i komparaciju
empirijskog rizika za nalaz hromozomske aberacije i rizika od komplikacija nakon
intervencije (invazivnog uzimanja uzorka za kariotipizaciju) u slucajevima detekcije
izolovane fetalne anomalije ili izolovanog "soft" markera. Takode, i komparaciju
efikasnosti citogenetickih metoda (kariotipizacija vs tehnika  hromozomskih
mikronizova) na primeru pet izolovanih anomalija centralnog nervnog sistema fetusa
(umerena ventrikulomegalija).

Metod Istrazivanje je sprovedeno je u dve etape. Prvi deo istrazivanja predstavlja
studiju preseka u koju je uklju¢eno 3000 analiza kariotipa fetusa sa poviSenim rizikom
za hromozomopatije, obavljenih u periodu od 16 godina. Pretrazivanjem baze podataka
citogeneticke laboratorije dobijeni su podaci o nalazima ultrazvucnih pregleda fetusa,
rezultatima analize hromozoma, kao i ishodu trudno¢a nakon uzimanja uzoraka. Svi
ultrazvucni nalazi dobijeni su tokom rutinskog ultrazvu¢nog skrininga fetalnih

anomalija, a pre invazivne dijagnostike hromozomskih aberacija. U drugom delu



istrazivanja, kod pet fetusa sa umerenom ventrikulomegalijom i normalnim kariotipom,
obavili smo dodatnu analizu hromozoma arrayCGH metodom.

Rezultati U periodu od 16 godina, ispitivano je 3000 fetusa, od kojih je kod 1832
(61,5%) kariotip analiziran zbog pozitivnog ultrazvuénog skrininga. Izolovana
anomalije ili izolovani "soft" marker nadeni su kod 1493 (81,5%) fetusa sa pozitivnim
ultrazvucnim skriningom. Dobijeni podaci pokazali su da su trudnice ukljucene u
studiju pripadale populaciji sa niskim rizikom za hromozomske aberacije fetusa.
Izolovane major anomalije ili izolovani "soft" markeri sa pribliZzno jednakom
ucestalosc¢u otkrivane suu drugom (47,2%) i tre¢em trimestru (46,6%), dok su u prvom
trimestru detektovane u znatno nizem procentu (6,2%). Patoloski kariotip otkriven je
kod 103 (6,9%) fetusa sa izolovanim major anomalijama ili izolovanim "soft"
markerima. Sa najve¢om ucestaloS¢u nadene su numericke hromozomske aberacije
(80,6%), i to aneuploidije. Najzastupljenija je bila trizomija 21, sa udelom od 50% u
svim detektovanim aberacijama. Hromozomske aberacije su sa najvecom ucestaloscéu
nadene kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima glave,
lica i vrata (36%), zatim kostano-misi¢no-zglobnog (11%) i kardiovaskularnog sistema
(9%). Najmanja frekvenca hromozomskih aberacija nadena je kod fetusa sa izolovanim
anomalijama ili izolovanim "soft" markerima CNS-a (3%), tumorima (2,1%) i
izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima urogenitalnog trakta (1,0%).
Major anomalije nadene su kod 1016 (82,3%), a "soft" markeri kod 218 (17,7%) fetusa
sa izolovanim ultrazvu¢nim markerom. Kao poseban entitet evaluirani su poremecaji
u koli¢ini plodove vode koji su kao izolovan nalaz otkriveni kod 259 fetusa, iliu 17,2%
svih otkrivenih izolovanih anomalija. Hromozomske aberacije nadene su kod 5,5%
fetusa sa izolovanom major anomalijom i 12,4% fetusa sa izolovanim "soft" markerom.
Nalaz izolovane major anomalije nije pokazao znafajno povelanje rizika za
hromozomske aberacije fetusa (LR+ 0,8; OR 0,4), dok se nalaz izolovanog "soft"
markera pokazao kao statisticki znaCajan prediktor, koji povecava rizik za
hromozomske aberacije fetusa vise od dva puta (LR+ 1,9; OR 2,4). Znacajan rizik za
hromozomske aberacije naden je samo kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili
izolovanim "soft" markerima glave, lica i vrata (LR+ 7,9 OR 10,1), koStano-miSi¢no-
zglobnog sistema (LR+ 0,5 OR 1,5) i kardiovaskularnog sistema (LR+ 0,5 OR 1,5).
Uvecanje NT-a (LR+ 14.1; OR 16,4), cisti¢ni higrom (LR+ 14.1; OR 15,4), VSD (LR+
8.04; OR 8,7), tetralogiija Fallot (LR+ 7.04; 7,2), SUAS (LR+ 4.7; OR 4,8), skracen
femur (LR+ 2.1; OR 2,1) i fetalni hidrops (LR+ 2.01; 2,1) pokazali su najveéi



predikcijski znacaj za hromozomske aberacije. [zolovani polihidroamnion je takode
imao znacaj u predikciji hromozomskih aberacija fetusa (LR+ 1.5; OR 1,6). U ukupnom
broju ispitanih trudnoca, rizik od pobacaja nakon invazivnih intervencija, biopsije
horionskih resica i kordocenteze, iznosio je 0,5%.

ArrayCGH analiza sprovedena je kod 5 fetusa sa ultrazvu¢no otkrivenom izolovanom
umerenom ventrikulomegalijom, uz uredan nalaz kariotipa. Kod 4 fetusa (80%)
utvrdene su mikrodelecije/mikroduplikacije u regionima hromozoma 1qg44, 2q14.3,
3q26.1, 5q13.2, 6p21.32, 7pl4.1, 8pl11.22, 11qll, 12p13.31, 14q32.33, 22q11.22 i
Xqg21.1. Poredenjem sa podacima u bioinformatickim bazama podataka na sli¢ne
varijante kao kod ispitivanih fetusa u nasSoj studiji, nisu utvrdene varijante gena koji
mogu biti povezani s razvojem ventrikulomegalije ili definisanih sindroma.

Zakljuéci Hromozomske aberacije mogu se detektovati kod 6% fetusa sa ultrazvuc¢no
otkrivenom izolovanom major anomalijom i 12% fetusa sa ultrazvucno otkrivenim
izolovanim "soft" markerom. Izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri vrata, srca
1 koStanog sistema fetusa imaju najveci znacaj u predikciji patoloskog kariotipa fetusa.
Izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri urogenitalnog trakta i tumori fetusa ne
predstavljaju indikaciju za kariotipizaciju, jer se samo koincidentalno mogu naci
udruzeni sa hromozomskim aberacijama. Detekcija bilo kakvog fetalnog defekta
zahteva brzu, detaljnu ultrazvuc¢nu evaluaciju fetusa u cilju otkrivanja mogucih
udruzenih anomalija. U svim slucajevima nalaza izolovanog ultrazvucnog markera,
bilo major anomalije ili "soft" markera, u proceni potrebe za kariotipizacijom fetusa,
potrebna je evaluacija individualnog rizika za hromozomopatije, koja ukljucuje
pozitivni odnos verodostojnosti (LR+) za detektovani marker. U evaluaciji fetusa sa
izolovanom anomalijom i normalnim kariotipom, neophodna je dalja geneticka
dijagnostika, koja bi obuhvatila molekularno-citogeneticke i/ili molekularno geneticke
metode. U slucajevima umerene fetalne ventrikulomegalije analiza hromozomskih
mikronizova nije imala vecu informativnost od kariotipizacije, obzirom da su nadene
varijante u regionima gena za koje nije utvrdeno da ucestvuju u neurogenezi, ali su nasi
rezultati osnov za dalja istrazivanja geneticke osnove ventrikulomegalije.

Kljuéne reci: kariotipizacija, izolovana anomalija fetusa, arrayCGH

Naucna oblast: medicina

UZa nau¢na oblast: medicinska genetika i humana reprodukcija



SIGNIFICANCE OF KARYOTYPING IN ISOLATED FETAL ANOMALY
DETECTED BY ULTRASOUND

Abstract

Introduction Fetuses with an abnormal karyotype are in the focus of interest in
ultrasonography because they are usually characterized by specific, multiple markers
(major anomalies and "soft" markers) recognized as sonographic markers of
chromosomopathies. Karyotyping, "the gold standard" in fetal chromosome analysis, is
performed after invasive sample obtaining procedures associated with 1,5% risk of
miscarriage. The dilemma is if karyotyping should be performed when an isolated fetal
anomaly is detected, taking into account sampling procedure risk.

Karyotyping is not able to detect chromosomal changes smaller than 4Mb. AraayCGH
is a molecular cytogenetic method that analyzes a copy number variations (CNVs) in
the genome. Copy number changes at a level of 5-10kb of DNA sequences can be
detected, allowing additional identification of microdeletions and microduplications
in anomalous fetuses.

Aim The aim of the study is to determine the frequency of chromosome aberrations in
fetuses according to the type of isolated sonographic marker (major anomaly or "soft"
marker) and organ system involved. The additional aim is to estimate and compare the
risk of chromosomal aberrations and the risk of miscarriage after invasive sampling
procedures in fetuses with an isolated anomaly or isolated "soft" marker. The secondary
goal is to examine the efficiency of cytogenetic methods (karyotyping vs. arrayCGH)
in five fetuses with isolated central nervous system anomaly (moderate
ventriculomegaly).

Method The study includes two separate study lines. The first investigation presents
cross-sectional study comprising 3000 karyotype analysis of fetuses with an increased
risk for chromosomal aberrations, during 16 years period. Fetal ultrasound findings,
chromosome analysis results, as well as post invasive interventions pregnancy
outcomes, were obtained from the cytogenetic laboratory database. All
ultrasonographic data were collected after routine screening for fetal anomalies, and
before invasive diagnostic procedures for chromosomal abnormalities detection.
During the second part of the investigation, we performed additional arrayCGH

analysis for five fetuses with isolated mild ventriculomegaly and normal karyotype.



Results Among3000 karyotyped fetuses in 16 year period, 1832 (61,5%) were found
to have ultrasonographically detected anomalies. The isolated sonographic marker was
observed in 1493 (81,5) of those fetuses. Obtained data showed that pregnant women
included in our investigation belonged to the low-risk population. Almost the same
incidence of fetal anomalies or "soft" markers was diagnosed in second (47,2%) and
third (46,6%), and considerably lower incidence (6,2%) in the first trimester of
pregnancy. Aberrant karyotype was found in 103 (6,9%) fetuses with an isolated
anomaly or isolated "soft" markers. Among them, numerical chromosomal
abnormalities (80,6%), predominate aneuploidies, were the most frequent, with the
highest incidence of trisomy 21 (50,5%). The highest frequency of chromosomal
aberrations were among fetuses having isolated anomaly or isolated "soft" markers of
the head, face, and neck (35,8%), then isolated anomaly or isolated "soft" markers of
musculoskeletal (10,9%) and cardiovascular system (9,4%). The lowest frequency of
pathological karyotype was found in fetuses with isolated anomaly or isolated "soft"
markers on CNS (3%), tumors (2,1%) and an isolated anomaly or isolated "soft"
markers of the genitourinary system (1%). Major anomalies were detected in 1016
(82,3%), and "soft" markers in 218 (17,7%) fetuses with an isolated sonographic
marker. Isolated amniotic fluid abnormalities were found in 259 (17,2%) fetuses and
evaluated separately. Karyotype abnormalities were detected in 5,5% of fetuses with
major isolated anomaly and 12,4% of fetuses with isolated "soft" marker. Isolated major
fetal anomalies had no significance in prediction of chromosomal aberrations (LR+ 0,8;
OR 0,4). Isolated "soft" markers were found to be the significant predictor of fetal
pathological karyotype (LR+ 1,9; OR 2,4). Significant association with chromosome
abnormalities was found only in fetuses with an isolated anomaly or isolated "soft"
markers of the head, face, and neck (LR+ 7,9 OR 10,1), then isolated anomaly or
isolated "soft" markers of musculoskeletal (LR+ 0,5 OR 1,5) and cardiovascular system
(LR+ 0,5 OR 1,5). The most important prognostic factor in prediction of pathologic
karyotype were increased NT (LR+ 14.1; OR 16,4), cystic hygroma (LR+ 14.1; OR
15,4), VSD (LR+ 8.04; OR 8,7), tetralogy Fallot (LR+ 7.04; 7,2), SUAS (LR+ 4.7; OR
4,8), short femur (LR+ 2.1; OR 2,1) and fetal hydrops (LR+ 2.01; OR 2,1). Isolated
polyhydramnion also showed significant correlation with fetal chromosomal
aberrations (LR+ 1.5; OR 1,6). Risk of miscarriage after invasive interventions, CVS

and cordocentesis was 0,5%.



We performed arrayCGH analysis in 5 fetuses with mild ventriculomegaly and normal
karyotype. Four (80%) fetuses were found to have microduplications/microdeletions in
chromosome regions 1q44, 2q14.3, 3q26.1, 5q13.2, 6p21.32, 7p14.1, 8p11.22, 11ql1,
12p13.31, 14q32.33, 22ql11.22 and Xq21.1. Comparing obtained data with
bioinformatic databases, we didn't find similar variants included neither in the
pathogenesis of ventriculomegaly or defined syndromes.

Conclusions In our study, chromosome aberrations were found in 6% of fetuses with
major isolated anomaly and 12% of fetuses with the isolated "soft" marker. Isolated
anomalies or isolated "soft" markers of neck, heart, and bones were the most significant
predictors of fetal pathological karyotype. Isolated anomalies or isolated "soft" markers
of genitourinary tract and tumors should not be an indication for fetal karyotyping,
considering that only coincidentally were found associated with chromosome
aberrations. Detection of fetal defect requires prompt, detailed ultrasonographic fetal
evaluation to reveal possible additional anomalies. When assessing the need for
karyotyping, all ultrasound findings of isolated fetal major anomalies or isolated "soft"
markers should be evaluated regarding the individual risk for chromosomopathies,
including positive likelihood ratio (LR+) for the detected marker. Evaluation of fetuses
with isolated anomaly and normal karyotype requires further diagnosis, encompassing
molecular cytogenetic and molecular genetic techniques. ArrayCGH in mild fetal
ventriculomegaly has not been more informative than karyotyping, because found gene

variants are not involved in neurogenesis.
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1. UVOD

1.1 KONGENITALNE ANOMALIJE

Razvoj coveka je veoma sloZzen proces koji obuhvata rast i diferencijaciju u
prenatalnom i postnatalnom razdoblju. Bilo kakvo anatomsko, funkcionalno ili
metabolicko odstupanje od normalnog razvojnog procesa rezultira nastankom razvojnih

anomalija (Jones, 20006).

Obzirom na razdoblje klinicke ekspresije, razvojne anomalije mogu se podeliti na
prenatalne i postnatalne (Jones, 1983). One koje se otkrivaju prenatalno, ili prilikom
rodenja, ili tokom prvih mesec dana zivota novorodenceta, nazivaju se kongenitalnim
anomalijama, i obuhvataju strukturne anomalije, metabolicke 1 funkcionalne
poremecaje. Prema statistikama Svetske zdravstvene organizacije danas se oko 6%
novorodencadi rada sa nekom anomalijom, dok medu mrtvorodenima incidencija raste

na 20 % (WHO, 2009).

Kongenitalne strukturne anomalije dele se na izolovane, koje zahvataju jednu regiju i
multiple, koje zahvataju viSe telesnih regija. Prema kliniCkom znacaju izolovane
kongenitalne strukturne anomalije dele se na major i minor anomalije, a multiple

anomalije ¢ini kombinacija viSe major i/ili minor anomalija.

Major anomalije su teski strukturni defekti tkiva i organa, koji mogu da ugrozavaju
zivot, stvaraju ozbiljne funkcionalne smetnje ili ometaju razvoj. Veéina major
anomalija nastaje u razdoblju od 4. do 8. nedelje gestacije kada se odvija najintenzivnija

organogeneza (Pereza, 2010).

Minor anomalije zapravo su fizicke varijante koje se na temelju frekvencije javljanja u
opstoj populaciji mogu podeliti na minor anomalije (u <4% populacije) i normalne
varijante (u >4% populacije). NajceSce se nalaze u podrucju sloZzeno gradenih 1 izrazito
varijabilnih delova tela, kao S§to su lice i distalni delovi ekstremiteta (Marden i sar,
1964). Nemaju veceg klinickog znaCenja (osim estetskog), ali imaju veliku
dijagnosticku i prediktivnu vrednost, te su pomo¢ u otkrivanju mnogih genetickih
sindroma, zbog njihove velike ucestalosti. Izolovane minor anomalije javljaju se u 15%
novorodencadi. Velika vaznost minor anomalija lezi u ¢injenici da kod 90 % sve

novorodene dece koja imaju 3 ili viSe minor anomalija postoji i major anomalija, pa



tako zapravo minor anomalije upucuju na mogucu prisutnost major anomalija (Leppig,

1987). Rizik pojave major anomalija povecava se s brojem minor anomalija.

Uzroci kongenitalnih anomalija dele se na geneticke, teratogene (spoljnosredinske),
multifaktorijalne i nepoznate (Pereza, 2009). Od poznatih uzroka geneticki €inioci su
najzastupljeniji (~25 %), dok je samo manji broj kongenitalnih anomalija uzrokovan
teratogenima (~12 %). Smatra se kako veliki deo izolovanih kongenitalnih anomalija
nastaje kao posledica sadejstva gena i spoljasnjih faktora, te se svrstavaju u grupu
multifaktorijalnih uzroka (~25 %). Ipak, u vecini slucajeva (~40 %) etiologija ostaje
nepoznata, iako poslednja istrazivanja pokazuju kako je samo 17 % kongenitalnih
anomalija nepoznatog uzroka zbog novijih otkrica o genetickim uzrocima (Kumar,

2008).

Genticki uzroci kongenitalnih anomalija mogu biti greSke (mutacije) u jednom genu

(monogenski), viSe gena (poligenski) ili hromozomske aberacije.

Do pre cetrdesetak godina kongenitalne anomalije su otkrivane po rodenju, dok se
danas anomalije ne samo otkrivaju nego i leCe antenatalno. U antenatalnoj dijagnostici
fetalnih anomalija koristi se veliki broj metoda koje mozemo podeliti u dve grupe:
neinvazivne i invazivne. NajceS¢e primenjivana neinvazivna metoda u dijagnostici
fetalnih anomalija je ultrazvuk koji se upotrebljava samostalno ili se kombinuje sa
biohemijskim metodama skrininga za hromozomske aberacije. Ove neinvazivne
metode upucuju na invazivne metode kao $to su amniocenteza, kordocenteza, biopsija

horionskih resica i placentocenteza (Bali¢, 2008).

1.2 HROMOZOMSKE ABERACIJE

Osnovna matrica za oblikovanje i odrzavanje organizama, DNK (deoksiribonukleinska
kiselina), sastoji se od dugih lanaca koji su ¢vrsto umotani i upakovani u hromozome.
Zarazliku od DNK, hromozomi se mogu videti za vreme ¢elijske deobe, pod svetlosnim

mikroskopom, kao koncaste strukture ili "obojena tela" (Dolan, 2011).



Hromozom

Telomera

Centromera

Slika 1. Hromatin i struktura kondenzovanog hromozoma. /Modifikovano sa
http://www.genome.gov/Pages/Hyperion/DIR/VIP/Glossary/Illustration/chromosome.

cfim

Hromozomi su strukture po kojima se razlikuje jedna vrsta od druge i sposobni su da
prenesu geneticku informaciju s jedne generacije na slede¢u. PonaSanje hromozoma u
somatskim ¢elijama za vreme deobe, u mitozi, omogucava da svaka cerka celija zadzi
svoj kompletan geneticki materijal (komplement). Sli¢no tome, u formiranju gameta,
za vreme mejoze, svaka zrela jajna ¢elija i spermatozoid dobijaju po jedan jedinstveni
set roditeljskih gena. Hromozomi se bukvalno mogu nazvati "vozilima" koja

omogucuju reprodukciju i odrzavanje vrsta.



Tokom 1956. godine razvijene su pouzdane tehnike za analizu hromozoma, $to je ubrzo
dovelo do otkri¢a da je jedan broj odranije poznatih patoloskih stanja prouzrokovan
abnormalnim brojem hromozoma. Vrlo brzo opisano je viSe multiplih malformacionih
sindroma u kojima je postojao visak ili manjak hromozomskog materijala. Do danas je
u laboratorijskim bazama podataka registrovano najmanje 20000 hromozomskih

aberacija.

Hromozomske aberacije predstavljaju promene u broju i strukturi hromozoma. U
zavisnosti od toga da li se promene prenose na potomstvo ili ne, razlikuju se nasledne
(familijarne) hromozomske aberacije i nenasledne (de novo) hromozomske aberacije

(Kolgeci,2004).

Hromozomske aberacije veli¢ine do 4Mb mogu se rutinski dijagnostikovati analizom
pod svetlosnim mikroskopom, dok se one manje, dijagnostikuju molekularno-

citogenetickim i molekularnim metodama.

Hromozomske aberacije se dele na numericke i strukturne, a mogu se dogoditi kako na

autozomima, tako i na polnim hromozomima (Gué-Séekié¢ i Radivojevi¢, 2009).

1.2.1. Numericke aberacije

Ovaj tip hromozomskih aberacija nastaje usled promena u broju pojedinacnih

hromozoma (aneuploidije) ili pak celih hromozomskih garnitura (poliploidije).

a) Aneuploidije

Promene broja pojedina¢nih hromozoma u somatskoj ¢eliji su heteroploidije. Jedan od
naj¢esc¢ih oblika heteroploidije je aneuploidija, kada ¢elija sadrzi jedan, dva ili nekoliko

hromozoma vise (trizomije, 2n+1; tetrazomije, 2n+2) ili manje ( monozomije, 2n-1).

Najces¢i uzrok nastanka aneuploidija je nerazdvajanje hromozoma (nondisjunction) ili
anafazno zaostajanje hromozoma u toku ¢elijskih deoba. Nerazdvajanje hromozoma
moze biti posledica pogresnog sparivanje hromozoma u prvoj mejotskoj deobi, $to
dovodi do poremecaja u njihovom odvajanju u anafazi I, ili nerazdvajanja sestrinskih
hromatida u drugoj mejotickoj deobi ili u mitozi. Anafazno zaostajanje hromozoma je
obi¢no rezultat poremecaja u funkcionisanju deobnog vretena ili centromera (Papovié

isar., 2011). Uzrok nerazdvajanja hromozoma jo$ uvek nije u potpunosti poznat, mada



se sa vecom ucestalo$¢u javlja kod starijih Zena, zatim nakon zraCenja i virusnih
infekcija. Povecana ucestalost nerazdvajanja kod starijih Zena, objasnjava se

specificnos¢u procesa oogeneze (Driscoll i Gross, 2009).

Jedina monozomija koja nije letalna u hromozomskom komplementu coveka je
monozomija X (Turner sindrom), a najucestalije trizomije su trizomija 21 (Down

sindrom), trizomija 18 (Edwards sindrom) i trizomija 13 (Patau sindrom).

b) Poliploidije

Poliploidne ¢elije sadrze vise puta umnozen haploidan set hromozoma (n=23), kao 69,
triploidija ili 92, tetraploidija. Triploidije su uglavnom rezultat oplodenja jajne éelije sa
dva spermatozoida, Sto se zove dispermija, ili pak oplodenja koje ukljucuje veé
aberantne (diploidne) gamete, koji mogu nastati kao rezultat poremecaja mitotskih
deoba u gonijama (endoreduplikacija) ili poremec¢aja u mejozi I ili II (Komneni¢ i sar,
2015). Kod ¢oveka, triplodija se moze potvrditi najéesc¢e u materijalu ispitanom nakon
spontanih pobacaja, jer je prezivljavanje ploda posle polovine trudnoée retko
(Turnpenny i Ellard, 2007). Tetraploidije su uglavnom rezultat izostanka prve deobe

zigota.

1.2.2. Strukturne aberacije

Strukturne hromozomske aberacije nastaju kao posledica prekida na hromozomima,
posle Cega se oni ponovo spajaju ali na drugaciji naCin, a rearanZmani se deSavaju
uglavnom u interfazi ¢elijskog ciklusa, posebno u fazi replikacije DNK, kada je on
veoma osetljiv na delovanje razlicitih, nepovoljnih faktora sredine. Kao rezultat
ponovne fuzije prekinutih hromozomskih fragmenata mogu nastati balansirane ili
nebalansirane hromozomske aberacije. Nosioci balansiranih hromozomskih
rearanzmana, u svom kariotipu sadrze kompletan hromozomski komplement, bez viska
ili manjka genetickog materijala, ali imaju povecan rizik za dobijanje potomstva sa
nebalansiranim hromozomskim komplementom. Kod osoba koje su nosioci
nebalansiranih hromozomskih aberacija, kao posledica viska ili manjka geneti¢kog
materijala, dolazi do blazih ili tezih poremecaja i patoloske klinicke slike (Morin,
2017). Strukturne aberacije se dele na interhromozomske (nastaju usled prenosa

hromozomskog materijala sa jednog hromozoma na drugi, gde spadaju translokacije) i



intrahromozomske (nastaju usled promena unutar jednog hromozoma, gde spadaju

delecije, duplikacije, inverzije i izohromozomi) (Gué-Séeki¢ i Radivojevi¢, 2009).

1.3 HROMOZOMOPATIJE

Hromozomopatije (hromozomske bolesti) nastaju kao posledica numerickih i

strukturnih aberacija, kako autozoma, tako i polnih hromozoma.

Ako se posmatraju posebno, vecina tih poremecaja je izuzetno retka, ali svi zajedno
imaju znacajan udeo u morbiditetu i mortalitetu coveka. Hromozomske aberacije su
Cest uzrok spontanih pobacaja, zatim invaliditeta kod dece, a u genezi veceg broja
maligniteta, kako u decjem, tako i u odraslom dobu, ucestvuju stecene-somatske

aberacije hromozoma.

Hromozomske aberacije postoje kod najmanje 10% svih spermatozoida i 25% zrelih
oocita (Guttenbach i sar., 1997; Gutierrez-Mateo i sar., 2004). Izmedu 15 i 25% svih
potvrdenih trudnoca zavrSava se spontanim pobacajem. Hromozomske aberacije su
prisutne kod priblizno 50% spontanih pobacaja u prvom trimestru trudnoce (Al Hussain
i sar., 2000). Procenjuje se da je daleko vec¢i broj zigota i embriona koji su toliko
nekompatibilni da nije moguce da prezive duze od nekoliko dana posle oplodenja. Ova
zapazanja navode na zakljucak da su hromozomske aberacije uzrok prekida vrlo

velikog procenta trudnoca.

Od momenta oplodenja pa nadalje incidenca hromozomskih aberacija izrazito opada,
tako da je kod Zivorodene dece incidenca 0,5%, dok je kod mrtvorodene dece mnogo

veca i iznosi preko 5% (Raniga 2006, Finderle i Petrovi¢, 2007, Cerrillo 2009).

Aneuploidije su vode¢i uzrok perinatalnog morbiditeta i mortaliteta. Najcesce
prenatalno otkrivene aneuploidije su trizomija 21 (Down sindrom), trizomija 18
(Edwards sindrom) i trizomija 13 (Patau sindrom) i aneuploidije polnih hromozoma
koje ukljucuju XXY (Klinefelterov sindrom), XXX ("Triple" X sindrom), monozomiju
X (Tarner sindrom) i XY'Y. Utvrdena je asocijacija ovih aneuploidija sa staros¢u majke,
osim monozomije X i XYY sindroma kod kojih se greska desava u mejozi oca (Zhong,

2012, Robinson, 1999).



Druge hromozomske aberacije otkrivene prenatalno sadrze mnogo manje
hromozomske regione (parcijalne aneuploidije) uz koje bi razvoj fetusa bio moguc,
premda sa klinicki uo€ljivim anomalijama u vecini slucajeva. Ovakvi slucajevi
uglavnom obuhvataju nebalansirane rearanzmane (translokacije ili inverzije), delecije,
duplikacije, izohromozome (hromozom sacinjen od dva identicna kratka ili duga
kraka), ring hromozome ili male prekobrojne marker hromozome (sSMC - mali
fragmenti hromozoma nepoznatog porekla). Prognoza i ishod ovakvih trudnoca zavise
od prirode i porekla hromozomske aberacije i Cesto zahtevaju dodatne analize
molekularno-citogenetickim metodama (fluorescentna in situ hibridizacija 1/ili
komparativna genomska hibridizacija), kako bi se precizno okarakterisala
hromozomska aberacija (Blennow i sar. 1995, Speicher i sar. 1996, Levy i sar. 1998,

Schrock i sar. 1997)

Detekcija de novo ili nasledenog nebalansiranog rearanzmana kod fetusa najcesce je
povezana sa loSim ishodom trudnoce, dok trudnoce u kojima kod fetusa otkriven de
novo balansirani rearanzman imaju dobar ishod u 94% slucajeva (Warburton 1991).
Frekvenca balansiranih rearanZmana u prenatalnim analizama hromozoma je priblizno

1:250.

Incidenca malog prekobrojnog marker hromozoma (sSMC) u prenatalnoj dijagnostici
je priblizno 1:1000 i oko jedne petine su nasledeni (Levi 2006). Problem predstavljaju
sSMC nastali de novo kod fetusa. Uopsteno, sSMC koji sadrze euhromatin
(funkcionalne gene) verovatno ¢e biti povezani sa patoloskim fenotipom, dok ¢e fetusi
sa sSSMC koji sadrZze samo heterohromatin (nekodiraju¢u DNK) najverovatnije imati

normalan fenotip.

1.3.1. Hromozomopatije sa najve¢om ucestaloséu

1. Down sindrom

Trizomija hromozoma 21 je naj¢es¢a i medicinski najznacajnija aberacija autozomnih
hromozoma, koja se klinicki manifestuje slikom Daunovog sindroma. Prvi put je opisan
od strane Thomasa Langdon Dauna 1866. godine. Prema podacima Svetske
zdravstvene organizacije, incidenca pojave DS u svetu je izmedu 1:1000 i 1: 1100
(WHO 2017). Daunov sindrom je posledica trizomije 21. hromozoma. U gotovo 95%

slu¢ajeva radi se o prostoj trizomiji, koja je, najcesce, posledica nerazdvajanja
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hromozoma u prvoj mejozi majke. U 4% slucajeva radi se o translokacijskom tipu
trizomije 21, koji najcesc¢e nastaje kao posledica prisustva Robertsonove translokacije
izmedu hromozoma 21 i nekog drugog akrocentri¢nog hromozoma, a rede usled drugih
strukturnih aberacija hromozoma. U mozai¢nom tipu Daunovog sindroma, koji se
dijagnostikuje kod 1% slucajeva, postoje dva klona, jedan normalan i jedan trizomi¢ni
sa viskom hromozoma 21 (Dimitrijevic i sar. 2013). Daunov sindrom kod
novorodencadi veoma se uspesno i brzo dijagnostikuje na rodenju. Deca koja imaju
Daunov sindrom zbog viSka materijala u telesnim ¢elijama imaju izmenjen fenotip, tako
da vise lice medusobno nego na svoju bracu i sestre. Daunov sindrom je najces¢i uzrok
mentalne retardacije u decijoj patologiji, te otprilike 80% pacijenata ima koeficijent
inteligencije izmedu 25 — 50, s izuzetkom pojedinih slu¢ajeva s mozai¢nim kariotipom
gde su fenotipske karakteristike manje izrazene te koeficijent moze biti gotovo
normalan ili normalan (Kumar i sar. 2014). Jedna od vodec¢ih klini¢kih karakteristika
tokom intrauterusnog razvoja i postnatalno je znatno zaostajanje u rastu i razvoju. Neka
od dijagnostickih klinickih obelezja na rodenju jesu smanjeni obim glave, ravni
facijalni profil (pljosnato lice sa malim nosem), koso polozene ,,mongoloidne*
palpebralne fisure, hipertelorizam, nabor koze na medijalnom o¢nom uglu (epikantus),
brazda Cetiri prsta na dlanovima, nedostatak elasticiteta koze koji odaje utisak viska
koze na telu (Kumar i sar. 2014; Mardesic¢ i sar. 2003) (Slika 2). Kongenitalne sréane
anomalije su zastupljene kod polovine dece sa trizomijom 21. Najcesce se pojavljuju
defekti atrijalnog i ventrikularnog septuma, i upravo te anomalije zasluzne su za veéinu
smrti u ranom razdoblju zivota. Hematoloski poremecaji koji se javljaju u osoba s
trisomijom 21 su makrocitoza, policitemija, prolazni mijeloproliferativni poremecaj,
zatim akutna mijeloidna i limfoblastna leukemija za koje postoji 10 do 20 puta povecan
rizik. Postoji neadekvatni imunoloski odgovor koji ih predisponira za ozbiljne infekcije
respiratornog trakta. Prisutna je generalizovana hipotonija u sklopu koje se javlja
atlantoaksijalna nestabilnost i sklonost subluksaciji cervikalnog dela kicmene mozdine,
uz mogucée ozbiljne komplikacije u vidu kompresije spinalnog kanala. Naposletku,
zahvacenost nervnog sistema manifestuje se pojavom konvulzija, poremecaja u
ponasanju, psihickih poremecaja, kao i razvojem Alchajmerove bolesti koja se javlja
kod gotovo svih pojedinaca s trizomijom 21 starijih od 40 godina (Kumar i sar. 2014;

Mardesic i sar. 2003; Barisi¢, 2005).
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Slika 2. a) fenotip deteta sa Down sindromom; b) kariotip osobe sa Down
sindromom. /Preuzeto iz O'Connor C. Trisomy 21 causes Down syndrome. Nature

Education 2008; 1(1):42.

2. Edwards sindrom

Trisomija hromozoma 18 ili Edwardsov sindrom javlja se incidencijom oko 1:8000
zivorodene dece. Kod vecine pacijenata prisutna je prosta trizomija 18, koja je u 95%
slucajeva rezultat hromozomskog nerazdvajanja u prvoj mejozi majke. Mozaicni i
strukturni oblici poremeéaja su veoma retki. Zivotni vek nosilaca trizomije 18 je veoma
kratak. [ako ve¢ina nosilaca umre tokom prvih nekoliko meseci zivota do godine dana,
bilo je i slucajeva dece koja su zivela 15 i vise godina (Papovi¢ i sar., 2011). Fenotip
nosioca trisomije 18 karakteriSe mentalna retardacija, intrauterusni zastoj u rastu,
kranio-facijalne anomalije, nisko usadene usi, mala usta, uske palpebralne fisure, kratak
palac na nozi, atrezija jednjaka, traheo-ezofagealna fistula, spina biffida, kao i brojni

poremecaji srca i bubrega (Crider i sar., 2008; Irving i sar., 2011).

3. Patau sindrom

Trisomija hromozoma 13 ili Patau sindrom se javlja sa incidencom od 1:12000
novorodencadi. Kod 75%pacijenata ovaj poremecaj je posledica proste trizomije 13,
koja je uslovljena nerazdvajanjem hromozoma u prvoj mejozi majke. Oko 5% nosilaca
ima mozaicni oblik trizomije, dok je kod 20% prisutan translokacijski oblik (Turnpenny
i Ellard, 2007). Vec¢ina dece sa ovim sindromom umire tokom prvih dana ili prvih

nedelja zivota, i retko prezive duze od Sest meseci. Za fenotip nosioca je karakteristicna



mikrocefalija, brojne anomalije nervnog sistema, srca, bubrega i polnih organa,
zaostajanje u rastu i razvoju, rascep usne i nepca, polidaktilija, mikroftalmija (Crider i

sar., 2008; Irving i sar., 2011).

(fig. 7

(a) - (b)
Vorignts of Trisomy 21
21721 translocation i e
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18 13

Slika 3. Fenotip najcesc¢ih trizomic¢nih sindroma sa hromozomskim aberacijama

kojima su izazvane. /Preuzeto sa http://www.pathcarelab.in/neonatologist.html

4. Triploidija

Triploidija se u humanoj genetici susrece uglavnom prilikom citogeneticke analize
spontano pobacenih plodova. Triploidija nastaje zbog greske u mejozi germinativnih
¢elija ili u fertilizacionoj gresci, na primer dispermiji. U 80% triploidija dodatna
haploidna garnitura hromozoma poreklom je od oca i dovodi do razvoja parcijalne
hidatidiformne mole, vrste patoloske trudnoce gde su prisutne hidatidiformne promene
placente, i spontanog pobacaja u ranoj ili srednjoj fazi trudnoce. Slucajevi sa dva
majcina hromozomska seta, prezivljavaju nesto duze, ponekad ¢ak do rodenja. Takva
deca gotovo uvek ispoljavaju asimetricno usporen intrauterini rast, sa relativno
ocuvanom veli¢inom glave na racun sitnog trupa. Karakteristican izgled lica udruzen je
s arinencefalijom, heliognatopalatoshizom, o¢nim kolobomima, sindaktilijom treceg i
Cetvrtog prsta ruke i/ili drugog i treeg noznog prsta, zatim mnogobrojnim anomalijama
unutrasnjih organa, a Cesto je izmenjena i placenta. Vitalnost je vrlo slaba, tako da

uglavnom umiru na porodaju ili nakon nekoliko dana (Hassan Toufaily i sar. 2016).
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5. Turner sindrom

Turner-ov sindrom ili monosomija X hromozoma je poremecaj u broju polnih
hromozoma kod Zena, a posledica je nedostatka celog ili dela X hromozoma (Slika 4).
Ovaj sindrom se pojavljuje sa ucestalos¢u od 1:2 000 do 5 000 Zivorodene zenske dece.
Cinjenica da je u 80% slu¢ajeva prisutni X hromozom poreklom od majke upuéuje da
do poremecaja dolazi u mejozi oca. Iako je postnatalna prognoza dobra, 99% embriona
sa monozomijom X se spontano odbacuje. Kod rodenih, sindrom se manifestuje na
razliCite naCine: nizak rast, otoci, Sirok grudni ko$, nisko postavljene usi i kosa,
zadebljani vrat, veliki broj mladeza, nefunkcionalni, trakasti jajnici (ovarijalna
disgeneza) 1 izostanak menstrualnog ciklusa (primarna amenoreja), neplodnost,
poremecaj strukture srca i velikih krvnih sudova (koarktacija aorte), smanjeno luc¢enje
hormona S§titnjace, dijabetes, problemi s vidom i sluhom, mnoge autoimune bolesti.
Simptomi se mogu ublaziti terapijom sa hormonom rasta i estrogenom (Ross i sar.,
2006; Akbas i sar., 2012). Osobe sa monozomijom X hromozoma imaju normalnu
inteligenciju. U znacajnom broju slucajeva postoji hromozomski mozaicizam, tako da
osobe sa normalnom ¢elijskom linijom imaju moguénost da budu plodne. U slucaju da
u drugoj ¢elijskoj liniji postoji materijal Y hromozoma, mora se ispitati disgenezija
gonada, jer takve gonade mogu maligno da alteriraju i treba ih odstraniti hirurski (Al

Alwan i sar., 2014).

6. Klinefelter sindrom

Klinefelter-ov sindrom ili sindrom XXY je poremecaj u broju polnih hromozoma kod
muskaraca, a koji je posledica pojave jedne dodatne kopije X hromozoma (Slika 4).
Ovaj sindrom se pojavljuje kod 1:500 do 1000 Zivorodene muske dece. Hromozom X
koji je u visku moze biti poreklom od majke zbog nerazdvajanja hromozoma u prvooj
ili drugoj mejotskoj deobi ili od oca zbog nerazdvajanja hromozoma u prvoj mejotskoj
deobi. Kod vecine se simptomi ne manifestuju do puberteta. Dijagnostikovanje prema
fizickim karakteristikama nije pouzdano jer se one razlikuju od osobe do osobe, zbog
Cega je jedina pouzdana metoda geneticko testiranje. Neke od karakteristika ovog
sindroma su: slabija miSi¢na snaga, visi rast, smanjeno stvaranje testosterona, manje
muzevno lice i dlakavost, Siri bokovi, razvijene grudi (ginekomastija), slabije kosti,
neplodnost zbog nepostojanja spermatozoida u spermi, mali testisi (hipogonadizam),

povecana incidenca autoimunih bolesti, karcinoma dojke, bolesti vena, osteoporoze.
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Razvoj sekundarnih seksualnih karakteristika i dugotrajna prevencija osteoporoze

postizu se leCenjem testosteronom, pocevsi od puberteta. (Aksglaede i sar., 2013).

Abnormal Abnormal Mormal
{Turmer (Klinefelter
syndrome), syndromej,

sterile sterile

Slika 4. Aberacije polnih hromozoma. /Preuzeto iz Purves et al.
Life: The Science of Biology. 4™ ed. Sinauer Associates; 1994.

7. Cri-du-chat sindrom

Delecija kratkog kraka hromozoma 5 (delecija 5p) ili Cri-du-chat sindrom je poremecaj
uzrokovan gubitkom dela kratkog kraka hromozoma 5 i jedan je od najucestalijih
delecijskih sindroma. Ucestalost ove bolesti kod tesko mentalno zaostalih osoba
(IQ<20) je otprilike 1:100. Ime ,,cri du chat* dolazi od jedinstvenog mijaukavog placa
koji jako nalikuje na mijauk male macke a koji se ¢uje u neposrednom novorodenackom
razdoblju, traje nekoliko nedelja, a potom nestaje. Ucestalost sindroma u ljudskoj
populaciji je 1:20000 do 50000 novorodencadi. Klinicka slika sindroma macjeg placa
je: mentalna retardacija, mala tezina po rodenju, usporen fizicki i kognitivni razvoj,
mikrocefalija i mesecast oblik lica sa malom bradom, antimongoloidni polozaj o¢iju i
hipertelorizam (veliki razmak izmedu ociju), usta koja ne mogu potpuno da se zatvore,
slab tonus miSica lica koji otezava ishranu (moze da sisa) i govor, nisko postavljene i
loSe formirane usne skoljke, karakteristi¢an pla¢ kao mjaukanje macke koji je posledica

anomalija u razvoju grkljana (larinksa) (Espirito Santo i sar., 2016).
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8. Wolf—Hirschhornov sindrom

Delecija kratkog kraka hromozoma 4 (delecija 4p) ili Wolf—Hirschhornov sindrom
izaziva teSku mentalnu zaostalost. Manifestacije mogu ukljucivati mikrocefaliju,
izboceno Celo, Sirok ili povijen nos, promene koZe glave u sredi$njoj liniji, epikantus,
hiprertelorizam, ptozu i kolobome, rascep nepca, kratak vrat, usporeni razvoj kostiju te
kod decaka, anomalije srca i bubrega, hipospadiju i kriptorhizam. Mnoga zahvacena
deca umiru tokom dojenackog doba, a mali broj onih koji dozive do dvadesetih godina

zivota imaju teSke anomalije i sklonost infekcijama i epilepsiji (Battaglia i sar., 2010).

Kod svake trudnoée postoji rizik za radanje deteta sa hromozomskim bolestima. Za
utvrdivanje individualnog rizika potrebno je uzeti u obzir njen pocetni rizik, koji zavisi
od starosti majke i gestacijske starosti, i pomnoziti ga sa faktorima verovatnoce, koji,

pak, zavise od rezultata niza skrining testova koji se primenjuju tokom trudnoce.

1.4 SKRINING HROMOZOMOPATIJA

Imajuéi u vidu da je znacajan broj kongenitalnih anomalija uzrokovan hromozomskim
aberacijama, u savremenoj perinatologiji skriningu hromozomopatija posvecuje se
velika paznja i postojece metode se stalno unapreduju. Skrining hromozomopatija
predstavlja neinvazivne metode za procenu individualnog rizika u svakoj trudnodi.
Osim starosti majke, u proceni rizika za hromozomopatije koriste se neinvazivni
biohemijski skrining i ultrazvu¢ni pregled fetusa, kao i kombinacija ove dve metode.
Efikasnost skrininga hromozomopatija se znatno poboljsala tokom poslednjih dvadeset

godina i to poboljSanjem tehnickih moguénosti, ali i izmenama koncepta skrininga.

1.4.1 Skrining hromozomopatija u prvom trimestru trudnoée

Skrining hromozomopatija u prvom trimestru kako ultrazvuc¢nim pregledom tako i
kombinacijom ultrazvu¢nog i biohemijskog skrininga ima znacajne prednosti nad
kasnijim skriningom - ranu dijagnozu sa sledstvenim jednostavnijim i manje
traumati¢cnim prekidom trudnoce ukoliko se roditelji na to odlu¢e. Kombinovani
skrining prvog trimestra ukljuCuje godine majke, majc¢inu zdravstvenu istoriju,

gestacijsku dob, ultrazvucnim pregledom izmerenu vrednost vratnog nabora fetusa
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(nuchal tanslucency, NT) izmedu 11.0 i 13.6 nedelja gestacije i evaluirano
prisustvo/odsustvo nosne kosti fetusa, i nivoe maternalnih serumskih hormona,
slobodnog beta-humanog horionskog gonadotropina (free B-hCG) i sa trudno¢om
povezanog plazma proteina A (pregnancy-associated plasma protein, PAPP-A) (Ray,
2015). Kombinovani skrining u prvom trimestru omogucava izracunavanje
individualnog rizika za aneuploidije, kao §to su trizomija 21, trizomija 13 i trizomija
18. Stopa detekcije kombinovanim testom je 84-90%, uz stopu lazno pozitivnih
rezultata od 5% (Li, 2015). PAPP-A je nizak u trudno¢ama sa Daunovim sindromom,

a hCG povisen (Macri, 1993; Orlandi, 1997).

1.4.2 Skrining hromozomopatija u drugom trimestru trudnoce

U drugom trimestru trudnoce, izmedu 16. i 20. nedelje gestacije u majé¢inom serumu
mere se koncentracije humanog horionskog gonadotropina (hCG), nekonjugovanog
estriola i alfa-fetoproteina (AFP) u "Triple" testu i dodatno inhibina A u "Quadriple"
testu i procenjuje kompozitni rizik za trizomiju 21, trizomiju 18 i defekte neuralne tube
(NTD-neural tube defect). Senzitivnost "Triple" testa iznosi 70%, a "Quadriple" testa
75%, uz 5% lazno pozitivnih rezultata. Kod fetusa sa Down sindromom nivoi AFP i
estriola su sniZeni, a nivoi hCG-a i inhibina poviSeni. U trizomiji 18 nivoi sva tri

markera su sniZeni (Dey, 2013).

1.4.3 Neinvazivni prenatalni test (NIPT)

Poslednjih nekoliko godina tezi se ka osmisljavanju neivazivnih prenatalnih genetickih
testova iz krvi majke, kojima bi se smanjila ucestalost invazivnih zahvata. Otkric¢e
slobodne fetalne DNK (cfDNA, cell-free DNA) u maj¢inoj krvi oznacilo je prekretnicu
u razvoju neinvazivnih prenatalnih molekularno-geneti¢kih analiza i priblizilo nas

razvoju neinvazivne prenatalne dijagnostike (Wagner 2012).

Istrazivanja su pokazala da koncentracija slobodne fetalne DNK raste tokom gestacije
1 krajem prvog trimestra trudno¢e u maj¢inom krvotoku prisutno je oko 5-10% cfDNA,
Sto je 20 do 25 puta veca koncentracija od koncentracije samih fetalnih ¢elija (Chiu i

sar. 2011).
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Slobodna fetalna DNK poreklom je iz ¢elija placente, sinciciotrofoblasta, te je u odnosu
na maj¢inu slobodnu DNK kraca (fragmenti manji od 200 baznih parova), degradiranija

1 hipometiliranija (Albetty i sar. 2007).

Primena analize slobodne fetalne DNK iz trudnicke plazme dugo vremena je bila
onemogucena, zbog nemogucnosti odvajanja majéine od slobodne fetalne DNK. Tek
otkricem metode masivnog paralelnog sekvencioniranja (MPS) i razvojem
bioinformatickih alata omoguceno je testiranje aneuploidija (Chiu i sar. 2008; Fan i sar.

2008).

Uzorak majcinske krvi
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Sekvenciranje slobodno CCCTTAGCGCTTTAACGTACGTAAAACCCTT
cirkulisuce DNK AACGTACGTAAAAACGGGGTCAAAGGTTCCC
tehnikom masivnog GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAAACTT
paraleinog sekvenciranja GAATCGATGCCCAAACGGGGTCAAAGTTCCC
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Slika 5. Sematski prikaz analize fetalne DNK iz majéine krvi. /Preuzeto sa

http://www.safegenebalkan.com

Iako ova metodologija ima visoku cenu, a analize su dugotrajne i kompleksne, napredak
tehnologije 1 sprovodenje velikih klinickih studija tokom poslednjih godina doveli su
do razvoja savremenih neinvazivnih prenatalnih testova koji analiziraju slobodnu
fetalnu DNK iz majc¢ine krvi (NIPT). Prvi takav test predstavljen je 2011. godine i od
tada veoma brzo proSiren po Citavom svetu, u ¢emu primat imaju komercijalne
laboratorije koje su u poslednjih nekoliko godina znacajno izmenile ovo dijagnosti¢ko

podrugje.
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Na trziStu su prisutne tri varijante NIPT-a:

e masivno paralelno sekvenciranje Citavog genoma koje karakteriSe 10-20 miliona
ocitavanja i potencijal za utvrdivanje aneuploidija svih hromozoma; temelji se na
sekvenciranju i brojanju velikog broja pojedinacnih DNK fragmenata iz plazme koji se,
poredenjem sa referentnim genomom, pridruzuju hromozomu sa kog poticu;

e ciljano sekvenciranje hromozoma kojim se radi manji broj o¢itavanja, jeftinije i brze
se dode do rezultata, ali se dobije manja koli¢ina informacija o genomu;

e sckvenciranje SNP (single nucleotide polymorphism-polimorfizam jednog
nukleotida) lokusa na hromozomima od interesa, koje uzima u obzir relativni
kvantitativni doprinos majc¢inog i ofevog genoma u plazmi, ne zahteva referentnu
vrednost i ima potencijal za utvrdivanje triploidije; u jednoj reakciji umnozava se 20000
SNP sekvenci koje se nakon toga sekvenciraju, odrede njihovi polozaji na
hromozomima i proceni da li se radi 0 monozomi¢nom, dizomi¢nom ili trizomi¢nom

fetusu (Bianchi and Wilkins-Haug 2014; Wagner 2015).

Trenutna ograni¢enja NIPT-a su relativno veliki udeo neuspelih analiza (2,6%-5,4%) 1
usmerenost na naj¢esce trizomije. Takode, javlja se i odredeni postotak lazno pozitivnih
(0,25-1%) 1 lazno negativnih rezultata (manje od 1%), zbog Cega se svaki pozitivni
rezultat NIPT-a mora potvrditi referentnom metodom (Bianchi and Wilkins-Haug,
2014). Rezultati validacijskih NIPT studija pokazali su da je ta¢nost detekcije Down
sindroma 99,5%, Edwards sindroma 99% i Patau sindroma 79-92% (Palomaki i sar,
2012; Bianchi i sar. 2012). NIPT testiranje je neuspesno u oko 2% slucajeva, a
uglavnom zavisi od udela fetalne frakcije u ukupnoj slobodnoj DNK u cirkulaciji (Benn
2014). Na udeo slobodne frakcije uti¢u: indeks telesne mase trudnice, gestacijska dob,
tip aneuploidije, viSeplodnost i mozaicizam (Ferres i sar. 2014). Medu lazno pozitivnim
slucajevima znacajni su bioloski razlozi poput ogranicenog placentarnog mozaicizma,
uniparentalne dizomije, mozaicizma kod majke, sindroma nestajueg blizanca,
malignog oboljenje trudnice (Wagner 2016). Razlog za laZzno negativan rezultat
uglavnom je ogranic¢eni placentarni mozaicizam (Mao i sar. 2014; Hochstenbach i sar.
2015). Poslednje dve godine, osim NIPT testiranja aneuploidija hromozoma 13, 18 i
21, sprovode se i analize poremecaja polnih hromozoma i nekih strukturnih
hromozomskih aberacija (Wang i sar. 2016). Razvijene su i NIPT analize za
mikrodelecijske sindrome (22q11.2, 1p36, Cri-du-Chat, Prader-Willi/Angelman),

monogenske bolesti (Wilsonova bolest, kongenitalna adrenalna hiperplazija), neke
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retke bolesti (Gaucherova bolest) pa ¢ak i za neinvazivno prenatalno testiranje

celogenomskog broja ponavljajuéih sekvenci (eng. CNV's).

Glavna prednost primene slobodne fetalne DNK iz krvi majke je neinvazivnost,
odnosno, neskodljivost kako za majku tako i za plod. Druga vazna prednost pred
konvencionalnim skrining testovima je mogucnost testiranja tokom cele trudnoce.
Bioloske karakteristike slobodne fetalne DNK su takve da se njen udeo povecava sa
staroS¢u trudnoce, Sto dodatno doprinosi tacnosti rezultata. Uz spomenute prednosti
primene slobodne fetalne DNK iz krvi majke, postoje i ograni¢enja koja u ovom
trenutku sprecavaju analizu slobodne fetalne DNK da postane klinicki dijagnosticki
test. Radi se o komercijalno dostupnim genetickim testovima koji se cesto sprovode bez
adekvatnog genetickog informisanja. Ponekad su pogresno interpretirani kao
dijagnosticki testovi, a zapravo su skrining testovi ¢iji patoloski rezultat mora da se
potvrdi invazivhom metodom. U mnogim zemljama sveta ne postoji zakonska
regulativa, niti strune smernice koje bi regulisale sprovodenje NIPT-a, a zdravstvena
osiguranja u pravilu ne pokrivaju troskove testiranja (Wagner 2016). Testiranja
slobodne fetalne DNK usmerena su na najceS¢e trisomije, ne detektuju druge
hromozomske abnormalnosti, samo aneuploidije ¢itavih hromozoma. Postoji relativno
veliki udeo neuspelih analiza (2,6%-5,4%), a jedan od razloga je niska koncentracija
slobodne fetalne DNK. NIPT nije validiran za viSeplodne trudnoce, i u ovom slucaju,
svaki pozitivni rezultat NIPT testa mora se potvrditi referentnom metodom (Wagner
2015). Pretraga fetalne DNK iz krvi majke u svrhu utvrdivanja fetalne trizomije nije
dijagnosticki test i iz razloga Sto je u ovom slucaju uzorak DNK poreklom iz placente,
a kariotip ploda i posteljice se u retkim situacijama ne podudaraju (pojava 'ograni¢enog

placentarnog mozaicizma').

Podrucje NIPT testiranja trenutno je najizazovnije i najdinamicnije podrucje prenatalne
dijagnostike. NIPT polako evoluira prema fetalnoj molekularnoj kariotipizaciji
zahvaljujudi istrazivanjima koja su pokazala da je moguce sekvencionirati itav fetalni

genom neinvazivnim uzorkovanjem.

Zbog svega prethodno navedenog, treba naglasiti da je ultrazvucna dijagnostika i dalje
nezaobilazna kao komplementarna metoda prenatalne dijagnostike u svrhu

iskljuc¢ivanja strukturnih fetalnih anomalija. Ukoliko se ultrazvu¢no primeti strukturna
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anomalija ploda, odmah se preporucuje invazivni dijagnosticki test (American College

of Obstetricians and Gynecologists 2015).

1.5 ULTRAZVUCNI SKRINING HROMOZOMOPATIJA

U poslednjih cetrdeset godina, zahvaljuju¢i ne samo napretku tehnologije i
usavr$avanju ultrazvu¢nih aparata, nego i sticanju iskustava samih istrazivaca, kao i
mogucénosti transabdominalnog i transvaginalnog pristupa, ultrazvuk postaje moéno
"oruzje" u pracenju intrauterinog stanja ploda. Zahvaljuju¢i visokoj rezoluciji
savremenih ultrazvucnih aparata, kao i primenom 3D i 4D ultrazvuka, ovom metodom
je moguce otkriti sve vec¢i broj fetalnih anomalija, pa je stoga ultrazvuk jedna od veoma
vaznih metoda prenatalne dijagnostike (Ray, 2015; Renna, 2013). To se ne odnosi samo
na pracenje intrauterinog rasta, koli¢ine plodove vode, vitalnosti ploda nego i sve
ranijeg otkrivanja fetalnih malformacija i ultrazvuénih markera hromozomskih i drugih

fetalnih abnormalnosti (Balk i Balk, 2007).

Rutinska primena ultrazvuka u trudno¢i dovela je do uspostavljanja razlicitih standarda,
kako u pogledu sadrzaja i dinamike pregleda, tako i u pogledu pracenja rasta i promena
u strukturi odredenih tkiva. Za pravilnu interpretaciju nalaza neophodno je poznavanje

gestacijske dobi, faktora rizika i patoloskih faktora vezanih za trudnocu.

U okviru antenatalne zastite - pracenja rasta i razvitka fetusa, u veéini evropskih
zemalja standardno se preporucuju tri ultrazvucna pregleda: izmedu 9. i 12. nedelje,

zatim 19. 1 22. nedelje kao 1 29. i 32. nedelje gestacije (Ranta, 2010).

1.5.1. Ultrazvuéni markeri hromozomskih aberacija

Tokom poslednje dve decenije otkriveni su brojni markeri, koji predstavljaju
sonografski uocljive karakteristike fetusa, a udruzeni su sa razli¢itim hromozomskim
abnormalnostima. U cilju identifikacije fetusa kod kojih postoji povecan rizik, sprovodi
se ciljani ultrazvu¢ni pregled, tokom koga se traga za specificnim markerima

hromozomskih aberacija (Antsaklis, 2008).

Ultrazvu¢nim pregledom moguce je uociti dva tipa ultrazvucnih markera koji sugerisu

postojanje hromozomskih poremecaja. Prvi tip predstavljaju krupne, "major",
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strukturne anomalije fetusa. Drugi tip su "moguci markeri", odnosno "soft" markeri,
koji nisu specifi¢ni, manje su zna¢ajni i ¢esto su tranzitorni. Ovi markeri mogu se uociti
i kod normalnih fetusa, ali je njihova incidenca veca kod fetusa sa hromozomskim

aberacijama, zbog Cega su oni vazan deo ultrazvu¢nog pregleda (Ali i sar., 2012).

Iz didaktickih razloga anomalije delimo prema organskim sistemima kojima pripadaju
iako neke anomalije zahvataju viSe organa i organskih sistema zajedno (Kurjak i Kos,

1998).

Krupne anomalije mogu se na¢i kod preko 25% fetusa sa aberacijama hromozoma, dok
se jedan ili viSe "soft" markera moZe uociti u najmanje 50% ovakvih slucajeva (Nyberg

i sar., 1998; Stoll i sar., 1993; Hill, 1996; Vintzileos i sar., 1997; Nadel i sar., 1995).

U studijama o stopama detekcije Daunovog sindroma ultrazvu¢nim skriningom mnogo
je kontroverzi koje se odnose na znacaj ultrazvu¢nih markera, posebno kada se nadu

kao izolovani (Smith-Bindman i sar., 2007; Benn i Egan, 2007).

1.5.2 Ultrazvucéni skrining u prvom trimestru trudnoée

Prvi ultrazvucni pregled temelji se na dijagnostikovanju trudnoce u uterusnoj Supljini,
vitalnosti ploda, starosti trudnoce, kao i pregledu osnovnih anatomskih detalja ploda i

posteljice.

Potom svaka trudnica treba da bude obavezno pregledana od 11 do 14 nedelje trudnoce,
kada sledi ultrazvu¢na biometrija ploda, tj. metoda merenja odredenih anatomskih
struktura, uporedivanje sa standardnim vrednostima za odredeno doba trudnoce i

procene odgovara li plod svojom veli¢inom trajanju trudnoce.

Protokol ovog pregleda podrazumeva odredivanje parametara kao $to su broj plodova,
zatim biometrija ploda — duzina teme-trtica (CRL- crown-rump length ), biparijetalni
dijametar (BPD), obim glave (HC- head circumference), obim abdomena (AC-
abdominal circumference), duzina femura (FL- femur length), zatim poloZaj i zrelost
posteljice, morfologija i poloZaj pupcanika, koli¢ina plodove vode, broj i ritmi¢nost
otkucaja srca, protok kroz arterije uterine, kompletna anatomija ploda i pokreti ploda

(Izquierdo i sar., 1991; Abu-Rustum i sar., 2010).
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Devedesetih godina proslog veka, Szabo i Gelen iz Madarske objavili su prve rezultate
koji su povezali debljinu nuhalne translucence (NT) sa trisomijom 21. para hromozoma
i drugih velikih hromozomskih defekata, sa preko 50 razli¢itih urodenih mana, te sa
nepovoljnim perinatalnim ishodom (Szabo i Gelen, 1990). Prekretnica u ultrazvucnoj
dijagnostici u prvom trimestru dogodila se 1992. godine, kada je Nikolaides sa
saradnicima objavio studiju o incidenci hromozomskih defekata od 35% kod fetusa sa
nuhalnom translucencom > 3mm (Nicolaides i sar., 1992). Na taj nacin otvoreno je
novo poglavlje u ranom neinvazivnom skriningu hromozomopatija, jer je danas
merenje NT postalo sastavni deo nacionalnog programa antenatalne zastite u velikom
broju zemalja Sirom sveta. Nuhalna translucenca ili prosvetljenje predstavlja izolovanu
nakupinu tecnosti ispod koze na zadnjoj strani vrata fetusa u prvom trimestru trudnoce.
Termin translucenca se koristi jer dobro propusta ultrazvucne talase, pa je na
konvecionalnom prikazu crn (transehosonic¢an). Brojne studije pokazale su povezanost
zadebljanja vratnog nabora > 3mm, sa hromozmskim aberacijama, posebno
aneuploidijama (Loncar i sar., 2011). Uvecana NT nije samo marker aneuploidija i
drugih hromozomskih defekata fetusa, ve¢ i brojnih poremecaja na genskom nivou, kao
i drugih strukturnih anomalija fetusa, prvenstveno sr¢anih mana (Souka i sar., 2005;

McAuliffe i sar., 2004; Burger i sar., 2015)

Poslednjih godina, osim nuhalne translucence, u skrining se uvode i drugi "soft"
markeri hromozomopatija prvog trimestra, nosna kost, duzina maksile, protok kroz
dustus venosus, ugao ilijacnih kostiju, duzina femura (Nicolaides, 2011; Koo i sar.,

2014).

Studije efektivnosti ultrazvucnog pregleda u otkrivanju strukturnih defekata fetusa
izmedu 11. 1 13. nedelje gestacije, pokazale su Sirok opseg, izmedu 18% 1 71% (Borrel
isar., 2011). Najcesce otkrivene krupne (major) strukturne anomalije u prvom trimestru
su akranija, holoprozencefalija, sindrom hipoplazije levog srca, omfalokela,
megavezika, fetalni hidrops 1 skeletne anomalije (Yankova i sar., 2016). U
multicentricnoj studiji Syngelaki i saradnici, pokazali su da je transabdominalni
ultrazvuéni pregled izmedu 11. 1 13. nedelje gestacije, 100% senzitivan za odredene
krupne fetalne anomalije, ukljucujuéi akraniju, holoprozencefaliju, gastroSizu,
megaveziku i skeletne anomalije. Medutim, bilo je otkriveno samo 34% krupnih sr¢anih
anomalija (Syngelaki i sar., 2011). Kasnije su Iliescu i saradnici objavili da je

kombinovanom upotrebom transvaginalnog i transabdominalnog ultrazvu¢nog
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pregleda, uz dodatnu upotrebu kolor Doplera, u prvom trimestru trudno¢e moguce

otkriti 76% svih krupnih defekata i 90% krupnih sr¢anih anomalija (Iliescu i sar., 2013).

Rana dijagnoza krupnih strukturnih defekata fetusa, kao $to su holoprozencefalija,
omfalokela, megavezika i krupne sréane anomalije, vazna je iz razloga $to su ove
anomalije Cesto udruzene sa hromozomskim aberacijama. Trizomija 13 ili trizomija 18
nadene su kod 65% fetusa sa holoprozencefalijom, 55% fetusa sa omfalokelom i 30%
fetusa sa megavezikom, dok je kod 40%-63,5% fetusa sa trizomijom 21 nadena

anomalija srca (Kagan i sar., 2010; Novotna i sar., 2012).

Iako ultrazvuéni pregled u prvom trimestru moze otkriti 50% fetalnih malformacija, on
ne moze da zameni ultrazvucni pregled u drugom trimestru jer neke malformacije
nastaju kasnije u razvoju fetusa. Takode ne treba zaboraviti da tacnost ultrazvu¢nog
nalaza u prvom trimestru moze biti kompromitovana tranzitnim nalazima kao §to su
umbilikalna hernija, mali septalni defekt, hidronefroza ili megavezika, koji mogu
spontano da se rese tokom intrauterusnog zivota (Kashyap i sar., 2015; Kagan i sar.,

2010).

1.5.3 Ultrazvuéni skrining u drugom trimestru trudnode

Ultrazvucni pregled fetusa u drugom trimestru graviditeta predstavlja rutinski postupak

za otkrivanje poremecaja fetalne anatomije.

Rutinska merenja fetusa u drugom trimestru ukljucuju biparijetalni dijametar (BPD),
obim glave (HC- head circumference), obim abdomena (AC- abdominal

circumference) i duzinu femura (FL- femur length).

Ultrazvuéno ispitivanje fetalnih anomalija ukljucuje longitudinalne, transverzalne i
kose preseke koji pokazuju sledece:
1) glava, ukljucuje horioidni pleksus, lateralne komore, interhemisferi¢nu fisuru
sa talamusom, mozdanim stablom i cerebelumom,
2) fetalno lice (orbita, maksila, mandibula) i vrat,
3) srce, luk aorte sa descendentnom aortom,
4) abdomen sa jetrom desno i te¢nos¢u napunjenim Zelucem levo, umbilikalnom
venom do umbilikusa, oba bubrega i urinom napunjena besika,

5) fetalni ekstremiteti,
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6) mesto i polozaj placente.

Cilj ovog ultrazvucnog pregleda je da se Sto je detaljnije mogucée obavi opservacija svih
delova tela ploda, proceni rast ploda, odredi lokalizacija i izgled posteljice i proceni
koli¢ina plodove vode. Prilikom ovog pregleda posebna paznja se poklanja gradi
mozga, izgledu lica, gradi skeleta, detaljima na Sakama i stopalima, izgledu i funkciji

srca, digestivnog trakta, bubrega i besike.

Sistem trodimenzionalne ultrazvu¢ne vizuelizacije moze da prikaze jedva vidljive
morfoloske abnormalnosti, kao §to su abnormalnosti na fetalnom licu i polidaktiliju. S
druge strane, dobro prikazuje distribuciju protoka placentarne krvi, znaci daje dobru

informaciju o placentarnoj cirkulaciji (Baba i sar., 1984).

Brojne fetalne strukturne anomalije i nepatoloski ili "soft" markeri koje je moguce
otkriti tokom ultrasonografskog pregleda fetusa u drugom trimestru povezani su sa
hromozomskim aberacijama (Raniga i sar., 2006). Ultrazvu¢ni markeri hromozomskih

aberacija u drugom trimestru prikazani su u tabeli 1.
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Tabela 1. Major i "soft" ultrazvu¢ni markeri hromozomskih aberacija

Sistem Major markeri Soft markeri
CNS Ventrikulomegalija,  holoprosencefalija, Cista horioidnog
mikrocefalija, abnormalnosti zadnje fose ~ pleksusa
Misi¢no-skeletni Anomalije Saka 1 stopala-sindaktilija, Skracene duge
klinodaktilija, stisnute Sake fetusa, kosti
radijalna aplazija, uvrnuta stopala, rocker-
bottom stopalo
Lice Rascep usne i nepca, mikrognacija, -
makroglosija, hipo i hipertelorizam, nisko
postavljene usi, male usi
Vrat Cisti¢ni higrom Zadebljanje
vratnog nabora
Srce ASD, VSD, sindrom hipoplazije levog Hiperehogeni
srca, tetralogija Fallot i druge kompleksne fokus
anomalije srca
GIT Ezofagealna i duodenalna atrezija, Hiperechogena
dijafragmalna hernija, omphalocela creva
Genito-urinarni Hidronefroza, displasti¢na bolest bubregai Pijelektazija
trakt renalna ageneza
Druge anomalije Simetri¢ni [UZR SUAS

Studije su pokazale da ultrasonografskim pregledom fetusa u drugom trimestru moze
biti otkriveno 50%-90% fetusa sa Down sindromom, 90%-100% fetusa sa Patau
sindromom, 80%-100% fetusa sa Edwards sindromom (Driscoll i Gross, 2009;
Breathnach i sar., 2007; Zhong i sar., 2011). Wax i sar. Sproveli su studiju efikasnosti
ultrazvucne dijagnostike u otkrivanju fetusa sa hromzomskim aberacijama u drugom
trimestru, u kojoj je pokazano da 82% fetusa sa aneuploidijama ima jednu ili viSe
strukturnih anomalija ili "soft" markera, ukljucujuéi 71,4% fetusa sa trizomijom 21

(Wax i sar., 2000).

Intrauterusni zastoj u rastu (IUZR) fetusa patolosko je stanje koje dovodi do toga da
dete na rodenju ima telesnu masu ispod 10. percentila od one koja se smatra normalnom
za njegovu gestacijsku starost. [IUZR javlja se kod 3—10% trudnoca, dok se kod 20%

mrtvorodenih neonatusa otkriva zastoj u rastu. Stopa perinatalnog mortaliteta je 4—8
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puta ve¢a kod novorodenih sa zastojem u rastu, a morbiditet je prisutan kod 50%
novorodenih. Medu etioloskim faktorima odgovornim za IUZR, jedna tre¢ina varijacija

u telesnoj tezini novorodencadi odredena je genetiCkim faktorima (Wollmann, 1998).

Pri svakom antenatalnom ultrazvu¢nom pregledu neophodno je odrediti i volumen
amnionske tecnosti. Abnormalna koli¢ina plodove vode moze biti uzrok razlicitih
nezeljenih ishoda trudnoce. Fetalne kongenitalne anomalije (npr. opstrukcija
gastroinestinalnog ili urinarnog trakta), hromozomske abnormalnosti (npr. trizomija
18) i intrauterini zastoj u rastu mogu biti udruzeni sa patoloskom koli¢inom amnionske
tecnosti (Ott, 2005; Locatelli i sar., 2004; Chauhan i sar., 1999). Shodno tome, procena
volumena amnionske tecnosti je jedan od osnovnih parametara u pracenju fetalnog

razvoja.

1.5.4 Ultrazvucéni pregled u tre¢em trimestru trudnoce

U periodu izmedu 28. i 32. nedelje gestacije fetus se ponovo pregleda u celini.
Proverava se veliCina fetusa i da li prati ocekivane krive rasta, da li se od prethodnog
pregleda razvilo neko odstupanje od normalnog razvoja, definiSe se polozaj posteljice

1 ponovo procenjuje koli¢ina plodove vode.

Nalaz jedne krupne ("major") strukturne malformacije ili dva ili vise "soft" markera na
nekom od ultrazvuénih pregleda, povecava rizik za postojanje hromozomskih
poremecaja ploda, Sto zahteva geneti¢ko informisanje pacijenata i invazivnu prenatalnu

dijagnostiku (Williamson i sar., 1987).

Veoma je vazno da se pacijentima uvek napomene da se radi o procesu skrininga, ma
koliko efikasan on bio, a ne definitivne dijagnoze i da se dijagnoza moze postaviti samo

na osnovu invazivne intervencije i odredivanja kariotipa ploda.

Ultrazvuk u prenatalnoj dijagnostici ima viSestruku primenu, na prvom mestu se koristi
za otkrivanje fetalnih anomalija ali njegov znacaj kao pomoéne metode prilikom
izvodenja drugih prenatalno-dijagnostickih postupaka, kao Sto su amniocenteza,
biopsija horionski Cupica, fetoskopija i druge, nije nisSta manji (Popic¢-Palji¢ i Krstic,

1995).
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1.6 INVAZIVNA PRENATALNA DIJAGNOSTIKA

Prenatalno geneticko testiranje odnosi se na primenu metoda citogenetike i molekularne
genetike tokom trudnoce sa ciljem postavljanja dijagnoze ploda u rizicnim trudno¢ama

(Brajenovi¢-Mili¢ i Stipoljev, 2016).

Pouzdana dijagnostika hromozomopatija je moguca jedino analizom hromozoma
fetalnih celija ili ¢elija posteljice. Medutim, da bi se one dobile potrebne su odredene
intervencije koje zavise od starosti trudnoce, a koje se rade pod kontrolom ultrazvuka.
S obzirom na to da kod svih postoji odredeni procenat rizika za spontani pobacaj,
potrebno je pazljivo odabrati trudnice kojima ¢e se raditi citogeneticka dijagnostika,
odnosno trudnice kod kojih postoji visok rizik od hromozomopatija, pa je postupak

opravdan.

Indikacije za citogeneticku analizu prvenstveno su starost trudnice i pozitivni
biohemijski ili ultrazvu¢ni markeri hromozomskih aberacija, a zatim ostali faktori
rizika za radanje deteta sa hromozomopatijama, kao §to su anamnesti¢ki podaci ili

bolesti majke.

Preporucuje se da sve invazivne metode prenatalne dijagnostike treba obavljati tek
nakon genetickog informisanja kada se trudnica mora upozoriti na moguce rizike ovih
zahvata: krvarenje, infekciju i moguénost spontanog pobacaja koja iznosi od 0.5 - 2%
(Brajenovi¢-Mili¢ i1 Stipoljev, 2016). Invazivna prenatalna  dijagnostika kao
preventivna metoda u zdravstvenoj zastiti trudnice i ploda ima svoje mesto samo

ukoliko rizik od hromozompatije prevazilazi rizik od komplikacija samog zahvata.

1.6.1. METODE UZIMANJA UZORAKA ZA ANALIZU KARIOTIPA PLODA

1.6.1.1 Biopsija horionskih resica

Analiza horionskih resica (biopsija horionskih resica ili aspiracija horionskih resica -
chorion villi sampling CVS) je invazivna metoda prenatalne dijagnostike koja se
primenjuje izmedu 10. i 14. nedelje trudnoce. Kod ovog postupka se tankim kateterom
uneSenim u matericu kroz vaginu (transcervikalni pristup) ili preko trbuha
(transabdominalni put), uz ultrazvu¢no navodenje, aspirira deo posteljicnog tkiva
(horion) za analizu. Horionske resice su prstoliki izdanci postelji¢inog tkiva koji su

genetski identi¢ni fetusu, a razvijaju se veoma rano u trudno¢i, tako da je njihova
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analiza moguca pre analize plodove vode. Rizik od komplikacija nakon intervencije je
1,5-2%. Metodom direktne kariotipizacije, iz aspiriranog tkiva nalaz se dobija za svega

tri dana (Loncar, 2008).

1.6.1.2 Amnioceneteza

Amniocenteza je zahvat kojim se pod kontrolom ultrazvu¢ne sonde iglom ulazi kroz
trbuh majke u matericu i aspirira plodova voda za dalju analizu. Radi se izmedu 16. i
20. nedelje gestacije, a rizik od komplikacija je 0,5%. Pre same punkcije vrsi se detaljan
ultrazvucni pregled, prilikom kojeg se odreduje polozaj bebe, kao i posteljice, kako bi
se izbegla nepreciznost zahvata i povreda fetusa. Plodova voda je te¢nost u kojoj se
nalazi fetus, pa prema tome sadrzi celije koZe i organa fetusa. Za dobijanje dovoljnog
broja ¢elija za analizu potrebno je oko 15 - 20 ml plodove vode, a kultivacija fetalnih

¢elija i kariotipizacija (analiza fetalnih hromozoma) traje oko 3 nedelje (Chitty, 1997).

1.6.1.3 Kordocenteza

Sliéno amniocentezi izvode se kordocenteza — punkcija umbilikalne (pupcane) vene i
kardiocenteza - uzimanje krvi iz leve komore fetalnog srca. Kod kordocenteze punktira
se najmanje 1 cm od mesta na kojem se pupCana vrpca odvaja od posteljice i aspirira
mala koli¢ina krvi (do 2ml) iz pupcCane vene. Rizik od komplikacija nakon intervencije
je oko 1%. Intervencija se radi od 21. nedelje graviditeta, a kultivacija fetalnih limfocita
1 analiza kariotipa fetusa traju oko 7 do 10 dana (Radunovi¢, 1989).

Navedenim invazivnim metodama dobijaju se ¢elije fetusa koje je osim kultivacije u
cilju citogenetickih analiza (kariotipizacija, tehnika hromozomskih mikronizova,
fluorescentna in situ hibridizacija-FISH), moguce koristiti i za molekularno-geneticka,

biohemijska i hematoloska ispitivanja fetusa.
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1.6.2 KARIOTIPIZACIJA

Citogenetika je nauka koja se bavi prouCavanjem strukture i svojstva hromozoma,
njihovim ponasanjem tokom divizije somatskih ¢elija u toku rasta i razvoja (mitoze), i
divizije germinativnih ¢elija tokom reprodukcije (mejoze), kao i njihovim uticajem na
fenotip. Citogenetika takode ukljucuje proucavanje faktora koji izazivaju promene na

hromozomima.

Hromozom sadrzi geneticki materijal svake ¢elije. Naziv hromozoma potic¢e od grcke
reCi chromos-boja, odnosno, lepo se boji odredenim baznim bojama, i soma-telo
(Kearny, 2001). Veli¢ina i broj hromozoma su karakteristi¢ni i tipicni za svaku vrstu
ponaosob. Godine 1956, Dzo Hin Tjio i Albert Livan su utvrdili da ljudi poseduju 46
hromozoma. U telesnim ¢elijama ¢oveka po dva hromozoma su slicna, poreklom su
jedan od majke, jedan od oca i sadrze grupe gena koji determinisu iste karakteristike,
te se nazivaju homologi hromozomi. U pogledu hemijskog sastava, hromozom se
sastoji od: DNK oko 35% (materija gena), proteina 60% (histoni i hertoni) i RNK 5%.
Morfologija 7 hromozoma (izgled i veli¢ina) je razli¢ita, Sto omogucava njihovo
prepoznavanje tj. analizu, na osnovu ¢ega su metafazni hromozomi klasifikovani u
sedam grupa na Denverskoj konfernciji (1960), sa revizijama na Londonskoj konvenciji

(1963), i konferenciji u Cikagu (1966).

Somatske ¢elije coveka sadrze 46 hromozoma tj. 23 para hromozoma. Od toga su 22
para identi¢ni za musku i zensku osobu i nazivaju se autozomni hromozomi. Oni su
poredani po veli¢ini i numerisani su brojevima od 1 do 22, tako da su najmanji 21 i 22.
Dvadeset tre¢i par hromozoma jesu polni hromozomi i oni se razlikuju za zensku (XX)
i za musku (XY) osobu. Y hromozmom je mnogo manji od X-hromozoma i sarzi manji
broj gena, od kojih je najznacajniji TDF, zahvaljuju¢i kojem Y-hromozom daje

karaktristike muskog pola.

Hromozomi se najbolje vide u metafazi celijske deobe. Svaki hromozom ima suzenje,
centromeru, koja ima ulogu u njegovom kretanju u deobi. U zavisnosti od toga da li je
ona postavljena centralno ili ne, hromozomi se dele na: metacentricne,

submetacentri¢ne 1 akrocentri¢ne.

27



CENTROMERA

Metacentrican Submetacentri¢an Akrocentri¢an
hromozom hromozom Hromozom

Slika 6. Klasifikacija hromozoma po mestu centromere. /Modifikovano iz Turnpenny
PD, Ellard S. Emery’s Elements of Medical Genetics. 14 ed. Elsevier Health
Sciences; 2014.

Svaka ziva ¢elija koja ima sposobnost da se deli i sadrzi jedro, moze se Koristiti za
proucavanje hromozoma. Najcesce se u te svrhe koriste limfociti periferne krvi, a sa
istom uspesnoS¢u moguce je upotrebiti i celije koze, kicmene mozdine, horionskih
resica, iz amniotske teCnosti 1 druge celije, koje se odgajaju u kulturi tkiva. Posle
izvesnog broja deoba dodaje se jedan biljni alkaloid — kolhicin koji sprecava formiranje
deobnog vretena. Time se ¢elija zaustavlja u metafazi mitoze kada su hromozomi
najuocljiviji. Hromozomi se jo§ dodatno obraduju, a zatim se boje (Slika 7) (Petkovic,

2001)
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Procedure of karyotyping

Karyotype
Analyze “metaphase spread”
.
5 mL venous blood |
Digest with trypsin
Add phytohamagglutinin and stain
and culture medium with Giemsa
4' -
|
- ¥ r
w 3
Culture at 37°C Spread cells onto
for 3 days slide by dropping
|
L - Add colchicine and > Gl fimd

hypotonic saline

Slika 7. Procedura kariotipizacije. /Preuzeto iz Mueller RF, Young ID. Emery’s
Elements of Medical Genetics. 11 ! ed. London: Churchill Livingstone; 2001.

Za bojenje hromozoma danas se najcesc¢e koristi uobicajna tehnika bojenja sa Giemsa
bojom koja ravnomerno boji hromozome a centromere ostaju stisnute $to omogucéava

merenje duzine hromozoma, poloZaj centromere i raspon krakova.

Glavna prekretnica u razvoju citogenetike nastupa uvodenjem tehnika pruga pocetkom
sedamdesetih godina, kojima se hromozomi mogu definisati prema karakteristicnom
rasporedu pruga duz hromozomske ose (Caspersson, 1971). Ovom metodom se pomoc¢u
kvinakrinskih boja koje se vezuju ravno na DNK dobijaju pruge, brojem i Sirinom
specifiéne za svaki hromozom (Blancato, 1999, Carpenter, 2002). Tom metodom se
postiZze bolji uvid u hromozomske homologe, koje su bez tehnika pruganja bile tesko
prepoznatljive. Zavisno od pripreme kulture tkiva dobijaju se razliCite vrste pruga.
Svaka tehnika pruganja vezana je za samo odredene hromozomske regije (G-metoda
boji hromatide, T-metoda boji telomere, NOR-centromere). Svaki hromozom ima
odredeni uzorak pruganja Sto omogucuje razlikovanje pojedinih hromozoma unutar
kariotipa. Pomocu tehnike pruganja svaki hromozom pokazuje celom duzinom svetlije

i tamnije pruge koje predstavljaju euhromatinska i heterohromatinska podrucja
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hromozoma, te su se bolje identifikovali ne samo celi hromozomi, ve¢ i njihovi pojedini
delovi, odnosno omoguéeno je otkrivanje velikog broja do tada neotkrivenih

hromozomskih aberacija (Dimitrijevi¢ i Lazovi¢, 2012).

Najcesce koris¢eno pruganje je G-pruganje (tehnika G traka-GTG). To je metoda u
kojoj se hromozomi tretiraju tripsinom, a nakon toga boje ljubi¢astom bojom Giemsa.
Svaki homologi par ima jedinstven profil G-pruga §to omogucuje prepoznavanje
pojedinih hromozoma u kariotipu. Tretirani hromozomski preparati analiziraju se pod
svetlosnim mikroskopom. Prvo se odreduje broj hromozoma na osnovu njihovog
brojanja u najcesce 15 - 20 ¢elija. Za detaljnu analizu izabere se najmanje 5
najkvalitetnijih metafaznih ¢elija. Detaljna analiza temelji se na poredenju rasporeda

traka na homologim hromozomima, koji je specifi¢an za svaki pojedinacni hromozom.

Kariotip je skup svih hromozoma u jednoj ¢eliji, sa opisom njihovog broja, veli¢ine i
morfologije. Nakon mikroskopske analize fotografiSu se najkvalitetnije metafazne
¢elije. Izrezu se svi hromozomi i sloze u parove prema veli¢ini i morfologiji u

kariogram (Seabright, 1971).

Kariotipizacija obuhvata izradu, analizu i interpretaciju kariotipa.
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Slika 8. Normalan muski kariotip. Bojenje tehnikom G-traka.

Osim kariotipizacije, kao citogeneticke metode, za analizu hromozoma mogu se
koristiti 1 molekularno-citogeneticke metode kao S§to su fluorescentna in situ
hibridizacija (FISH), kvantitativna fluorescentna lancana reakcija polimerazom (QF-

PCR) ili komparativna genomska hibridizacija (CGH).

1.6.3 TEHNIKA HROMOZOMSKIH MIKRONIZOVA (mikroerej CGH)

U prenatalnoj geneti¢koj dijagnostici metode klasi¢ne kariotipizacije, FISH i QF-PCR

trenutno su metode izbora za otkrivanje hromozomopatija.

Konvencionalna metoda citogenetike, tehnika G-traka, decenijama se koristi za
dijagnostikovanje hromozomskih aberacija (Bartnik i sar. 2014). Glavno ogranicenje
klasi¢ne citogenetiCke metode je rezolucija, koja najcesce iznosi izmedu 5 i 10 Mb,
¢ime je onemoguceno otkrivanje manjih delecija/duplikacija
(mikrodelecija/mikroduplikacija). S druge strane, mikrodelecije i mikroduplikacije
uzrok su klinickih poremecaja kod otprilike 15 % pacijenata sa sumnjom na gensku ili

hromozomsku aberaciju (Vissers i sar. 2005). Dodatna ogranic¢enja kariotipizacije su
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subjektivna procena hromozomskih preuredenja i znacajna varijabilnost u sposobnosti

njihovog otkrivanja izmedu razlicitih laboratorija.

Primena fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) omogucila je precizniju dijagnostiku
i do skoro bila primarna metoda koja se koristila u svrhu detekcije hromozomskih
rearanzmana, medutim ova metoda je limitirana brojem proba koje se simultano mogu
koristiti. Takode, primena FISH-a zahteva precizniju klini¢ku dijagnozu potencijalnih

lokusa u genomu na kojima je doslo do strukturnih promena (Shinawi i Cheung, 2008).

Metoda molekularne kariotipizacije omogucava analizu celog genoma pacijenta

odjednom sa visokom rezolucijom i tako sve ¢eS¢e zamenjuje klasi¢nu kariotipizaciju.

Metoda komparativne genomske hibridizacije na hromozomima temelji se na
fluorescentnom oznacavanju ispitivanog i referentnog DNK-a oznacenog razliitim
bojama, koje se potom istovremeno hibridizuju na unapred pripremljene normalne
hromozomske preparate. Razlike u hibridizaciji ispitivanog i referentnog DNK-a
uocavaju se kao razlike intenziteta boja, Sto je osnova za procenu prisutnosti
hromozomskih preuredenja. Kako bi se dodatno povecala rezolucija, krajem
devedesetih godina razvila se komparativna genomska hibridizacija sa upotrebom
mikromreZa, tj. molekularna kariotipizacija ili tehnika hromozomskih mikronizova
(engl. array-based comparative genomic hybridization — aCGH ili chromosomal
microarray analysis - CMA) (Slika 9.). Iako su prvobitno koris¢eni BAC klonovi (engl.
bacterial artificial chromosome), kasnije su ih zamenile mikromreze s
oligonukleotidima, koje se sastoje od vestacki sintetizovanih kratkih specificnih nizova
nukleotida, koji su jedinstvenog redosleda u genomu i predstavljaju specifi¢an odsecak
humanog genoma (Solinas-Toldo i sar. 1997; Lovrecic€ i sar. 2014). Time je i rezolucija
mikromreza determinisana razmakom i duzinom DNK proba (Cheung i sar. 2005).
Trenutno dostupne komercijalne mikromreze nude rezoluciju od 1000 — 2000 bp.
Analiza rezultata radi se na softveru koji je u mogucénosti da detektuje bazne parove na
pocetku i na kraju mutacije, regione hromozoma, broj proba, veli¢inu aberacije, zatim

koji geni su zahvaéeni mutacijama.
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Array CGH: The Complete Process
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Slika 9. Proces komparativne genomske hibridizacije sa upotrebom
mikromreZza. /Preuzeto iz Theisen A. Microarray-based Comparative Genomic

Hybridization (aCGH). Nature Education 2008; 1(1):45.

Primenom metode analize hromozomskih  mikronizova (CMA) omogucava se
detekcija varijacija u broju kopija koje predstavljaju strukturne promene u DNK na
visokoj rezoluciji od 5-10 kilobaza. Sa odgovaraju¢im dizajnom oligonukleotidnih
proba koje se mogu postavljati ciljano na odredene regione hromozoma ili duz ¢itavog
genoma, moguce je dijagnostikovati nebalansirane mikroskopske i submikroskopske
hromozomske aberacije koje obuhvataju delecije, duplikacije, aneuploidije, marker

hromozome, kao i gubitak heterozigotnosti.

Bolja rezolucija i preciznije mapiranje aberacija, a samim tim i veca sigurnost pri
interpretaciji rezultata (subjektivnost o€itavanja nije moguca), glavne su prednosti ereja
u odnosu na druge citogeneticke metode. Takode, nije neophodna kultivacija ¢elija, Sto
znatno doprinosi uStedi vremena prilikom dijagnostike. Ve¢ina dostupnih erej platformi
koje se koriste u dijagnostici, zahtevaju svega nekoliko mikrograma genomske DNK, a
probe koje se amplifikuju duz ¢itavog genoma daju moguénost analize celog genoma

odjednom i imaju sposobnost otkrivanja duplikacija sa veCom osetljivos¢u (Tomi¢ i
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Vidovi¢, 2016; Stankiewicz i Beaudet, 2007). Studije su pokazale da se array CGH-om

detektuje mozaicizam koji nije vidljiv citogenetickom analizom (Ballif i sar., 2006).

Glavno ograni¢enje metode je nemoguénost otkrivanja balansiranih rearanzmana, kao
Sto su translokacije ili inverzije, kao ni poliploidija, zatim da li su aberacije nasledene
od roditelja ili su nastale de novo. Takode primena platformi koje pokrivaju kompletan
genom na visokoj rezoluciji su veoma skupe, i vrlo Cesto detektuju nebalansirane
aberacije koje nisu klinicki razjasnjene (Park i sar., 2011). Upravo moguénost
otkrivanja varijacija u broju kopija (engl. Copy number variation — CNV) nepoznatog
znacenja (engl. Copy number variants of unknown significance — VUS) predstavljaju
izazov prilikom interpretacije rezultata. Naime, ve¢ina otkrivenih CNV-ova su benigne
varijacije i prisutne su u normalnoj populaciji, dok su neke patoloske. Prilikom
interpretacije rezultata vazan korak c¢ini pregled svih postoje¢ih baza podataka, u
kojima se redovno skupljaju novi primeri, kao §to su DECIPHER, ECARUCA, ICCG
i DGV (Bragin i sar., 2014; Vulto-van Silthout i sar., 2013; Riggs i sar., 2012;
MacDonald i sar., 2014)

Implementacija array CGH kao efektivnijeg i sveobuhvatnijeg dijagnostickog alata
znacajno je poboljSala detekciju varijacija u broju kopija (CNVs), a njen poseban
doprinos se ogleda kod pacijenata sa autizmom, multiplim kongenitalnim anomalijama,
facijalnim dismorfizmom, zastojem u razvoju i mentalnim retardacijama. Dobar dizajn
platformi, odnosno DNK proba, koje su komercijalno dostupne, omogucava detekciju
do 20% viSe aberacija hromozoma koje se primenom dosada$njih metoda citogenetike
nisu mogle dijagnostikovati (Miller i sar., 2010). Uvodenjem ove metode u dobru
klinicku praksu, pored postoje¢ih aplikativnih metoda, omogucava se preciznija
dijagnoza genetickih poremecaja, a time i bolja karakterizacija sindroma, Sto
predstavlja poseban znacaj kod retkih naslednih bolesti (Tomi¢ i Vidovi¢, 2016).
Obzirom na sve vecu upotrebu metode tokom poslednjih godina, raste i broj
razjasnjenih slucajeva zaostajanja u razvoju i urodenih razvojnih anomalija, a otkrivaju
se 1 novi sindromi, poput nedavno opisanih 5q31.34 i 13q12.3 mikrodelecijskih

sindroma (Bartholdi i sar., 2014).

Molekularna kariotipizacija primenjuje se u svim podru¢jima klinicke genetike,
ukljucujuci postnatalne slucajeve, prenatalnu geneticku dijagnostiku, i sve ceSce

preimplantacijsku geneticku dijagnostiku. U navedenim podru¢jima ova metoda
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uspesno nadopunjuje klasi¢nu kariotipizaciju, posebno u slucajevima kada je potrebna

analiza celog genoma sa ve¢om rezolucijom nego kod klasi¢ne kariotipizacije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi su:

1.

Analiza ucestalosti hromozomskih aberacija fetusa u odnosu na tip izolovanog
ultrazvuénog markera (major anomalija ili "soft" marker) i zahvacenost

organskog ili tkivnog sistema.

Utvrdivanje i komparacija empirijskog rizika za nalaz hromozomske aberacije
i rizika od komplikacija nakon intervencije (invazivnog uzimanja uzorka za
kariotipizaciju) u slucajevima detekcije izolovane fetalne anomalije ili

izolovanog "soft" markera.
Komparacija efikasnosti citogenetickih metoda (kariotipizacija versus tehnika

hromozomskih mikronizova) na primeru pet izolovanih anomalija centralnog

nervnog sistema fetusa (umerena ventrikulomegalija).
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3. MATERIJAL I METODE RADA

Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog odbora Klinickog centra Srbije i Etickog

komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, i sprovedeno je u dve etape.

3.1 Metodologija prvog dela istrazivanja

Prvi deo istrazivanja predstavlja studiju preseka, sprovedenu u Klinici za ginekologiju
i akuSerstvo, Klinickog centra Srbije, u koju je ukljuc¢eno 3000 nalaza fetusa i 500

nalaza novorodencadi.

3.1.1 Ispitivanje fetusa

Istrazivanjem je obuhvaéeno 3000 nalaza kariotipa fetusa iz uzoraka horionskih resica
i fetalne krvi ispitivanih u periodu od 16 godina, od januara 2000. godine do januara
2016. godine, u kabinetu za citogenetiku Klinike za ginekologiju i akuserstvo.

U studiju su ukljuéeni nalazi kariotipa svih fetusa sa detektovanim "soft" markerom ili
major anomalijom, multiplim anomalijama ili multiplim markerima hromozomskih
aberacija na jednom od redovnih ultrasonografskih pregleda tokom sva tri trimestra
trudnoce, a pre analize kariotipa fetusa.

Kao izvori podataka o fetalnim sonografskim nalazima i citogenetickim ispitivanjima
koris¢eni su protokoli bolesnika, istorije bolesti, zdravstveni kartoni i godi$nji izvestaji
o radu sluzbi.

Uz sonografski nalaz evaluirani su i starost majke u trenutku zatrudnjivanja, starost
trudno¢e u trenutku detekcije anomalija i rezultati neinvazivnog kombinovanog
(biohemijskog 1 ultrazvu¢nog) skrininga hromozomopatija u prvom ili drugom

trimestru trudnoce.

3.1.2 Ispitivanje novorodencadi

U studiju je takode uklju¢eno 500 analiza kariotipa novorodencadi sa kongenitalnim
anomalijama, dok se za novorodencad bez dijagnostikovanih anomalija pretpostavlja
da imaju normalan kariotip.

Pretrazivanjem baze podataka citogeneticke laboratorije i istorija bolesti, dobijeni su
podaci o klini¢kim nalazima pregleda novorodencadi kojima je radena analiza kariotipa

iz uzoraka periferne krvi.
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Novorodencad su upuc¢ivana na analizu hromozoma od strane pedijatra-neonatologa,
ukoliko je klinickim pregledima otkrivena izolovana anomalija, multiple anomalije ili
multipli markeri.

U ispitivanje su ukljucene i novorodene bebe iz trudnoca kontrolisanih na Klinici za
ginekologiju 1 akuSerstvo, kod kojih je prenatalno raden ekspertni ultrasonografski

pregled koji je ukazao na postojanje anomalija.

Fetusi sa izolovanom anomalijom ili izolovanim "soft" markerom predstavljali su
ispitivanu grupu, dok su kontrolu predstavljali fetusi sa multiplim anomalijama,

novorodencad sa izolovanim anomalijama, kao i referentni literaturni podaci.

3.1.3 Uzorci za citogeneticku analizu

Analiza kariotipa fetusa u prvom trimestru trudnoce, radena je iz uzoraka horionskih
resica dobijenih transabdominalnim uzorkovanjem iz posteljice (chorionic villus
sampling-CVS) pod kontrolom ultrazvuka. Uzorkovanje horionskih resica radeno je od
10. do 15. nedelje gestacije. Horionske resice su uzorkovane u Spric sa fizioloSkim
rastvorom.

Analiza kariotipa fetusa u drugom i tre¢em trimestru trudnoce radena je iz uzoraka
fetalne krvi, koji su dobijeni kordocentezom. Svim fetusima obuhvaéenim ispitivanjem
kordocenteza je radena izmedu 20. i 40. nedelje gestacije. Intervencijom je iz
umbilikalne vene izvlaceno po 2ml fetalne krvi u $pric sa heparinom.

Po 2ml krvi novorodencadi uzimano je iz periferne vene Sake, stopala ili glave, u Spric

sa heparinom.

3.1.4 Citogeneticka analiza (kariotipizacija)

Ispitivanje kariotipa fetusa i novorodencadi vr$eno je konvencionalnim procedurama.

3.1.4.1 Citogeneticka analiza fetusa iz uzoraka horionskih resica
Uzorci horionskih resica su inkubirani 24 sata na 37°C u RPMI podlozi (Gibco) ili
AmnioChrome Plus Karyotyping Medijumu (Lonza) .
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Preparacija hromozoma vrsena je 1,5 sat nakon dodavanja kolcemida koncentracije
10pg/ml (PAA ili Gibco). Hromozomi su Sireni hipotoni¢nim rastvorom natrijum-
hlorida (1% NaCL), a zatim fiksirani smeSom metanola (Merck) i siréetne (glacijalne)
kiseline (Merck), u odnosu 3:1.

U svakom uzorku analizirano je najmanje 10 ¢elija u metafazi, nakon bojenja Gimzom
(Giemza) i G-tehnikom traka, kada su preparati tretirani tripsinom pre bojenja gimzom

(Giemza, Merck).

3.1.4.2 Citogeneticka analiza fetusa iz uzoraka fetalne krvi i novorodencadi iz
uzoraka periferne krvi

Uzorci fetalne krvi i periferne krvi novorodencadi su kultivisani 72 h na 37 °C u Parker
medijumu (Torlak), uz dodatak 20% fetalnog tele¢eg seruma (Foetal bovine serum,
Gibco) 1 mitogena fitohemaglutinina u koncentraciji 10pg/ml (Phytohaemagglutinin,
PAA) ili u PB-MAX Karyotyping medijumu (Gibco).

Jedan sat pre preparacije kulture su tretirane kolcemidom koncentracije 10pg/ml (PAA
ili Gibco), a zatim su metafazni hromozomi Sireni i fiksirani smeSom metanola (Merck)
i sir¢etne (glacijalne) kiseline (Merck), u odnosu 3:1.

Nakon susenja, hromozomi su bojeni G-tehnikom traka, zbog Cega su preparati tretirani
tripsinom i bojeni gimzom (Giemza, Merck).

U svakom uzorku analizirano je najmanje 16 celija u metafazi, a u slucajevima
mozaicizma analizirano je 100 metafaznih celija.

Opisivanje kariotipa i definisanje hromozomskih aberacija vrSeno je po preporukama
Medunarodnog sistema nomenklature za humanu citogenetku iz 1995., 2005. i 2009.
godine (engl. ISCN-An International System for Human Cytogenetic Nomenclature)
(Mitelman, 1995; Shaffer i Tommerup, 2005; Shaffer i sar., 2009).

3.1.5 Ultrazvucni nalaz

Pretrazivanjem baze podataka citogeneticke laboratorije, kartona bolesnika i istorija
bolesti dobijeni su podaci o nalazima ultrazvu¢nih pregleda fetusa u prvom trimestru
(izmedu 10. i 14. nedelje gestacije), u drugom trimestru (izmedu 14. i 28. nedelje
gestacije) i tre¢em trimestru (nakon 28. nedelje gestacije).

Svi ultrazvucni nalazi dobijeni su tokom rutinskog ultrasonografskog skrininga fetalnih
anomalija, a pre invazivne dijagnostike hromozomskih aberacija.

Ultrazvuéni pregledi obavljeni su transvaginalnom ili transabdominalnom sondom od

strane licenciranog i iskusnog specijaliste akusera.

39



Ispitivanjem su obuhvacene kako jednoplodne, tako i viseplodne trudnoce.

3.1.5.1 Ultrazvuéni nalazi fetusa u prvom trimestru

Ultrazvucni pregledi fetusa u prvom trimestru radeni su transabdominalno, izmedu 10.
i 14. nedelje gestacije. U slucajevima kada je trudnica imala visok indeks telesne mase,
u nekim slucajevima povec¢anog nuhalnog nabora (NT) ili suspektne anomalije,

dodatno je raden i transvaginalni ultrazvucni pregled.

Kao komponenta skrininga u prvom trimestru merena je debljine vratnog nabora

(nuhalna translucenca-NT).
Dodatno, pregled prvog trimestra ukljucivao je:

- lokalizaciju placente

- sagitalne preseke kicme

- celovitost kranijuma

- "butterfly" znak (holoprozencefalija)

- Cetvorokomorni pregled srca (situs, simetrija i kolor Dopler kada je indikovano)
- pregled abdomena

- prednji trbusni zid sa insercijom pupcanika i

- Cetiri ekstremiteta.

3.1.5.2 Ultrazvucni nalazi fetusa u drugom trimestru

U drugom trimestru, ultrazvucni pregledi fetusa radeni su transabdominalno, izmedu

14. 1 28. nedelje gestacije.

Ultrazvu¢ni skrining u drugom trimestru osim biometrijskih merenja, biparijetalni
dijametar (BPD), obim glave (HC), obim abdomena (AC) i duzinu femura (FL),
ukljucivao je i:

- lokalizaciju placente

- sagitalne i aksijalne preseke kicme

- celovitost kranijuma, zadnji rog lateralnog ventrikula mozga, kavum septuma

peluciduma, cerebellum, cisterna magna

- vratni nabor

40



- orbite

- gornja usna

- polozaj srca i torako-abdominalnih organa, polozaj pretkomora sa insercijom
Supljih vena u desnu pretkomoru, ¢etvorokomorni pregled srca, izlaze velikih
krvnih sudova, luk aorte

- abdomen i gastrointestinalni trakt

- bubrege i besiku

- prednji trbusni zid sa insercijom pupcanika

- pupcanik sa tri krvna suda

- protok kroz umbilikalnu arteriju i

- indeks koli¢ine plodove vode.

3.1.5.3 Ultrazvucni nalazi fetusa u trecem trimestru

Ultrazvucni pregledi fetusa u treCem trimestru radeni su transabdominalno, nakon 28.
nedelje gestacije, kada je merena veliCina fetusa i kontrolisano da li prati o¢ekivane

krive rasta.
Ultrasonografski pregled podrazumevao je:

- standardna biometrijska merenja: biparijetalni dijametar (BPD), obim glave
(HC), obim abdomena (AC) i duzinu femura (FL)

- evaluaciju fetalne anatomije cerebralnih ventrikula, fose posterior, kicmenog
stuba

- Cetvorokomorni pregled fetalnog srca

- pregled abdomena, bubrega i besike
Dodatno su evaluirani:

- cerebelum

- protoci kroz levi i desni ventrikularni trakt srca
- ekstremiteti

- pupcanik

- koli¢ina amnionske te¢nosti (AFI).
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3.1.5.4 Definisanje ultrazvucnih nalaza

Nalazi su smatrani pozitivnim ukoliko je nadena najmanje jedna major anomalija, jedan

"soft" marker, ili je nadena neadekvatna koli¢ina plodove vode.

Fetusi sa malformacijama na dva ili viSe sistema klasifikovani su kao fetusi sa
multiplim anomalijama, dok su fetusi sa dva ili vise "soft" markera klasifikovani kao

fetusi sa multiplim "soft" markerima.

Major malformacije definisane su kao strukturne fetalne anomalije koje bi zahtevale

hirursku intervenciju nakon rodenja ili bi uzrokovale ozbiljna oboljenja ili smrt.

"Soft" markeri definisani su na slede¢i nacin:

- nuhalni nabor u prvom trimestru > 3mm, a u drugom trimestru > 6mm smatran
je pozitivnim znakom;

- ciste horoidnog pleksusa su solitarne ili multiple, unilateralne ili bilateralne,
kruzne anehoidne strukture u horoidnom pleskusu lateralnog ventrikula;

- hiperehogeni fokus u srcu (golf ball) je malo svetlo polje, iste ehogenosti kao
kost, koje se moze naci u regionu papilarnog misica jedne ili obe sr¢ane komore;

- hiperehogena creva su uocljiva kao fokalna ili multifokalna homogena polja
jednake ili ¢ak vece ehogenosti nego okolne kosti;

- pielektazije su hipoehogeni sferi¢ni ili elipsasti prostori u renalnoj karlici
maksimalnog transverzalnog anterio-posteriornog promera > 4mm;

- skracene duge kosti su definisane kao duzina femura i humerusa < 2 SD za
gestacijsku dob;

- jedna umbilikalna arterija (single umbilical artery syndrome - SUAS) je

odsustvo jedne arterije u pup¢anoj vrpci.

Kriterijum za postavljanje dijagnoze intrauterusnog zastoja u rastu fetusa (IUZR) bio
je da procenjena telesna masa fetusa bude ispod 10. percentila od ocCekivane za
gestacijsku starost (Cicero i sar., 2003; Ali i sar., 2012). Za procenu IUZR koriSéene

su krive intrauterusnog rasta po Fanarofu (Fanaroff i Martin, 1992).
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Koli¢ina plodove vode odredivana je kvantitativno kao indeks kolic¢ine plodove vode

(AFI). Polihidroamnion je definisan kao AFI > 20 cm, a oligoamnion kao AFI < 5cm.

Zastupljenost patoloskog kariotipa najpre je posmatrana grupno za sve izolovane
fetalne anomalije 1 "soft" markere, a potom odvojeno na major izolovane anomalije i

izolovane "soft" markere.

Zatim je ucestalost hromozomskih aberacija posmatrana posebno za major izolovane
anomalije i izolovane "soft" markere u zavisnosti od anatomske lokacije, odnosno

zahvacéenosti organskog sistema, koji su razvrstani u slede¢ih devet grupa:

—_

centralni nervni sistem (CNS)

glava, lice i vrat

pluca

kardiovaskularni sistem (KVS)
gastrointestinalni trakt (GIT)
urogenitalni trakt (UGT)
kostano-mis$i¢no zglobni sistem (KMZ)

tumori fetusa

A S T U

druge anomalije (intrauterusni zastoj u rastu-IUZR; patoloska koli¢ina plodove

vode; sindrom jedne umbilikalne arterije-SUAS; hidrops fetusa)

Na kraju, zastupljenost hromozomskih aberacija posmatrana je u odnosu na
pojedinacne izolovane anomalije i izolovane "soft" markere fetusa, a takode je
posmatrana i zastupljenost pojedina¢nih izolovanih fetalnih anomalija i izolovanih

"soft" markera kod fetusa sa najucestalijim hromozomskim aberacijama.

Na zahtev roditelja, a nakon genetickog informisanja i odobrenja etickog odbora,
trudnoce u kojima su otkrivene strukturne anomalije ili je detektovan patoloski kariotip

su prekidane. Prekidi trudnoca vrSeni su do 40. nedelje gestacije.
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3.2 Metodologija drugog dela istraZivanja

Drugi deo istrazivanja sproveden je u Institutu za humanu genetiku, Medicinskog

fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Pet fetusa sa izolovanom umerenom ventrikulomegalijom, kao najc¢es¢om anomalijom
centralnog nervnog sistema, i normalanim kariotipom, ispitano je i na molekularno-
genetickom nivou, tehnikom analize hromozomskih mikronizova (chromosomal

microarray analysis-CMA).

3.2.1 Metod analize uzoraka tehnikom hromozomskih mikronizova

Genomska DNK za komparativnu genomsku hibridizaciju u mikronizu (array
comparative genomic hybridization, aCGH) je izolovana iz uzoraka fetalne krvi,

primenom komercijalnog kita.

Fetalna DNK u koli¢ini od 2pg je hibridizovana sa SurePrint G3 Human Genome

CGH-+SNP Microarray, 4x180K ili 8x60K (Agilent, USA).

Kao referentni uzorak istovremeno je hibridizovano 2pg DNK zdrave osobe

odgovarajuceg pola.

Postupak digestije DNK, obelezavanja, purifikacije i hibridizacije u mikronizu vrsen je

prema protokolu proizvodaca.
Plocice su skenirane u Agilent SureScan Microarray skeneru.

Image fajlovi su kvantifikovani koris¢enjem Agilent Feature Extraction software

(v10.7.3.1) 1 Agilent CytoGenomics Software (v.2.7).

Prema koordinatama homozomskih regija detektovanih array analizom pretraZzene su
bioinformaticke baze podataka sa ciljem utvrdivanja gena za koje prema literaturnim
podacima postoje podaci o ekspresiji u ventrikulomegaliji ili su njihove aberacije

povezane sa malformacijskim sindromima.
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3.3 Statisticka obrada podataka

Deskripcija numeric¢kih podataka koji zadovoljavaju kriterijume normalne raspodele
prikazana je aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom. Koris¢eni su
matematicki i graficki metodi za testiranje normalnosti raspodele. Od matematickih
primenjeni su: koeficijent varijacije (cv), mere oblika raspodele (engl. skewness i
kurtosis) i testovi (Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Willk). Za graficku procenu
postojanja normalnosti raspodele koriS¢eni su: histogram, normalan Q-Q dijagram,
detrendovan normalan Q-Q dijagram i dijagram kutije (engl. box plot). Kategorijalni

podaci su prikazivani apsolutnim i relativnim brojem u formi n(%).

Za poredenje ispitivanih grupa prema ucestalosti kategorija nominalnih varijabli
koriS¢en je y? test. Za procenu rizika (verovatnoce) za pripadnost grupi sa patoloskim
nalazom kori§¢en je odnos Sansi (OR - engl. odds ratio) sa svojim 95% intervalom
poverenja (CI - engl. confidence interval). Za ispitivanje dijagnosticke tacnosti
ultrasonografije u poredenju sa kariotipizacijom kao zlatnim standardom koris¢ene su
slede¢e mere: senzitivnost (Sn), specifi¢nost (Sp), sveukupna tacnost, pozitivna
prediktivna vrednost (PPV), negativna prediktivna vrednost (NPV), odnos

verodostojnosti pozitivnog testa (LR+) i odnos verodostojnosti negativnog testa (LR-).

Uz svaku od mera prikazan je i njen 95% interval poverenja. Sve metode statisticke

analize smatrane su statisticki znac¢ajnim ukoliko je p<0,05.

Statisticka obrada podataka vrSena je softverskim paketima IBM SPSS ver. 21.0 i R.
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4. REZULTATI

4.1 Ucestalosti ultrazvuéno otkrivenih markera i hromozomskih aberacija fetusa

U periodu od 16 godina, u kabinetu za citogenetiku Klinike za ginekologiju i akuserstvo
Klini¢kog centra Srbije, ispitivano je 3000 fetusa, od kojih je kod 1832 (61,5%) kariotip

analiziran zbog pozitivnog ultrazvuc¢nog skrininga.

Od 1832 fetusa sa pozitivnim nalazom ultrazvu¢nog skrininga kod 1493 (81,5%)
nadena je izolovana major anomalija ili izolovani "soft" marker, dok je 267 (14,6%)

imalo multiple anomalije, a 72 (3,9%) multiple "soft" markere.

Prosecna starost trudnica kod ¢ijih fetusa su otkrivene izolovane anomalije ili izolovani
"soft" markeri iznosila je 28,2+5,6 godina. Najmlada trudnica je imala 15, a najstarija

45 godina.

Rezultati neinvazivnog skrininga hromozomopatija u prvom i drugom trimestru, kod
fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima, prikazani su u

grafikonima 11 2.
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Grafikon 1. Rezultati neinvazivnog skrininga hromozomopatija u prvom trimestru

kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima
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Grafikon 2. Rezultati neinvazivnog skrininga hromozomopatija u drugom trimestru

kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima

Izolovane fetalne anomalije ili izolovani "soft" markeri sa jednakom ucestalos¢u
otkrivani su u drugom (47,2%) i treCem trimestru (46,6%), a znatno manjom u prvom

trimestru (6,2%).

Medu fetusima sa izolovanom anomalijom ili izolovanim "soft" markerom sa najve¢om
frekvencom su otkrivane izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri CNS-a
(19,6%), izolovani poremecaji u koli¢ini plodove vode (17,2%) i izolovani IUZR
(16,8%). Zatim su se po ucestalosti javljale izolovane anomalije i izolovani "soft"
markeri urogenitalnog trakta (13,4%), kardiovaskularnog sistema (8,5%), zatim
izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri gastrointestinalnog trakta (8,2%), glave,
lica i vrata (4,5%) i1 koStano-muskulo-skeletnog sistema (4,3%). Sa najmanjom
ucestalosc¢u otkrivani su izolovani tumori fetusa (3,2%) 1 anomalije pluca (1,5). Prikaz
ucestalosti izolovanih fetalnih anomalija i izolovanih "soft" markera po organskim

sistemima dat je u grafikonu 3.
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Grafikon 3. Prikaz ucestalosti nadenih izolovanih anomalija i izolovanih "soft"

markera fetusa po organskim sistemima

Zastupljenost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili
izolovanim "soft" markerima bila je 6,9% (103 slucaja). Sa najvecom ucestalo$éu
nadene su numericke hromozomske aberacije (80,6%), i to aneuploidije, medu kojima
je najfrekventnija bila trizomija 21 (50,5%). Prikaz ucestalosti patoloskog kariotipa
kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima dat je u

grafikonu 4.
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Grafikon 4. Procentualna ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim

anomalijama ili izolovanim "soft" markerima
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U tabeli 2 prikazana je distribucija hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim

anomalijama ili izolovanim"soft" markerima po organskim sistemima.

Tabela 2. Zastupljenost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim

anomalijama ili izolovanim "soft" markerima po organskim sistemima.

ORGANSKI SISTEM % HROMOZOMSKIH ABERACIJA
Centralni nervni sistem 3,4%
Glava, lice i vrat 35,8%
Plu¢a 4,3%
Kardiovaskularni sistem 9,4%
Gastrointestinalni trakt 5,7%
Urogenitalni trakt 1,0%
Kostano-misi¢no-zglobni sistem 10,9%
Tumori 2,1%
Druge anomalije 7,1%

Major anomalije nadene su kod 1016 (82,3%), a "soft" markeri kod 218 (17,7%) fetusa
sa izolovanim ultrazvu¢nim markerom.

Kao poseban entitet evaluirani su poremecaji u koli¢ini plodove vode koji su kao
izolovan nalaz otkriveni kod 259 fetusa, ili u 17,2% svih otkrivenih izolovanih

anomalija.

4.1.1 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim major

anomalijama

Distribucija otkrivenih major izolovanih fetalnih anomalija po organskim sistemima

prikazana je na grafikonu 5.
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Grafikon 5. Distribucija otkrivenih major izolovanih fetalnih anomalija po organskim

sistemima

Ucestalost otkrivenih pojedinacanih major izolovanih anomalija fetusa prikazana je u

tabeli 3.
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Tabela 3. Ucestalost otkrivenih pojedinacanih major izolovanih anomalija fetusa

MAIJOR IZOLOVANA UDEO MAIJOR IZOLOVANA UDEO MAIJOR IZOLOVANA  UDEO
ANOMALIJA (%) ANOMALIJA (%) ANOMALIJA (%)
Anencefalija 0,8% Dilatacija desne komore  0,3%  Policistican jedan bubreg 1,9%
Ventrikulomegalija 9,8% Hipoplazija desne  0,4%  Policisti¢ni bubrezi 1,5%
komore
Jednostrana 0,2%  Hipoplazija leve komore  1,0%  Displazija jednog bubrega 0,4%
ventrikulomegalija
Hidrocefalus 6,6% Jednokomorno srce 0,3%  Agenezija jednog bubrega 0,2%
Mikrocefalija 1,5%  Prolaps mitralne valvule  0,4%  Nekroza bubrega 0,2%
Encefalokela 0,9%  Transpozicija velikih 1,0% Poterov sindrom 0,9%
krvnih sudova
Meningokela 0,5%  Tetralogio Fallot 0,6%  Tribubrega 0,1%
Agenezija korpusa 0,9%  Koarktacija aorte 0,4%  PotkoviCast bubreg 0,2%
kalozuma
Dilatacija cisterne magne 0,3% AV blok 0,2% Ureterostenoza 0,4%
Agenezija cerebeluma 0,2%  Aritmija 0,4%  Megaureter 0,2%
Spina biffida 1,1%  Ektopija srca 0,7%  Megavezika 0,6%
Dandy Walker sindrom 0,9% Povecana vaskularna 0,4%  Nepravilnost genitalija 0,1%
rezistencija
Arnold Chiary 0,4% Omfalokela 2,4%  Cista na jajniku 0,9%
malformacija
Sizencefalija 0,4%  Gastrosiza 2,4%  Fokomelija 0,6%
Holoprozencefalija 0,2%  Atrezija ezofagusa 0,5%  Pesequinovarus 0,6%
Rascep usne 0,4%  Uvecan Zeludac 0,2%  Kostana displazija 0,2%
Rascep nepca 0,4%  Ptoza Zeluca 0,1%  Osteogenesis imperfecta 0,1%
Rascep usne i nepca 0,9%  Stenoza duodenuma 0,2%  Osteohondrodisplazija 0,1%
Cisticni higrom 1,8%  Atrezija duodenuma 0,6%  Tumor lobanjske jame 0,3%
Kraniosinostoza 0,2%  Stenoza tankog creva 0,3%  Tumor pluca 0,7%
Hidrotoraks 0,5%  Dilatacija creva 0,8%  Tumor srca 0,2%
Dijafragmalna hernija 1,1%  Atrezija anusa 0,2%  Tumor bubrega 0,2%
CCAM 0,6%  Hepatomegalija 0,1%  Tumor abdomena 2,0%
ASD 0,9%  Ascites 0,4%  Sakrokokcigealni teratom 0,6%
VSD 2,2%  Jednostrana 1,4%  Tumor placente 0,7%
hidronefroza
AVSD 1,5% Hidronefroza 5,9% Hidrops 3,1%
Kardiomegalija 0,5%  Cista na bubregu 2,1% IUZR 24,3%

CCAM-kongenitalna cisti¢cna adenomatoidna malformacija, ASD-atrijalni septum defekt, VSD-ventrikularni septum defekt, AVSD-

atrio-ventrikularni septum defekt, AV-BLOK-atrio-ventrikularni blok, I[UZR-intrauterusni zastoj u rastu
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Patoloski kariotip kod fetusa sa major izolovanom anomalijom naden je u 56 (5,5%)
slucajeva. U ovoj grupi fetusa sa najvecom ucestalos$cu od 50% javljala se trizomija 21,
u 96,4% prosta, a u 3,6% translokacijska forma. Zatim su po zastupljenosti sledile
prosta trizomija 18 u 10,7% i trizomija 13 u 8,9% slucajeva, koja je u 80% bila prosta,
a u 20% translokacijska forma, i Robertsonova translokacija 13;14 u 7,1%. Sa po 3,6%
bile su zastupljene trizomija 8, monozomija X i XYY sindrom. Sa frekvencijom
manjom od 2% detektovani su sSMC, derivat 5, derivat 7, derivat 8, mozai¢na

monozomija X, mozai¢na monozomija 20 i delecija 4p (grafikon 6).
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10.7

Grafikon 6. Procentualna zastupljenost hromozomskih aberacija kod fetusa sa

izolovanim major anomalijama

4.1.2 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim 'soft"

markerima

Distribucija otkrivenih izolovanih fetalnih "soft" markera po organskim sistemima

prikazana je na grafikonu 7.
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Grafikon 7. Distribucija "soft" markera po organskim sistemima

Ucestalost otkrivenih pojedinacanih "soft" markera fetusa prikazana je u tabeli 4.

Tabela 4. Ucestalost otkrivenih pojedinacanih "soft" markera fetusa

IZOLOVANI SOFT MARKER UDEO (%) IZOLOVANI SOFT MARKER UDEO (%)
Cista horioidnog pleksusa 20,2% Kalcifikati u jetri 0,5%
Povecan vratni nabor (NT) 13,8% Jednostrana pijelektazija 3,2%
Hiperehogena plu¢a 0,5% Pijelektazije 9,6%
Hiperehogeni fokus u srcu 6,9% Skrac¢en femur 13,8%
Hiperehogena creva 16,9% Skracene duge kosti 8,2%
Hiperehogeni fokus u jetri 0,9% SUAS 5,5%

SUAS-jedna umbilikalna arterija

Kod fetusa sa izolovanim "soft" markerima hromozomske aberacije su otkrivene u
12,4% sucajeva. Numericke aberacije su nadene u 70,4%, a strukturne u 29,6% fetusa
sa patoloskim kariotipom i minor izolovanom anomalijom. U ovoj grupi fetusa
najucestalije je detektovana trizomija 21 (48,2%), koja je u 69,2% slucajeva bila prosta,
a u 30,8% slucajeva translokacijska forma. Po frekventnosti se zatim javljala prosta
trizomija 18 sa 11,1%, a nakon toga sa udelom od po 7,4% prosta trizomija 13,
monozomija X i Robertsonova translokacija 13;14. Sa frekvencom od po 3,7% nadeni

su sSMC, triple X, derivat X, mozai¢na monozomija X i delecija 5p (grafikon 8).
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Grafikon 8. Procentualna zastupljenost hromozomskih aberacija kod fetusa sa

izolovanim "soft" markerima

4.1.3 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama

ili izolovanim "soft" markerima po organskim sistemima

4.1.3.1 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima CNS-a

Izolovane anomalije ili izolovani "soft" markeri centralnog nervnog sistema (CNS-a)
nadeni su u 293 (19,6%) slucaja fetusa sa izolovanim markerom. Ucestalosti

pojedinac¢nih izolovanih ultrazvu¢nih markera CNS-a fetusa prikazane su u tabeli 5.
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Tabela 5. Ucestalosti otkrivenih izolovanih major anomalija i izolovanih "soft"

markera CNS-a fetusa

IZOLOVANA ANOMALIJA CNS-A UDEO IZOLOVANA ANOMALIJA CNS-A UDEO
FETUSA (%) FETUSA (%)
Anencefalija 2,7% Agenezija cerebeluma 0,7%
Ventrikulomegalija 34,1% Spina biffida 3,7%
Hidrocefalus 22,9% Dandy Walker sindrom 3,1%
Mikrocefalija 5,1% Arnold Chiary malformacija 1,4%
Encefalokela 3,1% Sizencefalija 1,4%
Meningokela 1,7% Holoprozencefalija 0,7%
Agenezija korpusa kalozuma 2,7% Jednostrana ventrikulomegalija 0,7%
Dilatacija cisterne magne 1,0% Cista horoidnog pleksusa” 15,0%

“soft marker

ic Ml 1.2 Klinika za ¢
Tis 0.2 10

1 D 1.04cm

Slika 10. Umerena ventrikulomegalija zadnjeg roga

Hromozomske aberacije u ovoj grupi fetusa detektovane su u 9 (3,1%) slucajeva, i u

77,8% bile su numericke, a u 22,2% strukturne.

Major izolovane anomalije CNS-a fetusa nadene su u 85% slucajeva, od cega je 3,2%

fetusa imalo hromozomsku aberaciju, u 75% slucajeva numeri¢ku i 25% slucajeva
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strukturnu. Sa najvec¢om ucestalo$cu u ovoj grupi fetusa detektovana je prosta trizomija
21 (37,5%), zatim trizomija 13 (25%), u 50% prosta, a u 50% translokacijska forma. Sa
frekvencom od po 12,5% nadene su prosta trizomija 18, trizomija 8 i Robertsonova
translokacija 13;14.

Izolovani "soft" markeri CNS-a, ciste horoidnog pleksusa, otkriveni su u 15%
slu¢ajeva, a hromozomske aberacije su nadene samo kod jednog fetusa (2,3%) sa ovom

anomalijom, i to prosta trizomija 18.

4.1.3.2 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama

ili izolovanim "soft" markerima lica, glave i vrata

Medu 67 (4,5%) fetusa kod kojih su otkriveni ultrazvuc¢ni markeri glave, lica i vrata,
major anomalije su nadene 55,2%, a "soft" marker, zadebljanje vratnog nabora, u 44,8%

slucajeva.

Ucestalosti nadenih major izolovanih anomalija glave, lica i vrata prikazane su u tabeli

6.

Tabela 6. Ucestalosti major izolovanih anomalija glave, lica i vrata

IZOLOVANA MAJOR ANOMALIJA UDEO (%)
GLAVE LICA ILI VRATA FETUSA

Rascep usne 10,8%
Rascep nepca 10,8%
Rascep usne i nepca 24,3%
Cisti¢ni higrom 48,7%
Kraniosinostoza 5,4%

Fetusi sa major izolovanim anomalijama glave, lica i vrata imali su hromozomske
aberacije u 24,3% slucejeva i sve su bile numericke. Prosta trizomija 21 detektovana je
u 77,8%, a monozomija X 1 mozai¢na monozomija X u po 11,1% slu€ajeva fetusa iz

ove grupe.
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Kod fetusa sa izolovanim "soft" markerom, zadebljanjem vratnog nabora, patoloski
kariotip otkriven je u 50% slucajeva. U 53,3% fetusa sa izolovanim zadebljanjem
vratnog nabora i hromozomskim aberacijama nadena je trizomija 21, u 75% slucajeva
prosta 1 u 25% translokacijska forma. Kod fetusa iz ove grupe sa po 13,3% bile su
zastupljene prosta trizomija 13, monozomija X i Robertsonova translokacija 13;14, dok

je u 6,7% detektovana prosta trizomija 18.

1D 0.12 cm

Slika 11. Uvecana nuhalna translucenca

4.1.3.3 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima pluéa

Izolovane anomalije ili izolovani "soft" markeri plu¢a fetusa nadeni su u 23 (1,5%)
slucaja, od cega je u samo jednom slucaju (4,3%) otkriven "soft" marker i taj fetus je
imao normalan kariotip. Od 22 (95,7%) fetusa sa major izolovanom anomalijom pluca,

samo jedan je imao patoloski kariotip (4,5%), prostu trizomiju 13.

4.1.3.4 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima KVS-a

Izolovane ultrazvu¢ni markeri kardiovaskularnog sistema uoceni su kod 127 (8,5%)
fetusa, u 112 (88,2%) sluc¢ajeva major anomalije, a u 15 (11,8%) slucajeva "soft"

marker, hiprehogeni fokus u srcu (Slika 12).
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Prikaz ucestalosti otkrivenih major izolovanih anomalija KV S-a fetusa dat je u tabeli 7.

Tabela 7. Ucestalost major izolovanih anomalija kardiovaskularnog sistema fetusa

IZOLOVANA MAJOR ANOMALIJA UDEO (%) IZOLOVANA MAJOR ANOMALIJA UDEO (%)

SRCA FETUSA SRCA FETUSA
ASD 8,0% Transpozicija velikih krvnih sudova 8,9%
VSD 19,6% Tetralogio Fallot 5,4%
AVSD 13,4% Koarktacija aorte 3,6%
Kardiomegalija 4,4% AV blok 1,8%
Dilatacija desne komore 2,7% Aritmija 3,6%
Hipoplazija desne komore 3,6% Prolaps mitralne valvule 3,6%
Hipoplazija leve komore 8,9% Ektopija srca 6,2%
Jednokomorno srce 2,7% Povecana vaskularna rezistencija 3,6%

ASD-atrijalni septum defekt, VSD-ventrikularni septum defekt, AVSD-atrio-ventrikularni septum defekt,

AV-BLOK-atrio-ventrikularni blok

Kod fetusa sa izolovanom major anomalijom KVS-a hromozomske aberacije nadene
su u 10,7% slucajeva, i bile su numericke u 83,3% sluCajeva, a strukturne u 16,7%
sluc¢ajeva. U ovoj grupi fetusa najucestalije je detektovana trizomija hromozoma 21
(75%), koja je u 88,9% slu€ajeva bila prosta, a u 11,1% translokacijska forma. Sa

frekvencom od po 8,3% nadene su prosta trizomija 18, trizomija 8 i Robertsonova

translokacija 13;14.

Slikal2. Hiperehogeni fokus u srcu fetusa
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Svi fetusi kod kojih je ultrazvucni pregled srca otkrio izolovani "soft" marker,

hiperehogeni fokus, imali su normalan kariotip.

4.1.3.5 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima GIT-a

Ultrazvu¢nim pregledom otkrivena su 122 fetusa sa izolovanim ultrazvu¢nim
markerom gastrointestinalnog trakta (GIT), koji je u 67,2% bio major anomalija, a u
32,8% "soft" marker. Frekvence nadenih izolovanih anomalija i1 izolovanih "soft"

markera GIT-a date su u tabeli 8.

Tabela 8. Frekvence izolovanih anomalija i izolovanih "soft" markera GIT-a

IZOLOVANA ANOMALIJA  GIT-a UDEO (%) IZOLOVANA ANOMALIJA  GIT-a UDEO (%)

FETUSA FETUSA

Hiperehogena creva® 30,3% Stenoza tankog creva 2,5%
Omfalokela 19,7% Dilatacija creva 6,6%
Gastrosiza 19,7% Atrezija anusa 1,6%
Atrezija ezofagusa 4,1% Hepatomegalija 0,8%
Uvecan Zeludac 1,6% Hiperehogeni fokusi u jetri® 1,6%
Ptoza Zeluca 0,8% Kalcifikati jetre” 0,8%
Stenoza duodenuma 1,6% Ascites 3,3%
Atrezija duodenuma 4,9%

*soft marker
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Slika 13. Protruzja intestinalnog trakta u umbilikus-omfalokela

Fetusi sa major izolovanom anomalijom GIT-a imali su hromozomske aberacije u4,9%
slucajeva, 1 sve su bile numericke. U 50% fetusa sa patoloSkim kariotipom u ovoj grupi
nadena je prosta trizomija 18, dok su u po 25% slucajeva otkrivene trizomija 21 1 XYY
sindrom.

Kod fetusa sa izolovanim "soft" markerima GIT-a hromozomske aberacije su
detektovane u 7,5% slucajeva, i u svim slucajevima se radilo o trizomiji 21, koja je u

33,3% bila prosta, a u 66,7% translokacijska forma.

4.1.3.6 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima UGT-a

Izolovane ultrazvuc¢ni markeri urogenitalnog trakta nadene su kod 200 (13,4%) fetusa,
major anomalije u 85% 1 "soft" markeri u 15% slucajeva. U ovoj grupi fetusa
hromozomske aberacije nadene su samo kod 2 (1,2%) fetusa sa major anomalijom, i to

derivat 8 i mozai¢na monozomija 20.

4.1.3.7 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima KMZ sistema

Fetusi sa izolovanom anomalijom ili izolovanim "soft" markerom kos$tano-miSi¢no-
zglobnog (KMZ) sistema nadeni su u 64 (4,3%) svih fetusa sa izolovanom ultrazvuc¢nim

markerom.
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Tabela 9. Ucestalosti izolovanih anomalija i izolovanih "soft" markera kostano-

misi¢no-zglobnog sistema

IZOLOVANA ANOMALUA KMZ UDEO (%) IZOLOVANA  ANOMALIJA  KMZ UDEO (%)

SISTEMA FETUSA SISTEMA FETUSA
Skracen femur” 46,8% Osteohondrodistrofija 1,6%
Skracene duge kosti" 28,1% Kostana displazija 3,1%
Pes equinovarus 9,4% Fokomelija 9,4%
Osteogenesis imperfecta 1,6%

*soft marker

Izolovane major anomalije na KMZ sistemu imalo je 25% fetusa, i samo kod jednog je
(6,3%) je naden patoloski kariotip, prosta trizomija 21.

Izolovane "soft" markere KMZ sistema imalo je 75% fetusa iz ove grupe i kod njih je
u 10,4% slucajeva nadena hromozomska aberacija. Kod ovih fetusa prosta trizomija 21
nadena je u 40% slucajeva, a u po 20% slucajeva detektovane su prosta trizomija 18,

derivat X i mozai¢na monozomija X.

4.1.3.8 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim tumorima

Tumor kao samostalni patoloski ultrazvuéni nalaz imalo je 47 (3,2%) ispitivanih fetusa.
Hromozomske aberacije nadene su samo kod jednog fetusa iz ove grupe (2,1%). U tom
slucaju otkriven je derivat hromozoma 5, nastao kao posledica nebalansirane

translokacije izmedu hromozoma 5 i 14.

4.1.3.9 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa drugim izolovanim
anomalijama

Izolovane anomalije ili izolovani "soft" markeri fetusa, koje su zbog ¢injenice da ne
pripadaju ni jednom organskom ili tkivnom sistemu ponaosob, svrstani u grupu drugih
anomalija, nadene su u 291 (19,5%) sluCaju. Kod ovih fetusa izolovane major
anomalije nadene su u 95,9%, a izolovani "soft" marker u 4,1% slucajeva. Prikaz

ucestalosti ovih ultrazvu¢nih markera dat je u tabeli 10.
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Tabela 10. Ucestalosti drugih izolovanih anomalija fetusa

DRUGE IZOLOVANE ANOMALIJE FETUSA UDEO (%)
Hidrops fetusa 11,0%
SUAS’ 4,1%
IUZR 84,9%

“soft marker, SUAS-jedna umbilikalna arterija, IUZR-intrauterusni zastoj u rastu

U ovoj grupi kod fetusa sa izolovanim major anomalijama hromozomske aberacije su
nadene u 6,5% sluCajeva. Najucestalije je detektovana prosta trizomija 21 u 38,8%
slucajeva, zatim sa po 11,1% prosta trizomija 13, prosta trizomija 18 i Robertsonova
translokacija 13;14. Monozomija X, sSMC, XYY sindrom, derivat 7 i delecija 4p
javljale su se sa frekvencom od po 5,6% kod fetusa iz ove grupe.

Fetusi sa izolovanim "soft" markerom, jednom umbilikalnom arterijom (SUAS) imali
su patoloski kariotip u 25% slucajeva. U ovoj grupi fetusa sa jednakom ucestaloséu, od

po 33,3% nadeni su sSSMC, XXX sindrom i delecija 5p.

4.1.4 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim poremecajima
u koli¢ini plodove vode

Od 259 (17,3%) fetusa sa izolovanim poremecajima u koli¢ini plodove vode, 4,2%
imalo je potpuni nedostatak plodove vode (anamnion), 36,7% je imalo smanjenu
koli¢inu plodove vode (oligoamnion), a kod 59,1% je nadena povecana koli¢ina
plodove vode (polihidroamnion).

Fetusi sa izolovanim poremecajima u koli¢ini plodove vode imali su patoloski kariotip
u 6,2% slucajeva. Fetusi kod kojih je naden izolovani anamnion nisu imali patoloSki
kariotip.

Kod fetusa sa izolovanim oligopamnionom samo u jednom slucaju (1,1%) je nadena
strukturna hromozomska aberacija, i to balansirana translokacija 13;14.

U grupi fetusa sa izolovanim polihidroamnionom hromozomske aberacije detektovane
su u 9,8% slucajeva, od cega je u 60% slucajeva otkrivena trizomija 21, a u 20%
slucajeva trizomija 18. U po jednom slucaju su u ovoj grupi fetusa nadene mozaicna

monozomija X, XYY sindrom i XXY sindrom.
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4.1.5 Ucestalost hromozomskih aberacija kod pojedinac¢nih izolovanih anomalija
i izolovanih "soft" markera fetusa

Kod fetusa sa ultrazvucno otkrivenim izolovanim anomalijama i izolovanim "soft"
markerima, hromozomske aberacije najces¢e su detektovane u slucajevima
intrauterusnog zastoja u rastu (IUZR) i poremecajima u koli¢ini plodove vode, u po
15,5% slu€ajeva. Zatim su se po u€estalosti hromozomske aberacije javljale kod fetusa
sa uvecanjem nuhalne translucence (>NT) u 14,5%, cisti¢cnim higromom 8,7% i
ventrikularnim septalnim defektom (VSD) u 7,7% slu¢ajeva. Sa manjom frekvencom
od 5% naden je patoloski kariotip kod fetusa sa hidropsom, hidrocefalusom i skra¢enim
femurom, u po 3,9%, jednom umbilikalnom arterijom (SUAS) u 2,9%, omfalokelom,
hiperehogenim crevima, ventrikulomegalijom i Tetralogijom Fallot u po 1,9%
slucajeva. Sa ucestalos¢u od po 1%, hromozomske aberacije nadene su u slucajevima
kostane displazije, fokomelije, skra¢enih dugih kostiju, spine biffide, agenezije korpusa
kalozuma, ciste horoidnog pleksusa, mikrocefalije, kongenitalne cisti¢ne
adenomatoidne malformacije (CCAM), tumora placente, atrio-ventrikularnog
septalnog defekta (AVSD), transpozicije velikih krvnih sudova, atrezije ezofagusa,
hepatomegalije, kalcifikata jetre, policisticnih bubrega i Poterovog sindroma. Prikaz
udruzenosti hromozmskih aberacija u pojedina¢nim izolovanim anomalijama i

izolovanim "soft" markerima fetusa dat je u tabeli 11.

63



Tabela 11. Udruzenost hromozmskih aberacija sa pojedinac¢nim fetalnim anomalijama

i "soft" markerima

IZOLOVANA ANOMALIA UCESTALOST HROMOZOMSKIH ABERACIJA
IUZR 15,5%
Patoloska koli¢ina plodove vode 15,5%
Uvecdana NT 14,5%
Cisticni higrom 8,7%
VSD 7,7%
Hidrops 3,9%
Hidrocefalus 3,9%
Skraéen femur 3,9%
SUAS 2,9%
Omfalokela 1,9%
Hiperehogena creva 1,9%
Ventrikulomegalija 1,9%
Tetralogio Fallot 1,9%
Ostalo 16,0%

IUZR-intrauterusni zastoj u rastu, NT-nuhalna translucenca, VSD-ventrikularni septalni defekt, SUAS-

jedna umbilikalna arterija
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4.1.6 Otkrivene izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri kod fetusa sa

najceS¢im hromozomskim aberacijama

HROMOZOMSKA ABERACIJA

Trizomija 21

Trizomija 18

Trizomija 13

Monozomija X

Balansirana translokacija 13;14

NADENE IZOLOVANE ANOMALIJE

polihidroamnion (17,3%); poveéana NT (15,4%);
VSD (15,4%); cistiéni higrom (13,5%); IUZR
(7,7%);  hidrops  (5,8%); hidrocefalus;
ventrikulomegalija; mikrocefalija; AVSD; atrezija
ezofagusa; hiperehogena creva; kalcifikati jetre;
skracen femur; skracene duge Kkosti; koStana

displazija; fokomelija

polihidroamnion  (23,1%); IUZR (23,1%);
omfalokela (15,4%); skra¢en femur (7,7%);
hidrocefalus; cista horoidnog pleksusa; povecana

NT; Tetralogio Fallot

IUZR; hidrocefalus; ventrikulomegalija; poveéana

NT; CCAM,;

povecana NT; cisti¢ni higrom; hidrops; skracen

femur; polihidroamnion

IUZR; povecana NT; oligoamnion; spina biffida;

transpozicija velikih krvnih sudova

4.1.7 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa multiplim anomalijama

Kod 267 fetusa sa multiplim anomalijama zastupljenost patoloskog kariotipa bila je

23,6%. Najces¢e otkrivene hromozomske aberacije, kod fetusa sa multiplim

anomalijama bile su numericke u 93,5%, i to aneuploidije, koje su ¢inile 87,9% svih

numerickih aberacija. Strukturne aberacije hromozoma kod fetusa sa multiplim

anomalijama otkrivene su u 6,5% slucajeva, i to delecije i nebalansirane translokacije
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u po 50%. Prikaz nadenih hromozomskih aberacija kod fetusa sa multiplim

anomalijama dat je u grafikonu 9.

M trizomija 21
M trizomija 18
W trizomija 13
12.9 2 poliploidija
monozomija X

ostale

Grafikon 9. Procentualni prikaz nadenih hromozomskih aberacija kod fetusa sa

multiplim anomalijama

Sa najve¢om ucestalos¢u kod fetusa sa multiplim anomalijama i numerickim
aberacijama, nadene su trizomije autozoma u 79,3%, zatim poliploidije u 12,1%,
mozaiéne trizomije u 5,2% i monozomije u 3,4% slucajeva.

Najfrekventnija hromozomska aberacija kod fetusa sa multiplim anomalijama bila je
trizomija 18 (43,5%), u 92,6% slucajeva prosta trizomija, u 1 (3,7%) slu¢aju mozai¢na
formaiu 1 (3,7%) slucaju translokacijska forma ciji je rezultat parcijalna trizomija 18,
odnosno trizomija 18q. Zatim su po ucestalosti sledile prosta trizomija 21 (21%),
trizomija 13 (12,9%) (u jednom sluc¢aju mozai¢na forma), poliploidije (11,3%) 1
monozomija X (3,2%). Sa frekvencom manjom od 2% javljale su se trizomija 16,

mozai¢na trizomija 22, delecija S5p, delecija 18q, i derivat 15 (nebalansirana

translokacija 9;15).
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4.1.8 Ucestalost hromozomskih aberacija kod fetusa sa multiplim "soft"

markerima

0Od 72 fetusa kod kojih su ultrazvu¢nim pregledom otkriveni multipli markeri, patoloski
kariotip naden je u 4 (5,6%) slucaja. Kod fetusa iz ove grupe detektovani su prosta
trizomija 13, triploidija, translokacijska forma trizomije 21 i delecija 12p, u po jednom

slucaju (po 25%).

4.2 Uclestalost izolovanih kongenitalnih anomalija i hromozomskih aberacija kod

novorodencadi

U kabinetu za citogenetiku Klinike za ginekologiju i akuserstvo, Klinickog centra
Srbije, tokom 16 godina, anliziran je kariotip 500 novorodencadi, od kojih su u 96,8%
slu¢ajeva klini¢kim pregledom otkrivene kongenitalne anomalije, dok su kod 3,2%

anomalije otkrivene prenatalno.

Izolovane kongenitalne anomalije otkrivene su klinickim pregledom u 37,4%, multiple

anomalije u 11,8%, a multipli markeri u 50,8% ispitivane novorodencadi.

Major izolovane kongenitalne anomalije nadene su u 95%, a minor izolovane

kongenitalne anomalije kod 5% ispitivane novorodencadi.

U grupi novorodencadi sa izolovanim anomalijama patoloski kariotip naden je u 4,5%

slucajeva.

4.2.1 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa major izolovanim

anomalijama

Patoloski kariotip imalo je 5,2% novorodencadi sa major izolovanim anomalijama. U
ovoj grupi novorodencadi numeri¢ke hromozomske aberacije nadene su u 55,6%, koje
suu 80% bile trizomije, a u 20% polizomija. Strukturne hromozomske aberacije u ovoj
grupi otkrivene su u 44,4% slucajeva, i to balansirana translokacija u 50%, i inverzija

1 ring hromozom u po 25% sluc¢ajeva.
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4.2.2 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa minor izolovanim
anomalijama

Minor izolovane anomalije kod novorodencadi otkrivene su samo na CNS-u (44,4%) i
koStano-mi$i¢no-zglobnom sistemu (55,6%), 1 u svim ovim slufajevima naden je

normalan kariotip.

4.2.3 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa izolovanim
anomalijama po organskim sistemima
Distribucija izolovanih anomalija po organskim sistemima, otkrivenih kod

novorodencadi prikazana je u grafikonu 10.
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Grafikon 10. Distribucija izolovanih anomalija po organskim sistemima kod

novorodencadi

4.2.3.1 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa izolovanim

anomalijama CNS-a

Major izolovane anomalije CNS-a novorodencadi detektovane su u 90,5% svih
anomalija CNS-a. U ovoj grupi hromozomske aberacije nadene su sa frekvencom od
13,2%, u 60% strukturne i 40% numericke. Sa ucestalos¢u od po 20% otkrivene su
prosta trizomija 21, XXY sindrom, ring 14, inverzija 1 i Robertsonova translokacija

13;15.
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4.2.3.2 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa izolovanim
anomalijama glave, lica i vrata
Major izolovane anomalije glave lica i vrata imalo je 8,3% ispitivanih novorodencadi,

od ¢ega je kod 13,3% nadena prosta trizomija 21.

4.2.3.3 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa izolovanim
anomalijama pluca, srca, GIT-ai UGT-a

Kod novorodencadi sa major izolovanim anomalijama pluca, srca, gastrointestinalnog
1 urogenitalnog trakta nisu detektovane hromozomske aberacije, odnosno svi su imali

normalan kariotip.

4.2.3.4 Ucestalost hromozomskih aberacija kod novorodencadi sa izolovanim
anomalijama KMZ-a

Major anomalije na koStano-misi¢no-zglobnom sistemu imalo je 77,3% novorodencadi
sa anomalijama ovog sistema. Kod njih je u 11,8% slucajeva naden patoloski kariotip,

kod 50% prosta trizomija 21, a kod 50% Robertsonova translokacija 13;14.

4.3 Razlike u ucestalostima hromozomskih aberacija kod fetusa i novorodencadi

Razlike u zastupljenosti patoloskog kariotipa i razlike u zastupljenosti numerickih i
strukturnih hromozomskih aberacija izmedu fetusa sa izolovanim anomalijama ili
izolovanim "soft" markerima, fetusa sa multiplim anomalijama, fetusa sa multiplim
"soft" markerima i novorodencadi sa izolovanim anomalijama, ispitane su x* testom

homogenosti.

4.3.1 Poredenje ucestalosti hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim

anomalijama ili izolovanim "soft" markerima i fetusa sa multiplim anomalijama

Nadena je statisticki znacajno veca ucestalost hromozomskih aberacija u grupi fetusa
sa multiplim anomalijama, nego u grupi fetusa sa izolovanim anomalijama ili
izolovanim "soft" markerima (y>= 77,997; p<0,05). Takode, nadena je statisticki

znacajno veca ucestalost numerickih hromozomskih aberacija kod fetusa sa multiplim,
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a strukturnih hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim markerima (y*= 5,05;

p<0,05).

4.3.2 Poredenje ucestalosti hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim
anomalijama ili izolovanim "soft" markerima i novorodencadi sa izolovanim

major ili minor anomalijama

Nije nadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti patoloskog kariotipa kod fetusa sa
izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima i novorodencadi sa
izolovanim anomalijama (y*= 0,684; p<0,05). Takode, nije nadena znacajna razlika ni
u ucestalostima numerickih i strukturnih hromozomskih aberacija kod novorodencadi
sa izolovanim anomalijama i fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft"

markerima (y*= 0,272; p<0,05).

4.3.3 Poredenje ucestalosti hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim
anomalijama ili izolovanim "soft" markerima, fetusa sa multiplim anomalijama,
fetusa sa multiplim "soft" markerima i novorodencadi sa izolovanim

anomalijama

Nadena je statisticki znacajna razlika u ucestalostima hromozomskih aberacija kod
fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim "soft" markerima, fetusa sa multiplim
anomalijama, fetusa sa multiplim "soft" markerima i novorodencadi sa izolovanim
anomalijama (y*= 80,311; p<0,05). Patoloski kariotip je sa najvecom frekvencom
detektovan kod fetusa sa multiplim anomalijama, a sa najmanjom frekvencom kod
fetusa sa multiplim "soft" markerima. Nadena je i statisticki znacajna razlika u
distribuciji numerickih i strukturnih hromozomskih aberacija u ovim grupama, gde je
najveca zatupljenost numerickih hromozomskih aberacija bila u grupi fetusa sa
multiplim anomalijama, a strukturnih hromozomskih aberacija u grupi fetusa sa

multiplim "soft" markerima (y*= 15,623; p<0,05).
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4.4 Efikasnost ultrazvuénog skrininga hromozomskih aberacija

Merama tacnosti dijagnostickog testa (ultrazvucnog skrininga) u poredenju sa
kariotipizacijom kao zlatnim standardom, u slu¢ajevima izolovanih fetalnih anomalija
ili izolovanih "soft" markera, utvrdivane su performanse dijagnosti¢kog testa, tj.
njegova efikasnost za otkrivanje fetusa sa hromozomskom aberacijom, a odnosom
Sanse (OR-odds ratio) analiziran je prediktivni znacaj pojedinih ultrazvu¢nih nalaza u
detekciji hromozomskih aberacija.

U tabeli 12 prikazani su rezulati analize efikasnosti ultrazvu¢nog skrininga

hromozomskih aberacija u sluajevima major izolovanih fetalnih anomalija i

izolovanih "soft" markera.

Tabela 12. Efikasnost ultrazvucnog skrininga hromozomskih aberacija u slu¢ajevima
major izolovanih fetalnih anomalija i izolovanih"soft" markera

SENZITIVNO | SPECIFIENO | PPV NPV DIJAGNOSTI | LR+ LR-
ST ST CKA
(95%Cl1) (95%Cl1) TACNOST (95%Cl) (95%Cl)
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Major 0.675 0.168 0.055 0.877 0.202 0.811 1.940
(0.563- (0.147- (0.042- (0.826- (0.180- (0.697- (1.387-
0.774) 0.191) 0.071) 0.918) 0.225) 0.943) 2.713)
"Soft" 0.325 0.832 0.123 0.945 0.798 1.940 0.811
marker (0.226- (0.809- (0.082- (0.929- (0.775- (1.387- (0.697-
0.437) 0.853) 0.174) 0.958) 0.820) 2.713) 0.943)

PPV-pozitivna prediktivna vrednost; NPV-negativna prediktivna vrednost, LR-likelihood ratio (odnos

verodostojnosti)

Ultrasonografija za major izolovane fetalne anomalije imala je umerenu senzitivnost,
ali nisku specifi¢nost i PPV, kao 1 dijagnosticku ta¢nost od samo 20%, LR+ 0,8, ali
visoku NPV i LR- 1,9 u predikciji fetalnih aberacija, dok je za izolovane "soft" markere
pokazala nisku senzitivnost i PPV, a visoku specifi¢nost i NPV, kao i LR+ 1,9, uz

dijagnosticku tacnost od 80%.

U tabeli 13 prikazan je prediktivni znacaj izolovanih major fetalnih anomalija i

izolovanih"soft" markera u detekciji hromozomskih aberacija.
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Tabela 13. Odnos Sansi (OR) za detekciju patoloskog kariotipa kod fetusa sa
izolovanim major anomalijama i izolovanim "soft" markerima

TIP IZOLOVANE ANOMALIJE OR 95% CI
Major 0,417 0,257-0,678
"Soft" marker 2,393 1,474-3,885

Odds ratio (OR)-odnos $ansi; Cl (confidence interval)-interval poverenja

Nalaz izolovane major anomalije nije pokazao znaCajno povecanje rizika za
hromozomske aberacije fetusa, dok se nalaz izolovanog "soft" markera pokazao kao
statisticki znacajan prediktor, koji povecava rizik za hromozomske aberacije fetusa vise

od dva puta (OR 2,4).

U tabeli 14 prikazani su rezulati analize efikasnosti ultrazvucnog skrininga
hromozomskih aberacija u sluc¢ajevima izolovanih fetalnih anomalija ili izolovanih

"soft" u odnosu na zahvacenost organskog sistema.
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Tabela 14. Efikasnost ultrazvu¢nog skrininga hromozomskih aberacija u slucajevima
izolovanih fetalnih anomalija ili izolovanih "soft" markera u odnosu na zahvac¢enost
organskog sistema

SENZITIVNO | SPECIFIENO | PPV NPV DIJAGNOSTI | LR+ LR-
ST ST CKA
(95%Cl) (95%Cl1) TACNOST (95%Cl) (95%Cl)
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
CNS 0.091 0.795 0.031 0.925 0.748 0.443 1.144
(0.042- (0.773- (0.014- (0.908- (0.725- (0.236- (1.069-
0.166) 0.816) 0.057) 0.939) 0.770) 0.833) 1.224)
GLAVA 0.242 0.969 0.358 0.947 0.921 7.859 0.782
(0.162- (0.959- (0.245- (0.935- (0.906- (4.982- (0.699-
0.339) 0.978) 0.485) 0.958) 0.934) 12.398) 0.874)
PLUCA 0.010 0.984 0.043 0.933 0.920 0.640 1.006
(0.000- (0.976- (0.001- (0.919- (0.905- (0.087- (0.985-
0.055) 0.990) 0.219) 0.946) 0.933) 4.699) 1.027)
KVS 0.121 0.918 0.094 0.936 0.865 1.469 0.958
(0.064- (0.902- (0.050- (0.922- (0.846- (0.841- (0.889-
0.202) 0.931) 0.159) 0.949) 0.882) 2.569) 1.032)
GIT 0.071 0.918 0.057 0.933 0.861 0.857 1.013
(0.029- (0.902- (0.023- (0.918- (0.843- (0.411- (0.957-
0.140) 0.931) 0.115) 0.946) 0.878) 1.788) 1.072)
UGT 0.020 0.858 0.010 0.925 0.802 0.142 1.142
(0.002- (0.839- (0.001- (0.909- (0.781 (0.036- (1.102-
0.071) 0.876) 0.036) 0.939) 0.822) 0.564) 1.183)
KMz 0.061 0.958 0.094 0.935 0.899 1.457 0.980
(0.023- (0.947- (0.035- (0.921- (0.882- (0.644- (0.931-
0.127) 0.968) 0.193) 0.947) 0.914) 3.292) 1.032)
TUMORI 0.010 0.967 0.021 0.932 0.904 0.306 1.024
(0.000- (0.956- (0.001- (0.918- (0.887- (0.043- (1.001-
0.055) 0.976) 0.113) 0.945) 0.918) 2.196) 1.047)
DRUGE 0.374 0.633 0.068 0.934 0.616 1.020 0.989
(0.279- (0.608- (0.048- (0.917- (0.591- (0.783- (0.845-
0.477) 0.659) 0.092) 0.949) 0.641) 1.328) 1.157)

PPV-pozitivna prediktivna vrednost; NPV-negativnha prediktivna vrednost; LR-likelihood ratio (odnos
verodostojnosti); CNS-centralni nervni sistem; KVS-kardiovaskularni sistem; GIT-gastrointestinalni trakt; UGT-
urogenitalni trakt; KMZ-kostano-misi¢no-zglobni sistem

Ultrasonografija izolovanih fetalnih anomalija ili izolovanih "soft" markera
posmatranih u sklopu organskih sistema pokazala je nisku senzitivnost, ispod 10%, u
predikciji hromozomskih aberacija, kao i nisku PPV i nizak LR+, i visoku specifi¢nost,
NPV i dijagnosticku tac¢nost. Izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri glave, lica
1 vrata pokazale su neSto vecu senzitivnost (24%) i PPV (36%). Vecu senzitivnost
(37%) ali nizu dijagnosticku ta¢nost (62%) imale su i anomalije svrstane u grupu drugih

anomalija. Znacajan LR+ naden je kod izolovanih anomalija i izolovanih "soft" markera
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glave, lica i vrata (7,86), kardiovaskularnog sistema (1,47) i koStano-misi¢no-zglobnog

sistema (1,46).

Prediktivni znacaj izolovanih fetalnih anomalija i izolovanih "soft" markera u detekciji

hromozomskih aberacija u odnosu na zahvac¢enost organskog sistema prikazan je u

tabeli 15.

Tabela 15. Odnos Sansi (OR) za detekciju patoloskog kariotipa kod fetusa sa
izolovanim anomalijama i izolovanim "soft" markerima po sistemima

ORGANSKI SISTEM OR 95% ClI
Centralni nervni sistem 0,387 0,193-0,778
Glava, lice i vrat 10,054 5,796-17,441
Plu¢a 0,636 0,086-4,771
Kardiovaskularni sistem 1,534 0,815-2,889
Gastrointestinalni trakt 0,864 0,383-1,868
Urogenitalni trakt 0,125 0,030-0,509
Kostano-misi¢no-zglobni sistem 1,486 0,625-3,534
Tumori 0,299 0,041-2,191
Druge 1,031 0,677-1,572

Odds ratio (OR)-odnos Sansi; Cl (confidence interval)-interval poverenja

Najveéi rizik za nalaz patoloSkog kariotipa imali su fetusi kod kojih su otkrivene
izolovane anomalije ili izolovani "soft" markeri glave, lica i vrata (OR 10,1). Rizik za
hromozomske aberacije naden je i kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili izolovanim
"soft" markerima kardiovaskularnog (OR 1,5) i ko§tano-misi¢no-zglobnog sistema (OR
1,5). Izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri na ostalim organskim sistemima

nisu se pokazale kao znacajan prediktor hromozomskih aberacija fetusa.

U tabeli 16 prikazani su rezulati analize efikasnosti ultrazvucnog skrininga
hromozomskih aberacija u slucajevima 20 izabranih izolovanih anomalija i "soft"

markera fetusa.
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Tabela 16. Efikasnost ultrazvu¢nog skrininga hromozomskih aberacija u sluc¢ajevima
izabranih izolovanih anomalija iizolovanih "soft" markera fetusa

ANOMALUA SENZITIVNO SPECIFICNO PPV NPV DIJAGNOSTI LR+ LR-
ST ST CKA
(95%Cl) (95%Cl) TACNOST (95%Cl) (95%Cl)
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Ventrikulom | 0.020 0.928 0.020 0.930 0.868 0.282 1.056
egalija (0.002- (0.913- (0.002- (0.916- (0.850- (0.071- (1.022-
0.071) 0.941) 0.069) 0.943) 0.885) 1.125) 1.090)
Hidrocefalus | 0.030 0.954 0.045 0.933 0.893 0.660 1.016
(0.006- (0.942- (0.009- (0.918- (0.876- (0.211- (0.980-
0.086) 0.964) 0.125) 0.945) 0.908) 2.063) 1.054)
Agenezija 0.010 0.994 0.111 0.934 0.929 1.760 0.996
korpusa (0.000- (0.989- (0.003- (0.920- (0.915- (0.222- (0.976-
kalozuma 0.055) 0.998) 0.482) 0.946) 0.942) 13.932) 1.016)
Spina biffida | 0.010 0.993 0.091 0.934 0.928 1.408 0.997
(0.000- (0.987- (0.002- (0.920- (0.913- (0.182- (0.977-
0.055) 0.997) 0.413) 0.946) 0.940) 10.889) 1.018)
Uvedana NT | 0.152 0.989 0.500 0.943 0.934 14.081 0.858
(0.087- (0.982- (0.313- (0.929- (0.920- (7.091- (0.789-
0.238) 0.994) 0.687) 0.954) 0.946) 27.962) 0.932)
Cisti¢ni 0.091 0.994 0.500 0.939 0.934 14.081 0.915
higrom (0.042- (0.988- (0.260- (0.926- (0.920- (5.718- (0.860-
0.166) 0.997) 0.740) 0.951) 0.946) 34.674) 0.974)
Dijafragmal 0.000 0.992 0.000 0.933 0.926 0.000 1.008
na hernija (0.000- (0.986- (0.000- (0.919- (0.912- (0.000- (1.003-
0.054) 0.996) 0.385) 0.945) 0.939) NaN) 1.013)
Hiperehoge 0.000 0.989 0.000 0.933 0.924 0.000 1.011
ni fokus u (0.000- (0.982- (0.000- (0.919- (0.909- (0.000- (1.005-
srcu 0.054) 0.994) 0.302) 0.945) 0.937) NaN) 1.016)
VSD 0.081 0.990 0.364 0.938 0.930 8.046 0.929
(0.036- (0.983- (0.172- (0.925- (0.916- (3.458- (0.876-
0.153) 0.994) 0.593) 0.950) 0.942) 18.720) 0.985)
Hipoplazija 0.000 0.993 0.000 0.933 0.927 0.000 1.007
leve komore | (0.000 (0.987- (0.000- (0.919- (0.913- (0.000- (1.003-
-0.054) 0.997) 0.413) 0.945) 0.940) NaN) 1.012)
Tetralogio 0.020 0.997 0.333 0.935 0.932 7.040 0.983
Fallot (0.002- (0.993- (0.043- (0.921- (0.918- (1.305- (0.955-
0.071) 0.999) 0.777) 0.947) 0.945) 37.969) 1.011)
Hiperehoge 0.020 0.975 0.054 0.933 0.912 0.805 1.005
na creva (0.002- (0.965- (0.007- (0.919- (0.896- (0.196- (0.976-
0.071) 0.982) 0.182) 0.946) 0.926) 3.297) 1.035)
Omfalokela 0.020 0.984 0.083 0.934 0.920 1.280 0.996
(0.002- (0.976- (0.010- (0.920- (0.905- (0.305- (0.967-
0.071) 0.990) 0.270) 0.946) 0.934) 5.366) 1.025)
Gastrosiza 0.000 0.983 0.000 0.933 0.918 0.000 1.018
(0.000- (0.974- (0.000- (0.919- (0.902- (0.000- (1.010-
0.054) 0.989) 0.204) 0.945) 0.931) NaN) 1.025)
Hidronefroz | 0.000 0.958 0.000 0.931 0.894 0.000 1.044
aobostrano | (0.000- (0.946- (0.000- (0.917- (0.877- (0.000- (1.033-
0.054) 0.968) 0.089) 0.944) 0.909) NaN) 1.056)
Skracen 0.040 0.981 0.129 0.935 0.918 2.086 0.979
femur (0.011- (0.972- (0.036- (0.921- (0.903- (0.745- (0.939-
0.100) 0.987) 0.298) 0.947) 0.932) 5.844) 1.020)
Hidrops 0.040 0.980 0.125 0.935 0.918 2.012 0.979
(0.011- (0.971- (0.035- (0.921- (0.902- (0.720- (0.940-
0.100) 0.987) 0.290) 0.947) 0.931) 5.621) 1.020)
SUAS 0.030 0.994 0.250 0.935 0.930 4.694 0.976
(0.006- (0.988- (0.055- (0.921- (0.916- (1.291- (0.942-
0.086) 0.997) 0.572) 0.947) 0.942) 17.062) 1.011)
IUZR 0.141 0.833 0.057 0.932 0.787 0.846 1.031
(0.080- (0.812- (0.031- (0.916- (0.765- (0.514- (0.948-
0.226) 0.852) 0.093) 0.945) 0.808) 1.394) 1.120)
Neadekvatn 0.162 0.827 0.062 0.933 0.783 0.935 1.014
a koli¢ina (0.095- (0.806- (0.036- (0.917- (0.761- (0.588- (0.927-
plodove 0.249) 0.847) 0.099) 0.946) 0.804) 1.485) 1.109)
vode
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PPV-pozitivna prediktivna vrednost; NPV-negativna prediktivna vrednost; LR-likelihood ratio (odnos
verodostojnosti); NT-nuhalna translucenca; VSD-ventrikularni septalni defekt; SUAS-jedna umbilikalna
arterija; IUZR-intrauterusni zastoj u rastu

Ultrasonografija za sve izabrane pojedinacne izolovane fetalne anomalije i izolovane
"soft" markere imala je nisku senzitivnost, a visoku specificnost, NPV i dijagnosticku
tacnost u predikciji hromozomskih aberacija. Umerena PPV nadena je kod uvecanja
NT-a, cisticnog higroma, VSD-a i tetralogiije Fallot. Najvecu verovatnoc¢u u predikciji
hromozomskih aberacija imali su uve¢anje NT-a (LR+ 14.1), cisti¢ni higrom (LR+
14.1), VSD (LR+ 8.04) i tetralogiija Fallot (LR+ 7.04), SUAS (LR+ 4.7), skra¢en femur
(LR+ 2.1) i fetalni hidrops (LR+ 2.01).

U tabeli 17 prikazan je prediktivni znacaj 20 izabranih izolovanih anomalija i

izolovanih "soft" markera u otkrivanju fetusa sa hromozomskim aberacijama.

Tabela 17. Odnos Sansi (OR) za detekciju patoloskog kariotipa kod izabranih
izolovanih anomalija i "soft" markera fetusa

ANOMALUA ODDS RATIO OR 95% Cl
Ventrikulomegalija 0,267 0,065-1,098
Hidrocefalus 0,649 0,200-2,105
Agenezija korpusa kalozuma 1,768 0,219-14,278
Spina biffida 1,412 0,179-11,145
Uvecana nuhalna translucenca 16,417 7,764-34,713
Cisti¢ni higrom 15,389 5,960-39,720
Dijafragmalna hernija /
Hiperehogeni fokus u srcu /
Ventrikularni septalni defekt 8,666 3,544-21,190
Hipoplazija leve komore /
Tetralogio Fallot 7,165 1,296-39,607
Hiperehogena creva 0,801 0,190-3,378
Omfalokela 1,286 0,298-5,548
Gastrosiza /
Obostrana hidronefroza /
Skraéen femur 2,132 0,731-6,218
Hidrops 2,054 0,706-5,977
Jedna umbilikalna arterija 4,809 1,281-18,055
Intrauterusni zastoj u rastu 0,821 0,458-1,470
Patoloska kolicina plodove vode 0,922 0,531-1,603

Odds ratio (OR)-odnos $ansi; Cl (confidence interval)-interval poverenja
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Za izabrane izolovane anomalije i1 izolovane "soft" markere fetusa racunati su odnosi
Sanse (OR — Odds Ratio) za svaku pojedina¢nu major anomaliju ili "soft" marker - da
li i koliko moZe da se koristi kao prediktor postojanja hromozomskih aberacija fetusa.
Najveci rizik za hromozomske aberacije fetusa povezan je sa izolovanim uvecanjem
nuhalne translucence (OR 16,4) i cisticnim higromom (OR 15,4), zatim ventrikularnim
septalnim defektom (OR 8,7), tetralogijom Fallot (OR 7,2) i jednom umbilikalnom
arterijom (OR 4,8). Za odredene parametre, kao $to su dijafragmalna hernija,
hiperehogeni fokus u srcu, gastroSize i obostrana hidronefroza nije bilo moguce
izraCunati OR jer kod fetusa kod kojih su nadene ove anomalije nisu otkrivene

hromozomske aberacije.

U tabeli 18 prikazani su rezulati analize efikasnosti ultrazvucnog skrininga
hromozomskih aberacija u slu¢ajevima izolovanih poremecaja u koli¢ini plodove vode.

Tabela 18. Efikasnost ultrazvu¢nog skrininga hromozomskih aberacija u slucajevima
izolovanih poremecaja u koli¢ini plodove vode

SENZITIVNO | SPECIFIENO | PPV NPV DIJAGNOSTI | LR+ LR-
ST ST CKA
(95%Cl) (95%Cl) TACNOST (95%Cl) (95%Cl)
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
ANAMNION | 0.000 0.992 0.000 0.934 0.927 0.000 1.008
(0.000- (0.986- (0.000- (0.920- (0.913- (0.000-NaN) | (1.003-
0.055) 0.996) 0.385) 0.946) 0.940) 1.013)
oLIGO 0.010 0.933 0.011 0.930 0.872 0.151 1.061
AMNION (0.000- (0.919- (0.000- (0.915- (0.854- (0.021- (1.035-
0.055) 0.946) 0.058) 0.943) 0.889) 1.075) 1.087)
POLIHIDRO | 0.152 0.902 0.099 0.937 0.852 1.542 0.941
AMNION (0.087- (0.885- (0.056- (0.923- (0.833- (0.942- (0.864-
0.238) 0.917) 0.158) 0.950) 0.870) 2.523) 1.024)

PPV-pozitivna prediktivna vrednost; NPV-negativna prediktivha vrednost, LR-likelihood ratio (odnos

verodostojnosti)

Ultrasonografija izolovanih poremecaja u koli¢ini plodove vode pokazala je nisku
senzitivnost i PPV, a visoku specificnost, NPV i dijagnosticku ta¢nost. Samo je
izolovani polihidroamnion (LR+ 1,54) imao =znaCaja u predikciji fetalnih

hromozomskih aberacija.

Prediktivni znacaj izolovanih poremecaja u koli¢ini plodove vode u otkrivanju fetusa

sa hromozomskim aberacijama prikazan je u tabeli 19.
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Tabela 19. Odnos Sansi (OR) za detekciju patoloskog kariotipa kod fetusa sa
izolovanim poremecajima u koli¢ini plodove vode

PATOLOSKA KOLICINA PLODOVE VODE OR 95% CI
Anamnion /
Oligoamnion 0,143 0,020-1,035
Polihidroamnion 1,638 0,920-2,918

Odds ratio (OR)-odnos $ansi; Cl (confidence interval)-interval poverenja

Samo se izolovana povecana koli¢ina plodove vode (polihidroamnion) pokazala kao

znacajan prediktor (OR 1,6) za postojanje hromozomskih aberacija fetusa.

U ukupnom broju ispitanih trudnoca, rizik od pobacaja nakon invazivnih intervencija,

biopsije horionskih resica i kordocenteze, iznosio je 0,5%.

4.5 Analiza hromozomskih mikronizova kod fetusa sa umerenom

ventrikulomegalijom

ArrayCGH (CMA-analiza hromozomskih mikronizova) analiza sprovedena je kod 5
fetusa sa ultrazvucno otkrivenom izolovanom umerenom ventrikulomegalijom, uz

uredan nalaz kariotipa.
Kod 1 fetusa nisu utvrdene varijante gena (mikrodelecije/mikroduplikacije).

Kod 4 fetusa (80%) utvrdene su varijante (mikrodelecije/mikroduplikacije) koje su
uporedene sa podacima u bioinformatickim bazama podataka NCBI ClinVar (baza
klinickih varijanti), DECIPHER (engl. Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in  Humans Using Ensembl Resources, https://decipher.
sanger.ac.uk/application), OMIM (eng. Online Mendelian Inheritance in Man,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim) i ENSEMBL (http://www.ensembl.

org/Homo_sapiens).

Pregled velicine detektovanih varijanti (mikrodelecija/mikroduplikacija), njihove
pozicije u genomu, broja slucajeva kod kojih su otkrivene i pregled gena koji su

mapirani u zahvaéenim regijama dat je u tabeli 20.
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Tabela 20. Pozicija i veli¢ina detektovane varijante i popis gena zahvacene regije

Region Genomske koordinate Veli¢éina CNV (kb) Broj Geni
hromozoma slu¢ajeva
(slucaj #)
Dup Del

1q44 248738898-248785562 47 1 (#4) OR2T10

2ql14.3 127127092-127184948 58 1 (#4)

3q26.1 162584547-162619141 35 2 (#11#2)

5q13.2 69705562-70388844 683 1 (#4) GTF2H2B, SMAS,
LOC100049076...

6p21.32 32457183-32536802 80 1 (#2) HLA-DRBS, HLA-
DRB6

Tpld.1 38323925-38369498 46 1 (#1)

Tpld.1 38323925-38390006 66 1 (#3)

&pl1.22 39237438-39332530 95 1 (#3) ADAMSP,
ADAM3A

8pl1.22 39237438-39362887 125 1 (#4) ADAMSP,
ADAM3A

&pl1.22 39237438-39362887 125 1 (#1) ADAMSP,
ADAM3A

11ql1 55385617-55450788 65 1 (#1) ORA4P4, OR48S2,
OR4C6

12p13.31 9637323-9687899 51 1 (#4)

12p13.31 9637323-9687899 51 2 (#11#2)

14q32.33 106405703-106513022 107 2 (#1,#21 ADAM6

#4)

14q32.33 106665119-106803307 138 2 (#11#2) NCRNA00226

22ql1.22 23056562-23228869 172 2(#31#4) MIR650

Xq21.1 77121844-77123607 2 2 (#1 #2) MAGT!1

Xq21.1 77121844-77123829 2 1 (#3) MAGT!1

CNV(copy number variation)-varijacije u broju ponovaka; Dup-duplikacija; Del-delecija
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5. DISKUSIJA

Efikasnost ultrazvuka u detekciji prenatalnih malformacija limitirana je brojnim
faktorima, kao Sto su starost trudnoce, varijabilnost fetalne morfogeneze, debljina
trbusnog zida majke, polozaj ploda, iskustvo i veStina operatera, kvalitet opreme i
moguénost ponavljanja pregleda (Liu i sar., 2017; McBrien i sar., 2010). Sa druge
strane, ultrazvuéni pregledi su neinvazivni i bezbedni, zbog Cega raste internacionalno
interesovanje za razvoj novih metoda za ultrazvu¢nu detekciju malformacija, posebno

§to je razvojem novih tehnologija omogucen detaljniji pregled fetusa u prvom trimestru.

Procenat kongenitalnih malformacija u razvijenim zemljama raste, prvenstveno zbog
¢injenice da je izrazeno povecanje trudnoca kod Zena starijih od 40 godina. Iako starost
majke moze komplikovati trudnoc¢u na razli¢ite nacine, 80-90% fetalnih malformacija
otkriva se kod roditelja koji nemaju specificne faktore rizika (Renna i sar., 2013).
Ranije studije pokazale su vaznost ultrasonografskog skrininga upravo kod trudnica
sa nizim rizikom za fetalne hromozomopatije (Schluter i Pritchard, 2005; Malone i sar.,

2004).

Prosecna starost trudnica u naSoj studiji bila je 28,2+5,6 godina, §to govori u prilog
¢injenici da je vecina trudnica ukljucenih u ispitivanje bila mlada od 35 godina, tj.
pripadala populaciji sa niskim rizikom za hromozomske aberacije fetusa. Takode,
skrining hromozomskih aberacija pokazao je povecan rizik za najcesce trizomije samo

u 5,6% ispitivanih trudno¢a u prvom trimestru i 10,4% u drugom trimestru.

Ovakvi rezultati dobijeni su zahvaljujuéi Cinjenici da se u nasoj zemlji svim trudnicama
starijim od 35 godina, kao i svim trudnicama kod kojih je biohemijskim skriningom
dobijen povisSen rizik za najCeS¢e aneuploidije, preporucuje invazivna prenatalna

dijagnostika nezavisno od ultrazvu¢nog nalaza fetusa.

Izolovane fetalne anomalije ili izolovani "soft" markeri su u nasem istrazivanju sa
priblizno jednakom ucestalo$¢u otkrivani u drugom (47,2%) i treCem trimestru
(46,6%), dok su u prvom trimestru detektovani u znatno nizem procentu (6,2%).
Zahvaljujuéi kasnijem razvoju odredenih organa i organskih sistema neke fetalne
malformacije nije moguce detektovati u ranim fazama trudnoce (Rossi i Prefumo,

2013). Hildebrand i sar. u svojoj studiji imali su dvostruko vecu stopu detekcije fetalnih
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anomalija u drugom nego u prvom trimestru trudnoce, 29% prema 13% (Hildebrand 1

sar., 2010).

Picklesimer i sar. istrazivali su efekat gestacijske starosti u vreme ultrazvu¢nog
pregleda na detekciju ultrazvu¢nih markera aneuploidija, i pokazali da ovi markeri
mogu biti otkriveni u svim fazama trudnoce, s tim da se "soft" markeri ¢esc¢e otkrivaju
u ranijim, a strukturne anomalije u kasnijim fazama (Picklesimer i sar., 2005)
Ultrazvucni pregled u prvom trimestru fokusira se pretezno na merenje nuhalne
translucence i procenu rizika za aneuploidije, dok ultrazvuéni pregled u drugom
trimestru moze da identifikuje specifi¢ne defekte koji se javljaju u razlicitim genetickim
poremecajima. Fetalnu anatomiju je lakSe vizualizovati u drugom trimestru, tako da
ultrazvucni pregled u ovom periodu trudnoce pruza najvise informacija o fetalnim

anomalijama (Conner i sar., 2014).

Cak i kada je ultrazvuéni fetalni nalaz u drugom trimestru uredan, u do 20% slu¢ajeva
moguce je otkriti fetalne anomalije tokom ultrazvu¢nog pregleda fetusa u tre¢em
trimestru. Ultrazvucni pregled fetusa u treCem trimestru posebno je znaCajan za
detekciju  kasno nastalih anomalija  urogentalnog, kardiovaskularnog i

gastrointestinalnog sistema (Manegold i sar, 2011; Vijaykumar i sar., 2017).

U ranijim studijama prezentovane su razliCite incidence fetalnih anomalija 1 "soft"
markera u odnosu na lokalizaciju i zahvaéenost organskih sistema, buduc¢i da su u njima
pretezno obradivani nalazi iz jednog ili dva trimestra trudno¢e. Babu i Pasula su nasli
najveci procenat fetalnih anomalija ili "soft" markera CNS-a (46%) i urogenitalnog
sistema (22%), a zatim kardiovaskularnog (8,1%) i gastrointestinalnog sistema (8,1%)
u drugom i tre¢em trimestru (Babu i Pasula, 2013). I u nasem istrazivanju, koje je
obuhvatilo sva tri trimestra trudno¢e, medu fetusima sa izolovanom anomalijom ili
izolovanim "soft" markerom sa najve¢om frekvencom su otkrivane izolovane anomalije
ili izolovani "soft" markeri CNS-a (19,6%), urogenitalnog trakta (13,4%), zatim
kardiovaskularnog sistema (8,5%) i gastrointestinalnog trakta (8,2%), dok su sa
najmanjom ucestaloS¢u otkrivane izolovane anomalije ili izolovani "soft" markeri plu¢a
(1,5). Arfaksad i Wajahat su u svojoj studiji takode nasli najveci procenat fetalnih
anomalija CNS-a (51,7%), zatim muskuloskeletnog (18,3%) i gastrointestinalnog
sistema (17,2%), a najmanji procenat fetalnih anomalija pluca (1,2%) (Arfaksad i

Wajahat, 2016). Liu 1 sar. su najucestalije detektovali anomalije pluca (83%) i CNS-a
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(80%), a sa najmanjom frekvencom anomalije kardiovaskularnog sistema (9,5%)

fetusa (Liu i sar., 2017).

Major anomalije nadene su kod 82,3% fetusa, a "soft" markeri kod 17,7% fetusa sa
izolovanim ultrazvuénim markerom, u nasoj studiji. Takode u 17,2% otkriveni su
poremecaji u koli¢ini plodove vode kao izolovan nalaz. U istrazivanju Liu i sar., stopa
identifikacije krupnih (major) strukturnih anomalija fetusa bila je gotovo duplo veéa u
poredenju sa "soft" markerima, 54,4% prema 26,5% (Liu i sar., 2017). Rydberg i Tunon
nasli su major anomalije u 55% fetusa (Rydberg i Tunon, 2017). Izolovani "soft"
markeri kod fetusa nadeni su u 5,1% slu€ajeva u istrazivanju Ahman 1 saradnika

(Ahman i sar., 2014)

Ucestalost "soft" markera varira u razli¢itim studijama. Sa najve¢om ucestalo$¢u
detektovani su hiperehogeni fokus srca u 1,6%-3,9%, pijelektazije u 0,1%-2,4% i cista
horoidnog pleksusa u 1,0%-2,0% (Ahman i sar., 2014; Lamont i sar., 2004; Chen i
sar.,2009; Smith-Bindman i sar., 2007; Nyberg i sar., 2001; Coco i Jeanty, 2005;). U
nasoj studiji naj¢esce detektovani izolovani "soft" markeri su cista horoidnog pleksusa

(20%), hiperehogena creva (17%), uve¢ana NT (13,8%) i skracen femur (13,8).

Rizik za hromozomske aberacije fetusa povecava se sa ukupnim brojem ultrazvuc¢no
identifikovanih defekata (Nicolaides i sar.,1992). Aneuploidije koje se javljaju sa
najve¢om incidencom, trizomija 21, 18 i 13, monozomija X i poliploidije, imaju svoje
specificne ultrasonografske markere, i iz tog razloga se preporucuje da se, ukoliko se
na rutinskom ultrazvuénom pregledu otkrije defekt/marker, detaljnim pregledom
potraze druge fetalne anomalije za koje se zna da mogu biti udruzene sa tim markerom,

jer prisustvo dodatnih defekata znacajno povecava rizik od hromozomopatija.

Drummond i sar. nasli su da je rizik za nalaz hromozomske aberacije znacajno vec¢i kod
fetusa sa multiplim malformacijama u poredenju sa fetusima sa izolovanim defektom
(Drummond i sar. 2003). I u nasoj studiji patoloski kariotip je sa najve¢om frekvencom
detektovan kod fetusa sa multiplim anomalijama (23,6%), ali sa najmanjom

ferekvencom kod fetusa sa multiplim “soft* markerima (5,6%).

Dosadasnje studije bazirale su se uopSteno na otkrivanje ultrazvuc¢nih markera

hromozomskih aberacija, i malo je literaturnih podataka o udelu hromozomskih
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aberacija u etiologiji izolovanih fetalnih defekata. Medutim, dilema o invazivnoj
prenatalnoj dijagnostici nastaje upravo kada se ultrazvucnim pregledom otkrije
izolovana fetalna anomalija, imajué¢i u vidu da su invazivne procedure povezane sa

rizikom od pobacaja od oko 1% (Cicero i sar., 2003).

Simsek i sar. pronasli su patoloski kariotip, pretezno aneuploidije, kod 17,1% fetusa sa
ultrazvucéno otkrivenom izolovanom anomalijom ili izolovanim "soft" markerom

(Simsek i sar., 2013).

Zastupljenost hromozomskih aberacija kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili
izolovanim "soft" markerima, u naSem istrazivanju bila je 6,9%. Sa najvecom
ucestaloS¢u nadene su numeri¢ke hromozomske aberacije (80,6%), 1 to aneuploidije.
Najzastupljenija je bila trizomija 21, sa udelom od 50% u svim detektovanim

aberacijama.

Hromozomske aberacije su sa najvecom ucestaloséu nadene kod fetusa sa izolovanim
anomalijama ili izolovanim "soft" markerima glave, lica i vrata (36%), zatim koStano-
miSi¢no-zglobnog (11%) 1 kardiovaskularnog sistema (9%). Najmanja frekvenca
hromozomskih aberacija nadena je kod fetusa sa izolovanim anomalijama ili
izolovanim "soft" markerima CNS-a (3%), tumorima (2,1%) i izolovanim anomalijama

ili izolovanim "soft" markerima urogenitalnog trakta (1,0%).

Neke studije su pokazale da fetusi sa trizomijom 18 imaju bar jednu major anomaliju u
90% slucajeva, fetusi sa trizomijom 13 u 75%-80% slucajeva, dok fetusi sa trizomijom
21 imaju bar jedan major defekt u 50% slucajeva (Cho i sar., 2009; Sepulveda i sar.,

1999).

U naSoj studiji patoloski kariotip imalo je 5,5% fetusa sa major izolovanom
anomalijom. Sa najve¢om ucestaloS¢u nadene se trizomija 21 u 50%, trizomija 18 u

10,7%, trizomija 13 u 8,9% i Robertsonova translokacija 13;14 u 7,1% slucajeva.

Ultrazvuc¢ni nalaz major izolovane fetalne anomalije u nasoj studiji pokazao je umerenu
senzitivnost, ali nisku specifi¢nost i nisku PPV, kao i dijagnosticku ta¢nost od samo
20%, i LR+ 0,8 u predikciji hromozomskih aberacija. Takode, nalaz izolovane major
anomalije nije pokazao znacajno povecanje rizika za hromozomske aberacije fetusa

(OR 0,4).
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U studiji Bottalico i sar., o efikasnosti ultrazvucnog skrininga hromozomskih aberacija
u drugom trimestru nalaz major anomalije imao je umerenu senzitivnost i PPV, ali

visoku specificnost i LR+ 13,4 (Bottalico i sar., 2009).

Imaju¢i u vidu da incidenca hromozomskih aberacija opada sa staro$¢u trudnoce,
smatramo da je razlika u rezultatima u ove dve studije proistekla iz ¢injenice da je nase
istrazivanje obuhvatilo nalaze iz sva tri trimestra trudnoce, dok su Bottalico i sar.

obradili podatke dobijene samo tokom drugog trimestra trudnoce.

Kod fetusa sa izolovanim "soft" markerima u naSem istrazivanju hromozomske
aberacije su otkrivene u 12,4% sucajeva. Numericke aberacije su nadene u 70,4%, a
strukturne u 29,6%, najucestalije su detektovane trizomija 21 u 48,2%, zatim 18 u
11,1%, trizomija 13, monozomija X i Robertsonova translokacija 13;14 u po 7,4%

slucajeva.

Ultrazvucni nalaz izolovanog "soft" markera u naSoj studiji, pokazao je nisku
senzitivnost i PPV, a visoku specifi¢nost i LR+ 1,9, uz dijagnosticku ta¢nost od 80%
Nalaz izolovanog "soft" markera pokazao se kao statisticki znacajan prediktor, koji

povecava rizik za hromozomske aberacije fetusa vise od dva puta (OR 2,4).

Nasi rezultati koreliraju sa nalazima u studiji Bottalico i sar., o efikasnosti ultrazvu¢nog
skrininga hromozomskih aberacija u drugom trimestru, gde je nalaz "soft" markera
imao umerenu senzitivnost i nisku PPV, ali visoku specifi¢nost i LR+ 2,6, zahvaljujuci
¢injenici da je najveci broj markera moguée detektovati upravo u drugom trimestru

trudnoce koji su obuhvatile obe studije.

Vecina prethodnih istrazivanja bazirala se na efikasnosti ultrazvuc¢nog skrininga u
,,80ft" markerima, i objavljeni rezultati su varijabilni. Tako su Ahman i sar. pokazali da
ultrazvucno otkriven izolovani ,,soft“ marker ima LR+ 5.6 (95% CI 0.94-10.3) i RR
23.3 (95%CI 8.9-30.5) za trizomiju 21 (Ahman i sar.,2014). Nasuprot njima Ratanasiri
i sar. nasli su senzitivnost od 25.6% i LR+ 0.89 (95% CI 0.536-1.493) za trizomiju 21
kod fetusa sa ultrazvu¢no detektovanim izolovanim ,,soft markerom (Ratanasiri i sar.,

2014).

Paradoksalno, nase istrazivanje je pokazalo da fetusi sa izolovanim "soft" markerima

imaju znatno veci rizik za hromozomske aberacije od fetusa sa izolovanim major
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anomalijama. Ovakvi rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je ova retrospektivna
studija obuhvatila period od prethodnih 16 godina, kada nije postajao nacionalni vodi¢
za geneticka testiranja, zbog Cega su nadlezni lekari donosili odluku o fetalnoj
dijagnostici po sopstvenoj proceni. Shodno tome, vrlo je verovatno da su tokom
ultrazvucnog pregleda fetusa u slucaju nalaza i samo jednog "soft" markera koji bi
mogao biti deo genetickog sindroma donosili odluku o kariotipizaciji fetusa, bez daljeg

traganja za dodatnim defektima.

Rizik za hromozomske aberacije fetusa povecava se sa ukupnim brojem ultrazvuc¢no
identifikovanih defekata (Nicolaides i sar.,1992). Iz tog razloga se preporucuje da se,
ukoliko se na rutinskom ultrazvuénom pregledu otkrije defekt/marker, detaljnim
pregledom potraze druge fetalne anomalije za koje se zna da mogu biti udruZzene sa tim
markerom, jer prisustvo dodatnih defekata =znacajno povecava rizik od

hromozomopatija.

Ranijim studijama pokazano je da postoje dva tipa ultrazvu¢nih markera koji sugerisu
postojanje aneuploidija kod fetusa. Prva grupa ukljucuje markere koji imaju visoku
stopu asocijacije sa hromozomskim aberacijama fetusa, bilo da se nadu kao izolovani
ili u sklopu multiplih anomalija. Ovoj grupi markera pripadaju cisti¢ni higrom
52% (izolovan) vs 71% (u kombinaciji sa drugim anomalijama), uve¢ana NT
19% vs 45% 1 anomalije srca 16% vs 66%. Drugu grupu ¢ine markeri koji su ¢esce u
asocijaciji sa aberacijama hromozoma kada se nadu u kombinaciji sa drugim
anomalijama. U ovu grupu markera spadaju ventrikulomegalija 2% (izolovana) vs 17%
(u kombinaciji sa drugim anomalijama), cista horoidnog pleksusa 1% vs 48%;
dijafragmalna hernija 2% vs 49%; hiperehogena creva 7% vs 42%, anomalije bubrega

3% vs 24% 1 omfalokela 8% vs 46% (Daniel i sar. 2003; Snijders i sar., 1996).

Podaci koje smo dobili u nasem istrazivanju potkrepljuju prethodne nalaze. Najvecu
verovatnocu za nalaz patoloskog kariotipa imali su fetusi sa izolovanim anomalijama
ili izolovanim "soft" markerima glave, lica i vrata (LR+ 7,9; OR 10,1), zatim
kardiovaskularnog (LR+ 1,5; OR 1,5) i kostano-miSi¢no-zglobnog sistema (LR+ 1,5;
OR 1,5). Najmanji rizik za hromozomske aberacije naden je kod fetusa sa izolovanim
anomalijama ili izolovanim "soft" markerima CNS-a (LR+0,44; OR 0,4) i

urogenitalnog trakta (LR+ 0,14; OR 0,12).
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Ventrikulomegalija je najceS¢e prenatalno identifikovana anomalija centralnog
nervnog sistema (CNS) (Aydin i sar. 2013). Pagani i sar. otkrili su hromozomske
aberacije kod 4,7% fetusa sa izolovanom umerenom ventrikulomegalijom (Pagani 1
sar., 2014). U naSoj studiji patoloski kariotip imalo je 1,9% fetusa sa izolovanom
ventrikulomegalijom, tako da je ovakav ultrazvucni nalaz imao veoma nisku
senzitivnost i LR+ 0,3, i nije imao znacaja u predikciji hromozomskih aberacija fetusa
(OR 0,3). Suprotno nasim nalazima Goetzinger i sar. pronasli su znacajnu udruzenost

izolovane fetalne ventrikulomegalije sa trizomijom 21, LR+ 2 (Goetzinger i sar. 2008).

Izolovani nalaz hidrocefalusa kod fetusa u nasoj studiji, takode nije pokazao prediktivni
znacaj za patoloski kariotip (OR 0,6). Prethodne studije su pokazale da je izolovani

hidrocefalus fenotipski odraz mutacije specificnih gena (Zhang i sar., 2006).

D'Antonio i sar. otkrili su hromozomske aberacije kod 4,8% fetusa sa izolovanom
agenezijom korpusa kalozuma (D'Antonio i sar., 2016). Nalaz izolovane agenezije
korpusa kalozuma u nasem istrazivanju pokazao je prediktivni znacaj OR 1,8 za

patoloski kariotip fetusa.

Goetzinger 1 sar. objavili su znaCajnu udruzenost izolovane agenezije korpusa
kalozuma (LR+ 3) i izolovane spine biffide (LR+ 3) sa trizomijom 13, LR+ 2
(Goetzinger i sar. 2008). I u nasoj studiji nalaz izolovane spine biffide kod fetusa imao

je znacaj u predikciji hromozomskih aberacija (LR+ 1,4).

Multicentri¢ne studije su pokazale da i do 80% fetusa sa aneuploidijom ima uveéanje
nuhalne translucence (NT) (Hixon i sar., 2015). U skorasnjoj velikoj retrospektivnoj
studiji rizik za aneuploidije kada je NT 3,5 do 4,4mm bio je 25% i ¢ak 76% ako je NT
bila ve¢a od 6.5mm (Ayras i sar., 2013). Kada se koristi kao samostalan test u prvom
trimestru trudnoce, merenje nuhalne translucence (NT) ima stopu detekcije 73%—82%
za trizomiju 21 (Stefanovic i sar., 2014). Senzitivnost merenja NT u prvom trimestru je
oko 80% u predikciji trizomije 21. Uvecanje NT-a povezano je i sa drugim
hromozomskim aberacijama i ima senzitivnost 75% za trizomiju 18, 72% za trizomiju
13 1 87% za monozomiju X (Daniilidis 1 sar., 2015). U naSoj studiji izolovani
ultrazvuc¢ni nalaz uve¢anja NT-a imao je senzitivnost od 15% 1 PPV od 50% u detekciji
patoloskog kariotipa fetusa. Od izolovanih nalaza fetalnih anomalija, uve¢anje NT-a
ima najvec¢i LR+ za aneuploidije (Raniga i sar., 2006). U naSem istrazivanju, od svih

nalaza izolovanih defekata, izolovani ultrazvu¢ni nalaz uve¢anja NT-a imao je najveci
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LR+ 14,1 za hromozomske aberacije fetusa. Cicero i sar. objavili su LR+ 9,8 za
patoloski kariotip kod fetusa sa izolovanim uvec¢anjem NT-a (Cicero i ar., 2003). U
nekoliko studija primeéeno je rano povlacenje nuhalne translucence kod fetusa sa
trizomijom 13 i trizomijom 18 (Celentano i sar., 2003; Muller i sar., 2004). U drugom
trimestru trudnoce uvecanje nuhalne translucence je snazan prediktor trizomije 21 sa
LR+ 17 (Agathokleous i sar., 2013). Fetusi sa uvecanjem NT-a, osim rizika za
hromozomopatije, imaju povisen rizik za genske bolesti i anomalije srca (Srebniak i

sar., 2016).

Priblizno 35-50% fetusa sa cistiénim higromom ima patoloski kariotip (Kharrat 1 sar.,
2006; Tayyar i sar., 2017). Kod fetusa sa cisticnim higromom Shimada i sar. nasli su
visok rizik (OR 4,9), za nalaz patoloskog kariotipa (Shimada i sar., 2009). U nasem
istrazivanju ultrazvucni nalaz izolovanog cisti¢nog higroma fetusa imao je veoma visok
predikcijski znacaj, LR+ 14 i OR 15,4, za hromozomske aberacije. Najcesca
hromozomska aberacija povezana sa cisticnim higromom fetusa Turner sindrom (u
60% svih fetusa), zatim trizomije 13, 18 i 21, kao i Klinefelter sindrom, koji se takode
Cesto otkriva kod fetusa sa ovim defektom (Sahin i sar., 2006). Malone i sar. u evaluaciji
132 fetusa sa cistiénim higromom nasli su aneuploidije u 50% slucajeva, i to u 40%
trisomiju 21, 30% Turner sindrom, 20% trisomiju 18, i 10% trisomiju 13 ili tiploidiju
(Malone i sar. 2005). U studiji Sanhal i sar. aneuploidije su nadene u 40% fetusa sa
cisticnim higromom, od ¢ega je u 50% slucajeva detektovan Turner sindrom, u 32%

trisomija 21, u 10% trisomija 18, u 3.6% trisomija 13 (Sanhal i sar. 2014).

U istrazivanju koje smo sproveli, hromozomske aberacije otkrivene su kod 3,9% fetusa
sa izolovanim fetalnim hidropsom. Acevedo-Gallegos i sar., pronasli su patoloski
kariotip kod jedne tre¢ine fetusa sa hidropsom (Acevedo-Gallegos i sar., 2013). Nasa
studija pokazala je da je nalaz izolovanog fetalnog hidropsa visoko specifican prediktor
patoloskog kariotipa fetusa, sa visokom tacnos¢u, LR+2 1 OR 2,1. I Shimada i sar. nasli
su poveéan rizik (OR 2,7), za hromozomske aberacije kod fetusa sa ultrazvu¢no
detektovanim hidropsom (Shimada i sar., 2009). Fetalni hidrops je najces¢i
ultrasonografski nalaz kod fetusa sa monozomijom X i trizomijom 21. Moze se nadi i
kod fetusa sa mozai¢nom trizomijom hromozoma br. 10, zatim kod fetusa sa trizomijom
kratkog kraka hromozoma br. 11, kao i kod fetusa sa trizomijom 13 i 18 (Krings, 2006;
Rotmensch i sar., 1997; Smoleniec i sar., 1999; Bianchi i sar., 2000; Ratnam i sar.,

1994; Forouzan, 1999).
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Urodena sr¢ana mana je naj¢eS¢a anomalija dece sa Down sindromom. Kod 90%
novorodencadi sa trizomijom 18 i trizomijom 13, 50% novorodencadi sa trizomijom
21, kao i kod onih sa Turner sindromom, delecijama ili parcijalnim trizomijama
razlicitih hromozoma, dijagnostikuje se kongenitalna sr¢ana mana, i to pretezno
ventrikularni septalni defekt (Cicero i sar, 2003). Imaju¢i u vidu tako ucestalu
pojavu kongenitalnih oboljenja srca kod novorodencadi sa hromozomskim
aberacijama, prenatalna dijagnoza sréanih anomalija povecava rizik za
hromozomopatije fetusa. Ukoliko je srana mana izolovan nalaz incidenca
hromozomskih aberacija fetusa je 15% do 20%, a ukoliko je udruzena sa drugim
anomalijama ta incidenca raste i do 70% (Antsaklis i Theodora, 2008). Shimada i sar.
nasli su znacajan rizik za hromozomske aberacije kod fetusa ka anomalijama KVS-a
(OR 3). Nasi rezultati koreliraju sa podacima iz literature, obzirom da su izolovane
anomalije kardiovaskularnog sistema imale LR+ 1,5 1 OR 1,5 u predikciji patoloskog
kariotipa. Pokazali smo da su ultrazvucni nalazi izolovanog VSD-a (LR+ 8 1 OR 8,7) i
tetralogije Fallot (LR+ 7 1 OR 7,2) znacajni prediktori hromozomskih aberacija fetusa.
U svim slucajevima izolovanog VSD-a kod fetusa je otkrivena trizomija 21, $to je
korelaciji sa nalazima Acevedo-Gallegos i sar., koji su nasli trizomiju 21 kod 75%
fetusa sa izolovanom anomalijom srca (Acevedo-Gallegos i sar., 2013). Suprotno tome
Bao i sar. objavili su da su otkrili aneuploidije u samo 16,8% fetusa sa sr¢anom manom,
medu kojim je najzastupljenija bila trizomija 18 (Bao i sar., 2013). Takode, Shen i sar.
sugerisali su da izolovani VSD nije udruzena sa trizomijom 21, obzirom da od 92
ispitana fetusa sa ovom anomalijom nisu nasli trizomiju 21 ni u jednom slucaju (Shen
isar., 2014). U ranijim studijama objavljeno je da je prototip sr¢ane mane kod fetusa sa
trizomijom 21 AVSD, a kod Turner sindroma koarktacija aorte, uz zakljucak da je
ovakva genotip-fenotip korelacija posledica izmenjene doze specificnih gena (Fahed i
sar. 2013). Benacerraf je objavio da su specifi¢ne sréane mane udruzene sa trizomijom
21, prvenstveno disproporcija ventrikula i VSD (Benacerraf, 2010). U naSem
istrazivanju nisu nadene hromozomske aberacije kod fetusa sa izolovanom
hipoplazijom leve komore. Takode, nismo nasli patoloski kariotip kod fetusa sa
izolovanim hiperehogenim fokusom srca. Time nasi rezultati koreliraju sa nalazima
ranijih studija koje su utvrdile da nalaz hiperehogenog fokusa srca ne povecava rizik za

trizomiju 21 (Shanks i sar., 2009).
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Pronasli smo u nasSem istrazivanju da je izolovana omfalokela znacajan prognosticki
faktor za hromozomske aberacije fetusa sa OR 1,3. Shimada i sar. nasli su OR 1,9 za
nalaz patoloskog kariotipa kod fetusa sa omfalokelom (Shimada i sar., 2009). Acevedo-
Gallegos 1 sar. otkrili su patoloSki kariotip u samo 11,5% fetusa sa izolovanom
omfalokelom. Suprotno nasim nalazima Blazer i sar. nisu nasli aberacije hromozoma

kod fetusa sa izolovanom omfalokelom, (Blazer i sar. 2004)

Skracen femur predstavlja ultrasonografski marker fetalnih aneuploidija, prevashodno
trizomije 21 (Ali i sar., 2012). Ipak, u prethodnim studijama nisu otkrivene
hromozomske aberacije kod fetusa sa izolovanim skra¢enjem femura (Todros i sar.,
2004; Chaudhury i Mukherjee, 2016). Morales-Rosello i sar. su objavili da, uzimajuci
u obzir rizik kod invazivnih procedura, izolovani nalaz skra¢enog femura fetusa ne bi
trebalo da bude indikacija za kariotipizaciju fetusa (Morales-Rosello i sar., 2012).
Rezultati nase studije ukazuju upravo suprotno, da je ultrazvucni nalaz skra¢enog
femura kod fetusa znacajan prediktor patoloskog kariotipa (OR 2). Bottalico i sar.
takode su objavili da ultrazvucni nalaz skra¢enog femura znacajno povecéava rizik za

hromozomske aberacije, LR+ 5,6 (Bottalico i sar., 2009).

Smatra se da SUA sindrom (SUAS) nije znacajno povezan sa fetalnim aneuploidijama
i da nalaz jedne umbilikalne arterije zapravo zahteva detaljan ultrazvucni pregled,
prvenstveno bubrega i srca fetusa (Geipel i sar., 2000). Medutim nasi nalazi ukazuju
upravo na suprotno, posto se SUAS pokazao kao visoko specifican prediktor
hromozomskih aberacija sa LR+ 4.7 i OR 4,8. Interesantna je asocijacija SUAS sa
retkim hromozomskim aberacijama, kao §to su triple X, del 5p i sSSMC nadena u nasem

istrazivanju.

Hromozomski i1 genski poremecaji odgovorni su za pojavu 5-15% fetusa sa
intrauterusnim zastojem u rastu (IUZR) i mnogo se Ces¢e srecu kod simetricnog nego
kod asimetri¢nog tipa (Kay, 2001). Aneuploidije su uzro¢nik pojave 25% teskih IUZR
u ranim stadijumima gestacije (Carrera, 2004). Prenatalne studije 2. i 3. trimestra
pokazale su visoku prevalenciju aneuploidija u teskim sluc¢ajevima IUZR. Triploidija i
trizomija 18 udruzene su sa teskim, a trizomija 13 i monozomija X sa blagim zastojem
u rastu. Trizomija 21, u vecini slucajeva, ne uti¢e na rast fetusa (Virmani, 2006). U
naSem istrazivanju ultrazvucni nalaz izolovanog IUZR nije pokazao visok znacaj u

predikciji patoloskog kariotipa fetusa (LR+ 0,8 i OR 0,8).
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Patoloski kariotip detektovali smo kod 9,8% fetusa sa povecanom koli¢inom plodove
vode (polihidramnion), kao izolovanim nalazom. Dashe i sar. otkrili su aneuploidije u
samo 1% izolovanog i 10% polihidramniona udruZenog sa nekom fetalnom anomalijom
(Dashe i sar., 2002). Za razliku od njih, Shimada i sar. otkrili su patoloski kariotip u
23,4%, a Zahn i sar. u 22,2% fetusa sa izolovanim polihidramnionom (Shimada i sar.,
2009; Zahn i sar., 1993). Brady i sar. su nasli incidencu hromozomskih aberacija od
3,2% u slucajevima idiopatskog polihidramniona, i preporucili analizu kariotipa fetusa
u svim ovakvim slucajevima (Brady i sar., 1992). I u nasoj studiji nadeno je da je
izolovani polihidramnion povezan sa povecanim rizikom za aberacije hromozoma

fetusa (LR+1,51 OR 1,6).

Izolovane anomalije i izolovani "soft" marker GIT-a, dijafragmalna hernija, gastrosiza
i hiperehogena creva, kao i izolovani "soft" markeri i izolovane anomalije UGT-a,
pijelektazije i hidronefroza, zatim izolovani hiperehogeni fokus srca, kao i izolovana
cista horoidnog pleksusa, iako ucestalo dijagnostikovane ultrazvu¢nim pregledima
fetusa u nasem istrazivanju, nisu bile udruzene sa hromozomskim aberacijama u nasoj
studiji.

Smatra se da se, ukoliko se ultrazvu¢nim pregledom otkrije jedna krupna strukturna
anomalija, preporucuje kariotipizacija fetusa, iako je to izolovani defekt, dok "soft"
markere kao izolovani nalaz uvek treba procenjivati u odnosu na starost trudnice i

biohemijski rizik za hromozomske aberacije (Raniga i sar., 2006).

Na osnovu dobijenih rezultata moZzemo se saglasiti sa ranijim studijama koje su
pokazale da neki "soft" markeri samostalno ne predstavljaju znacajne faktore rizika, i
mogu imati mnogo veéi znacaj ukoliko se nadu udruzeni (Bromley i sar., 2002; Sohl i

sar., 1999 ).

Medutim, nasa studija pokazuje da vecina izolovanih major defekata nije u korelaciji
sa hromozomskim aberacijama, i u takvim slucajevima rizik za pobacaj nakon
invazivne intervencije radi uzimanja uzorka za kariotipizaciju, veci je od rizika za nalaz

patoloskog kariotipa kod fetusa.

Shodno rezultatima naSeg istrazivanja, misljenja smo da, u proceni potrebe za
kariotipizacijom fetusa, sve izolovane ultrazvu¢ne markere, i major anomalije i "soft"
markere, treba posmatrati u sklopu individualnog rizika za hromozomske aberacije u

svakoj trudnoéi. Procenjeni individualni rizik treba da bude izveden uzimajuci u obzir
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godine majke, starost trudnoce, prethodne patoloske trudnoce, rezultat prethodnog

skrininga i LR+ specifi¢nog markera.

Nasi rezultati pokazuju da definisani ultrazvu¢ni markeri, kao $to su uvecanje nuhalne
translucence, cisti¢ni higrom, ventrikularni septalni defekt, tetralogija Fallot, jedna
umbilikalna arterija, skra¢en femur, hidrops, agenezija korpusa kalozuma, spina biffida
i omfalokela, ¢ak i kao izolovani nalaz, imaju dobru korelaciju sa aberantnim fetalim
kariotipom, i treba da budu indikacija za invazivno testiranje, ukoliko je to opcija za

roditelje.

Detekcija izolovanih fetalnih anomalija kao $to su dijafragmalna hernija, gastrosiza i
hidronefroza nije indikacija za kariotipizaciju fetusa. Nema indikacija za kariotipizaciju
fetusa ni u slucajevima izolovanih nalaza "soft" markera, kakvi su cista horoidnog
pleksusa, hiperehogeni fokus u srcu i pijelektazije, koje u ovim okolnostima treba

smatrati varijantom bez klinickog znacaja.

Rezultati nase studije pokazuju da preko 90% fetusa izolovanim anomalijama nema
krupne hromozomske aberacije. MiSljenja smo da je u evaluaciji ovih fetusa neophodna
dalja geneticka dijagnostika, koja bi obuhvatila molekularno-citogeneticke 1i/ili

molekularno geneticke metode.

Pokazano je da analiza hromozomskih mikronizova (CMA) ima vecu stopu detekcije
hromozoskih aberacija nego konvencionalna kariotipizacija. Trenutno, u prenatalnoj
dijagnostici, CMA ima najvecu korist u evaluaciji fetusa sa multiplim anomalijama
(Leavitt i sar., 2016). Medutim, pokazano je da je CMA dijagnosticki korisniji od
kariotipizacije i u slucajevima odredenih izolovanih fetalnih anomalija. Meta-analiza
rezultata CMA u slucajevima izolovanih fetalnih defekata indikuje stopu patoloskih
varijanti od priblizno 5%. Najveca stopa pozitivnih rezultata nadena je kod izolovanih
anomalija CNS-a (oko 6%), gastrointestinalnog (oko 7%) i muskuloskeletnog sistema
(oko 8%) 1 srca (0ko7%). Visoka stopa detekcije patoloskih varijanti uo€ena je kod
individualnih malformacija ukljucujuc¢i holoprozencefaliju, hipoplaziju cerebeluma,
hipoplaziju levog srca, rascep usne i/ili nepca i omfalokelu. (Shaffer i sar., 2012; De
Wit i sar., 2014; Jansen i sar., 2015). Nasuprot tome, patoloski rezultati CMA kod fetusa
sa odredenim izolovanim anomalijama, kao §to su VSD, gastro§iza, agenezija bubrega

1 opstrukcije donjeg urinarnog trakta, do sada nisu referisani (Armour i sar., 2018).
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Skora$njom meta-analizom pokazana je dodatna dijagnosticka korist CMA od 4%, kod
fetusa sa izolovanim uve¢anjem NT-a i normalnim kariotipom (Grande i sar., 2015).
Skoras$nji vodici iz nekoliko internacionalnih i nacionalnih drustava preporucili su

selektivnu upotrebu CMA u prenatalnom testiranju.

Komitetet za genetiku americkog koledza za akuserstvo i ginekologiju (ACOG) and
Drustvo za maternalno-fetalnu medicinu (SMFM) 2013. godine objavili su zajednicke
preporuke za koriS¢enje mikroereja u prenatalnoj dijagnostici fetusa sa strukturnim

anomalijama kao zamenu za kariotipizaciju (ACOG 2013).

Drustvo akuSera i ginekologa Kanade i Kanadski koledz medicinskih geneti¢ara
obajavili su u mertu 2018. godine preporuke po kojima treba primeniti CMA u
dijagnostici fetusa kod kojih je detektovana izolovana anomalija koja ima visok rizik
za hromozomske aberacije, a kod izolovanih anomalija sa nizim rizikom se moze

primeniti ukoliko to resursi dozvoljavaju (Armour i sar., 2018).

Radna grupa Zajednickog komiteta za genomiku u medicini Velike Britnije preporucio
je 2015. godine CMA testiranje u svim sluc¢ajevima prenatalne detekcije jedne ili vise
anomalija, izolovanog uvecanja NT>3,5mm i kod fetusa sa aneuploidijama sex
hromozoma, gde nalaz kariotipa ne moze objasniti otkrivenu anomaliju (XXX, XXY

ili XYY) (Gardiner i sar., 2015).

Italijansko drustvo za humanu genetiku je preporucilo upotrebu CMA kao dopunske
metode kariotipizaciji u slucajevima fetalnih strukturnih anomalija, kao i de novo
hromozomskih rearanzmana i sSSMC u cilju utvrdivanja njihovog porekla i genomskog

sadrzaja (Novelli i sar., 2012).

Poslednjih godina dogodio se znatan napredak u tehnologijama brze i sveobuhvatne
analize genoma. Danas je moguce brzo pretraziti varijacije u broju ponovaka (CNV) u
celom genomu, uz bitno poboljsane metode otkrivanja mikrodelecija i mikroduplikacija

u poredenju sa tehnologijama od pre desetak godina.

Uopsteno, tradicionalne citogeneticke metode su jo§ uvek potrebne za analizu
pojedinacnih ¢elija, a indikovane su umesto (ili pre) CMA u slucaju prepoznatljivih
hromozomskih sindroma kao Sto su trisomija 21, 13, 18, zatim Turnerov ili

Klinefelterov sindrom (Sansovic¢ i sar., 2016).
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Wapner i sar., u poredenju sa standardnom kariotipizacijom, tehnikom hromozomskih
mikronizova identifikovali su klinic¢ki relevantne varijacije u broju ponovaka (CNVs)
kod 6% fetusa sa anomalijom 1 normalnim kariotipom (Wapner i sar. 2012). Sli¢no
njima, Hilman i sar. pokazali su da se u slucaju patoloskog ultrazvu¢nog nalaza kod
fetusa relevantan nalaz mikronizova, koji ne obuhvata aneuploidije, moze na¢i u 10%

(95%CI 8-13%) slucajeva (Hillman i sar. 2013).

Analizom rezultata array CGH u programu Agilent CytoGenomics v.2.7., te
pretrazivanjem baza podataka NCBI ClinVar, DECIPHER, OMIM i ENSEMBL na
sli¢ne varijante kao kod ispitivanih fetusa u nasoj studiji, nisu utvrdene varijante gena
koji mogu biti povezani s razvojem ventrikulomegalije. Kod cetiri ispitivana fetusa
otkrivene su mikrodelecije/mikroduplikacije koje za sada u literaturi nisu opisane i

definisane kao sindromi.
Mikrodelecije/mikroduplikacije nadene su u regionima slede¢ih gena:

OR2T10 (Olfactory Receptor Family 2 Subfamily T Member 10) na hromozomu 1q44
je protein kodiraju¢i gen olfaktornih receptora. Olfaktorni receptori interreaguju sa
mirisnim molekulima u nosu i pokrecu neuralni odgovor koji dovodi do mirisne

percepcije (Wwww.genecards.org).

GTF2H2B (General Transcription Factor ITH Subunit 2B (Pseudogene)) i SMAS
(Glucuronidase Beta Pseudogene) na hromozomu 5ql13.2 su pseudogeni

(www.genecards.org).

HLA-DRBS5 (Major Histocompatibility Complex, Class 11, DR Beta 5) na hromozomu
6p21.32 je protein kodiraju¢i gen, koji ima centralnu ulogu u imunskom odgovoru

(www.genecards.org).

HLA-DRB6 (Major Histocompatibility Complex, Class II, DR Beta 6 (Pseudogene) na

hromozomu 6p21.32 je pseudogen (www.genecards.org).

NCRNAO00226 na hromozomu 14q32.33 je podkategorija LINC00226 (long intergenic

non-protein coding RNA 226) gena i ne kodira proteine (www.genecards.org).

MIR650 (MicroRNA 650) na hromozomu 22q11.22 je mali nekodiraju¢i RNK gen,

ukljucen u posttranskripcijsku regulaciju genske ekspresije. Otkriveno je da ekspresija
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MIR650 gena ima ulogu u regulaciji transkripcije tumor supresor gena ING4

ukljuc¢enog u tumorogenezu karcinoma zeluca (Zhang i sar., 2010)

MAGT]1 (Magnesium Transporter 1) na hromozomu Xq21.1 je protein kodiraju¢i gen.
Ovaj gen kodira ubikvitarno ekspresirani, visoko selektivni protein transporter
magnezijum katjona koji je lokalizovan u ¢elijskoj membrani i kriti¢ni je regulator
slobodnog magnezijuma u ¢eliji. Mutacije ovog gena odgovorne su za jednu formu X
vezanog poremecaja u intelektualnom razvoju. Opisana je X vezana
imunodeficijencija sa deficitom magnezijuma, EpStejn-Bar infekcijom i sklonosti

neoplazijama (www.omim.org; Li i sar., 2011).

ADAMSP i ADAM3A na hromozomu 8p11.22 i ADAM6 na hromozomu 14q32.33
kod kojih su mikroduplikacije ili mikrodelecije nadene kod sva cetiri fetusa, su
pseudogeni koji pripadaju familiji ADAM gena (www.genecards.org). Pseudogeni su
nefunkcionalne kopije veoma nalik normalnim genima, u odnosu na koje su neznatno
izmenjeni, usled ¢ega se ne eksprimiraju. Nekoliko godina su zvani genomskim
“fosilima” i tretirani kao “junk DNK” (otpad). Medutim prepoznato je da neki
pseudogeni imaju esencijalnu ulogu u regulaciji transkripcione aktivnost njihovih
roditeljskih gena i mnogi pseudogeni se transkribuju u RNK (ribonikleinsku kiselinu)
(Tutar, 2012). Produkti ADAM gena ukljuceni su u raznovrsne bioloske procese,

ukljucujucu i neurogenezu (Primakoft i Myles, 2000).

Zhang i1 sar. CMA metodom pronasli su aberacije kod 2 (9.5%) od 21 fetusa sa

izolovanom ventrikulomegalijom (Zhang i sar., 2015).

Li i sar. otkrili su potencijalno patogene varijacije u broju ponovaka (CNV) kod 6,7%
fetusa sa ventrikulomegalijom, ukljucujuéi deleciju 1q21.3q23.1, deleciju 2q37.3,
deleciju 3p14.1p13, deleciju 6q25.3, duplikaciju 8q11.23, deleciju 10g21.1, deleciju
15q11.2, duplikaciju 16p13.11p12.3, duplikaciju 22q13.33, duplikaciju 22q11.21 i
duplikaciju Xp21.1. Patogene CNV nasli su kod 6.1% fetusa sa izolovanom
ventrikulomegalijom. Medutim, utvrdili su da ne postoji znacajna korelacija izmedu

ventrikulomegalije i patogenih CNV (Li i sar., 2017).

Mikroduplikacije/mikrodelecije u nasem istrazivanju nadene su i u regionima nekih
hromozoma u kojima jo$ uvek nisu mapirani geni, ukljuc¢ujucu 2q14.3, 3q26.1, 7p14.1
1 12p13.3, i uz Cest nalaz varijanti u regionima ADAM pseudogena, nasi rezultati

postavljaju bazu za neka naredna istrazivanja geneticke osnove ventrikulomegalije.
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Obzirom na sve vecu rezoluciju istrazivanja humanog genoma veliki izazov predstavlja
validacija i interpretacija detektovanih promena u broju kopija, §to se posebno odnosi
na varijante klasifikovane kao sporne/nesigurne vaznosti. Danas kada je array
tehnologija u detekciji varijacija u broju kopija verovatno dosegla svoj maksimum,
ocekivano je da se broj detektovanih varijanti u buducnosti nece znatno menjati.
Medutim klasifikacija detektovanih varijanti znatno se menja. Pregledom literature
dolazi se do zapanjujuéih podataka da su u sve veéem broju CNV-ovi detektovanih
array tehnologijom klasifikovani kao patogeni/potencijalno patogeni. Tako je u samo
dve godine broj CNV-ova koji su klasifikovani kao patogeni porastao sa 19% na 31%.
Ovakav pomak u klasifikaciji posledica je kombinacije razli€itih faktora medu kojima
su novi literaturni podaci koji razjasnjavaju fenotipske posledice CNV-ova, §to
ukljucuje redefinisanje najmanje kriti¢ne regije mikrodelecijskih/mikroduplikacijskih
sindroma, zatim novi dokazi o funkcionalnim u¢incima CNV-ova, te otkrivanje novih
gena kandidata u osnovi razvojnih poremecaja upotrebom array tehnika,
sekvenciranjem sledece generacije i studijama asocijacije, kao i resekvenciranjem
humanog genoma — Hg19 i preciziranjem podataka o patogenosti pojedinh CNV-ov u
bioinformatickim bazama podataka. Uzimaju¢i u obzir sve navedeno, interpretacija

array rezultata u nekim slucajevima jo§ uvek predstavlja izazov (Rinci¢, 2014).
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6. ZAKLJUCCI

Hromozomske aberacije mogu se detektovati kod 6% fetusa sa ultrazvuc¢no
otkrivenom izolovanom major anomalijom i 12% fetusa sa ultrazvu¢no

otkrivenim izolovanim "soft" markerom.

Izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri vrata, srca i koStanog sistema

fetusa imaju najveci znacaj u predikciji patoloskog kariotipa fetusa.

Izolovane anomalije i izolovani "soft" markeri urogenitalnog trakta i tumori
fetusa ne predstavljaju indikaciju za Kkariotipizaciju, jer se samo

koincidentalno mogu naci udruzeni sa hromozomskim aberacijama.

Detekcija bilo kakvog fetalnog defekta zahteva brzu, detaljnu ultrazvucnu

evaluaciju fetusa u cilju otkrivanja mogucih udruzenih anomalija.

U svim slucajevima nalaza izolovanog ultrazvu¢nog markera, bilo major
anomalije ili "soft" markera, u proceni potrebe za kariotipizacijom fetusa,
potrebna je evaluacija individualnog rizika za hromozomopatije, koja

ukljucuje pozitivni odnos verodostojnosti (LR+) za detektovani marker.

U evaluaciji fetusa sa izolovanom anomalijom i normalnim kariotipom,
neophodna je dalja geneti¢ka dijagnostika, koja bi obuhvatila molekularno-

citogeneticke i/ili molekularno geneticke metode.

U slucajevima umerene fetalne ventrikulomegalije analiza hromozomskih
mikronizova nije imala ve¢u informativnost od kariotipizacije, obzirom da
su nadene varijante u regionima gena za koje nije utvrdeno da ucestvuju u
neurogenezi, ali su naSi rezultati osnov za dalja istrazivanja geneticke

osnove ventrikulomegalije.
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