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Prakti~na primjena molekularne genetike u medicini po-
~ela je prije 15 godina, kad je 1985. godine Karl Mullis
razvio tehniku nazvanu lan~ana reakcija polimeraze (PCR-
polymerase chain reaction) koja je omogu}ila kori{tenje mini-
malnih uzoraka DNA i njihova umno`avanja milijun puta
tako da uzorci mogu biti analizirani. Danas, geneti~ari ra-
zumiju metaboli~ku osnovu za nekoliko stotina nasljednih
bolesti. Istra`iva~i su izolirali mutantne gene za cisti~nu fi-
brozu, Duchenneovu mi{i}nu distrofiju, Huntingtonovu
bolest, sindrom fragilnog X, neurofibromatozu, Alzheime-
rovu bolest, obiteljsku hiperkolesterolemiju, adultni oblik
policisti~ne bolesti bubrega i jo{ mnogo drugih nasljednih
bolesti. Tako|er, istra`ivanja genetske osnove pona{anja i
osobnosti ~ovjeka pokazala su da geni mogu imati va`nu
ulogu u poreme}aju spolnosti i alhoholizmu. Odnedavno
su poznati defektni geni koji su vezani za nastanak men-
talnih bolesti, kao {to su shizofrenija i mani~no-depresiv-
na bolest.

Prenatalna dijagnostika

Prenatalna dijagnostika obuhva}a sve metode koje se kori-
ste za otkrivanje nasljednih, ste~enih, funkcijskih i morfo-
lo{kih poreme}aja ploda.

Downov sindrom, trisomija 21 ili mongolizam najza-
stupljeniji je kromosomski poreme}aj me|u novoro|en-
~adi. Na svakih 650 novoro|en~adi ra|a se jedno mongo-
loidno dijete, s neznatno ve}om zastupljeno{}u mu{ke u
odnosu na `ensku djecu.

U oko 95% slu~ajeva radi se o slobodnom ili regular-
nom tipu Downova sindroma s prekobrojnim kromoso-
mom 21. Slobodni oblik posljedica je nerazdvajanja homo-
lognih kromosoma u mejoti~koj diobi spolnih stanica ro-
ditelja. To nerazdvajanje doga|a se prije oplodnje, a poslje-
dica toga jest da sve stanice imaju 47 kromosoma. U 1–2%
slu~ajeva nerazdvajanje se doga|a za vrijeme mitotskih 75



dioba stanica nakon oplodnje. Tada nastaje mozai~ni ob-
lik Downova sindroma. Postoji i translokacijski oblik koji
se nalazi u 3–4% djece s Downovim sindromom. Taj oblik
nastaje na dva na~ina. Prvi je ako je jedan od roditelja no-
sitelj balansirane translokacije u koju je uklju~en kromo-
som 21, te bolesno dijete naslje|uje dva kromosoma 21 od
oca i majke i jo{ jedan kao vi{ak kromosomske mase skri-
ven translokacijom. Drugi je na~in ako su kariotipovi ro-
ditelja normalni, a translokacija je nastala de novo. Poseban
je problem postojanje balansirane translokacije 21:21 kod
jednog od roditelja bolesnog djeteta. Taj tip translokacije
nosi 100% naslje|ivanje patolo{kog kariotipa i takvi rodi-
telji nemaju {anse imati vlastito zdravo dijete. Ovisno o to-
me tko je od bra~nih partnera nositelj takve translokacije
mo`e se savjetovati donacija sjemena ili jajne stanice ne-
poznata donatora.

Uo~eno je da se u~estalost odre|enih kromosomopati-
ja, npr. sindrom Down, pove}ava s dobi majke, rastu}i eks-
ponencijalno nakon 30. godine. Dob majke naj~e{}a je in-
dikacija prenatalne citogenetske dijagnostike (Tablica 1).
Izme|u 16. i 18. tjedna trudno}e pojava kromosomskih
abnormalnosti je 30% ve}a nego kod `ivoro|ene djece
zbog visoke u~estalosti spontana gubitka takvih trudno}a.

Prenatalna dijagnostika obuhva}a sve trudnice koje
imaju 35 i vi{e godina u terminu poroda. Grani~na dob
nije precizno odre|ena i prenatalna dijagnostika mo`e
obuhvatiti i mla|e trudnice. Niska vrijednost �-fetoprotei-
na u serumu majke mo`e upozoravati na pove}an rizik
ra|anja fetusa s Downovim sindromom, te takve trudnice
tako|er trebaju biti upu}ene u genetsko savjetovali{te. U
prenatalnu dijagnostiku uklju~ene su obvezatno i trudnice
koje su prethodno rodile dijete s Downovim sindromom.
Posljednjih godina ultrazvuk se {iroko primjenjuje kao ne-
invazivna metoda probira fetusa s ultrazvu~nim biljezima
u populaciji `ena mla|ih od 35 godina, koji ukazuje na
pove}an rizik ra|anja ploda s kromosomskim poreme}a-
jem.

Tehnike prenatalne dijagnostike su invazivne metode,
ali s malim rizikom za zdravlje trudnice i ploda. Na na{oj
klinici udio spontanoga gubitka ploda nakon amniocente-
ze iznosi 0,4%, {to je unutar svjetskog prosjeka.

Naj~e{}a metoda prenatalne dijagnostike jest rana am-
niocenteza, kad se transabdominalnim putem punktira plo-
dova voda za daljnju analizu. Radi se izme|u 15. i 20. tjed-
na trudno}e. Nakon 3 tjedna dobivamo numeri~ki i struk-
turno odre|en kromosomski status ploda. U najve}em
broju slu~ajeva kultiviraju se stanice plodove vode za cito-76
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Dob majke
Rizik za

sindrom Down

Ukupan rizik
za kromosomsku
abnormalnost*

20 1/1667 1/526

21 1/1667 1/526

22 1/1429 1/500

23 1/1429 1/500

24 1/1250 1/476

25 1/1250 1/476

26 1/1176 1/476

27 1/1111 1/455

28 1/1053 1/435

29 1/1000 1/417

30 1/952 1/384

31 1/909 1/384

32 1/769 1/323

33 1/625 1/286

34 1/500 1/238

35 1/385 1/192

36 1/294 1/156

37 1/227 1/127

38 1/175 1/102

39 1/137 1/83

40 1/106 1/66

41 1/82 1/53

42 1/64 1/42

43 1/50 1/33

44 1/38 1/26

45 1/30 1/21

46 1/23 1/16

47 1/18 1/13

48 1/14 1/10

49 1/11 1/8

* 47, XXX nije uvr{tena od 20. do 32. godine (podaci nisu dostupni)

Napomena: Podaci iz Hook, E. B. (1981), Rates of chromosome
abnormalities at different maternal ages. Obstetrics and Gynecology,
58:282–285; and Hook, E. B., Cross P. K., Schreinemachers D. M.
(1983), Chromosomal abnormality rates at amniocentesis and in live-
born infants. Journal of the American Medical Association, 249:2034–2038.

Tablica 1.
Rizik dobivanja `ivoro|enog
djeteta sa sindromom Down
ili drugom kromosomskom
abnormalno{}u
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Bolest U~estalost Naslije|ivanje
Prenatalna
dijagnostika

Cisti~na
fibroza

1/1500 u bijeloj
populaciji

autosomno

recesivno

molekularne tehnike
na SAF ili CR;
mikrovilni
intestinalni enzim
(plodova voda)

Kongenitalna
adrenalna
hiperplazija

1/10000 autosomno

recesivna

molekularne tehnike
na SPV ili CR;
prenatalna terapija
dostupna

Duchenne tip
mi{i~ne
distrofije

1/3300 ro|ene
mu{ke djece

X-vezana

recesivna

molekularne tehnike
na SPV ili KR

Hemofilija A ili
KR

1/8500 ro|ene
mu{ke djece

X-vezana

recesivna

molekularne tehnike
na SPV ili KR;
rje|e kordocenteza

Homozigotna
�- i �-
talasemija

velike varijacije,
ali prisutna u
skoro svim
populacijama

autosomno

recesivna

molekularne tehnike
na SPV ili KR

Huntingtonova
bolest

4—7/100,000 autosomno

dominantna

molekularne tehnike
na SPV ili KR

Bolest
policisti~nih
bubrega
(adultni tip)

1/3000 sa
klini~kom
dijagnozom

autosomno

dominantna

molekularne tehnike
na SPV ili KR
molekularne tehnike
na SPV ili KR

Srpasta anemija 1/400 u
Ameri~kih
crnaca

autosomno

recesivna

direktna DNK
analiza na SPV ili
KR

Tay-Sachova
bolest (GM2
-gangliozidoza)

1/3600
A{kenazi
`idovi i
francuski
Kana|ani;
1/400,000
druge populacije

autosomno

recesivna

vrijednosti
heksozaminidaze A
u kultiviranim SPV
ili KR

SPV = stanice plodove vode; KR = korionske resice

* za bolesti koje nisu navedene u tablici ne zna~i da prenatalna
dijagnostika nije dostupna

Pripravljeno uz odobrenje iz Simpson J. L., Elias S. (1989), Prenatal
diagnosis of genetic disorders, u: Creasy, R. K., Resnick, R. (eds.)
Maternal-Fetal Medicine: Principles and Practise, 2nd ed., Philadelphia: W. B.
Saunders, pp 99–102.

Tablica 2.
Odabrane Mendelske bolesti

za koje je prenatalna
dijagnostika mogu}a*
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genetsku obradu. Nedostatak te metode jest dugotrajnost
kultiviranja.

Kordocenteza ili punkcija pup~ane vene brza je metoda
kariotipizacije ploda. Radi se u drugom trimestru trud-
no}e, a ponekad i u posljednjem da bi se procijenilo stanje
fetusa u odre|enim patolo{kim stanjima.

Biopsija korionskih resica radi se u prvom trimestru, iz-
me|u 8. i 12. tjedna trudno}e. Postoje dva tipa kulture:
kratkotrajna, kad se dobiju stanice citotrofoblasta i dugo-
trajna, kad se dobiju stanice stromalnog mezenhima resica.
U kasnijim tjednima trudno}e koristi se biopsija posteljice
(placentocenteza).

Biopsija ko`e fetusa tehnika je koja se relativno rijetko
koristi, i to uglavnom u dijagnostici nasljednih ko`nih bo-
lesti.

U slu~aju dobivenog patolo{kog kariotipa ploda, trud-
nica se ponovno upu}uje na razgovor u genetsko savjeto-
vali{te. Ukupno je na|eno 2,52% patolo{kih kariotipova u
skupini trudnica starijih od 35 godina. Naj~e{}a kromo-
somska bolest bila je sindrom Down, a zatim razni tipovi
gonosomopatija. Kad je indikacija za prenatalnu dijagno-
stiku bio abnormalan ultrazvu~ni nalaz ploda, udio pato-
lo{kih kariotipova kretao se od 5 do 75%, ovisno o broju
na|enih ultrazvu~nih biljega. Naj~e{}a na|ena kromoso-
mopatija bila je sindrom Edwards. Budu}i roditelji oba-
vje{tavaju se o kvalitetnom i kvantitetnom o{te}enju ploda
te o mogu}nostima lije~enja i rehabilitacije bolesnog djete-
ta. Roditelji donose odluku o nastavku ili prekidu trud-
no}e s bolesnim plodom.

Preimplantacijska dijagnostika

Preimplantacijska dijagnostika, tj. dijagnostika u razdoblju
prije negoli se oplo|ena jajna stanica ugnijezdila u mater-
nici, po~ela se razvijati u posljednje 4 godine istodobno s
novijim tehnikama medicinski potpomognute oplodnje.
Iako tek u eksperimentalnoj fazi, ova metoda pokazuje ve-
like mogu}nosti dijagnostike i odabira genetski zdravih
embrija. Znatno bi se smanjio rizik ra|anja bolesnog djete-
ta, posebice za bra~ne parove koji nose veoma visok rizik
na odre|enu genetsku bolest.

Pojam preimplantacijska dijagnostika odnosi se na ge-
netsku analizu zametaka prije implantacije, te se dobiva
informacija o maj~inu i o~evu genomu. Najzastupljenija je
metoda biopsije i analize blastomere, gdje su sve stanice to-
tipotentne. Provodi se analiza blastomere osmostani~nog
zametka. Savjetuje se biopsija blastomere najkasnije do de-
seterostani~nog stadija da bi se sprije~io poreme}aj im- 79
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plantacijskog procesa. Biopsija blastomere mora se napra-
viti tijekom 12 sati, a ako genetska analiza zahtijeva vi{e
vremena, zameci se mogu zamrznuti i vratiti u idu}em
spontanom ciklusu. Nedostatak te metode jest prisutnost
veoma male koli~ine genetskoga materijala. Mogu}nost ot-
krivanja genetskih bolesti odmah nakon oplodnje svakako
}e dati novo zna~enje modernoj medicini, posebice gine-
kologiji. No, zasad se rezultati dobiveni preimplantacij-
skom dijagnostikom moraju provjeravati jednom od rutin-
skih invazivnih metoda prenatalne dijagnostike. Genetske
bolesti kod kojih je napravljena preimplantacijska dijagno-
stika cisti~na fibroza, Tay-Sachsova bolest, srpasta anemija,
�-talasemija, Duchenneova mi{i}na distrofija, hemofilija,
Lesch-Nyhanov sindrom, adrenoleukodistrofija, X-vezana
mentalna retardacija i �-1-antitripsin deficijencija.

Izolacija fetusnih stanica iz maj~ine krvi

Invazivne tehnike prenatalne dijagnostike op}enito se ko-
riste kod `ena s pove}anim relativnim rizikom za ra|anje
malformiranog ~eda, utemeljene na obiteljskoj anamnezi,
dobi ili testovima probira (AFP, triple-test, ultrasonografi-
ja). Da bi se dobio neinvazivni genetski test fetusa, treba
zadovoljiti pet koraka: dobivanje odgovaraju}eg uzorka
maj~ine krvi koji sadr`i fetusne stanice, izolacija fetusnih
stanica, genetska analiza izoliranih stanica, prihva}anje
kriterija za vrednovanje testa i razvoj kvalitetnih standar-
dnih kontrola i usporedba s drugim neinvazivnim meto-
dama probira.

Prisutnost fetusnih stanica u maj~inoj krvi tijekom
trudno}e veoma je dobro poznata. Volumen fetusne krvi
mijenja se tijekom gestacije, dok op}a na~ela tog procesa
ostaju nerazja{njena. Ve}ina istra`iva~a smatra da je udio
fetusnih stanica u maj~inoj krvi 1 prema 1 milijun u 1cm3

s velikim standardnim devijacijama i varijacijama utemelje-
nim na gestacijskoj dobi. U fetusnoj krvi najzastupljenija
je eritroidna linija, koja je i primaran kanditat pri izolaciji
fetusnih stanica. Fetusna je krv uglavnom sastavljena od
nukleiranih eritroblasta i drugih ranijih stadija eritroidnih
stanica, te se mogu razlikovati od ve}ine maj~inih stanica
po veli~ini, konfiguraciji jezgre, hemoglobinskom tipu i
povr{inskim biljezima. Potpuno odvajanje na osnovi mor-
folo{kih svojstava nije mogu}e jer odrasli tako|er imaju
nalik na fetusne eritroidne stanice u malom postotku.

Iako eritroidne stanice imaju niz prednosti, trofoblast
mo`e ponuditi jedinstvene biljege na povr{ini stanice. Pri-
sutnost trofoblastnih stanica u maj~inoj cirkulaciji mo`e
se uglavnom objasniti kao rezultat invazivnog procesa za80
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vrijeme placentacije. Zbog njihova potencijala prema inva-
zivnosti, ve}ina tih stanica }e biti mitotski inaktivirana u
maj~inu optoku. Multinukleirane i enukleirane trofobla-
stne stanice nisu prikladne za genetsku dijagnozu, te preo-
staju mononuklearne stanice citotrofoblasta. Me|utim,
trofoblastni mozaicizam koji nije vezan za fetus potencijal-
no je ograni~enje u kori{tenju toga tipa stanica.

Danas se koristi vi{e tehnika za izolaciju odre|enoga
stani~nog tipa. Proto~na citometrija odvaja stanice na os-
novi diferencijalnog obilje`avanja stani~ne povr{ine, te ra-
di flourescencijsku analizu pojedine stanice. Kod tehnike
magnetskih mikrosfera stani~na povr{ina stanice obilje`e-
na je `eljeznim ~esticama konjugiranim s protutijelom ko-
je odgovaraju na vanjsko magnetsko polje. Tehnika imobi-
liziranih ~vrstih nosa~a koristi kolone s reaktivnim skupi-
nama na koje se hvata odre|en tip stanica. Diferencijalni
gradijenti jesu kontinuirani gradijenti specifi~ne gusto}e
za stanice razli~ite gusto}e.

Brz razvoj tehnika molekularne biologije omogu}io je
i razvoj te metode. Dijagnoza kromosomske aneuploidije
zahtijeva upotrebu PCR I FISH (flourescence in situ hybridi-
zation) sa specifi~nim DNK-probama za odre|ene kromo-
some.

Najranija mogu}nost postavljanja prenatalne dijagno-
ze jest u preimplantacijskom razdoblju. Dosada{nji mali
broj preliminarnih studija napravljen je na jajnim stanica-
ma i embrijima dobivenim iz postupaka izvantjelesne op-
lodnje kod `ena s visokim rizikom za ra|anje bolesnog
potomstva. Najve}i broj genetskih pogre{aka ne uzrokuje
ozbiljnija o{te}enja vijabilnosti embrija jer u~inak mono-
genskog defekta nije dovoljno jak da sprije~i rani razvoj
ploda. Me|utim, kromosomski poreme}aji, koji su veoma
~esti kod humanih embrija, te{ko su spojivi s pravilnim ra-
nim razvojem ploda i u velikom broju slu~ajeva zavr{avaju
ranim spontanim poba~ajima. Budu}e potencijalno uvo-
|enje preimplantacijske dijagnostike u rutinsku praksu
zna~ajno bi smanjilo i broj patolo{kih trudno}a i prekid
takvih trudno}a, a tako|er komplikacije koje mogu nastati
nakon induciranog poba~aja ploda.

Istodobno se tra`i neinvazivna metoda prenatalne di-
jagnostike umjesto sada{njih invazivnih metoda (amnio-
centeza, CVS, kordocenteza) i neinvazivnog biokemijskog
probira trudnica pomo}u dvohormonskog (double) i tro-
hormonskog testa (triple). Posljednjih nekoliko godina po-
~ela se razvijati metoda izolacije fetusnih stanica iz maj-
~ine krvi, a zatim testiranja na postojanje aneuploidnih
stanica. Temelji se na otkri}u da ve} u 6. tjednu trudno}e
fetusne stanice ulaze u optok maj~ine krvi. Osnovni je 81
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problem te metode dosta visoka cijena jedne pretrage i ve-
oma malo stanica ploda u maj~inu optoku. Nadajmo se da
}e u idu}ih desetak godina tehnologija pojeftiniti te da }e
se na}i jedinstven biljeg koji bi sa 100%-tnom sigurno{}u
izdvojio sve stanice ploda. U tom bi slu~aju ova metoda
postala metodom odabira.

U budu}nosti najve}i }e dio monogenskih bolesti biti
mogu}e otkriti i sprije~iti. Iznimka }e biti nove mutacije
jer se ne}e mo}i provoditi probir svih plodova na mnoge
bolesti. Ali, zasigurno mo`emo ra~unati da }e se razviti
bolje, jeftinije i manje agresivne metode za uo~avanje fetal-
nih malformacija. Mo`emo biti sigurni da }e ljudi zasigur-
no mnogo vi{e razmi{ljati o eti~kim dvojbama, a prven-
stveno o svojoj privatnosti, kako saznanje o genetskom sta-
tusu nas i na{e okoline postaje dostupno cijeloj zajednici.
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