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Napjainkban nagy az érdekl6dés a ,,szabad” nukleinsavak pontos élettani szerepének és klinikai diagnosztikai felhasz-
néldsinak a meghatirozdsira. A ,;szabad” nukleinsavak lehetnek DNS-, mRNS-, mikro-RNS- és hosszt nem kédoloé
RNS- (IncRNNA-) molekuldk, amelyek megtalalhaték a testfolyadékokban, igy példaul a szérumban, a nyilban, a
konnyben. Az élettani szerepiik kideritése napjainkban is folyik, viszont egyre jelent&sebb a diagnosztikai alkalmaz-
hatésaguk. A magzati diagnosztikiban a noninvaziv médon torténé mintavétel utdn nyert ,,szabad” DNS-t felhasz-
nélva tobb tesztet forgalomba hoztak, ezek specificitdsa és szenzitivitisa eléri a 99,9%-ot. A sziv- és keringési betegek
korai diagnosztizilisiban a ,,szabad” nukleinsavak meghatirozdsa biztat6é eredményekkel szolgal. Az onkolégiiban a
folyadékbiopszidval” kapcsolatos kozlemények megjelenése a mas teriileten dolgozoé egészségiigyi szakemberek és a
kozvélemény figyelmét is felkeltette. Folynak a mikro-RNS szerepének és diagnosztikai alkalmazhatésaganak a meg-
hatdrozdsai is. A ,,szabad” nukleinsavak 0j genericids szekvenaldssal torténd felhaszndldsara a korai diagnosztikiban
oriasi az érdekl&dés, de egyelSre nincs elég klinikai adat a lehetséges tesztek megbizhatdsagarol és klinikai hasznossa-
garol. Orv. Hetil., 2016, 157(48), 1900-1909.
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The importance of “free” nucleic acids in the non-invasive diagnostics

There is a great interest to determine the physiological role of “free” nucleic acids, and to use them in the clinical
diagnostics. These could be DNA; mRNA, microRNA and long non-coding RNA molecules, they are in the body
fluids, like serum, tear, saliva, etc. Their exact role in the normal and pathological physiological processes is still in the
focus of the research, while their use in the diagnostics is becoming more and more important. The use of ,free”
DNA in the non-invasive prenatal diagnosis is the first clinical application of the new generation sequencers, these
methods are able to reach 99.9% specificity and sensitivity for the detection of the most common trisomies. There are
promising results in their use in the diagnosis and classification of heart and cardiovascular diseases. In oncology the
possibility to use the “liquid biopsy” captured the attention of not only researchers and clinicians, but the whole
community. There is not enough data until today for the clinical utility and applicability of these methods.
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Roviditések

AMI = akut myocardialis infarctus; CNA = copy number gain;
CRP = C-reaktiv protein; CRT = szivreszinkronizicios terdpia;
ctDNS = kering§ tumor-DNS; DNS = dezoxiribonukleinsav;
EF = ejekci6s frakcié; HDL = high-density lipoprotein; LDL =
low-density lipoprotein; IncRNA = (long non-coding RNA)

hosszt nem kddolé RNS; MPS = (massive parallel sequencing)
tomeges paralel szekvenalds; NGS = 4j genericios szekvendlds;
NIPT = (non-invasive prenatal testing) noninvaziv magzati
szlirés; NPV = negativ prediktiv érték; PCR = polimeraz lanc-
reakcié; PF = pitvarfibrillicié; PPV = pozitiv prediktiv érték;
RNS = ribonukleinsav; SNP = egynukleotidos polimorfizmus;
SzE = szivelégtelenség
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A magyarorszagi haldlozasi statisztikiban a sziv- és kerin-
gési betegségek 49%-os ardnnyal, a tumoros megbetege-
dések 26%-kal listavezetSk (1. dbra). Az utdbbi idGszak-
ban folyamatosan novekszik mindkét megbetegedés
szama. A tumoros megbetegedésck esetében az 0 esetek
szdma a viligon 2012-ben elérte a 14 milliét, a haldloza-
sok szama a 8,2 milliét. Az j betegek szdma varhatéan
70%-kal fog novekedni a kovetkez§ két évtizedben
(WHO Cancer Reports 2014). Ezek az adatok mutatjak,
hogy a korai diagnosztikdban és a kezelések monitoriza-
lasa soran is 1épéseket kell tenni a rohamosan névekvd
szamu betegpopulacié korszert, hatékony ellatisira. De
az olyan élettani folyamat, mint a viranddssig kapcsin
végzett genetikai diagnosztikai eljardsok is egyre tobb
hazaspart érintenek, f6ként a kés6i gyermekvallalas kap-
csdn mutatkozé gyakoribb genetikai betegségek kimuta-
tisa. Erre a molekuldris genetikai eredmények klinikai
alkalmazasa nyujt kivalé lehet6séget. A ,szabad” nukle-
insavak felhaszndldsa a diagnosztikiban és a teripidban
forradalmian 4j eljarasokat tesz lehet6vé. A betegtdl egy
egyszerd vérvétellel nyert mintabdl (eleginsan ,,folya-
dékbiopszia”) a szérumban vagy a plazmaban fellelhetd
»szabad” nukleinsavakat felhasznilva az j genetikai
modszerek kiterjesztése 6ridsi jelentéséggel bir.

A naponta szdzaval megjelens kozlemények nyomon
kovetése még a témaval foglalkoz6 szakemberek szamara
is kihivés, 0j fogalmak jelennek meg, régi dogmak ddl-
nek meg egyik pillanatrél a mésikra. Egyre bonyolultab-
bak és komplikaltabbak lesznek az élettani mikodésekrdl
kapott ismereteink. Osszefoglalénkban probilunk bete-
kintést nyajtani a ,,szabad” nukleinsavakrol és azok fel-
hasznaldsirdl a klinikai gyakorlatban.

A ,,szabad” nukleinsavak altalinos
jellemzdi

A ,;szabad” nukleinsavak tipusait és méretjellemz&it az
1. tablazatban foglaltuk ossze.
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»Szabad” DNS

A ,,;szabad” DNS jelenlétét Mandel és Metais mar 1948-
ban leirtik, de felfedezésiik sokaig nem keltett kiilono-
sebb érdeklédést [1]. Tan és mtsai az autoimmun beteg-
ségekkel mar 1966-ban Osszefliggésbe hoztik, majd
kés6bb megint a tumorokkal [2]. Leon és mtsai a ,sza-
bad” DNS-t 1977-ben elkezdték alkalmazni a tumordi-
agnosztikaban és a kezelésmonitorizilasban, de az ut6b-
bi évtizedig nem tortént attdrés ezen a terileten [3].
Ellenben Dennis Lo a magzati diagnosztikiban sikeresen
alkalmazta az anyai vérben 5-10%-ban jelen 1év§ ,sza-
bad” DNS-t a magzat nemének és R4D vércsoportjanak
meghatirozasira a noninvaziv médon nyert mintakboél
mdr 1997-ben [4]. Az anyai vérkeringésben 1évé magza-
ti sejtek és a ,szabad” DNS felhasznalhatosaga parhuza-
mosan keriiltek vizsgalatra. Kezdetben a magzati sejtek
és azok alkalmazasa az amplifikacios eljarasok sordn tlint
a biztatébb modszernek [5]. Bianchi és munkacsoportjn
végzett jelentSs kutatisokat ezen a teriileten [6]. Napja-
inkban a figyelem inkdbb a ,;szabad” nukleinsavakra ira-
nyul. Nagy volt az érdekl6dés a magzati triszémiak ki-
mutatisa irdnt, ezeket megbizhatéan csak az qj
genericios szekvenalasi moédszerek (NGS) biztositjak
[7]. Yaron szamolt be 2016-ban az irodalomban eddig
kozolt vizsgalatok szamarol, 370 348 esetet gy(ijtott Osz-
sze tomeges paralel szekvenalassal és 27 195 esetet kro-

1. tablazat | A ,;szabad” nukleinsavak tipusai és méretei

»Szabad” nukleinsav Méret
DNS 166 bp
mRNS Viltozé
Mikro-RNS 18-24 bp
Mitokondrilis DNS >166 bp
Hosszt nem kédolé RNS <200 bp
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moszémaspecifikus szekvenilassal végzett meghatiroza-
sokrol [8]. Az NGS a klinikai gyakorlatba a magzati
diagnosztika soran mdr bevezetésre keriilt NIPT (non-
invasive prenatal testing) néven. Annak ellenére, hogy
tobb szdzezer mintardl dllnak rendelkezésre klinikai ada-
tok és a modszer specificitisa, szenzitivitisa eléri a 99,9%-
ot a 21. kromoszéma triszémidjanak a kimutatisara, az
NIPT még nem diagnosztika, azaz a pozitiv eredménye-
ket a hagyomanyos invaziv médon nyert (amniocentesis,
méhlepény-biopszia) mintak karyotypizalasival meg kell
erSsiteni, mert még mindig ez az arany standard mod-
szer. A kiilonbo6z6 teszteket forgalmazé cégek ltal meg-
adott magas specificitds és szenzitivitds félrevezetheti
még a szakembereket is, a pozitiv prediktiv érték (PPV)
és a negativ prediktiv érték (NPV) tobb informdciét
szolgaltatnak. Az el6bbi annak a valoszintiségét fejezi ki,
hogy egy pozitiv sziirési teszttel rendelkezd személy va-
l6ban beteg, az utdbbi pedig azt, hogy a negativ sz{irési
teszttel rendelkezd személy nem beteg [9].

A betegek szérumdiban megjelend tumoreredetd ,,sza-
bad” DNS rendkiviili lehet&séget biztosit a tumorspeci-
fikus mutdciok és egyéb genetikai eltérések kimutatasara
és a kezelés nyomon kovetésére. DNS-metilacios eltéré-
scket és viruseredetd nukleinsavakat is ki lehet mutatni
kilonb6zd tumorokban [10]. Napjainkban kiilonbozé
PCR-alapti médszereket alkalmaznak a mikroszatellitak
és a jellemzd mutaciok detektilasara [11]. Ezeknél érzé-
kenyebb és pontosabb meghatirozasokat biztosit a to-
meges paralel szekvenalas (MPS) 6j biomarkerek kimu-
tatdsdnak a lehet&ségével, de a teljes genom is lefedhetd
[12].

»Szabad” mR NS

Az emberi genomban koriilbeliil 25 000 gén talalhato,
amelyek ha aktivak, bekapcsolt éallapotba keriilnek,
mRNS irédik at réluk. A kilonbozé szovetek egyedi
mRNS-profillal rendelkeznek, ezek a szérumba is kike-
riillnek, ahonnan kimutathaté a jelenlétiik. Varanddssag
soran placentaspecifikus markerek mutatkoznak, ame-
lyek alkalmasak lehetnek a diagnosztikiban. Az egyik
ilyen lehetSség az egynukleotidos polimorfizmus (single
nucleotide polymorphism — SNP) felhaszndldsa, az egyes
allélok aranya mutatja, hogy hany koépidban van jelen az
adott allél, 1:1 arany diallélikus, 1:2 vagy 2:1 arany tri-
sz6mids magzatot jelez [13].

A keringésbe kertil6 mRNS, meglep$ mddon, stabil és
kimutathat6 a szérumbdl vagy plazmdbdl, annak ellené-
re, hogy magas az RNaz-aktivitds. Ezt az exoszémakba
és microvesiculomokba val6 csomagolassal éri el a szer-
vezet [14].

»Szabad” mikro-RNS

A mikro-RNS-ek a nem kédolé RNS-molekuldk cso-
portjiba tartozé 19-25 bazispar hosszti molekulik, ame-
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lyek hosszabb, 70-100 nukleotidbdl ill6 prekurzorok-
b6l keletkeznek. Jelent8s résziik a kromoszémak
torékeny részén kodolodik, amely régidknak jelentds
szerepe van a DNS-amplifikicidkban, -deletiékban és
-transzlokdciékban a tumorok fejlédése sordn.

A mikro-RNS felfedezése az RNS-interferencia leira-
saval kezd6dott 1990-ben pettnidknal. Késébb Fire és
mtsai elvégezték az elsd kisérleteiket C. elegans-ndl és
leirtak a kis interferalé RNS-t 1998-ban, amiért nyolc
évvel késGbb Nobel-dijjal tuntették ki Sket [15, 16].
Csak joval kés6bb, 2010-ben deriilt ki, hogy a szovete-
ken kiviil a mikro-RNS jelen van a kiilonb6z6 testfolya-
dékokban is, igy a vérben, székletben, nyilban, tejben
[17]. A mikro-RNS keletkezhet passzivan necrosis és
tert6zések kovetkeztében, vagy aktiv médon az extracel-
lularis részecskék és makromolekula-komplexekben
(Ago, LDL, HDL) torténd kivalasztasukkal [18].

Az egyes betegségekben mért mikro-RNS-koncentra-
cidk sokszor ellentétesek, ennek az oka a standardizalt
kimutatasi médszerek hidnya [19].

A ,,szabad” nukleinsavak klinikai
alkalmazhatdsaga

Praenatalis magzati diagnosztika

Magzati ,,szabad” DNS

A legegyszeriibb lehetGségnek a kezdetekben a szérum-
bol vagy a plazmabdl izolalt ,,szabad” nukleinsavak mé-
retmeghatirozdsa tint, mivel a magzati ,,szabad” DNS-t
rovidebbnek hatiroztik meg. Ezzel kapcsolatban sok
cllentmondé kozlemény jelent meg, amely szaimos félre-
értésre adott okot. Ezek az ellentmondasok f6ként tech-
nikai okokra vezethet6k vissza, a modszerek fejlédése, az
eljarasok standardizalasa segitett a régebbi megfigyelések
megmagyarazasaban.

Az anyiktél noninvaziv médon levett mintakbol mar a
kezdeti munkak kimutattik, hogy a magzati ,,szabad”
DNS r6videbb az anyaindl, ez a kiilonbség els6 ratekin-
tésre elég nagynak tint (>200 bp vs. >1000 bp), de nem
volt alkalmazhaté a klinikai diagnosztikiban [20]. Gél-
clektroforézist, majd ezt kovetSen a kvantitativ PCR-t
hasznaltak a méretek meghatirozasara, sok ellentmon-
déssal tarkitva [21]. A pontosabb méretmeghatirozast
csak a tomeges paralel szekvenalas (MPS) tette lehet6vé,
ami alapjin meghatdroztik, hogy az anyai plazmabdl
izolalt DNS-bdI egy 166 bp és egy 143 bp nagysagu 1é-
nyeges fragmentum mutathaté ki, de ezek utdn vannak
kisebb cstcsok is 10 bp kiilonbségekkel [22]. Ezek alap-
jan azt feltételezik, hogy az anyai eredet(i fragmentum
esetén létezik egy becsomagolt nukleoszomaegység (146
bp) és egy kapcsolé fragmentrégié (20 bp), magzati
DNS-nél ez a kapcsold fragment hidnyzik. A 10 bp ki-
lonbséggel mutatkozé kisebb fragmentumok azon di-
nukleotid ismétl6dé egységekbdl eredhetnek, amelyek a
hisztonokkal vannak kapcsolatban [23].
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Tumoreredetii ,,szabad” DNS

Ellentmonddak az adatok a tumoreredetd DNS-frag-
mentumok méretével kapcsolatban is, a tumor tipusatél
fiiggBen kilonb6zé méretlinek hatiroztik meg. A kez-
deti kvantitativ PCR-en alapulé tanulmanyok azt sugall-
tik, ezek hosszabbak, késébb viszont révidebbnek talal-
tak Gket [24]. A tomeges paralel szekvendlas lehetGséget
biztositott ezen ellentmondas felolddsara, Jiang és mtsai
tanulmdnyoztik a fragmentumok méretét hepatocellula-
ris carcinomaban [25]. Ezeknél a betegeknél is a varan-
do6s n6k szérumaban kimutatott 166 bp nagysiga cstcs
volt a legnagyobb mértékben megjelend a szérumbol
izolalt DNS-ben, ami az apoptézissal torténd keletkezés-
re utal. A fragmentumok méretprofilja viszont azt mu-
tatja, hogy a kisebbek tartalmazzak a tumorra specifikus
képiaszamvesztéseket és -felszaporodisokat (copy num-
ber gains — CNA). A hosszabb fragmentumok megjele-
nése, amelyek kisebb mértékben mutathaték ki, a nec-
rosissal hozhatoék oOsszefliggésbe, ezek viszont nem
tartalmazzak a tumorral kapcsolatos kopiaszam-eltérése-
ket [25]. Ez a megfigyelés arra hivta fel a figyelmet, hogy
a kisebb frakciora kell koncentralni, és a kezelés folyama-
tat is az ebben a mérettartomanyban megfigyelhet$ val-
tozdsok alapjin lehet jol monitorozni.

Mitokondrialis DNS

A sejtmageredeti DNS-sel ellentétben a mitokondridlis
DNS vizsgilata sordn nem a nukleoszémakra jellemz§
166 bp nagysigt fragmentum a jellemz6, hanem a rovi-
debbek. Ez azzal magyariazhatd, hogy nincsenek hiszto-
nok a mitokondridlis DNS-en, amelyek védelmet biztosi-
tanak az enzimatikus lebontassal szemben. Ennek a
DNS-fajtanak a koncentraciéja tumoros betegek estében
lényegesen magasabbnak bizonyult [25].

A miRNS

A mikro-RNS mérete 18-24 bp kozott valtozik, a génre-
guldciéban van fontos szerepiik. Az utébbi idében kertil-
tek a tanulmdinyok kozéppontjiba. A leggyakoribb tri-
szomidk kimutatasara is torténtek probalkozasok miRNS
telhaszndldsaval, de az NGS-alapt médszerek megbizha-
toésaga miatt kisebb az érdekl6dés ezekre. Viszont van-
nak jéval gyakoribb, a varandéssig kapcsan jelentkezd
betegségek, mint a geszticids diabetes, a praceclampsia
és a congenitalis szivbetegségek, ahol még nagyobb je-
lentSségiik lehet.

A geszticios diabetes a varanddsok 6-8%-aban jelent-
kezik, a betegség kimutatisa a 26-28. terhességi héten
végzett glitkdztolerancia-teszten alapul a rutin terhességi
ellatas soran. A kezelés korai megkezdése megel6zheti a
szov6dmények kialakuldsat. Erre alkalmasak a miRNS-
molekuldk, amelyek anyai vérbdSl mar a 12. héten kimu-
tatok, példiul a miR-16, miR-17, miR-19a, miR-19b és
miR-20[26].

A praceclampsia a virandésok 3-5%-4ban mutatkozik,
eddig nem sikeriilt olyan biomarkert talalni, amely meg-
bizhatéan elbre jelezné a stlyos korkép kialakulasat.

A miR-146a-5p, a miR-199a-5p és a miR-221-3p mutat
alacsonyabb expressziot és Osszefiiggést a kérkép kiala-
kuldsdval [27]. Tovabbi vizsgilatok sziikségesek az alkal-
mazhatdsag pontos megallapitasara.

A vérandésok 1%-dban jelentkeznek a congenitalis
szivbetegségek, ezek kimutatdsa jelenleg ultrahangvizs-
gilaton alapul, azonban a korai diagnosztikiban, akdr
mar a 12. héttdl erre alkalmasnak tinnek a miR-99a, let-
7¢, miR-152b-2, miR-155 és miR-802[28].

Hossz nem kddolé RNS

A hosszi nem kédolé RNS-ek (long non-coding RNA
— IncRNA) 200 bp-nil hosszabb fehérjét nem kédold
nukleinsav-molekuldk, a gének kozotti és az intronok
kozotti régidkban vagy az adott gén szensz és antiszensz
szalardl irédnak at [29]. A sejten beliil a nucleusban és a
kromatinban helyezkednek el, de a szérumba is kikertil-
nek. Az élettani szerepiik az atirds utdni szabdlyozasban,
valamint a telomer replikici6jaban, RNS-interferencia-
ban van [30].

A diagnosztikai alkalmazhatosag jelenlegi
helyzete

Magzati diagnosztika

A jelenlegi magzati diagnosztika Magyarorszigon f6ként
az allamilag finanszirozott invaziv mintavételek (méhle-
pény, magzatviz) sordn nyert mintdk karyotypizaldsin
alapul. Ez az elfogadott, arany standard médszer. Az
utébbi években a noninvaziv médon nyert mintdkbol,
tehdt anyai vérbdl izolalt DNS felhasznalasdval az ) ge-
nericioés szekvenaldson alapulé médszerek felhasznaldsa-
val torténik a leggyakoribb triszomidk kimutatasa. A va-
randésok azonban sajit maguk fizetik ki az arit ennek a
vizsgilatnak az erre szakosodott maganvillalkozasoknak.
A modszerrel kapott pozitiv eredményeket minden eset-
ben a hagyomanyos médszerrel meg kell erésiteni.

Az anyai plazmibdl nyert ,szabad” DNS, amely az
anyainak 5-10%-a, tomeges paralel szekvendlison ala-
pulé médszerrel 99,9%-os biztonsaggal ki tudja mutatni
a Down-szindrémait, de a 18-as és a 13-as kromoszéma
triszomiajat is hasonlé pontossiggal. A téves pozitiv
eredmények 0,5% alatt vannak [31, 32]. A legutobbi
eredmények alapjin a moédszer mar alkalmas a magzati
RhD vércsoport, a génmuticiok, a nemikromoszéma-
rendellenességek, microdeletiok, mikroduplikicidk és
egyéb kromoszémaeltérések kimutatasara is [33]. A Ma-
gyar Humangenetikai Tarsasdg allisfoglaldsat mar 2014-
ben megfogalmazta az eljardssal kapcsolatban, a tobbi
nemzetkozi genetikai tarsasighoz hasonléan. Jelenleg
tesztként és nem diagnosztikai modszerként javasolja a
vizsgalat eredményének az elfogadisit. A modszerrdl
torténd tdjékoztatds és az eredmény kiaddsa genetikai ta-
nacsaddson keresztiil kell, hogy torténjen. A moédszer
elényei kétség kiviil, hogy noninvaziv mintavételen ala-
pul, csokkenti az invaziv beavatkozdsok szamat, nagyon
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gyors, egy héten beliil elkésziil az eredmény. Alkalmas a
csalddon belil 1évé muticiok kimutatdsara is. Lehetséges
olyan minor kromoszéma-rendellenességek kimutatasa,
amelyek hagyomdanyos karyotypizalassal nem lehetsége-
sek. Arra azonban fel kell hivni a figyelmet, hogy a kii-
16nb6z6 cégek altal forgalmazott NIPT-termékek nem
egyformdk, kiilonboz6 a kimutatasi alapjuk és nem egy-
formdk a kimutatasi lehetGségeik.

Sziv- és keringési betegségek

Akut myocardialis infarctus

Az akut myocardialis infavctus (AMI) diagnosztikdjaban
a troponinmeghatirozas terjedt el. Ujabb vizsgilatok
szerint legalabb 20 mikro-RNS szintje mutat 6sszefiig-
gést az AMI-val és ezekbdl legalabb 9 a troponinszintek-
kel [34]. A miR-1, miR-133, miR-208 és a miR499 a
legjobban tanulmanyozott molekuldk koszortér-beteg-
ségekben és akut myocardialis infarctusban [35]. A sériilt
myocardiumbél kidramlé mikro-RNS-ek mellett az akut
esemény utin emelkedett szintet mutaté miRNS-ek
részben extracardialis eredetick, mint példdul a miR-
30c, miR-145, amelyek ugyanakkor 6sszefiiggést mutat-
tak az infarktus méretével. Emellett taldltak 20 olyan
mikro-RNS-t, amelyek nagyfoka specificitdssal és szenzi-
tivitdssal elére jelzik a MI-t [36]. Tobb tanulminy a
miR-208 és miR-499 szintjeit vizsgalta, hasznalhatosa-
gukat a klinikai rutinban nagyobb betegszdmon alapulé
elemzések alapjan lehet megitélni [37, 38].

Szivelégtelenség

A szivelégtelenség (SzE) laboratériumi diagnosztikajaban
jelenleg a legtobb segitséget és informdciét az N-termi-
nal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNDP) szintjé-
nek meghatirozdsa jelenti. A szivelégtelenségen beliili
két entitds, a megtartott bal kamrai ejekcids frakcidval
(EF) jar6 SzE (heart failure with preserved EF: HE () €s
a csOkkent EF-fel jir6 (heart failure with reduced EF:
HEF, ;) elkiilonitése képalkoté eljarasok nélkil nehézsé-
get jelent, mivel e két SzE-entitas klinikai tiinetei hason-
l6ak és az NT-proBNP-szint alapjan sem lehet differen-
cidlni a ketté6 kozott. A miRNS-ek diagnosztikus
haszndlhat6sigarol HF . és HF,, valamint nem sziv-
elégtelen betegek kohorszaiban a kozelmultban szamol-
tak be [39]. Ot miRNS-t taldltak, amelyek potencidlisan
haszndlhaténak tintek mind a nem szivelégtelen versus
SzE-ben szenvedd betegek, mind a HF - és HF,-enti-
tasok elkiilonitésében: miR NS-30c, -146a, -221, -328 és
-375. Az 6t miRNS koziil barmelyik kett§ az NT-proB-
NP-vel egyiitt szignifikinsan javitotta a diagnosztikus
modell pontossigit a csak BNP-meghatirozashoz ké-
pest.

A szivreszinkronizicids pacemakerterdpin bevezetése a
szivelégtelen betegek kezelésében az egyik legfontosabb
elérelépést jelentette az utébbi 20 évben. Az optimalis
betegkivilasztis szimos szempontjit sikeriilt azonosita-
ni, koztiik olyan pozitivvalasz-prediktorokat, mint a ti-
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pusos bal-Tawara-szar-blokk-mintizat, a minél szélesebb
(>150 ms) QRS-szélesség, a nem ischaemids szivelégte-
lenség etiologiaja és a n6i nem [40]. Igazolddott, hogy a
szivelégtelen betegek prognézisinak felmérésére kifej-
lesztett Seattle Heart Failure Model a reszinkronizalt
betegeken is hasznilhaté [41]. Mindezek ellenére az
ajanlasoknak megfelelS betegkivalasztas mellett sem ala-
kul ki a vart terapids hatas a betegek mintegy 20-40%-
aban. Sziikség van tehdt tovabbi prediktiv markerek azo-
nositisira, amelyek haszndlatival ez a szdm lejjebb
szorithaté.

Egy kozelmultban megjelent tanulmany a miRNS-ek
hasznalhat6sagat vizsgilta a reszinkronizicié hatdsinak
clérejelzésében [42]. Els6 1épésben 6-6 CRT-kezelés
utdn reszponder és nonreszponder betegen elemezték
766 kiillonb6z6 miRNS plazmaszintjének Osszeftiggését
a terapids valasszal. Négy olyan miRNS-t (miR-409-3p,
miR-30d, miR-99b és miR-760) talaltak, amely korreldlt
a reszponderitdssal. Ezt a 4 miRNS-t a tovdbbiakban
prospektiven vizsgaltak tovabbi 40 betegen, akiket leg-
alabb hat honapig kovettek a reszinkronizacié hatisinak
felmérésére, valamint egészséges (nem szivelégtelen)
kontrollegyénekben. A reszponderitds kritériuma a kiin-
dulisihoz képest legalibb 10%-os bal kamrai ejekcids-
frakcio-novekedés volt. Tobbvaltozos linedris statisztikai
modellezéssel végiil a reszponderitds legjobb prediktora-
nak a terdpia elStt emelkedett miR-30d-plazmaszintet
taldltak. Reszponder betegeken a m4R-30d plazmaszintje
hat hénappal a reszinkronizicios kezelés utan csokkent,
mig a terdpiarefrakter esetekben szignifikinsan nem
valtozott. Tovabbi fontos megfigyelés volt, hogy a
miR-30d plazmakoncentriciéja a sinus coronariusban
18-szoros volt a periférids mintdhoz képest, ami a sziv-
izomsejtekbdl torténd felszabaduldsra utal, feltételezések
szerint a mechanikai stressznek kitett teriiletrél. A miR-
430 magas kiindulasi értéke eszerint a stlyos aszinkrénia
jele, csokkenése pedig a sikeres reszinkronizacios hatasra,
kovetkezményesen a myocardiumstressz megsziinésére
utal.

Pitvarfibrillacio

A pitvarfibrillici6 (PF) a teljes népességen beliili 1-2%-os
el6fordulasaval szintén korunk egyik cardiovascularis
pandémidja. A betegséghez tarsul6 magas morbiditas,
mortalitds és az egészségiigyi ellitérendszerre rott ter-
hek indokoljak azokat a nagyon jelentSs eréfeszitéseket,
amelyeket alapkutatok és klinikusok a mechanizmus
megértése, a mielSbbi felismerés és hatékonyabb gyogyi-
tds, a szovédmények megel&zése érdekében tesznek. Ez
utébbiak kozil a legstlyosabb kovetkezmény a PF-hez
tarsulé stroke, ami megfelels alvadisgatld kezeléssel
tobbnyire megel6zhetd lenne. Ezért is jelent kiillonosen
nagy problémat, hogy az esetek pontosan nem ismert, de
bizonnyal jelentékeny hanyadaban a PF tiinetmentessége
miatt észrevétlen (néma) marad, és az elsé tiinet a kovet-
kezményes stroke. Ez kiilénosen igaz a ritmuszavar
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paroxysmalis formdira, hiszen ilyenkor még az EKG-
vizsgalat is megtévesztS (negativ) eredményt adhat, ha
éppen nem zajlé PF alatt késziil. Barmely egyszerd vér-
vizsgilattal kimutathaté eltérés, ami PF el6forduldsira
utal, éppen ezért fontos segitséget jelentene azoknak a
kivalasztisaban, akiknél fokozott erSfeszités, tartds mo-
nitorozasi technikik (Holter-vizsgalatok, transztelefo-
nos EKG, implantalhat6 aritmiamonitor) hasznélata in-
dokolt a PF dokumentalisira. Liu és misai [43]
aritmiamentes, paroxysmalis és perzisztens pitvarfibrilld-
16 betegeken végzett miRNS-vizsgilatok sorin a mei-
RNS-150 szintjét PF-ben jelentGsen alacsonyabbnak
mérték, paroxysmalis csoportban 1,/17-nek, a perziszti-
16 betegek kozott 1,/20-nak a kontrollokhoz képest, és
forditott aranyban korreldltak a CRP-értékekkel. Egy
misik vizsgalat [44] amellett, hogy meger&sitette a mi-
RNS-150-nel kapcsolatban leirtakat, szintén csokkent
expressziét mutatott ki a miRNS-21 vonatkozasiban.
A PF miatt végzett katéterablatiét kovet6en mindkét mi-
RNS szintje a kiinduldsi érték haromszorosara emelke-
dett.

Szivfejlodési rendellenességek

A hosszt nem kédolé RNS alkalmazasinak az egyik ér-
dekes lehet8sége a sziv- és keringési betegségek. Szaimos
kozlemény mutatta ki az elmdlt években, hogy az
IncRNA fontos szerepet tolt be a sziv fejlédésében. Ilyen
példaul a Bravebeart (Bvht), amely felillexpresszalt a
szivben, de nem kédol fehérjét, viszont hatdssal van a
MESP]I-re, amely fontos differencialéddsi faktor, embri-
onalis &ssejtekbdl szivizomsejteket képez [45]. Masik
hasonlé molekula a Fendrr, amely az atirdsi halézathoz
szlikséges, a hisztonmddosité komplexekkel 1ép kapcso-
latba, deletibja kamrai elvaltozasokat okoz [46]. Leg-
Gjabban hiarom IncRNA-t irtak le, amelyek az embriona-
lis Gssejtekbdl az endothelsejtek fejlédését segitik eld,
ezek a TERMINATOR, ALIEN és PUNISHER [47].
De mis cardiovascularis betegség modellezésekor meg-
talaltdk e¢ molekulik szerepét [48]. Példaul a CARL,
amely szivapoptdzissal hozhaté Osszefiiggésbe, kap-

M(itét/biopsziar;, +
(o ét/biop Fixalas Bedgyazas
5 () ®
Tumorszovet .
DNS

Vénapunkcid

Bér Bér

Prosztata EmIS

Tuds Tidé

Vastagbél Vastagbél Centrifuga’lés

Hoélyag Méhtest

2. dbra | Tumorszévet- és folyadék-biopszia technolégiai ésszchasonlitisa

csolédik a miR-539-hez, amely gitolja annak hatdsat a
mitokondriumhasadasra, hasonlé hatdsi az IncRNA
MDRL, amely a miR-361-et alulszabalyozza [49].

Tumordiagnosztika

A tumorok diagnosztikdja bonyolultabb, és kevés adat 4ll
rendelkezésre a ,,folyadékbiopsziival” nyert mintik fel-
dolgozisa soran kapott eredményekrdl és klinikai tapasz-
talatokrdl. Az NIPT-vel elért 99,9%-os specificitastol és
szenzitivitdstol még nagyon messze vagyunk a tumordi-
agnosztika teriiletén. A tumorok hagyomdnyos invaziv
eljarassal torténd szovettani és molekuldris diagnosztikai
vizsgalata a standard elfogadott diagnosztikai eljaras
napjainkban. Ez lehet&séget nyijt olyan genotipizalasok
elvégzésére is, amelyek segitik a célzott terdpia kivalasz-
tasat. Az elmult években a ,folyadékbiopszia” nagy re-
ményeket nytjt a cirkulalé tumor-DNS- (ctDNS-) mole-
kuldk felhasznalasival a korai tumordiagnosztika és
terdpia feldllitisihoz. Ezek a nukleinsavak az apoptoti-
z4l6é tumorsejtekbdl és a keringd tumorsejtekbdl szdr-
maznak [3, 11, 12].

A 2. gbra az invaziv mitétek sordn és a noninvaziv
folyadékbiopsziaval” nyert minta feldolgozasi eljirasait
hasonlitja ssze, mutatva azt is, hogy melyek a leggyako-
ribb daganatok a férfiakndl és a n6knél. A mitét alkalmd-
val eltavolitott tumor szovettani és molekuldris diag-
nosztikai vizsgalaton megy keresztil, ami hosszadalmas,
nem reprezentilja a szervezetben megtalilhaté Osszes
daganatot. Ellenben a vérben keringé DNS segitségével
teltérképezhetd a daganatok Osszes arulkod¢ jele, amely
a teljes szervezetben mutatkozik, nem csak az eltavoli-
tott tumorszovetben. Kimutathaté, hogy mely DNS-
szakaszok fordulnak el§ a vartnil magasabb vagy alacso-
nyabb aranyban, vagy milyen mutacidk talilhatok meg.
Noha jelenleg a tumorok hagyomanyos invaziv eljarassal
torténd szovettani és molekuldris diagnosztikai vizsgéla-
ta az elfogadott eljaras, szimolni kell azzal, hogy amikor
mir elegend§ adat all rendelkezésre a noninvaziv médon
nyert mintik feldolgozasardl, ez valtozni fog.

A ctDNS a tumorsejtekbdl jut a vérbe és az eredeti
tumor muticidit tartalmazza. Az Gj genericids szekve-
ndlok kifejlesztésével napjainkban lehetdség nyilik a ge-
netikai eltérések specifikus és érzékeny kimutatasara a
noninvaziv médon vett mintakbdl. Ez a jelenlegi tumor-
diagnosztikdt jelentSsen segitheti, lehet6séget nyudjthat a
tumor korai kimutatisara, a prognézis és a kezelés meg-
hatarozasara. Lehet8séget ad a személyre szabott gyo-
gyitds bevezetésére.

A tumorok genotipizalasa nagyon fontossa valt a keze-
lések soran, f6ként az immunoterdpia alkalmazdisakor.
A Kklinikai gyakorlatban a genotipizélis szoveti biopsziak-
bdl torténik, ez a minta azonban nem alkalmas a tumor
heterogenitasinak és allandé valtozasainak valds idejd
monitorizaldsara, erre jobban megfelel a vérbdl izolalt
ctDNS. Szamos tanulmdny bizonyitotta, hogy a ctDNS
gyorsan képes elére jelezni a terdpia kimenetelét, és fon-
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tos informaciét nydjt a klinikusnak a kévetkezé kezelé-
sek megtervezéséhez [12].

Stlyos probléma a terapiarezisztencia kialakulasa,
amely a kezelések sikertelenségének a legfGbb oka. A leg-
Gjabb eredmények felhivjik a figyelmet arra, hogy a fo-
lyadékbiopsziaval nyert mintak felhaszndldsival a tumor-
rezisztencia joval korabban jelezhetd.

A folyadékbiopsziaval nyert mintakbdl izolalt ctDNS
lehet&séget nyuajthat a jovében a tumorok korai diag-
nosztizilasihoz és a genotipizilisok eredményeinek fel-
haszndlasaval a kezelések hatékonyabb4 tételéhez, a ke-
zelés hatékonysdgianak a monitorizalasahoz, a személyre
szabott terapia bevezetéséhez.

A 2. tablazar mutatja a ,,szabad” DNS alkalmazhat6-
sagdt a killonbozd tumorok diagnosztikdjiban és a prog-
noézis megillapitasiban. Lathaté, hogy hol alkalmas a
metildci6, a DNS-integritis, a mikroszatellita-eltérés, vi-
rus-DNS jelenléte ¢s a mitokondridlis DNS markerként.
A modszer elterjedéséhez és elfogadtatisihoz sziikséges
a ctDNS keletkezésének, a sejtekbdl torténd kibocsatas
és véraramba keriilés biolégidjanak a jobb és pontosabb
megismerése. Napjainkban még kevés adat all rendelke-
zésre a klinikai és analitikai validitasrdl, tovabba a klinikai
hasznossagrol.

Patogenezis ¢s diagnosztika

A human genom 76%-a fehérjét nem kédolo, 200 bazis-
piart meghaladé méreti RNS-szakaszokban irédik at
(long non-coding RNA - IncRNA) [50]. 2003-ban
Rangel és mitsai irtdk le elsG izben egy petefészekrikra
specifikus (human ovarian cancer specific transcript-2 —
HOST-2), a 10-es kromoszémihoz kothets 2,9 kb mé-
reti RNS-t, amely nem rendelkezik olvasasi kerettel és
fehérjét sem kédol [51]. A HOST-2-expresszio gatldsa a
petefészekrakbdl izolilt OVCAR-3 sejtvonal migracio-
jat, proliferaciéjat és invazidjat egyarant gitolta. Ennek a
mechanizmusa mdig sem tisztizott, de egy kozelmultbe-
li vizsgalat szerint a HOST-2 molckuldris szivacsként koti
a let-7b miRNS-t, s ezdltal gatolja annak mdkodését.
A let-7b miRNS-r8l mar korabban ismert volt, hogy a
HMGA2, c-myc, Dicer és Imp3 onkogének expresszidjit
gatolja, igy a let-7b szintjének csokkenése fokozza azok
expresszidjat [52]. A fehérjét nem kédolé RNS-ek a
templatként szolgdlo DNS elhelyezkedése szerint nem-
csak intronokban, hanem exonokban és akar ezek anti-
szensz szdlan is képz&dhetnek. Ennek egyik példdja a
HOX transzkripcidés antiszensz RNS (HOTAIR). A
6232 bp méretd IncRNA 12-es kromoszéma ql3.13
szakaszan képzédik. A HOX géncsaldd C tagjanak
transzkriptumaként a H3 hiszton metilaciéjat idézi el6, s
ezéltal a 2-es kromoszéman elhelyezked6 HOXD gén
epigenctikus blokkolasit eredményezi [53]. Epithelialis
petefészekrakban a HOTAIR expresszidja jelentGsen
emelkedett, és a tumorprogresszidban kifejtett hatdsa az
apoptézisban szerepet jatsz6 gének (cyclin E, BCL-2, cas-
pase-9, caspase-3 és BRCAI) szabalyozasan keresztiil ér-
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2. tiblazat A kiilonb6z8 tumorok és a ,,szabad” DNS felhasznalhatosiga a
diagnosztikdban és a prognézisban
Tumor »Szabad” DNS Diagnosztikus ~ Prognosztikus
marker marker
Cervix Metilcié v v
Virus-DNS V
Colorectalis Muticioé \ N
DNS-integritds N
Metilacidé N N
Hepatocellularis  Metilacié \ N
carcinoma
Mikroszatellita- N
eltérés
Muticié \ N
DNS-integritis N v
Virus-DNS V
Hugyholyag DNS-integritas Y y
Metilicio v
Mikroszatellita- \
eltérés
Mell Metildcié v v
Mikroszatellita- N N
eltérés
DNS-integritas N
Mutici6 v
Mitokondrium N
Petefészek Metilacid N N
DNS-integritds N
Muticié N
Prosztata Metilacid N N
Mikroszatellita- N
eltérés
DNS-integritas \ N
Mitokondrium N

vényesiil. Egy sor tovabbi IncRNA-rdl igazolédott, hogy
kilonbozé jelatviteli utakon keresztiil vesznek részt a
petefészekrakos sejtek proliferaciéjanak, migracidjanak,
invazidjanak, attétképzésének és kemoterdpiaval szembe-
ni érzékenységének szabilyozdsiban [50].

Dabiya és misai 2008-as tanulmdnyukban 56 kiilon-
b6z6 miRNS szerepét igazoltik a petefészekrak patoge-
nezisében, s koziilitk 16 mutatott atfedést mds tanulma-
nyokban mir feltételezett jelentSségiikkel. A 16 miRNS
kozil 9-nél a kontrollhoz képest csokkent expresszid
(let-7d, miR-106b, miR-122a, miR-141, miR-183, miR-
195, miR-200a, miR-335, mir424), 7-nél pedig megno-
vekedett expresszié (miR-100, miR-199a, miR-296,
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miR-29a, miR-29¢c, miR-99a, mir-494) volt a jellemzd
[54]. A let-7 miRNS-csalad olyan konzekvens viltozasai
jellemz&ek petefészekrikban, amelyek szuppresszor
funkciéra utalnak [48]. Bar a miR-21 talexpresszidjat
szamos daganattipusban kimutattak, petefészekrakban
ez a tipus bizonyult a legkifejezettebben alulregulaltnak.
Nem meglepd, hogy a miR-21 az apoptézissal és a
csokkent sejtproliferacioval asszocidlt miRNS-marker.
A miR-221 és miR-222 a CDKNI1C-expresszi6 befolya-
solasa révén jatszik szerepet a petefészekrik patogenezi-
sében [55]. Klinikai vizsgilatok szerint a kett$ arinya
szignifikins korreldciét mutat a taléléssel. A 3,7 alatti
expresszids ardnya esetek medidn talélése 35 honap alat-
ti, mig a 3,7 folotti expresszids aranyt esetek median tal-
élése 35 honap folotti volt. A miR-152 expresszidja pe-
tefészekrikos sejtekben lényegesen alacsonyabb, mint a
normdlsejtekben. A miR-122-t kordbban mir tumor-
szuppresszorként jellemezték, ami emlérakban az
IGFIF-et célozva szabilyozza a PI3K/Akt/mTOR/
p70S6K jelatviteli utvonal mikodését. Langhe és mtsai
tanulmanya petefészekrakban is hasonl6 funkciét igazolt
a miR-122 szintjei alapjan [55].

Prognosztika és onkoterapia

A miR-152 magas expresszidja petefészekrikban a cispla-
tinnal szembeni érzékenységgel j6 korreliciét mutat
[55]. Ennck a felismerésnek a jelentGségét az okozza,
hogy bér a tobbnyire elérehaladott stidiumban felismert
petefészekrak gyogyulasi eredményeiben gyokeres valto-
zast hozott a mtéti technolégia és az elsé vonalbeli pla-
tina-taxdn kombindcids terapia, a betegek talélését ma
miér jelentSs részben a platinarezisztencia kialakulasa
korlatozza. A petefészekrik gyogyulisi eredményeinek
javitdsaban prioritast élvez a platinarezisztens folyamatok
ellen iranyulé hatékony modalitasok kifejlesztése. Sza-
mos Uj kemoterapids, immunterdpias és célzott biologiai
kezelési modszer kifejlesztése van folyamatban, de a pla-
tinaérzékenység clérejelzése tovibbra sem megoldott.
A tumormarker és képalkoté vizsgilatok csak egy-két
hoénap vagy néhiny honap elteltével képesek a platina-
rezisztencia kialakuldsinak igazoldsira. A miR-93 magas
szintje szintén platinarezisztencidval hozhaté 6sszefiig-
gésbe. A miR-214 a miR-93-mal azonos Gtvonalon hat
[56, 57]. Yu és mesai kimutattak, hogy a miR-29(a/b/c)
csokkent expresszidja cisplatinrezisztenciat jelez, és ki-
sérletes koriilmények kozott miR-29 knock-out alkalma-
zasaval a platinaérzékenység visszadllithaté [58]. A szek-
venciaanalizis technolégiai fejl6dése a teljes human
genom feltérképezésével 2001-ben megnyitotta az utat a
széles palettaval végzett genomasszocidciés klinikai vizs-
galatok el6tt [59]. 2010-re mér tobb szdz olyan koz-
lemény jelent meg, amelyek 70-50-30 génre tudtik
szlkiteni azokat a mintazatokat, amelyek egyes daganat-
tipusokra vonatkozé fogékonysigot, egyes altipusok je-
lenlétét vagy kedvezé és kedvezbtlen prognozis el6rejel-

zésében alkalmazhaténak bizonyultak. Petefészekrakkal
kapcsolatban tobb szdz beteg klinikai és egyenként mint-
egy 1000 kiilonb6z6 miRNS-expresszidjara vonatkozéd
adataibdl robusztus szamitastechnikai elemzéssel sikertilt
egy 35 egyedi miRNS-re vonatkozé mintazatot kialaki-
tani, amelybdl egyszerd algoritmussal klinikailag relevans
prognosztikai index hatirozhaté6 meg [60]. Az algorit-
must egy szintén tobb szdz klinikai esetet tartalmazé
adatbazison validalva a szerz6k meggy6z6en igazoltik az
alacsony és magas rizik6ja (HR>3) esetek elkiilonitésé-
nek lehetGségét a miRNS-mintazat alapjan.

Kovetkeztetések

A ,szabad” nukleinsavak felhasznilasa az elkovetkezd
id6szakban nemcsak a noninvaziv praenatalis, hanem a
»Hfolyadékbiopszian™ alapul6é diagnosztikaban is jelent6-
sen novekedni fog. Folyik a biolégiai szerepiik pontos
meghatarozasa és a kilonbozé betegségek differencial-
diagnosztikdjiban val6é alkalmazhatésiguk vizsgdlata.
Az NIPT elterjedése varhatéan kiszoritja a méhlepény-
biopsziat és a magzatvizvételt, amint lesz annyi klinikai
adat, hogy a klinikai alkalmazhat6sag és hasznossag pon-
tosan meghatarozhat6 lesz.

A sziv- és keringési betegségek diagnosztikdjaban, va-
lamint az egyes kezelések varhaté hatékonysiganak az
el6rejelzésével kapcsolatban sok kozlemény jelenik meg,
de jelenleg a klinikai gyakorlatban még nem alkalmazzak
a ,szabad” nukleinsavakon alapulé meghatirozisokat,
de néhany éven beldl itt is komoly attorés varhato.

Az onkolégiai betegségek diagnosztizaldsa lesz valé-
szinlleg a kovetkezd teriilet, amely a magzati diagnosz-
tika utdn a legnagyobb mértékben haszndlja majd fel a
»szabad” nukleinsavakat. Varhaté olyan 0j genericids
gyogyszerek bevezetése, amelyek az interferenciit ki-
haszndlva 4j tipust gyogyszerek kifejlesztését teszik lehe-
tové.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirdsa anyagi timo-
gatisban nem részesiilt.

Szerzdi munkamegosztis: A szerz6k a kézirat elkészitésé-
ben egyenld aranyban vettek részt. A cikk végleges vilto-
zatat mindegyik szerzé elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltség: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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