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Abstract: Napjainkban nagy az érdeklddés a ,,szabad" nukleinsavak pontos élettani szerepének
¢s klinikai diagnosztikai felhasznalanak a meghatarozasara. A ,,szabad nukleinsavak"
lehetnek DNS, mRNS, mikroRNS és hosszu nem-kodolé RNS (InRNS) molekulak,
amelyek megtalalhatok a testfolyadékokban, igy pl. a szérumban, a nyélban, a

konnyben. Az élettani szerepiik kideritése napjainkban is folyik, viszont egyre



jelentésebb a diagnosztikai alkalmazhatdsaguk. A magzati diagnosztikdban a nem-
invaziv modon térténd mintavétel utan nyert ,,szabad" DNS-t felhasznalva tobb tesztet
forgalomba hoztak, ezek specificitasa és szenztivitasa eléri a 99,9 %-ot. A sziv és
keringési betegek korai diagnosztizaldsdban a ,,szabad" nukleinsavak meghatdrozasa
biztato eredményekkel szolgal. Az onkologidban a ,,folyadék biopsziaval" kapcsolatos
kozlemények megjelenése a mas teriileten dolgozo egészségiigyi szakemberek ¢€s a
kozvélemény figyelmét is felkeltette Folynak a mikroRNS szerepének €s diagnosztikai
alkalmazhatdsaganak a meghatarozasai is. A ,,szabad nukleinsavak" Gjgeneracios
szekvenalassal torténd felhasznaldsara a korai diagnosztikéban 6risi az érdeklddés,

de egyenldre nincs elég klinikai adat a lehetséges tesztek megbizhatosagarol és

klinikai hasznossagarol.

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



Cimoldal (WORD dokumentum)
LA ,,szabad” nukleinsavak jelentésége a nem-invaziv diagnosztikaban.

The importance of ,,free” nucleic acids in the non-invasive diagnostics.

Nagy Balint dr., Csanadi Zoltan dr., Poka Robert dr.

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvosi Kar, Humangenetikai Tanszék, Debrecen

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvosi Kar, Kardioldgiai Intézet, Debrecen

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvosi Kar, Sziilészeti és Négyogyészati Intézet, Debrecen

Levelezd szerzd: Dr. Nagy Balint

4032 Debrecen, Nagyerdei krt. 98.

E-mail: nagy.balint@med.unideb.hu

A kézirat mas folyoiratban nem jelent meg €s nincs elbiralas alatt sem.

A levelezd szerzb elolvasta az Utmutatot.

Anyagi tamogatas: nincs

Szerz6i munkamegosztas: a szerzok egylitt szerkesztették a kéziratot. Minden szerz6 elolvasta

¢s jovahagyta a végleges valtozatot.

Erdekeltség: nincs



Kézirat (WORD dokumentum) Click here to download Kézirat (WORD dokumentum)
OrvosiHetilap Szabad Nuk 09.12..docx

Napjainkban nagy az érdeklddés a ,,szabad” nukleinsavak pontos élettani szerepének,
valamint klinikai diagnosztikai felhasznalhatosaganak a meghatarozasara. A ,,szabad
nukleinsavak” lehetnek DNS, mRNS, mikroRNS és hosszu nem-ko6dolé RNS (InRNS)
molekuldk, amelyek megtaldlhatok a testfolyadékokban, igy pl. a szérumban, a nyéalban, a
konnyben. Az élettani szerep meghatarozasa napjainkban is folyik, de egyre jelentdsebb a
diagnosztikai alkalmazhatdsdg. A magzati diagnosztikdban a nem-invaziv médon toérténd
mintavétel utan nyert ,,szabad” DNS-t felhasznalva tobb tesztet mar forgalomba hoztak, ezek
specificitasa és szenztivitasa eléri a 99,9 %-ot. A sziv és keringési betegek korai
diagnosztizalasara is tobb ,,szabad” nukleinsav meghatdrozésa biztaté eredményekkel szolgal.
Az onkologidban a ,,folyadék biopszidval” kapcsolatos kdozlemények megjelenése a mas
tertileten dolgozo egészségligyi szakemberek €s a kozvélemény figyelmét is felkeltette
Folynak a mikroRNS szerepének és diagnosztikai alkalmazhatosaganak a meghatarozasai is.
A ,,szabad nukleinsavak” ijgeneracios szekvenalassal torténé felhasznalasara a koral
diagnosztikdban oriasi az érdeklddés, de eddig még nincs elég klinikai adat a lehetséges

tesztek megbizhatdsagarol €s klinikai hasznossagarol.

Kulcsszavak: ,,szabad” nukleinsavak, DNS, mRNS, mikroRNS, folyadék biopszia,

diagnosztika



Summary

The importance of ,,free” nucleic acids in the 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 longnoncoding
RNA molecules, they are in the body fluids, like serum, tear, saliva, etc. Their

exact role in the normal and pathological phyisiological processes is still in the focus of the
research, while their use in the diagnostics 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 able to reach the 99.9% specificity and sensitivity for
the detection of the most common trisomies. There are promising results in their use int he
diagnosis ans classification of heart and cardiovascular diseases. In the oncology the
possibility of the use of ,,liquid biopsy” called the attention not only the researchers and
clinicians, but the whole general community. There is not enough data until today for the

clinical utility and aplicability of these methods.

Key words: ,,free” nucleic acids, DNA, mRNA, microRNA, liquid biopsy, diagnostics



A magyarorszagi halalozasi statisztikaban a sziv és keringési betegségek 59%-os arannyal, a
tumoros megbetegedések 26%-kal vezetik a listat. Az utobbi idészakban folyamatosan
novekszik mindkét megbetegedés szama. A tumoros megbetegedések esetében az uj esetek
szama a vilagon 2012-ben elérte a 14 milliot, a haldlozésok szdma a 8,2 millidt. Az 01j betegek
szama varhatdan 70%-kal fog ndvekedni a kovetkezd két évtizedben (WHO Cancer Reports
2014). Ezek az adatok mutatjak, hogy a korai diagnosztikaban ¢és kezelések monitorizalasa
soran is lépéseket kell tenni a rohamosan ndvekvo szamu beteg populacio korszerii, hatékony
ellatasara. De az olyan élettani folyamat, mint a varandosag kapcsan végzett genetikai
diagnosztikai eljarasok is egyre tobb hdzaspart érintenek, foként a késdi gyermekvallalas

kapcsan mutatkozo gyakoribb genetikai betegségek kimutatasa.

Erre a molekularis genetikai eredmények klinikai alkalmazésa nyujt kivalo lehetdséget. A
,»szabad” nukleinsavak felhasznalasa a diagnosztikaban és a terdpiaban forradalmian 0j
eljarasokat tesz lehetdvé. A szérumban, vagy a plazméban fellelhet6 ,,szabad” nukleinsavak a
betegtdl egy egyszerii vérvétellel nyert mintabol (elegansan ,,folyadék biopszia”) felhasznalva

az 1j genetikai modszerek kiterjesztésével oridsi jelentdséggel bir.

A naponta szazaval megjelend kézlemények nyomon kovetése még a témaval foglalkozo

szakemberek szamadra is kihivas, 1) fogalmak jelennek meg, régi dogmak délnek meg egyik

pillanatrdl a masikra. Egyre bonyolultabbak és komplikaltabbak lesznek az élettani

miikodésekrdl kapott ismereteink. Osszefoglalonkban a ,,szabad” nukleinsavakrol és azok

felhasznalasarol a klinikai gyakorlatba probalunk betekintést nyujtani.

A ,,szabad” nukleinsavak



,»Szabad” DNS

A ,,szabad” DNS jelenlétét Mandel és Métais mar 1948-ban leirta, de felfedezésiik sokaig

nem keltett kiillonosebb érdeklddést [1]. Tan és mtsai az autoimmun betegségekkel méar
1966ban

Osszefliggésbe hoztak, majd késdbb megint a tumorokkal [2, 3, 4]. Leon és mtsai a
,»szabad” DNS-t 1977-ben elkezdték alkalmazni a tumor diagnosztikaban és a kezelés
monitorizalasban, de az utdbbi évtizedig nem tortént 4ttdrés ezen a teriileten [5]. Ellenben
Dennis Lo a magzati diagnosztikaban sikeresen alkalmazta az anyai vérben 5-10%-ban

jelenlévo ,,szabad” DNS-t a magzat nemének és RhD vércsoportjanak meghatarozasara a



nem-invaziv modon nyert mintadkbol mar 1997-ben [6,7]. Az anyai vérkeringésben 1€vo
magzati sejtek €s a ,,szabad” DNS felhasznalhatosaga parhuzamosan kertiltek vizsgalatra.
Kezdetben a magzati sejtek €s azok alkalmazéasa az amplifikacios eljarasok soran tiint a
biztatobb modszernek [8]. Bianchi és munkacsoportja végzett jelentds kutatdsokat ezen a
terlileten [9]. Napjainkban a figyelem inkabb a ,,szabad” nukleinsavakra irdnyul. Nagy volt az
érdeklodés a magzati triszomidk kimutatasara, ezeket megbizhatoan csak az ujgeneracios
szekvenalasi modszerek (NGS) bevezetése adta meg a lehetdséget [10, 11]. Yaron szamol be
2016-ban az irodalomban eddig kozolt vizsgalatok szamarol, 370.348 esetet gyiijtott 6ssze
tomeges paralel szekvenalasssal és 27.195 esetet kromoszoma specifikus szekvenalassal
végzett meghatarozasokrol [12]. Az NGS a klinikai gyakorlatba a magzati diagnosztika soran
mar bevezetésre kertilt, a NIPT (Non-Invasive Prenatal Testing) néven. Annak ellenére, hogy
tobb szazezer mintarol allnak rendelkezésre klinikai adatok és a modszer specificitasa,
szenzitivitasa eléri a 99,9%-ot a 21. kromoszoma triszomidjanak a kimutatasara, az NIPT még
nem diagnosztika, azaz a pozitiv eredményeket a hagyomanyos invaziv médon nyert
(amniocentesis, méhlepény-biopszia) mintak kariotipizalasaval meg kell erdsiteni, mert még
mindig ez az ,,arany standard” modszer. A kiilonbozo teszteket forgalmazé cégek altal
megadott magas specificitas és szenzitivitas félrevezetheti még a szakembereket is, a pozitiv
prediktiv érték (PPV) €s a negativ prediktiv érték (NPV) tobb informaciot szolgaltatnak. Az
elébbi annak a valdszintiségét fejezi ki, hogy egy pozitiv szlirési teszttel rendelkezd személy
valdban beteg, az utobbi pedig azt, hogy a negativ sziirési teszttel rendelkez6 személy nem

beteg [13].

A betegek szérumdban megjelend tumor eredetii ,,szabad” DNS rendkiviili lehetdséget biztosit

a tumor specifikus mutaciok és egyéb genetikai eltérések kimutatasara és a kezelés nyomon

kovetésére. DNS metilacios eltéréseket és virus eredetli nukleinsavakat is ki lehet mutatni

kiilonb6z6 tumorokban [14, 15]. Napjainkban kiilonb6zé PCR alaptu mddszereket



alkalmaznak a microszatellitak €s a jellemz6 mutaciok detektalasara [16, 17]. Ezeknél
érzékenyebb €s pontosabb meghatarozasokat biztosit a tomeges parallel (MPS) szevenalas 1j

biomarkerek kimutatasanak a lehetéségével, de a teljes genom is lefedhet6 [18, 19].

,,Szabad” mRNS

Az emberi genomban kb. 25.000 gén talalhat6, amelyek ha aktivak, bekapcsolt allapotba

keriilnek, mRNS irddik at roluk. A kiillonbozo szovetek egyedi mRNS profillal rendelkeznek,

ezek a szérumba is kikeriilnek, ahonnan kimutathato a jelenlétiik. Varandosag soran placenta



specifikus markerek mutatkoznak, amelyek alkalmasak lehetnek a diagnosztikdban. Az egyik
ilyen lehetdség az egynukleotidos polimorfizmus (single nucleotide polymorphism, SNP)

felhasznalasa, az egyes allélok aranya mutatja, hogy hany képidban van jelen az adott allél,

1:1 arany diallélikus, 1:2, vagy 2:1 ardny triszomids magzatot jelez [20, 21, 22].
A keringésbe keriild mRNS meglepd modon stabil, és kimutathat6 a szérumdl, vagy
plazmabol, annak ellenére, hogy magas az RN4z aktivitas. Ezt az exoszomékba és

mikrovezikulomokba valé csomagoléssal éri el a szervezet [23].

,»Szabad” mikroRNS

A mikroRNS-ek a nem-kodoldo RNS molekulak csoportjaba tartozo 19-25 bazispar hosszu
molekulak, amelyek hosszabb 70-100 nukleotidbol 4ll6 prekurzorokbol keletkeznek. Jelentds
résziik a kromoszomak torékeny részén kodolodik, amely régioknak jelentds szerepe van a

DNS amplifikaciokban, delécidkban és transzlokaciokban a tumorok fejlédése soran.

A mikroRNS felfedezése az RNS interferencia leirasaval kezd6dott 1990-ben

petuniaknal. Késobb Fire és Mello elvégezte az elso kisérleteiket C. elegans-nal és leirtak a
kis interferald6 RNS-t 1998-ban, amiért nyolc évvel késobb Nobel dijjal tiintették ki dket [24,
25]. Csak joval késdbb 2010-ben deriilt ki, hogy a szoveteken kiviil a mikroRNS jelen van a
kiilonb6z6 testfolyadékokban is, igy a vérben, székletben, nyalban, tejben [26]. A mikroRNS
keletkezhet passzivan nekrozis és fertdzések kovetkeztében, vagy aktiv modon az
extracellularis részecskék és makromolekula komplexekben (Ago, LDL, HDL) torténd
kivalasztasukkal [27].

Az egyes betegségekben mért mikroRNS koncentraciok sokszor ellentétesek, ennek az oka a

standardizalt kimutatdsi modszerek hianya [28].



Klinikai alkalmazhatdsag

A ,,szabad” nukleinsavak mérete

A legegyszeriibb eljarasnak a szérumbol, vagy a plazmabol izolalt szabad nukleinsavak méret
meghatarozasa tiint, de ezzel kapcsolatban sok ellentmondd kézlemény jelent meg, amely
félreértésre adott okot. Ezek az ellentmondasok foként technikai okokra vezethetok vissza, a
modszerek fejlédése, az eljarasok standardizalasa segitett a régebbi megfigyelések
megmagyarazasara. A szérumban, vagy plazmaban sok féle ,,szabad” nukleinsav talalhat6,

ezeket az alabbiakban 0sszegezziik.



Magzati ,,szabad” DNS

Az anyaktol nem-invaziv modon levett mintakbol mar a kezdeti munkak kimutattak, hogy a
magzati ,,szabad” DNS rdvidebb az anyainal, ez a kiilonbség elso ratekintésre elég nagynak

tlint (> 200 bp, vs. > 1000 bp), de nem volt alkalmazhato a klinikai diagnosztikaban [29].
Gélelektroforézist,

majd ezt kdvetden a kvantitativ PCR-t hasznaltak a méretek meghatarozésara,

sok ellentmondassal tarkitva [30]. A pontosabb méret meghatarozast csak a tdmeges parallel
szekvenalas (MPS) tette lehetdvé, ami alapjan meghataroztak, hogy az anyai plazmabdl izolalt
DNS-bol egy 166 bp és egy 143 bp nagysagl Iényeges fragmentum mutathat6 ki, de ezek utan

vannak kisebb csucsok is 10 bp kiilonbségekkel [31]. Ezek alapjan azt feltételezik, hogy az

anyai eredetli fragmentum esetén 1étezik egy becsomagolt nukleoszoma egység (146 bp) és

egy kapcsold fragment régio (20 bp), magzati DNS-nél ez a kapcsold fragment hianyzik. A 10
bp kiilonbséggel mutatkozo kisebb fragmentumok azon dinukleotid ismétl6do egységekbdl

eredhetnek, amelyek a hisztonokkal vannak kapcsolatban [32].

Tumor eredetli ,,szabad” DNS

Ellentmondoak az adatok a tumor eredetii DNS fragmentumok méretével kapcsolatban is, a
tumor tipusatol fiiggden kiilonb6z6 méretiinek hataroztak meg. A kezdeti kvantitativ PCR-on
alapuld tanulmanyok azt sugalltak, ezek hosszabbak, késdbb viszont rovidebbnek talaltak ket
[33, 34]. A tomeges parallel szekvenalas lehetOséget biztositott ezen ellentmondas feloldésara,

Jiang és mtsai tanulmanyoztak a fragmentumok méretét hepatocelularis karcinomaban [35].

Ezeknél a betegeknél is a varandds nék szérumaban kimutatott 166 bp nagysagl csucs volt a



legnagyobb mértékben megjelend a szérumbol izolalt DNS-ben, ami az apoptdzissal térténd
keletkezésre utal. A fragmentumok méret profilja viszont azt mutatja, hogy a kisebbek
tartalmazzak a tumorra specifikus kdpiaszam vesztéseket €s felszaporodasokat (CNA, copy
number gains). A hosszabb fragmentumok megjelenése, amelyek kisebb mértékben
mutathatok ki, a nekrdzissal hozhatok 6sszefliggésbe, ezek viszont nem tartalmazzak a
tumorral kapcsolatos kopiaszam eltéréseket [35]. Ez a megfigyelés arra hivta fel a figyelmet,
hogy a kisebb frakciora kell koncentralni, és a kezelés folyamatat is az ebben a

mérettartomanyban megfigyelhetd valtozasok alapjan lehet j61 monitorizalni.

Mitokondrialis DNS

A sejtmag eredetli DNS-el ellentétben a mitokondrialis DNS vizsgélata sordn nem a

nukleoszémakra jellemz6 166 bp nagysagh fragmentum a jellemzd, hanem a rovidebbek. Ez

azzal magyarazhato, hogy nincsenek hisztonok a mitokondrialis DNS-en, amelyek védelmet



biztositanak az enzimatikus lebontassal szemben. Ez a DNS fajta a koncentracidja tumoros

betegek estében lényegesen magasabbnak bizonyult [35].

miRNS

A mikroRNS mérete 19-25 bp kozott valtozik, a gén regulacidban van fontos szerepiik. Az

utobbi idoben keriiltek a tanulméanyok kdzpontjaba.

Hosszt nem-kodolé RNS

A hosszi nem-kodolé RNS (long non-coding RNA,LNncRNA) 200 bp-nal hosszabb fehérjét
nem kddolo nukleinsav molekulak, a gének kozotti és az intronok kozotti régidokban, vagy az
adott gén szensz €s antiszensz szalarol irddnak at [36, 37]. A sejten beliil a nukleuszban és a
kromatinban helyezkednek el, de a szérumba is kikeriilnek. Az élettani szerepiik az atirds

utani szabalyozasban, valamint a telomer replikacidjaban, RNS interferencidban van [38].

A diagnosztikai felhasznalés jelenlegi allasa

Magzati diagnosztika

A jelenlegi magzati diagnosztika Magyarorszagon foként az allamilag finanszirozott
invaziv mintavételek (méhlepény, magzatviz) sordn nyert mintak kariotipizalasan alapul. Ez
az elfogadott, ,,arany” standard modszer. Az utobbi években a nem-invaziv modon nyert
mintakbol, tehat anyai vérbdl izolalt DNS felhasznaldsaval az (ijgeneracios szekvenalason
alapulé modszerek felhasznalasaval is torténik a leggyakoribb triszomidk kimutatasa. A
varandosok azonban sajat maguk fizetik ki az 4rat ennek a vizsgalatnak az erre szakosodott

maganvallalkozasoknak. A moddszerrel kapott pozitiv eredményeket minden esetben a



hagyomanyos moédszerrel meg kell erdsiteni.

Az anyai plazmabol nyert ,,szabad” DNS amely az anyainak 5-10%-a tomeges parallel
szekvenalason alapulé modszerrel 99,9%-os biztonsaggal ki tudja mutatni a Down

pozitiv eredmények 0,5% alatt vannak [39, 40]. A legutobbi eredmények alapjan a modszer
mar alkalmas a magzati RhD vércsoport, a gén mutaciok, a nemi kromoszéma
rendellenességek, mikrodeléciok, mikroduplikaciok és egyéb kromoszéma eltérések
kimutatasara is [41, 42]. A Magyar Humangenetikai Tarsasag allasfoglalasat mar 2014-ben
megfogalmazta az eljarassal kapcsolatban, a tobbi nemzetkdzi genetikai tarsasaghoz
hasonldan. Jelenleg teszt-ként és nem diagnosztikai modszerként javasolja a vizsgalat

eredményének az elfogadasat. A mddszerrdl torténd tajékoztatds és az eredmény kiadasa



genetikai tanacsadason keresztiil kell, hogy torténjen. A modszer elényei kétség kiviil, hogy
nem-invaziv mintavételen alapul, csokkenti az invaziv beavatkozasok szamat, nagyon gyors,
egy héten beliil elkésziil az eredmény. Alkalmas a csaladon beliil 1évé mutaciok kimutatasara
is. Lehetséges olyan minor kromoszoma rendellenességek kimutatasa, amelyek hagyoményos
kariotipizalassal nem lehetségesek. Arra azonban fel kell hivni a figyelmet, hogy a kiilonb6z6
cégek altal forgalmazott NIPT termékek nem egyformak, kiilonb6zo6 a kimutatasi alapjuk és

nem egyformak a kimutatasi lehetdségeik.

Sziv és keringési betegségek

miRNS

Az akut miokardialis infarktus (AMI) diagnosztikédban a troponin meghatarozas terjedt

el. Ujabb vizsgalatok szerint legalabb 20 mikroRNS szintje mutat dsszefliggést az AMI-val és
ezekbdl legalabb 9 a troponin szintekkel [43]. A miR-1, miR-133, miR-208 és a miR499 a
legjobban tanulmanyozott molekuldk koszoruér betegségekben és akut miokardialis
infarktusban [44, 45]. A sériilt miokardiumbok kiaramlo mikroRNS-ek mellett az akut
esemény utdn emelkedett szintet mutato miRNS-ek részben extracardialis eredetliek mint pl. a
miR-30c, miR-145, amelyek ugyanakkor 6sszefliggést mutattak az infarktus méretével.
Emellett talaltak 20 olyan mikroRNS-t, amelyek nagyfoku specificitassal és szenzitivitassal
elérejelzik a MI-t [46]. Tobb tanulméany a miR-208 és miR-499 szintjeit vizsgalta,
hasznalhatosagukat a klinikai rutinban nagyobb beteg szamon alapul6 elemzések alapjan lehet

megitélni [47, 48].

A szivelégtelenség (SzE) laboratoriumi diagnosztikdjaban jelenleg a legtobb segitséget
¢s informaciot az N-terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP) szint

meghatarozasa jelenti. A szivelégtelenségen beliili két entitds, a megtartott bal kamrai



ejekcios frakcioval (EF) jaro SzE (heart failure with preserved EF: HFpef) és a csokkent
EFval

jaro (heart failure with reduced EF: HFref) elkiilonitése képalkoto eljarasok nélkiil
nehézséget jelent, mivel e két SzE entitas klinikai tiinetei hasonldak és az NT-proBNP szint
alapjan sem lehet differencialni a ketté kozott. A miRNS-ek diagnosztikus hasznéalhatdsagarol

HEFpef és HEF ref valamint nem szivelégtelen beteg kohorszokban a kézelmultban
szamoltak

be [49]. Ot miRNS-t talaltak, amelyek potencialisan hasznalhatonak tiintek mind a nem
szivelégtelen versus SzE-ben szenvedd betegek, mind a HEFpef és HEF ref entitdsok

elkiilonitésében: miRNS-30c, -146a, -221, -328 ¢és -375. Az 6t miRNS koziil barmelyik kettd



az NT-proBNP-vel egyiitt szignifikansan javitotta a diagnosztikus model pontossagat a csak

BNP meghatarozashoz képest.

A sziv reszinkronizacids pacemaker terapia bevezetése a szivelégtelen betegek

kezelésében az egyik legfontosabb elérelépést jelentette az utdbbi 20 évben. Az optimalis
betegkivalasztas szamos szempontjat sikeriilt azonositani, koztiik olyan pozitiv valasz
prediktorokat, mint a tipusos bal Tawara-szarblock mintazat, a minél szélesebb (>150 msec)
QRS szélesség, a nem iszkémids szivelégtelenség etiologia és a ndi nem [50]. Igazolodott,
hogy a szivelégtelen betegek progndzisanak felmérésére kifejlesztett Seattle Heart Failure
Model a reszinkronizalt betegeken is hasznalhato [51]. Mindezek ellenére, az ajanlasoknak
megfeleld betegkivalasztas mellett sem alakul ki a vart terdpias hatds a betegek mintegy 20-40
%-ban. Sziikség van tehat tovabbi prediktiv markerek azonositasara, amelyek hasznalataval ez

a szam lejjebb szorithato.

Egy kozelmultban megjelent tanulmany a miRNS-ek hasznalhatosagat vizsgélta a
reszinkronizacid hatdsanak eldrejelzésében [52]. Els6 1épésben 6-6 CRT kezelés utan
reszponder és non-reszponder betegen elemezték 766 kiilonb6zé miRNS plazma szintjének
Osszefliggését a terapias valasszal. Négy olyan miRNS-t (miR-409-3p, miR-30d, miR-99b, és
mMIiR-766) talaltak, amely korrelalt a reszponderitassal. Ezt a 4 miRNS-t a tovabbiakban
prospektiven vizsgaltdk tovabbi 40 betegen, akiket legalabb 6 honapig kovettek a
reszinkronizaci6 hatdsdnak felmérésére valamint egészséges (nem szivelégtelen) kontrol
egyénekben. A reszponderitas kritériuma a kiindulasihoz képest legalabb 10%-0s bal kamrai
ejekcios frakcid novekedés volt. Tobb valtozos lineéris statisztikai modelezéssel végiil a
reszponderitas legjobb prediktoranak a terapia eldtt emelkedett miR-30d plazma szintet
talaltak. Reszponder betegeken az miR-30d plazma szintje 6 honappal a reszinkronizacids
kezelés utan csokkent, mig a terapia-refrakter esetekben szignifikdnsan nem valtozott.

Tovabbi fontos megfigyelés volt, hogy az miR-30d plazma koncentracidja a sinus



coronariusban 18-szoros volt a periférias mintahoz képest, ami a szivizom sejtekbdl torténd
felszabadulasra utal, feltételezések szerint a mechanikai stressznek kitett teriiletrol. A miRd30
magas kiindulasi értéke eszerint a sulyos aszinkronia jele, csokkenése pedig a sikeres

reszinkronizacids hatasra, kovetkezményesen a miokardium stressz megsziinésére utal.

A pitvarfibrillacio (PF) a teljes népességen beliili 1-2%-os eléfordulasaval szintén

korunk egyik kardiovaszkularis pandemiaja. A betegséghez tarsulé6 magas morbiditas,

mortalitas és az egészségi ellatd rendszerre rott terhek indokoljak azokat a nagyon jelentds



erofeszitéseket, amelyeket alapkutatok és klinikusok a mechanizmus megértése, a miel0bbi
felismerés és hatékonyabb gyogyitas, a szovodmények megeldzése érdekében tesznek. Ez
utobbiak koziil a legsulyosabb kovetkezmény a PF-hoz tarsul6 stroke, ami megfeleld
alvadasgatl6 kezeléssel tobbnyire megeldzhetd lenne. Ezért is jelent kiillondsen nagy

problémat, hogy az esetek pontosan nem ismert, de bizonnyal jelentékeny hanyadaban a PF

tiinetmentessége miatt észrevétlen (néma) marad, és az elso tiinet a kdvetkezményes stroke.

Ez kiilonosen igaz a ritmuszavar paroxizmalis formadira, hiszen ilyenkor még az ekg vizsgalat

is megtévesztd (negativ) eredményt adhat, ha éppen nem zajlo PF alatt késziil. Barmely,
egyszerll vérvizsgalattal kimutathato eltérés, ami PF el6forduldsara utal éppen ezért fontos
segitséget jelentene azoknak a kivalasztasaban, akiknél fokozott eréfeszités, tartos
monitorozasi technikak (Holter vizsgalatok, transztelefonos ekg, implantalhato aritmia
monitor) haszndlata indokolt a PF dokumentaldsara. Lu és mtsai [53] aritmia-mentes,
paroxizmalis és perzisztens pitvarfibrillalo betegeken végzett miRNS vizsgalatok soran az

mMIRNS-150 szintjét PF-ban jelentdsen alacsonyabbnak mérték, paroxizmalis csoportban
1/17nek,

a perzisztalo betegek kozott 1/20-nak a kontrolokhoz képest, és forditott aranyban

korrelaltak a CRP értékekkel. Egy masik vizsgalat [54], amellett, hogy megerdsitette a

mMiRNS-150-nel kapcsolatban leirtakat, szintén csokkent expressiot muttott ki a miRNS-21

vonatkozasaban. A PF miatt végzett katéterablaciot kovetéen mindkét miRNS szintje a

kiindulasi érték haromszorosara emelkedett.

INcRNS



A hosszu nem-kodold RNS alkalmazasanak az egyik érdekes lehetdsége a sziv és

keringési betegségek. Szamos kozlemény mutatta ki az elmult években, hogy a IncRNS fontos
szerepet tolt be a sziv fejlédésében. Ilyen pl. a Braveheart (Bvht), amely feliil expresszalt a
szivben, de nem kodol fehérjét., de hatassal van a MESP1-re, amely fontos differencialodasi
faktor, embrionalis 6ssejtekbdl szivizomsejteket képez [55]. Masik hasonld molekula a
Fendrr, amely az atirasi halozathoz sziikséges, a hiszton modositd komplexekkel 1ép
kapcsolatba, delécidja kamrai elvaltozasokat okoz [56]. Legjabban harom IncRNS-t irtak le
az embrionalis 6ssejtekbol az endothel sejtek fejlodését segitik eld, ezek a TERMINATOR,

ALIEN és PUNISHER [57]. De mas kardiovaszkularis betegség modellezésekor megtalaltak
€

molekuldk szerepét [58]. Példaul a CARL, amely sziv-apoptozissal hozhat6 6sszefliggésbe,
kapcsolodik a miR-539-hez, amely gatolja annak hatdsat a mitokondrium hasadasra, hasonlo

hatasti az IncRNS MDRL, amely a miR-361-et alul szabalyozza [36, 59, 60].



Tumor diagnosztika

A tumorok diagnosztikaja bonyolultabb és kevés adat all rendelkezésre a ,,folyadék
biopsziaval” nyert mintak feldolgozasa soran nyert eredményekrol és klinikai

tapasztalatokrol. Az NIPT-vel elért 99,9%-os specificitdstol és szenzitivitdstol még nagyon
messze vagyunk a tumor diagnosztika teriiletén. A hagyomanyos invaziv eljarassal nyert
tumorok szovettani és molekularis diagnosztikai vizsgalata a standard elfogadott diagnosztikai
eljaras napjainkban. Ez lehetdséget nyujt olyan genotipizalasok elvégzésére is, amelyek
segitik a célzott terapia kivalasztasat. Az elmult években a ,,folyadék biopszia” nagy
reményeket nyujt a cirkulalé tumor-DNS (ctDNS) molekulak felhasznalasaval a korai tumor
diagnosztika és a terdpia feldllitdsahoz. Ezek a nukleinsavak az apoptotizalod tumor sejtekbdl

¢s a keringd tumor sejtekbdl szarmaznak.

A ctDNS a tumor sejtekbdl jut a vérbe és az eredeti tumor mutacioit tartalmazza. Az
ujgeneracios szekvenalok kifejlesztésével napjainkban lehetdség nyilik a genetikai eltérések
specifikus és érzékeny kimutatasara, a nem-inaziv modon vett mintakbol. Ez a jelenlegi tumor
diagnosztikat jelentdsen segitheti, lehetdséget nyujthat a tumor korai kimutatasara, a
progndzis €s a kezelés meghatarozasara. Lehetdséget ad a személyre szabott gyogyitas

bevezetésére.

A tumorok genotipizalasa nagyon fontossa valt a kezelések soran, féként az immunoterapia

alkalmazasakor. A klinikai gyakorlatban a genotipizalas széveti biopsziakbol torténik, ez a

minta azonban nem alkalmas a tumor heterogenitasanak ¢s alland6 valtozasainak valdsideji
monitorizalasara, erre jobban megfelel a vérbol izolalt ctDNS. Szamos tanulmany
bizonyitotta, hogy a ctDNS gyorsan képes eldjelezni a terdpia kimenetelét és fontos

informaciot nyujt a klinikusnak a kovetkezd kezelések megtervezéséhez.



Sulyos probléma a terapia rezisztencia kialakuldsa, amely a kezelések sikertelenségének a
legfobb oka. A legijabb eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy a folyadék biopszidval

nyert mintak felhasznélasaval a tumor rezisztencia joval korabban mar jelezhetd.

A folyadék biopsziaval nyert mintakbol izolalt ctDNS lehetdséget nyuajthat a j6vében a

tumorok korai diagnosztizalasahoz és a genotipizalasok eredményeinek felhasznalasaval a

kezelések hatékonyabba tételéhez, a kezelés hatékonysaganak a monitorizalasahoz, a

személyre szabott terapia bevezetéséhez.



A modszer elterjedéséhez és elfogadtatasdhoz sziikséges a ctDNS keletkezésének, a sejtekbol
Napjainkban még kevés adat all rendelkezésre a klinikai és analitikai validitasrol, tovabba a

klinikai hasznossagrol.

Patogenezis és diagnosztika

A human genom 76%-a fehérjét nem kodold, 200 bazispart meghaladé méretti RNS
szakaszokban irddik at (long non-coding RNS; IncRNS) [60]. 2003-ban Rangel és mtsai irtak
le els6 izben egy petefészekrakra specifikus (human ovarian cancer specific transcript-2,
HOST-2), a 10-es kromoszoémahoz kothet6 2,9 kb méretli RNS-t, mely nem rendelkezik
olvasasi kerettel és fehérjét sem kodol [61. A HOST-2 expresszid gatlasa a petefészekrakbol
mechanizmusa maig sem tisztazott, de egy kdzelmultbeli vizsgalat szerint a HOST-2
molekularis szivacsként koti a let-7b miRNS-t, s ezaltal gatolja annak mikodését. A let-7b
MIiRNS-r6]l mar korabban ismert volt, hogy a HMGAZ2, c-myc, Dicer és Imp3 onkogének
expressziojat gatolja, igy let-7b szintjének csokkenése fokozza azok expresszigjat [62]. A

fehérjét nem kodoldo RNS-ek a templatként szolgaldo DNS elhelyezkedése szerint nem csak

intronokban, hanem exonokban és akar ezek antiszensz szalan is képzédhetnek. Ennek egyik
példaja a HOX transzkripcios antiszensz RNS (HOTAIR). A 6232 bp méretii IncRNS 12-es
kromoszoma q13.13 szakaszan képzddik. A HOX géncsalad C tagjanak transzkriptumaként a
H3 hiszton metilaciojat idézi eld, s ezaltal a 2-es kromoszoman elhelyezkedé HOXD gén
epigenetikus blokkolasat eredményezi [63]. Epithelidlis petefészekrakban a HOTAIR
expresszidja jelentésen emelkedett és a tumor progresszioban kifejtett hatdsa az apoptodzisban
szerepet jatszo gének (cyclin E, BCL-2, caspase-9, caspase-3 ¢s BRCA1) szabalyozasan

keresztiil érvényesiil. Egy sor tovabbi IncRNS-rdl igazolddott, hogy kiilonb6zo jelatviteli



--------

crer

[60].

Szemben a hosszu nem kodold RNS-ekkel, a mikroRNS-ek minddssze 19-25 bazisparbol
allnak, intronokrdl iro6dnak at és hatasukat kozvetleniil target DNS-en vagy RNS-en fejtik
ki. Dahiya és mtsai 2008-as tanulmanyaban 56 kiilonb6z6 miRNS szerepét igazolta a
petefészekrak patogenezisében, s koziiliik 16 mutatott atfedést mas tanulmanyokban mar

feltételezett jelentdségiikkel. A 16 miRNS koziil 9-nél a kontrollhoz képest csokkent



expresszio (let-7d, miR-106b, miR-122a, miR-141, miR-183, miR-195, miR-200a, miR-335,
mird24), 7-nél pedig megnovekedett expresszio (miR-100, miR-199a, miR-296, miR-29a,
miR-29c, miR-99a, mir-494) volt jellemz6 [64. A let-7 miRNS csalad olyan konzekvens
valtozésai jellemzoek petefészekrakban, melyek szuppresszor funkciora utalnak [58]. Bar a
miR-21 talexpressziojat szamos daganattipusban kimutattak, petefészekrakban ez a tipus
bizonyult a legkifejezettebben alul regulaltnak. Nem meglepd, hogy a miR-21 az
apoptozissal és a csokkent sejtproliferacidoval asszocialt miRNS marker. A miR-221 és
miR-222 a CDKNI1C expresszid befolyasolasa révén jatszik szerepet a petefészekrak
patogenezisében [65]. Klinikai vizsgalatok szerint a kettd aranya szignifikans korrelaciot
mutat a tiléléssel. A 3,7 alatti expresszids aranyu esetek median tulélése 35 honap alatti,
mig a 3,7 f6lotti expresszids aranyu esetek median talélése 35 honap fo6lotti volt. A miR152
expresszioja petefészekrakos sejtekben 1ényegesen alacsonyabb, mint a normal

sejtekben. A miR-122-t korabban mar tumor szuppresszorként jellemezték, ami
emldrakban a IGF1F-et célozva szabalyozza a PI3K/Akt/mTOR/p70S6K jelatviteli titvonal
mitkddését. Langhe és mtsai tanulmanya petefészekrakban is hasonlé funkciot igazolt a

miR-122 szintjei alapjan [65].

Prognosztika és onkoterapia

A miR-152 magas expresszidja petefészekrakban a cisplatinnal szembeni érzékenységgel jo
korrelaciot mutat [65]. Ennek a felismerésnek a jelentdségét az okozza, hogy bar a tobbnyire
eldrehaladott stidiumban felismert petefészekrak gydgyulasi eredményeiben gyokeres
valtozast hozott a miitéti technoldgia €s az elsé vonalbeli platina-taxan kombinacios terapia, a

betegek tulélését ma mar jelentds részben a platinarezisztencia kialakulasa korlatozza. A

petefészekrak gyogyulasi eredményeinek javitdsdban prioritast élvez a platinarezisztens

folyamatok ellen iranyul6 hatékony modalitasok kifejlesztése. Szamos 1) kemoterapias,



immunterapias €s célzott biologiai kezelési modszer kifejlesztése van folyamatban, de a

platinaérzékenység elore jelzése tovabbra sem megoldott. A tumormarker és képalkoto

vizsgalatok csak egy-két honap vagy néhany honap elteltével képesek a platinarezisztencia
kialakulasanak igazolasara. A miR-93 magas szintje szintén platinarezisztenciaval hozhato
Osszefiiggésbe. A miR-214 a miR-93-mal azonos utvonalon hat [66, 67]. Yu és mtsai (2014)
kimutattak, hogy a miR-29(a/b/c) csokkent expresszidja cisplatinrezisztenciat jelez, és

kisérletes koriilmények kozott miR-29 knock-out alkalmazasaval a platinaérzékenység



visszaallithato [68]. A szekvencia analizis technologiai fejlodése a teljes human genom
feltérképezésével 2001-ben megnyitotta az utat a széles palettaval végzett genom-asszociacios
klinikai vizsgalatok el6tt [69]. 2010-re mar tobb szaz olyan kdzlemény jelent meg amelyek
70-50-30 génre tudtak sziikiteni azokat a mintdzatokat, amelyek egyes daganattipusokra
vonatkoz6 fogékonysagot, egyes altipusok jelenlétét vagy kedvez6 és kedvezotlen progndzis
elorejelzésében alkalmazhatonak bizonyultak. Petefészekrakkal kapcsolatban tobb szaz beteg
klinikai és egyenként mintegy 1000 kiilonb6zé miRNS expressziojara vonatkozo6 adataibol

robusztus szamitastechnikai elemzéssel sikeriilt egy 35 egyedi miRNS-re vonatkozo

mintazatot kialakitani, melybdl egyszerti algoritmussal klinikailag relevans prognosztikai

index hatarozhat6 meg [70]. Az algoritmust egy szintén tobb szaz klinikai esetet tartalmazo

adatbazison validalva a szerzOk meggy0dzden igazoltak az alacsony és magas rizik6ja (HR>3)

esetek elkiilonitésének lehetdségét a miRNS mintazat alapjan.



Irodalom

[1] Mandel, P., Metais, P.: Les acides nucléiques du plasma sanguin chez 'homme.

C. R. Seances Soc. Biol. Fil., 1948, 142, 241-243.

[2] Tan, E.M., Schur, R.J., Carr, R.1., és mtsai: Deoxyribonucleic acid (DNA) and antibodies
to DNA int he serum of patients with systemic lupus erythematosus. J. Clin. Invest., 1966, 45,
1732-1740.

[3] Rumore, P.M., Steinman, C.R.: Endogeneous circulating DNA in systemic lupus
erythematosus. Occurrence as multimeric complexes bound to histone.J. Clin. Invest., 1990,
86, 69-74.

[4] Stroun M, Anker P, Lyautey J, és mtsai.: [solation and characterisation of DNA from the
plasma of cancer patients. Eur. J. Cancer Clin. Oncol., 1987, 23, 707-712.

[5] Leon, S.A., Shapiro, B., Sklaroff, D.M., és mtsa: Free DNA in the serum of cancer
patients

and the effect of therapy. Cancer Res., 1977, 37, 646-650.

[6] Lo, Y.M., Corbetta, N., Chamberlain, P.F., és mtsai: Presence of fetal DNA in maternal
plasma and serum. Lancet, 1997, 350: 485-487.

[7] Lo, Y.M., Bowell, P.J., Selinger, M., és mtsai: Prenatal determination of fetal rhesus D
status by DNA amplification of peripheral blood of rhesus-negative mothers. Ann. N. Y.
Acad. Sci., 1994, 731, 229-236.

[8] Bianchi, D.W., Flint, A.F., Pizzimenti, M.F., és mtsai: Isolation of fetal DNA from
nucleated erythrocytes in maternal blood. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1990, 87, 3279-3283.
[9] Bianchi, D.W., Klinger, K.W., Vadnais, T.J., és mtsai: Development of model system to
compare cell separation methods for the isolation of fetal cells from maternal blood. Prenat.
Diagn., 1996, 16, 289-298.

[10] Palomaki, G.E., Kloza, E.M., Lambert-Messerlian, G.M., és mtsai: DNA sequencing of

maternal plasma to detect Down syndrome: an international clinical validation study. Genet.



Med., 2011, 13, 913-920.

[11] Chiu, R.W.K., Chan, KC, Gao, Y, és mtsai: Noninvasive diagnosis of fetal aneuploidy by
massive parallel genomic sequencing of DNA in maternal plasma. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 2008, 105, 20458-20463.

[12] Yaron, Y.: The implications of non-invasive prenatal testing failures: review of an
underdiscussed

phenomenon. Prenat. Diagn., 2016, 36, 391-396.
[13] Morai, S, Grene, F.M., Mello, M.M..: A new era in non-invasive prenatal testing. The

New Eng. J. Medicine, 2013, 369, 499-501.



[14] Begun, S., Brait, M, Dasgupta, S., és mtsai.: An epigenetic marker panel for detection of
lung cancer using cell-free serum DNA. Clin. Cancer Res., 2011, 17, 4494-4503.

[15] Lo, Y. M. D., Chan, L. Y. S., Lo, K. W., és mtsai.: Quantitative analysis of cell-free
Epstein-Barr visus DNA in plasma of patients with nasopharyngeal carcinoma. Cancer Res.
199, 59, 1188-1191.

[16] Newroz, H., Koch, W., Anker, P., és mtsai.: Microsatellita alterations in serum DNA of
head and neck cancer patients. Nat. Med., 1996, 2, 1035-1037.

[17] Yung, T. K., Chan, K. C. A., Mok, T. K., és mtsai.: Single molecule detection of

epidermal growth factor receptor mutation in plasma by microfluidics digital PCR in
nonsmall

cell lung cancer patients. Clin. Cancer Res., 2009, 15, 2076-2084.

[18] Leary, R. J., Kinde, 1., Diehl, F., és mtsai.: Development of personalized tumor
biomarker using massive parallel sequencing. Sci. Transl. Med. 2010, 2, 14-20.

[19] McBride, D. J., Orpana, A. K., Sotiriou, C., és mtsai.: Use of cancer-specific genomic
rearrangements to quantify disease burden in plasma from patients with solid tumors. Genes
Chromosomes Cancer, 2010, 49, 1062-10609.

[20] Tsui, N.B., Wong, B.C., Leung, T.Y., és mtsai: Non-invasive prenatal detection of fetal
trisomy 18 by RNA-SNP allelic ratio analysis using maternal plasma SERPINB2 mRNA: a
feasibility study. Prenat. Diagn.. 2009, 29, 1731-1037.

[21] Go, A.T., van Vugt, .M., Oudejans, C.B., és mtsai: Non-invasive aneuploidy detection
using free fetal DNA and RNA in maternal plasma: recent progress and future possibilities.
Hum. Reprod. Update. 2011, 17, 218-223.

[22] Lo, Y,M., Tsui, N.B., Chiu, R.W., és mtsai: Plasma placental ratio permits non-invasive
prenatal chromosomal aneuploidy detection. Nat. Med.. 2007, 13, 218-223.

[23] Orozco, A. F, Lewis, D. E.: Flow cytometric analysis of circulating microparticles in
plasma. Cytometry A. 2010, 77, 502-514.

[24] Napoli C, Lemieux C, Jorgensen R.: Introduction of a chimeric chalcone synthase gene



into Petunia results in reversible co-suppression of homologous gene in trans. Plant Cell.
1990, 2, 279-289.

[25] Fire, A., Xu, S., Montgomery, M.K., és mtsai.: Potent and specific genetic interference
by

double stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature. 1998, 391, 806-811.

[26] Weber, J. A., Baxter, D. H., Zhang, S., és mtsai.: The microRNA spectrum of 12 body
fluids. Methods, 2010, 1741, 1733-1741.

[27] Nagy, Z., Igaz, P.: Introduction to microRNAa: Biogenesis, Action, Relevance of Tissue
microRNAs in Disease Pathogenesis, Diagnosis and Therapy —

The concept of Circulating



microRNAs. In. Circulating microRNAs in Disease and their Potential Biological Relevance.

Ed. Igaz, P., Spinger, Basel, 2015, 4-30.

[28] Kosaka, N., Iguchi, H., Ochiya, T.: Circulating microRNA in body fluid: a new potential
biomarker for cancer diagnosis and prognosis. Cancer Sci., 2010, 101, 2087-2092.

[29] Chan, K.C., Zhang, J., Hui, A.B., és mtsai.: Size distribution of maternal and fetal DNA
in maternal plasma. Cli. Chem., 2004, 50, 88-92.

[30] Li Y, Zimmermann B, Rusterholz C., és mtsai.: Size separation of circulatory DNA in
maternal plasma permits ready detection of fetal DNA polymorphisms. Clin. Chem., 2004,
50, 1002-1011.

[31] Lo, Y.M., Chan, K. C., Sun, H., és mtsai.: Maternal plasma DNA sequencing reveals the
genome-wide genetic and mutational profile of the fetus. Sci. Transl. Med., 2010, 2, 61ra91
[32] Mouliere F., Robert B, Arnau Peyrotte E, és mtsai.: High fragmentation characterizes
tumour-derived circulating DNA. PLoS One., 2011, 6, e23418.

[33] Elinger, J., Wittkamp, V., Albers, P., és mtsai.: Cell-free circulating DNA: diagnostic
value in patients with testicular germ cell cancer. J. Urol., 2009, 181, 363-371.

[34] Chandrananda, D., Thorne, P. N., Bahlo, M.: High-resolution characterization of
sequence signatures due to non-random cleavage of cell-free DNA. BMC Med. Genomics,
2015, 8, 29.

[35] Jiang, P., Chan, M.W.C., és mtsai.: Lengthening and shortening of plasma DNA in
hepatocellular carcinoma patients. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2015, 112, E1317-E1325.
[36] Boon, A.R., Jaé, N,, Holdt, L., és mtsa.: Long non-coding RNAs. From clinical genetics
to therapeutic target? J. Amer. Coll. Cardiol., 2016, 87, 1214-1226.

[37] Ma, L., Bajic, B.V., Zhang, Z.: On the classification of long non-coding RNAs. RNA
Biology, 2013, 10, 24-933.

[38] des Andres-Pablo, A., Morillon, A., Wery, M.: LncRNAs, lost in translation or licence to

regulate? Curr. Genet., DOI 10.1007/s00294-016-0615-1.



[39] Bianchi, D.W., Platt, L.D., Goldberg, J.D., és mtsai.: Genome-wide fetal aneuploidy
detection by maternal plasma DNA sequencing. Obstet Gynecol., 2012, 119, 890-901.

[40] Norton, M.E., Brar, H., Weiss, J., és mtsai.: Non-invasive chromosomal evaluation
(NICE) study: results of a multicenter prospective cohort study for detection of fetal trisomy
21 and trisomy 18. Am. J. Obst. Gynecol., 2012, 207, 137 el-e8.

[41] Lench, N., Barrett, A., Fielding, S. és mtsai.: The clinical implementation of non-
invasive

prenatal diagnosis for single gene disorders: challanges and progress made. Prenat. Diagn.,

2013, 33, 555-562.



[42] Zhao, C., Tynan, J., Ehrich, M., és mtsai.: Detection of subchromosomal abnormalities

by sequencing circulating cell-free DNA from maternal plasma. Cli. Chem., 2015, 61,
608616.

[43] Sayed, M.S.A., Xia, K., Yang, T-L., és mtsa.: Circulating microRNAS: A potential role
in

diagnosis and prognosis of acute myocardial infarction. Disease Markers, 2013, 35, 561-566.
[44] Devaux, Z., Selemon, H., Goretti, E., €s mtsai.: Use of circulating microRNAs to
diagnose acute myocardial infarction. Clin. Chem., 2012, 58, 559-567.

[45] D’ Alessandra, Z., Devanna, P., Limana, F., ¢s mtsai.: Circulating microRNAs are new
and sensitive biomarkers of myocardial infarction. Eur. Heart J., 2010, 31,2765-2773.

[46] Meder, B., Keller, A., Vogel, B., és mtsai.: Micro RNA signatures in total peripherial

blood as novel biomarkers for acute myocardial infarction. Basic Res. Cardiol,. 2011, 106,
1323.

[47] Wang, K.G., Zhu, Q.J., Thang, T., és mtsai.: Circulating miRNA: a novel potential
biomarker for early diagnosis of acute myocardial infarction in humans. Eur. Heart J., 2010,
31, 659-666.

[48] Devaux, Y., Vaosurt, M., Goretti, E., és mtsai.: Use of circulating microRNAs to
diagnose acute myocardial infarction. Clin. Chem., 2012, 58, 559-567.

[49] Wattson, C.J., Gupta, S.K., O’Connell, E.O., és mtsai.: MicroRNA signitures
differentiate preserved from reduced ejection fraction heart failure. Eur. J. Hear Fail., 2015,
17: 405-415.

[50] Ponikowski. P., Voors, A.A., Anker, S.D., és mtsai.: 2016 ESC Guidelines for the
diagnosis and treatment of acute and chronic heart failure.

Eur. Heart J. 2016; DOI: http://dx.doi.org/10.1093/eurheartj/ehw128

[51] Clemens, M., Szegedi, Z., Kardos, L., és mtsai.: The Seattle Heart Failure Model Predicts
Survival in Patients With Cardiac Resynchronization Therapy: A Validation Study. J.
Cardiac. Fail., 2012, 18: 682-687.

[52] Melman, Y.F., Shah, R., Danielson, K., és mtsai: Circulating microRNA-30d is



associated with response to cardiac resynchronization therapy in heart failure and regulates
cardiomyocyte apoptosis: A translational pilot study. Circulation 2015, 131: 2202-2216.
[53] Lu, Z., Zhoul, C., Liu, Y., és matsai: The Expression Levels of Plasma micoRNAs in
AtrialFibrillation Patients. Plos One, 2012, 7, e44906

[54] McManus, D.D., Lin, H., Tanriverdi, K., és mtsai: Relations between circulating
microRNAs and atrial fibrillation: data from the Framingham Offspring Study.

Heart Rhythm. 2014, 11, 663-669.

[55] Klattenhoff, C.A., Scheuermann, J.C., Surface, L.E., és mtsai.: Bravehart, a long
noncoding

RNA required for cardiovascular linage commitment. Cell, 2013, 152, 570-583.



[56] Grote, P., Wittler, L., Hendrix, D., és mtsai.: The tissue-specific INCcRNA Fendrr is an

essential regulator of heart and body wall development in mouse. Dev. Cell., 2013, 24,
206214.

[57] Kurian, L, Aguirre, A, Sancho-Martinez, 1., és mtsai.: Identification of novel long
noncoding

RNAs underlying vertebrate cardiovascular development. Circulation, 2015, 131,
1278-1290.

[58] Uchida, S., Dimmeler, S.: Long non-coding RNAs in cardiovascular disease. Circ. Res.,
2015, 116, 737-750.

[59] Wang, K., Sun, T., Li, N., és mtsai.. MDRL IncRNA regulates the processing of miR-484
primary transcript by targeting miR-361. PLoS Genet., 2014, 10:e1004467.

[60] Zhong Y, Gao D, He S és mtsai: Dysregulated expression of long non-coding RNA sin
ovarian cancer. Int.J.Gynecol.Cancer Published ahead of print. August, 2016. DOI:
10.1097/1GC.0000000000000828

[61] Rangel LB, Sherman-Baust CA, Wernyj RP és mtsai: Characterization of novel human
ovarian cancer-specific transcripts (HOSTS) identified by serial analysis of gene expression.
Oncogene, 2003, 22, 7225-7232.

[62] Gao Y, Meng H, Liu S, és mtsai: LncRNA-HOST2 regulates cell biological behaviors in
epithelial ovarian cancer through a mechanism involving microRNA let-7b. Hum. Mol.
Genet., 2015, 24, 841-852.

[63] Grier DG, Thompson A, Kwasniewska A €és mtsai: The pathophysiology of HOX genes
and their role in cancer. J Pathol., 2005, 205,154-171.

[64] Dahiya N, Sherman-Baust CA, Wang T-L ¢s mtsai: MicroRNA Expression and
Identification of Putative miRNA Targets in Ovarian Cancer. PLoS ONE., 2008, 3.
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0002436

[65] Langhe R, Norris L, Saadeh FA és mtsai: A novel serum microRNA panel to
discriminate benign from malignant ovarian disease. The cancer letters., 2014, 356, 628-636.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383514005989



[66] Katz B, Tropé CG, Reich R és mtsa: MicroRNAs in Ovarian Cancer. Human Pathology,

2015, 46, 1245-1256. http://www.humanpathol.com/article/S0046-8177(15)00218-X/abstract



[67] Fu X, Tian J, Zhang L és mtsai: Involvement of microRNA-93, a new regulator of
PTEN/AKkt signaling pathway, in regulation of chemotherapeutic drug cisplatin
chemosensitivity in ovarian cancer cells. FEBS letters, 2012, 586: 1279-1286.

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1016/j.febslet.2012.03.006/abstract

[68] Yu P-N, Yan M-D, Lai H-C és mtsai: Downregulation of miR-29 contributes to cisplatin
resistance of ovarian cancer cells. International Journal of Cancer, 2014, 134: 542-551.

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ijc.28399/epdf

[69] Hartman M, Loy EZ, Ku CS és mtsai: Molecular epidemiology and its current clinical
use

in cancer management, Lancet Oncol., 2010, 11, 383-390.

[70] Bagnoli M, Canevan S, Califano D és mtsai: Development and validation of a
microRNA-based signature (MiROvaR) to predict early relapse or progression of epithelial
ovarian cancer: a cohort study. Lancet Oncol., Published online 2016 July 8.

http://dxdoi.org/10.1016/S1470-2045(16)30108-5.



javitott kézirat Click here to download Kézirat (WORD dokumentum) OrvosiHetilap Szabad
Nuk 09.29..docx

Napjainkban nagy az érdeklddés a ,,szabad” nukleinsavak pontos €lettani szerepének és
klinikai diagnosztikai felhasznaldnak a meghatarozasara. A ,,szabad nukleinsavak” lehetnek
DNS, mRNS, mikroRNS és hosszi nem-kddold RNS (InRNS) molekulak, amelyek
megtalalhatok a testfolyadékokban, igy pl. a szérumban, a nyalban, a konnyben. Az élettani
szereplik kideritése napjainkban is folyik, viszont egyre jelentdsebb a diagnosztikai
alkalmazhatosadguk. A magzati diagnosztikaban a nem-invaziv médon térténé mintavétel utan
nyert ,,szabad” DNS-t felhasznalva tobb tesztet forgalomba hoztak, ezek specificitasa és
szenztivitasa eléri a 99,9 %-ot. A sziv és keringési betegek korai diagnosztizalasaban a
,»szabad” nukleinsavak meghatarozasa biztatd eredményekkel szolgal. Az onkoldgiaban a
,folyadék biopsziaval” kapcsolatos kdzlemények megjelenése a més teriileten dolgozo
egeészseégligyl szakemberek €s a kozvélemény figyelmét is felkeltette Folynak a mikroRNS
szerepének €s diagnosztikai alkalmazhatosaganak a meghatarozasai is. A ,,szabad
nukleinsavak™ ujgeneraciods szekvendldssal torténd felhasznalasara a korai diagnosztikaban
oriasi az érdeklddés, de egyenldre nincs elég klinikai adat a lehetséges tesztek

megbizhatosagarol és klinikai hasznossagarol.

Kulcsszavak: ,,szabad” nukleinsavak, DNS, mRNS, mikroRNS, folyadék biopszia,

diagnosztika



Summary

The importance of ,,free” nucleic acids in the 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 longnoncoding
RNA molecules, they are in the body fluids, like serum, tear, saliva, etc. Their

exact role in the normal and pathological phyisiological processes is still in the focus of the
research, while their use in the diagnostics 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 able to reach the 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 the heart and cardiovascular diseases. In the oncology the
possibility to use the ,,liquid biopsy” called the attention not only for the researchers and
clinicians, but the whole community. There is not enough data until today for the clinical

utility and aplicability of these methods.

Key words: ,,free” nucleic acids, DNA, mRNA, microRNA, liquid biopsy, diagnostics



A magyarorszagi halalozasi statisztikaban a sziv és keringési betegségek 59%-os arannyal, a
tumoros megbetegedések 26%-kal vezetik a listat (1.sz. abra). Az utdbbi idészakban
folyamatosan novekszik mindkét megbetegedés szama. A tumoros megbetegedések esetében
az 0j esetek szama a vilagon 2012-ben elérte a 14 milliot, a haldlozasok szdma a 8,2 milli6t.
Az 1j betegek szama varhatoan 70%-kal fog novekedni a kovetkezo két évtizedben (WHO
Cancer Reports 2014). Ezek az adatok mutatjak, hogy a korai diagnosztikaban és kezelések
monitorizalasa soran is Iépéseket kell tenni a rohamosan névekvo szadmu beteg populacid
korszer(i, hatékony ellatasara. De az olyan élettani folyamat, mint a varandosag kapcsan
végzett genetikai diagnosztikai eljarasok is egyre tobb hazaspart érintenek, foként a késoi

gyermekvallalas kapcsan mutatkozé gyakoribb genetikai betegségek kimutatasa.

Erre a molekuldris genetikai eredmények klinikai alkalmazéasa nyujt kivalo lehetdséget. A
,»szabad” nukleinsavak felhasznalasa a diagnosztikaban és a terapidban forradalmian 1j
eljarasokat tesz lehetdvé. A szérumban, vagy a plazméban fellelhet6 ,,szabad” nukleinsavak a
betegtdl egy egyszerii vérvétellel nyert mintabol (elegansan ,,folyadék biopszia”) felhasznalva

az 1j genetikai modszerek kiterjesztésével oridsi jelentdséggel bir.

A naponta szazaval megjelend kézlemények nyomon kovetése még a témaval foglalkozo

szakemberek szamadra is kihivas, 1) fogalmak jelennek meg, régi dogmak délnek meg egyik

pillanatrdl a masikra. Egyre bonyolultabbak és komplikaltabbak lesznek az élettani

miitkodésekrdl kapott ismereteink. Osszefoglalonkban a ,,szabad” nukleinsavakrol és azok

felhasznalasarol a klinikai gyakorlatba probalunk betekintést nyujtani.

A ,SZABAD” NUKLEINSAVAK ALTALANOS JELLEMZOI



A szabad nukleinsavak tipusait és méret jellemzo6it az 1. sz. tablazatban foglaltuk 6ssze.

,»Szabad” DNS

A ,,szabad” DNS jelenlétét Mandel és Métais mar 1948-ban leirta, de felfedezésiik sokaig

nem keltett kiilondsebb érdeklddést [1]. Tan €s mtsai az autoimmun betegségekkel mar
1966ban

Osszefiiggésbe hoztak, majd késébb megint a tumorokkal [2]. Leon és mtsai a ,,szabad”

DNS-t 1977-ben elkezdték alkalmazni a tumor diagnosztikaban és a kezelés monitorizalasban,



de az utobbi évtizedig nem tortént attdrés ezen a teriileten [3]. Ellenben Dennis Lo a magzati
diagnosztikaban sikeresen alkalmazta az anyai vérben 5-10%-ban jelenlévd ,,szabad” DNS-t a
magzat nemének és RhD vércsoportjanak meghatdrozasara a nem-invaziv modon nyert
mintakbol mar 1997-ben [4]. Az anyai vérkeringésben 1év6 magzati sejtek €s a ,,szabad” DNS
felhasznalhatdsadga parhuzamosan keriiltek vizsgalatra. Kezdetben a magzati sejtek és azok
alkalmazasa az amplifikéacids eljarasok soran tiint a biztatobb mddszernek [5]. Bianchi és
munkacsoportja végzett jelentds kutatdsokat ezen a teriileten [6]. Napjainkban a figyelem
inkabb a ,,szabad” nukleinsavakra irdnyul. Nagy volt az érdeklédés a magzati triszomidk
kimutatasara, ezeket megbizhatdan csak az Gjgeneracios szekvenalasi modszerek (NGS)
bevezetése adta meg a lehetdséget [7]. Yaron szamol be 2016-ban az irodalomban eddig

kozolt vizsgalatok szamardl, 370.348 esetet gytijtott 6ssze tomeges paralel szekvenalasssal és

27.195 esetet kromoszoma specifikus szekvenaldssal végzett meghatarozasokrol [8]. Az NGS
a klinikai gyakorlatba a magzati diagnosztika soran mar bevezetésre keriilt, a NIPT (Non-
Invasive Prenatal Testing) néven. Annak ellenére, hogy tobb szdzezer mintarol allnak
rendelkezésre klinikai adatok és a modszer specificitasa, szenzitivitasa eléri a 99,9%-ot a 21.
kromoszdma triszoOmidjanak a kimutatasara, az NIPT még nem diagnosztika, azaz a pozitiv
eredményeket a hagyomanyos invaziv modon nyert (amniocentesis, méhlepény-biopszia)
mintak kariotipizaldsaval meg kell erdsiteni, mert még mindig ez az ,,arany standard”
modszer. A kiilonboz6 teszteket forgalmazo cégek altal megadott magas specificités és
szenzitivitas félrevezetheti még a szakembereket is, a pozitiv prediktiv érték (PPV) és a
negativ prediktiv érték (NPV) tobb informaciot szolgéltatnak. Az elébbi annak a
valoszinliségét fejezi ki, hogy egy pozitiv szlirési teszttel rendelkezd személy valoban beteg,
az utdbbi pedig azt, hogy a negativ sziirési teszttel rendelkez6 személy nem beteg [9].

A betegek szérumdban megjelend tumor eredetii ,,szabad” DNS rendkiviili lehetdséget biztosit

a tumor specifikus mutaciok és egyéb genetikai eltérések kimutatasara és a kezelés nyomon



kovetésére. DNS metilacios eltéréseket és virus eredetli nukleinsavakat is ki lehet mutatni
kiilonb6z6 tumorokban [10]. Napjainkban kiilonb6zé PCR alapti mddszereket alkalmaznak a
microszatellitak és a jellemz6 mutaciok detektalasara [11]. Ezeknél érzékenyebb és pontosabb
meghatarozasokat biztosit a tomeges parallel (MPS) szevenalas 1) biomarkerek kimutatdsanak

a lehetdségével, de a teljes genom is lefedhetd [12].



,.Szabad” mRNS

Az emberi genomban kb. 25.000 gén talalhato, amelyek ha aktivak, bekapcsolt allapotba
keriilnek, mRNS irddik at roluk. A kiillonbozo szévetek egyedi mRNS profillal rendelkeznek,

ezek a szérumba is kikeriilnek, ahonnan kimutathato a jelenlétiik. Varandosag soran
placentaspecifikus

markerek mutatkoznak, amelyek alkalmasak lehetnek a diagnosztikaban. Az egyik
ilyen lehetéség az egynukleotidos polimorfizmus (single nucleotide polymorphism, SNP)

felhasznalasa, az egyes allélok ardnya mutatja, hogy hany kopiaban van jelen az adott allél,

1:1 arany diallélikus, 1:2, vagy 2:1 arany triszomids magzatot jelez [13].
A keringésbe kertil6 mRNS meglepd mddon stabil, és kimutathatd a szérumol, vagy
plazmabol, annak ellenére, hogy magas az RN4z aktivitas. Ezt az exoszémakba és

mikrovezikulomokba valé csomagoléssal éri el a szervezet [14].

,»Szabad” mikroRNS

A mikroRNS-ek a nem-kodoldé RNS molekulak csoportjaba tartozd 19-25 bazispar hosszu
molekuldk, amelyek hosszabb 70-100 nukleotidbol allo prekurzorokbol keletkeznek. Jelentds
résziik a kromoszomak torékeny részén kodolodik, amely régioknak jelentds szerepe van a

DNS amplifikaciokban, delécidkban és transzlokaciokban a tumorok fejlddése soran.

A mikroRNS felfedezése az RNS interferencia leirasaval kezd6dott 1990-ben

petuniaknal. Késobb Fire és Mello elvégezte az elso kisérleteiket C. elegans-nal és leirtak a
kis interferald RNS-t 1998-ban, amiért nyolc évvel késébb Nobel dijjal tiintették ki ket [15,
16]. Csak joval késébb 2010-ben deriilt ki, hogy a szoveteken kiviil a mikroRNS jelen van a

kiilonb6z6 testfolyadékokban is, igy a vérben, székletben, nyalban, tejben [17]. A mikroRNS



keletkezhet passzivan nekrdzis és fertdzések kovetkeztében, vagy aktiv modon az
extracellularis részecskék ¢s makromolekula komplexekben (Ago, LDL, HDL) torténd
kivalasztasukkal [18].

Az egyes betegségekben mért mikroRNS koncentraciok sokszor ellentétesek, ennek az oka a

standardizalt kimutatasi modszerek hianya [19].

A ,,SZABAD” NUKLEINSAVAK KLINIKAI ALKALMAZHATOSAGA

Prenatalis magzati diagnosztika

Magzati ,,szabad” DNS

A legegyszeriibb lehetdségnek a kezdetekben a szérumbol, vagy a plazmabol izolalt

szabad nukleinsavak méret meghatarozésa tiint, mivel a magzati ,,szabad” DNS-t rovidebbnek



hataroztak meg. Ezzel kapcsolatban sok ellentmondé kdzlemény jelent meg, amely szamos
félreértésre adott okot. Ezek az ellentmondasok foként technikai okokra vezethetok vissza, a

modszerek fejlodése, az eljarasok standardizalasa segitett a régebbi megfigyelések

megmagyarazasara.

Az anyaktol nem-invaziv modon levett mintakbol mar a kezdeti munkak kimutattak,

hogy a magzati ,,szabad” DNS rovidebb az anyainal, ez a kiilonbség elso ratekintésre elég
nagynak tint (> 200 bp, vs. > 1000 bp), de nem volt alkalmazhat6 a klinikai diagnosztikaban
[20]. Gél-elektroforézist, majd ezt kovetden a kvantitativ PCR-t hasznaltak a méretek
meghatarozasara, sok ellentmondassal tarkitva [21]. A pontosabb méret meghatarozast csak a
tomeges parallel szekvenalas (MPS) tette lehetdvé, ami alapjan meghataroztak, hogy az anyai
plazmabol izolalt DNS-bdl egy 166 bp €s egy 143 bp nagysagu lényeges fragmentum
mutathato ki, de ezek utan vannak kisebb cstcsok is 10 bp kiilonbségekkel [22]. Ezek alapjan
azt feltételezik, hogy az anyai eredetli fragmentum esetén létezik egy becsomagolt
nukleoszéma egység (146 bp) és egy kapcsolo fragment régio (20 bp), magzati DNS-nél ez a
kapcsolo fragment hidnyzik. A 10 bp kiillonbséggel mutatkozo kisebb fragmentumok azon

dinukleotid 1smétlodo egységekbdl eredhetnek, amelyek a hisztonokkal vannak kapcsolatban

[23].

Tumor eredetl ,,szabad” DNS

Ellentmondoak az adatok a tumor eredetii DNS fragmentumok méretével kapcsolatban is, a
tumor tipusatol fiiggden kiilonbozo méretiinek hataroztdk meg. A kezdeti kvantitativ PCR-on
alapuld tanulmanyok azt sugalltak, ezek hosszabbak, késébb viszont rovidebbnek talaltak dket
[24]. A tomeges parallel szekvenalas lehetdséget biztositott ezen ellentmondas feloldasara,

Jiang €s mtsai tanulmanyoztak a fragmentumok méretét hepatocelularis karcinomaban [25].



Ezeknél a betegeknél is a varandos ndk szérumaban kimutatott 166 bp nagysagu csucs volt a
legnagyobb mértékben megjelend a szérumbol izolalt DNS-ben, ami az apoptdzissal torténd
keletkezésre utal. A fragmentumok méret profilja viszont azt mutatja, hogy a kisebbek
tartalmazzak a tumorra specifikus kopiaszam vesztéseket és felszaporodasokat (CNA, copy
number gains). A hosszabb fragmentumok megjelenése, amelyek kisebb mértékben
mutathatok ki, a nekrozissal hozhatok dsszefiiggésbe, ezek viszont nem tartalmazzak a
tumorral kapcsolatos kopiaszam eltéréseket [25]. Ez a megfigyelés arra hivta fel a figyelmet,
hogy a kisebb frakciora kell koncentralni, és a kezelés folyamatat is az ebben a

mérettartomanyban megfigyelhetd valtozasok alapjan lehet j6I monitorozni.



Mitokondrialis DNS

A sejtmag eredetti DNS-el ellentétben a mitokondrialis DNS vizsgalata soran nem a
nukleoszémakra jellemz6 166 bp nagysagl fragmentum a jellemzd, hanem a rovidebbek. Ez
azzal magyarazhat6, hogy nincsenek hisztonok a mitokondrialis DNS-en, amelyek védelmet
biztositanak az enzimatikus lebontassal szemben. Ez a DNS fajta a koncentracidja tumoros

betegek estében lényegesen magasabbnak bizonyult [25].

miRNS

A mikroRNS mérete 18-24 bp kozott valtozik, a gén regulacidban van fontos

szereplik. Az utobbi iddben keriiltek a tanulményok kdzpontjaba. A leggyakoribb triszomidk
kimutatasara is torténtek probalkozasok miRNS felhasznalasaval, de az NGS alapi mddszerek
megbizhatdsaga miatt kisebb az érdeklddés ezekre. Viszont vannak joval gyakoribb, a
varandosag kapcsan jelentkezd betegségek, mint a gesztacios diabetes, a préeklampszia és a

kongenitalis szivbetegségek, ahol még nagyobb jelentdségiik lehet.

A gesztacids diabetes a varandosok 6-8%-ban jelentkezik, a betegség kimutatasa a 26

28. terhességi héten végzett gliikoz-tolerancia teszten alapul a rutin terhességi ellatas soran. A
kezelés korai megkezdése megeldzheti a szovddmények kialakuldsat. Erre alkalmasak a
miRNS molekulak, amelyeket anyai vérbol, mar a 12. héten kimutatok, pl. a miR-16, miR-17,
miR-19a, miR-19b és miR-20 [26].

A préeklampszia a varanddsok 3-5 %-ban mutatkozik, eddig nem sikeriilt olyan

biomarkert talalni, amely megbizhatoan eldre jelezné a stlyos korkép kialakulasat. A
miR146a-



5p, miR-199a-5p és a miR-221-3p mutat alacsonyabb expressziot és dsszefliggést a
korkép kialakulasaval [27]. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek az alkalmazhatosag pontos

megallapitasara.

A varandosok 1%-ban jelentkeznek a congenitalis szivbetegségek, ezek kimutatasa
jelenleg ultrahangvizsgalaton alapul, azonban a korai diagnosztikaban, akar mar a 12. hétt6l

alkalmasnak tlinnek a miR-99a; let-7c; miR-152b-2; miR-155; miR-802 [28].

Hosszt nem-kodolé RNS

A hosszi nem-kodoldé RNS (long non-coding RNA,LncRNA) 200 bp-nal hosszabb fehérjét
nem kodolo nukleinsav molekuldk, a gének kozotti és az intronok kozotti régidokban, vagy az
adott gén szensz és antiszensz szalarol irodnak at [29]. A sejten beliil a nukleuszban és a
kromatinban helyezkednek el, de a szérumba is kikeriilnek. Az €lettani szerepiik az atiras

utani szabalyozasban, valamint a telomer replikacidjaban, RNS interferencidban van [30].



A DIAGNOSZTIKAI ALKALMAZHATOSAG JELENLEGI HELYZETE

Magzati diagnosztika

A jelenlegi magzati diagnosztika Magyarorszdgon foként az allamilag finanszirozott
invaziv mintavételek (méhlepény, magzatviz) soran nyert mintak kariotipizalasan alapul. Ez
az elfogadott, ,,arany” standard modszer. Az utobbi években a nem-invaziv modon nyert
mintakbol, tehat anyai vérbdl izolalt DNS felhasznalasaval az Gjgeneracios szekvenalason
alapul6 modszerek felhasznélasaval is torténik a leggyakoribb triszomidk kimutatasa. A
varanddsok azonban sajat maguk fizetik ki az arat ennek a vizsgalatnak az erre szakosodott
maganvallalkozasoknak. A modszerrel kapott pozitiv eredményeket minden esetben a

hagyomanyos modszerrel meg kell erdsiteni.

Az anyai plazmabol nyert ,,szabad” DNS amely az anyainak 5-10%-a tdmeges parallel
szekvenalason alapulo modszerrel 99,9%-os biztonsaggal ki tudja mutatni a Down

pozitiv eredmények 0,5% alatt vannak [31, 32]. A legutobbi eredmények alapjan a modszer
mar alkalmas a magzati RhD vércsoport, a gén mutacidk, a nemi kromoszéma
rendellenességek, mikrodeléciok, mikroduplikaciok és egyeb kromoszoma eltérések
kimutatasara is [33]. A Magyar Humangenetikai Tarsasag allasfoglalasat mar 2014-ben
megfogalmazta az eljarassal kapcsolatban, a tobbi nemzetkozi genetikai tarsasdghoz
hasonldan. Jelenleg teszt-ként és nem diagnosztikai modszerként javasolja a vizsgalat
eredményének az elfogadasat. A mddszerrdl torténd tajékoztatas és az eredmény kiadasa
genetikai tandcsadason keresztiil kell, hogy torténjen. A modszer elényei kétség kiviil, hogy
nem-invaziv mintavételen alapul, csokkenti az invaziv beavatkozdsok szamat, nagyon gyors,
egy héten beliil elkésziil az eredmény. Alkalmas a csalddon beliil 1év6 mutaciok kimutatisara

is. Lehetséges olyan minor kromoszoma rendellenességek kimutatdsa, amelyek hagyomanyos



kariotipizalassal nem lehetségesek. Arra azonban fel kell hivni a figyelmet, hogy a kiilonb6z6
cégek altal forgalmazott NIPT termékek nem egyformak, kiillonb6z6 a kimutatési alapjuk és

nem egyformak a kimutatasi lehetdségeik.

Sziv és keringési betegségek

Akut miokardialis infarktus

Az akut miokardialis infarktus (AMI) diagnosztikédban a troponin meghatarozas terjedt

el. Ujabb vizsgalatok szerint legalabb 20 mikroRNS szintje mutat osszefiiggést az AMI-val és

ezekbdl legalabb 9 a troponin szintekkel [34]. A miR-1, miR-133, miR-208 és a miR499 a



legjobban tanulmanyozott molekulak koszoruér betegségekben és akut miokardialis
infarktusban [35]. A sériilt miokardiumbok kidramlé mikroRNS-ek mellett az akut esemény

utan emelkedett szintet mutatdo miRNS-ek részben extracardialis eredetiick mint pl. a miR-
30c,

miR-145, amelyek ugyanakkor 6sszefliggést mutattak az infarktus méretével. Emellett talaltak
20 olyan mikroRNS-t, amelyek nagyfoku specificitassal és szenzitivitassal elérejelzik a MI-t
[46]. Tobb tanulmany a miR-208 és miR-499 szintjeit vizsgalta, hasznalhatosadgukat a klinikai

rutinban nagyobb beteg szdmon alapul6 elemzések alapjan lehet megitélni [38].

Szivelégtelenség

A szivelégtelenség (SzE) laboratdriumi diagnosztikajaban jelenleg a legtobb segitséget
¢és informaciot az N-terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP) szint
meghatarozasa jelenti. A szivelégtelenségen beliili két entitas, a megtartott bal kamrai

ejekcios frakcioval (EF) jar6 SzE (heart failure with preserved EF: HFpef) €s a csokkent
EFval

jaro (heart failure with reduced EF: HFref) elkiilonitése képalkoto eljarasok nélkiil
nehézséget jelent, mivel e két SzE entitas klinikai tiinetei hasonldak és az NT-proBNP szint
alapjan sem lehet differencialni a ketté kozott. A miRNS-ek diagnosztikus hasznalhatosagarol

HEFpef és HEF ref valamint nem szivelégtelen beteg kohorszokban a kdzelmultban
szamoltak

be [39]. Ot miRNS-t talaltak, amelyek potencidlisan hasznalhatonak t{intek mind a nem
szivelégtelen versus SzE-ben szenvedd betegek, mind a HEFpef és HEF ref entitdsok
elkiilonitésében: miRNS-30c, -146a, -221, -328 ¢és -375. Az 6t miRNS koziil barmelyik ketto
az NT-proBNP-vel egyiitt szignifikdnsan javitotta a diagnosztikus model pontossagat a csak

BNP meghatarozashoz képest.

A sziv reszinkronizéacids pacemaker terapia bevezetése a szivelégtelen betegek



kezelésében az egyik legfontosabb eldrelépést jelentette az utdbbi 20 évben. Az optimalis
betegkivalasztas szamos szempontjat sikeriilt azonositani, koztiik olyan pozitiv valasz
prediktorokat, mint a tipusos bal Tawara-szarblock mintazat, a minél szélesebb (>150 msec)
QRS szélesség, a nem iszkémids szivelégtelenség etioldgia és a ndéi nem [40]. Igazolodott,
hogy a szivelégtelen betegek progndzisanak felmérésére kifejlesztett Seattle Heart Failure
Model a reszinkronizalt betegeken is hasznalhat6 [41]. Mindezek ellenére, az ajanlasoknak
megfeleld betegkivalasztas mellett sem alakul ki a vart terapias hatas a betegek mintegy 20-40
%-ban. Sziikség van tehat tovabbi prediktiv markerek azonositasara, amelyek hasznalataval ez

a szam lejjebb szorithato.



Egy kdzelmultban megjelent tanulmany a miRNS-ek hasznalhatosagat vizsgalta a
reszinkronizacio hatasanak eldrejelzésében [42]. Els6 1épésben 6-6 CRT kezelés utan
reszponder €és non-reszponder betegen elemezték 766 kiilonb6zé miRNS plazma szintjének
Osszefliggését a terapias valasszal. Négy olyan miRNS-t (miR-409-3p, miR-30d, miR-99b, és
mMIR-766) talaltak, amely korrelalt a reszponderitassal. Ezt a 4 miRNS-t a tovabbiakban
prospektiven vizsgaltak tovabbi 40 betegen, akiket legalabb 6 honapig kovettek a
reszinkronizacio hatasanak felmérésére valamint egészséges (nem szivelégtelen) kontrol
egyénekben. A reszponderitas kritériuma a kiindulasihoz képest legalabb 10%-0s bal kamrai
ejekcios frakcid novekedés volt. Tobb valtozos linedris statisztikai modelezéssel végil a
reszponderitas legjobb prediktoranak a terapia eldtt emelkedett miR-30d plazma szintet
talaltdk. Reszponder betegeken az miR-30d plazma szintje 6 honappal a reszinkronizacios
kezelés utan csokkent, mig a terapia-refrakter esetekben szignifikansan nem valtozott.
Tovabbi fontos megfigyelés volt, hogy az miR-30d plazma koncentracidja a sinus
coronariusban 18-szoros volt a periférias mintahoz képest, ami a szivizom sejtekbdl torténd
felszabadulasra utal, feltételezések szerint a mechanikai stressznek kitett teriiletrol. A miRd30
magas kiindulasi értéke eszerint a sulyos aszinkronia jele, csokkenése pedig a sikeres

reszinkronizacids hatéasra, kovetkezményesen a miokardium stressz megsziinésére utal.

Pitvarfibrillacid

A pitvarfibrillacié (PF) a teljes népességen beliili 1-2%-o0s eléforduldsaval szintén

korunk egyik kardiovaszkularis pandemiaja. A betegséghez tarsulé magas morbiditas,
mortalitds és az egészségi ellato rendszerre rott terhek indokoljak azokat a nagyon jelentds
erofeszitéseket, amelyeket alapkutatdk €s klinikusok a mechanizmus megértése, a miel6bbi
felismerés és hatékonyabb gyogyitas, a szovodmények megeldzése érdekében tesznek. Ez
utdbbiak koziil a legstilyosabb kdvetkezmény a PF-hoz tarsuld stroke, ami megfeleld

alvadasgatlo kezeléssel tobbnyire megeldzhetd lenne. Ezért is jelent kiilondsen nagy



problémat, hogy az esetek pontosan nem ismert, de bizonnyal jelentékeny hanyadaban a PF

tiinetmentessége miatt €szrevétlen (néma) marad, és az elso tiinet a kdvetkezményes stroke.

Ez kiilondsen igaz a ritmuszavar paroxizmalis formaira, hiszen ilyenkor még az ekg vizsgalat

is megtévesztd (negativ) eredményt adhat, ha éppen nem zajlo PF alatt késziil. Barmely,
egyszerl vérvizsgalattal kimutathato eltérés, ami PF eléforduldsara utal éppen ezért fontos
segitséget jelentene azoknak a kivalasztasaban, akiknél fokozott eréfeszités, tartos
monitorozasi technikak (Holter vizsgalatok, transztelefonos ekg, implantalhat6 aritmia

monitor) hasznalata indokolt a PF dokumentalasara. Lu és mtsai [43] aritmia-mentes,



paroxizmalis €s perzisztens pitvarfibrillalo betegeken végzett miRNS vizsgalatok soran az

MiRNS-150 szintjét PF-ban jelentésen alacsonyabbnak mérték, paroxizmalis csoportban
1/17nek,

a perzisztalo betegek kozott 1/20-nak a kontrolokhoz képest, és forditott aranyban
korrelaltak a CRP értékekkel. Egy masik vizsgalat [44], amellett, hogy megerdsitette a

mMIRNS-150-nel kapcsolatban leirtakat, szintén csokkent expressiot muttott ki a miRNS-21

vonatkozasaban. A PF miatt végzett katéterablaciot kovetden mindkét miRNS szintje a

kiindulési érték haromszorosara emelkedett.

Szivfejlédési rendellenességek

A hosszll nem-kodold RNS alkalmazasanak az egyik érdekes lehetdsége a sziv és

keringési betegségek. Szamos kozlemény mutatta ki az elmult években, hogy a IncRNS fontos
szerepet tolt be a sziv fejlodésében. Ilyen pl. a Braveheart (Bvht), amely feliil expresszalt a
szivben, de nem kodol fehérjét, de hatassal van a MESP1-re, amely fontos differencialddasi
faktor, embriondlis dssejtekbdl szivizomsejteket képez [45]. Masik hasonlé molekula a
Fendrr, amely az atirasi hal6zathoz sziikséges, a hiszton modosité komplexekkel 1ép
kapcsolatba, delécidja kamrai elvaltozasokat okoz [46]. Legjabban hdrom IncRNS-t irtak le
az embrionalis Ossejtekbdl az endothel sejtek fejlodését segitik eld, ezek a TERMINATOR,

ALIEN ¢és PUNISHER [47]. De mas kardiovaszkularis betegség modellezésekor megtalaltak
€

molekuldk szerepét [48]. Példaul a CARL, amely sziv-apoptozissal hozhato 6sszefliggésbe,
kapcsolodik a miR-539-hez, amely gatolja annak hatasat a mitokondrium hasadasra, hasonlo

hatast az IncRNS MDRL, amely a miR-361-et alul szabalyozza [49].

Tumor diagnosztika



A tumorok diagnosztikaja bonyolultabb és kevés adat all rendelkezésre a ,,folyadék
biopsziaval” nyert mintak feldolgozasa soran nyert eredményekrdl €s klinikai

tapasztalatokrol. Az NIPT-vel elért 99,9%-os specificitdstol és szenzitivitdstol még nagyon
messze vagyunk a tumor diagnosztika teriiletén. A hagyomanyos invaziv eljarassal nyert
tumorok szovettani és molekularis diagnosztikai vizsgalata a standard elfogadott diagnosztikai
eljaras napjainkban. Ez lehetdséget nyujt olyan genotipizalasok elvégzésére is, amelyek
segitik a célzott terapia kivalasztasat. Az elmult években a ,,folyadék biopszia” nagy
reményeket nyujt a cirkulalé tumor-DNS (ctDNS) molekulak felhasznalasaval a korai tumor
diagnosztika és a terapia felallitdsahoz. Ezek a nukleinsavak az apoptotizald tumor sejtekbdl

¢s a keringd tumor sejtekbdl szarmaznak.



A 2. sz. abra az invaziv mitétek soran és a nem-invaziv ,,folyadék biopsziaval” nyert

minta feldolgozasi eljarasokat hasonlitja 6ssze, mutatva azt is, hogy melyek a leggyakoribb
daganatok a férfiaknal és a n6knél. A mitét alkalmaval eltavolitott tumor szévettani és
molekularis diagnosztikai vizsgélaton megy keresztiil, ami hosszadalmas, nem reprezentalja a
szervezetben megtalalhatd 0sszes daganatot. Ellenben a vérben keringd DNS segitségével
feltérképezhetd a daganatok 6sszes arulkodo jele, amely a teljes szervezetben mutatkozik,
nem csak az eltavolitott tumor szdvetben. Kimutathato, hogy mely DNS szakaszok fordulnak
el a vartnal magasabb, vagy alacsonyabb ardnyban, vagy milyen mutaciok talalhatok meg.
Noha jelenleg a tumorok hagyomanyos invaziv eljarassal nyert szovettani és molekularis
diagnosztikai vizsgalata az elfogadott eljaras, szamolni kell azzal, hogy amikor mar elegendd

adat all rendelkezésre a nem-invaziv médon nyert mintak feldolgozasarol ez valtozni fog.

A ctDNS a tumor sejtekbdl jut a vérbe és az eredeti tumor mutacioit tartalmazza. Az
ujgeneracios szekvenalok kifejlesztésével napjainkban lehetdség nyilik a genetikai eltérések
specifikus és érzékeny kimutatasara, a nem-inaziv modon vett mintakbol. Ez a jelenlegi tumor
diagnosztikat jelentdsen segitheti, lehetdséget nyujthat a tumor korai kimutatasara, a
progndzis €s a kezelés meghatdrozasara. Lehetdséget ad a személyre szabott gyogyitas

bevezetésére.

A tumorok genotipizaldsa nagyon fontossa valt a kezelések soran, féként az immunoterapia

alkalmazasakor. A klinikai gyakorlatban a genotipizalas szoveti biopsziakbol torténik, ez a

minta azonban nem alkalmas a tumor heterogenitdsanak és alland6 valtozasainak valdsideji
monitorizalasara, erre jobban megfelel a vérbdl izolalt ctDNS. Szadmos tanulmany
bizonyitotta, hogy a ctDNS gyorsan képes eldjelezni a terdpia kimenetelét és fontos

informéciot nyujt a klinikusnak a kovetkez6 kezelések megtervezéséhez.



Sulyos probléma a terapia rezisztencia kialakuldsa, amely a kezelések sikertelenségének a
legfobb oka. A legjabb eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy a folyadék biopszidval

nyert mintak felhasznalasaval a tumor rezisztencia joval korabban mar jelezheto.

A folyadék biopsziaval nyert mintakbol izolalt ctDNS lehetdséget nydjthat a jovében a

tumorok korai diagnosztizalasahoz és a genotipizalasok eredményeinek felhasznélasaval a

kezelések hatékonyabba tételéhez, a kezelés hatékonysaganak a monitorizaladsdhoz, a

személyre szabott terapia bevezetéséhez.



A 2. sz. Tablazat mutatja a ,,szabad” DNS alkalmazhatosagat a kiilonb6z6 tumorok

diagnosztikdjaban és prognozis megallapitasaban. Lathato, hogy hol alkalmas a metilacio, a
DNS integritas, a mikroszatellita eltérés, virus DNS jelenléte és a mitokondrialis DNS
markerként. A mddszer elterjedéséhez és elfogadtatasahoz sziikséges a ctDNS

pontosabb megismerésére. Napjainkban még kevés adat all rendelkezésre a klinikai €s

analitikai validitasrol, tovabba a klinikai hasznossagrol.

Patogenezis ¢s diagnosztika

A human genom 76%-a fehérjét nem kodolo, 200 bazispart meghaladd méretii RNS
szakaszokban irodik at (long non-coding RNS; IncRNS) [50]. 2003-ban Rangel és mtsai irtak
le els6 izben egy petefészekrakra specifikus (human ovarian cancer specific transcript-2,
HOST-2), a 10-es kromoszoémahoz kothet6 2,9 kb méretli RNS-t, mely nem rendelkezik
olvasési kerettel és fehérjét sem kodol [51]. A HOST-2 expresszid gatlasa a petefészekrakbol
mechanizmusa maig sem tisztazott, de egy kozelmultbeli vizsgalat szerint a HOST-2
molekularis szivacsként koti a let-7b miRNS-t, s ezaltal gatolja annak mitkodését. A let-7b
MIRNS-rél mar korabban ismert volt, hogy a HMGAZ2, c-myc, Dicer és Imp3 onkogének
expressziojat gatolja, igy let-7b szintjének csokkenése fokozza azok expresszigjat [52]. A

fehérjét nem kodoldo RNS-ek a templatként szolgaldo DNS elhelyezkedése szerint nem csak

intronokban, hanem exonokban és akar ezek antiszensz szalan is képzddhetnek. Ennek egyik
példaja a HOX transzkripcios antiszensz RNS (HOTAIR). A 6232 bp méretii IncRNS 12-es
kromoszdéma q13.13 szakaszan képzddik. A HOX géncsalad C tagjanak transzkriptumaként a

H3 hiszton metilaciojat idézi eld, s ezéltal a 2-es kromoszoman elhelyezkedd HOXD gén



epigenetikus blokkolasat eredményezi [53]. Epithelidlis petefészekrakban a HOTAIR
expresszioja jelentdsen emelkedett €s a tumor progresszidban kifejtett hatasa az apoptodzisban
szerepet jatszo gének (cyclin E, BCL-2, caspase-9, caspase-3 és BRCA1) szabalyozéasan

keresztiil érvényesiil. Egy sor tovabbi INCRNS-161 igazoldodott, hogy kiilonb6z6 jelatviteli

--------

crer

[50].

Dahiya ¢és mtsai 2008-as tanulmanyaban 56 kiilonb6z6é miRNS szerepét igazolta a

petefészekrak patogenezisében, s koziiliik 16 mutatott atfedést mas tanulmanyokban mar



feltételezett jelentdségiikkel. A 16 miRNS koziil 9-nél a kontrollhoz képest csokkent
expresszio (let-7d, miR-106b, miR-122a, miR-141, miR-183, miR-195, miR-200a, miR-335,
mird24), 7-nél pedig megnovekedett expresszio (miR-100, miR-199a, miR-296, miR-29a,
miR-29c¢, miR-99a, mir-494) volt a jellemzo [54]. A let-7 miRNS csalad olyan konzekvens
valtozésai jellemzoek petefészekrakban, melyek szuppresszor funkciora utalnak [48]. Bar a
miR-21 talexpresszidjat szamos daganattipusban kimutattak, petefészekrakban ez a tipus
bizonyult a legkifejezettebben alul regulaltnak. Nem meglepd, hogy a miR-21 az
apoptodzissal és a csokkent sejtproliferacioval asszocialt miRNS marker. A miR-221 és
miR-222 a CDKNI1C expresszid befolyasolasa révén jatszik szerepet a petefészekrak
patogenezisében [65]. Klinikai vizsgalatok szerint a kettd aranya szignifikans korrelaciot
mutat a tiléléssel. A 3,7 alatti expresszids aranyu esetek median tulélése 35 honap alatti,
mig a 3,7 f6lotti expresszids aranyl esetek median talélése 35 honap f616tti volt. A miR152
expresszidja petefészekrakos sejtekben lényegesen alacsonyabb, mint a normal

sejtekben. A miR-122-t korabban mar tumor szuppresszorként jellemezték, ami
emldrakban a IGF1F-et célozva szabalyozza a PI3K/Akt/mTOR/p70S6K jelatviteli titvonal
miikodését. Langhe és mtsai tanulmanya petefészekrakban is hasonlo funkciot igazolt a

miR-122 szintjei alapjan [55].

Prognosztika és onkoterapia

A miR-152 magas expresszidja petefészekrakban a cisplatinnal szembeni érzékenységgel jo
korrelaciot mutat [55]. Ennek a felismerésnek a jelentdségét az okozza, hogy bar a tobbnyire
elérehaladott stadiumban felismert petefészekrak gyogyulasi eredményeiben gyokeres
valtozast hozott a miitéti technoldgia €s az elsé vonalbeli platina-taxan kombinacios terapia, a
betegek tulélését ma mar jelentds részben a platinarezisztencia kialakulasa korlatozza. A
petefészekrak gyogyulasi eredményeinek javitdsdban prioritast élvez a platinarezisztens

folyamatok ellen iranyul6 hatékony modalitasok kifejlesztése. Szamos 1) kemoterapias,



immunterapias €s célzott biologiai kezelési modszer kifejlesztése van folyamatban, de a

platinaérzékenység elore jelzése tovabbra sem megoldott. A tumormarker €s képalkoto

vizsgalatok csak egy-két honap vagy néhany honap elteltével képesek a platinarezisztencia
kialakulasanak igazolasara. A miR-93 magas szintje szintén platinarezisztenciaval hozhato
Osszefiiggésbe. A miR-214 a miR-93-mal azonos utvonalon hat [56, 57]. Yu és mtsai (2014)

kimutattak, hogy a miR-29(a/b/c) csokkent expresszidja cisplatinrezisztenciat jelez, és



kisérletes koriilmények kozott miR-29 knock-out alkalmazasaval a platinaérzékenység
visszaallithato [58]. A szekvencia analizis technologiai fejlodése a teljes human genom
feltérképezésével 2001-ben megnyitotta az utat a széles palettaval végzett genom-asszociacios
klinikai vizsgélatok eldtt [59]. 2010-re mar tobb szdz olyan kdzlemény jelent meg amelyek
70-50-30 génre tudtak sziikiteni azokat a mintdzatokat, amelyek egyes daganattipusokra
vonatkoz6 fogékonysagot, egyes altipusok jelenlétét vagy kedvezo €s kedvezdtlen prognozis
elorejelzésében alkalmazhatonak bizonyultak. Petefészekrakkal kapcsolatban tobb szaz beteg

klinikai és egyenként mintegy 1000 kiilonb6z6 miRNS expresszidjara vonatkoz¢ adataibol

robusztus szamitastechnikai elemzéssel sikertilt egy 35 egyedi miRNS-re vonatkozo

mintazatot kialakitani, melybdl egyszer(i algoritmussal klinikailag relevans prognosztikai

index hatarozhaté meg [60]. Az algoritmust egy szintén tobb szdz klinikai esetet tartalmazo
adatbazison validalva a szerz6k meggydzden igazoltak az alacsony és magas rizikoji (HR>3)

esetek elkiilonitésének lehetdségét a miRNS mintazat alapjan.

Konkluzio

A ,,szabad” nukleinsavak felhasznalasa az elkdvetkez6 id0szakban nemcsak a nem-invaziv
prenatalis, hanem a ,,folyadék biopszian” alapul6 diagnosztikaban is jelentdsen novekedni
fog. Folyik a bioldgiai szerepiik pontos meghatarozasa és a kiilonbozé betegségek differencial
diagnosztikdjaban valo alkalmazhatosaguk vizsgalata. Az NIPT elterjedése varhatoan
kiszoritja a méhlepény-biopsziat és a magzatvizvételt, amint lesz annyi klinikai adat, hogy a

klinikai alkalmazhatdsag és hasznossadg pontosan meghatdrozhato lesz.

A sziv-, és keringési betegségek diagnosztikajaban, valamint az egyes kezelések varhato



hatékonysaganak az eldrejelzésével kapcsolatban sok kozlemény jelenik meg, de jelenleg a

klinikai gyakorlatban még nem alkalmazzék a ,,szabad” nukleinsavakon alapul6

meghatarozasokat, de néhany éven belill itt is komoly attorés varhato.

Az onkologiai betegségek diagnosztizalasa lesz valdszinii a kdvetkezo teriilet, amely a
magzati diagnosztika utan a legnagyobb mértékben hasznalja majd fel a ,,szabad”
nukleinsavakat. Varhat6 olyan 0j generacios gyogyszerek bevezetése, amely az interferenciat

kihasznalva 1j tipusu gyogyszerek kifejlesztését teszi lehetévé.
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