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Az 4j generacioés szekvenilisi eljardsok fejlédésével a génszekvenalds 1 korszaka koszontott be, amely a noninvaziv
aneuploidiavizsgilatokat is forradalmasitotta. Osszefoglalé koézleményiikben a szerzék a teljesebb kép érdekében bi-
zonyos elsG generacids szekvendldsi moédszerek lefrdsa utdn 1épésrdl 1épésre ismertetik az egyes 0j generdcids eljardsok
eltérd elméleti és technikai hatterét. Kézleményilik masodik felében a fejlett szekvendlasi eljarasokat igénylS, magzati
szabad DNS segitségével torténd noninvaziv praenatalis tesztelésre helyezik a hangstlyt: a vizsgalat elméleti alapjai-
nak és konkrét technikai kivitelezésének osszefoglalasa utdn ismertetik a vizsgalat jelenlegi szerepét és hasznalhatdsa-
gat az aneuploidiadiagnosztikiban. Megillapitjak, hogy a noninvaziv praenatalis tesztelés a jelenleg leghatékonyabb
aneuploidiaszir§ modszer magas kockdzatd terhesek esetén, hatékonysiga pedig alacsony kockazat terhességek
esetén is tanulmanyokkal igazolhat6. Orv. Hetil., 2015, 156(26), 1041-1048.
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Next generation sequencing and its applications in non-invasive prenatal testing
of aneuploidies

The development of the new generation sequencing techniques brought a new era in the field of DNA sequencing,
that also revolutionized the prenatal screening for aneuploidy. In order to provide a more complete view, the authors
describe some first generation methods as well as the theoretical and technical background of the next generation
methods. In the second part of this review, the authors focuse on non-invasive prenatal testing, which is a fetal cell-
free DNA based method requiring advanced sequencing procedures. After discussing the theoretical and technical
background, the authors review current application and utility of non-invasive prenatal testing. They conclude that
non-invasive prenatal testing is the most effective screening test in high risk pregnancies and its efficiency can be
justified in studies involving low risk pregnancies as well.
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Réviditések MPS = (massively parallel sequencing) massziv parhuzamos
A = adenin; ATP = adenozin-trifoszfit; C = citozin; | szekvendlis; NCV = (normalized chromosome value) norma-
CRT = (cyclic reversible termination) ciklikus reverzibilis ter- | lizalt kromoszomilis érték; NGS = (next generation sequenc-
mindcié; ddNTP = didezoxinukleotid-trifoszfit; DNS = | ing) Gj generacios szekvenalds; NIPT = nem invaziv praenatalis
dezoxiribonukleinsav; dNTP = dezoxinukleotid-trifoszfat; | tesztelés; PCR = (polymerase chain reaction) polimeraz linc-

FF = magzati frakci6; G = guanin; GE = genomegység; | reakcid; s-MPS = (shotgun massively parallel sequencing) teljes
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genomot érinté massziv pirhuzamos szekvendlas; SNP = (single
nucleotide polymorphism) egy nukleotidot érint6 génpolimor-
fizmus; T = timin; t-MPS = (targeted massively parallel
sequencing) célzott massziv parhuzamos szekvenilds;
TCEP = tris(2-carboxyethyl)phosphine

A perinatalis veszteségek és a velesziiletett stlyos menta-
lis retardaciok hétterében igen gyakran allnak kromoszé-
ma-rendellenességek. Sziiletéskori gyakorisiguk 1:180,
és ezek kortlbeltl kétharmadit az aneuploididk és a
polyploididk teszik ki. Tekintettel arra, hogy az aneuplo-
ididk primer prevencidjara jelenleg nincs méd, ezért a
megel6zésre csak a szekunder prevencid, vagyis a terhes-
ségmegszakitis modszerét alkalmazhatjuk. Ezen okok
miatt a kromoszémaeltérések minél hamarabbi felisme-
rése a legtobb tarsadalomban jelentds igény, s ebben le-
hetnek segitségilinkre a szlir6 és diagnosztikus célbol
végzett praenatalis vizsgilatok [1].

Noninvaziv beavatkozasok esetén arra toreksziink,
hogy a sziiletend6 magzat veszélyeztetése nélkil nyer-
jink informdciét annak fejlédésérdl, életkildtdsairdl és az
ezeket meghatiroz6 genetikai dllomdanyarol. Ilyen méod-
szernek szamit a magzati ultrahangvizsgilat, az anyai
szérum vizsgalata, a két mddszer kombinacidja, valamint
a magzati sejtek és szabad magzati DNS anyai vérbdl tor-
ténd vizsgilata (noninvaziv praenatalis tesztelés — NIPT)
is. Az NIPT a noninvaziv vizsgalomoédszerek 4j genera-
cidjit jelenti, hiszen a szrémodszerek kozil a legmaga-
sabb szenzitivitassal rendelkezik, hatékonysaganak alap-
jat pedig a gyors, pontos és pillanatnyilag még draga, de
mir megfizethet6 ) genericiés génszekvendlidsi mod-
szerek adjak.

A génszekvendlds a DNS-lanc nukleotidsav-sorrend;jé-
nek meghatirozdsit jelenti [2]. Az els6 jelent8s szek-
vendlasi modszer Sanger [ 3] nevéhez fiz6dik, aki 1977-
ben irta le késébb rendkiviili népszertiségnek orvendd
didezoxinukleotid (ddNTP) lancterminaciés modszerét.
A metddus Iényege, hogy a novekvd DNS-szilba beépii-
16 ddNTP megakadalyozza a DNS-polimerdz dltal torté-
né tovabbi lanchosszabbitast, ennek oka, hogy nem ren-
delkezik 3'-hidroxil-véggel, igy nem johet létre a
kovetkezd nukleotid beépiilését lehetévé tevd fosztodi-
észterkotés. A rendszerbe feleslegben tesznek szabdlyos
dezoxiribonukleotidokat, mert kiilonben egyaltalin nem
szintetizilédna DNS. A szintézist négy kémcsSben vég-
zik. Mindegyikhez kiilonb6z6 didezoxinukleotidokat
adnak, igy a lanctermindcié a négy koziil mindig az adott
tipusnal all le. A reakcié eredményeként mindegyik kém-
cs@ben kiillonb6zd hosszisigi fragmentumok sorozata
képzdbdik, s egy adott kémes6ben mindegyik fragmen-
tum ugyanarra a nukleotidra végzédik. A négy mintit
egymas mellett futtatjik egyazon gélben, amelynek sorin
a kiillonb6z8 hossztsigh fragmentumok méretiik figg-
vényében szétvilnak, s igy lehet6vé teszik a nukleotidok
sorrendjének meghatirozasit. A Sanger ltal kidolgozott
eljaras hatranya, hogy egy leolvasasban olvashaté bazisok
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szdma korlatozott (500-600), ezt kovetSen a lapos gor-
bék miatt bizonytalannd valik a leolvasas. Az eljards soran
olyan nagy mennyiségd templatot és primert nem tud-
nak bevinni, hogy csak példaul a 600.-nal épiiljon be a
didezoxibazis.

A kezdetekben a DNS-fragmentumok szeparaldsara a
poliakrilamid gél elektroforézist, mig detekcidjara a
radioaktivitassal vagy fluoreszcenciaval jelolt dezoxinuk-
leotidokat (ANTP) hasznaltik, ezeket késébb fluoresz-
cenciaval jelolt didezoxinukleotidokra [4] (ddNTP) és
kapillaris gélelektroforézisre [5] cserélték, ezzel a vizsga-
lat érzékenységének novekedését érték el a koltségek
csOkkentése mellett [6].

A génszekvenalas els6 valés ideji detekciét lehetévé
tevé modszere az 1996-ban Ronaghi és misai [7] altal
publikalt piroszekvendldsi eljaras volt. Ez a médszer a be-
épiilt bazist nem a DNS-ben levd jel alapjan, hanem a
nukleotidok beépiilése soran felszabadul6 pirofoszfit at-
alakitasan keresztll detektalja, amely hirom enzim
(ATP-szulfuraz, luciferz, apiriz) részvételével végbeme-
né kemifluoreszcens reakcid ttjan vilik lehetévé. Ami-
kor egy nukleotid beépiil a DNS-szalba, pirofoszfat ke-
letkezik, és ennek a mennyiségét mérjik egy kapcsolt
reakcioval, amit végil a luciferdz enzim felvillandssal je-
lez. Egyszerre csak egyféle nukleotidot adnak a rendszer-
hez, igy biztos, hogy csak egy nukleotid fog beépiilni a
novekvd szilba. Ha tobb nukleotid épiil be, arra a fény-
intenzitds névekedésébdl lehet kovetkeztetni. A médszer
diagnosztikus korlatai (a Sanger-féle modszerhez hason-
l6an a hosszabb lancok szekvenalasi képtelensége) miatt
széles korben sosem terjedt el, viszont a piroszekvenalasi
technika és a val6s idejd szekvenalas ideologiaja megfele-
16 alapot szolgaltatott az 4j generacids szekvenalasi elja-
rasok kifejlédésének.

Uj generci6s szekvendlasi eljarisoknak (next genera-
tion sequencing — NGS, massively parallel sequencing —
MPS) nevezziik azokat, amelyek a Sanger-féle lanctermi-
naciés moédszer és a kezdeti piroszekvendlasi eljards (elsé
generacios szekvendldsi modszerek) utan keriiltek kifej-
lesztésre [6]. A mbdszerek a technikai kivitelezésben el-
térnek egymdstdl, kozos tulajdonsaguk viszont, hogy a
massziv, pairhuzamosan zajlé szekvenalasi reakciok ered-
ményeképpen rendkiviil nagy mennyiségii adatot képe-
sek el6allitani, az els@ genericids szekvendlisi modsze-
rekhez viszonyitva jelent8sen alacsonyabb 4ron [8].

Osszefoglald kozleményiinkben az Gj generacios szek-
venalasi eljarasok alapjainak bemutatdsa utdn azok non-
invaziv praenatalis aneuploidiavizsgilatokban betoltott
szerepére fokuszalunk.

Az 1j generacios szekvenalasi eljarasok
technikai alapjai

Az 0j generacids szekvenalds [6, 8] lényege leegyszert-
sitve, hogy az elGzetesen elGkészitett DNS-szakaszokat
szeparalt klonalis amplifikaciét kovetSen parallel szek-
venaljuk, igy hatalmas mennyiségd adathoz juthatunk,
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amelyeket analizilva a DNS nukleotidsav-sorrendjérdl
relative rovid id§ alatt nyerhetiink relevans informaciot.

Az Gj genericids szekvenalas tobb eltéré modszert
foglal magaba, amelyek a minta-el6készités, a génkonyv-
tar-elGallitds, klonalis amplifikicié, szekvendlas és adat-
analizis 1épéseiben (1. dbra) alkalmaznak kilonféle elja-
rasokat.

Minta-eldkészités

Az NGS-reakcidk els6 1épésében a DNS elSkészitésre
kell kertiljon. Az elsé kérdés mar ilyenkor felmeril: Van-
nak olyan célzott szekvencidk, esetleg kromoszomik,
amelyek érdeklédésiink kizdrdlagos kozéppontjaban all-
nak? Ugyanis a vizsgilat fokusza alapjan a massziv paral-
lel szekvenalasi reakcidkat két nagy csoportra oszthatjuk,
ezek a célzott (targeted, t-MPS) és az egész genomot
atfogd (shotgun, s-MPS) szekvendlasi reakciok. A teljes-
genom-szélességre kiterjedd szekvenalds soran az elérhe-
t6 DNS-szakaszok mindegyikét szekvenaljuk, mig cél-
zott szekvenalaskor egy elGzetes szelektilasi 1épés utin
csak az dltalunk érdekesnek vélt génszakasz vizsgalatat
végezzik el [9].

Mindkét moédszer esetén az el6készités kezdeti 1épése
a DNS-fragmenticié, amelynek sorin a DNS-t 50-500
bazispar nagysiagti darabokra tordelik mechanikai erd,
enzimatikus emésztés vagy transzpozonok random be-
szurasa segitségével [10, 11].

A DNS kiindulasi mennyisége hatissal van a fragmen-
ticiéra, és ezaltal a kés@bbi szekvendldsi folyamatra is,
mivel alacsony mennyiségi DNS esetén rovidebb bazis-
hossza toredékek késziilhetnek, mig nagyobb mennyisé-
gl DNS esetén hosszabb fragmentumok johetnek [étre,
amelyek meghatirozzik a szekvenaldsi moédszereket
(fragmentdlt és mindkét végiikon szekvenalhat6 templa-

tok [8]).

Mivel a shotgun szekvenalds sordn nincs sziikségiink
el6zetes szelekcidra, ezért az el6készités a fragmenticid-
val be is fejezédik.

Ettdl eltéréen, célzott szekvendlds sordn sziikség van
egy ezt kovetS szelektdldsi 1épésre, amelynek célja kivi-
lasztani az altalunk vizsgalni kivant génszakaszokat. Ez
megvaldsulhat kiilonféle probak, enzimatikus reakciok és
a kivalasztott régiok PCR-alapt kinyerésével is, amely
messze a legérzékenyebb modszer a szelekcidra [12].

Génkionyvtar-generalis

A DNS-fragmentumokbdl az el6készitést kovetGen
génkonyvtirat hozunk létre. Ennek a kulcsfontossaga
1épésnek a lényege, hogy az eltérd nukleinsavsorrenddel
rendelkezé fragmentumokra adapterligatio vagy PCR
segitségével olyan univerzalis adaptereket kapcsolunk,
amelyek az ezt kovetd reakcidkban primerekként funk-
cionalhatnak: ilyenek a klondlis amplifikicibhoz sziiksé-
ges primerek, a massziv parallel szekvendlasi reakci6 cél-
szekvencidi, 4-8 bazisparbdl all6 mindség-ellenbrzést
szolgil6 szekvencidk és 6-8 bazisparbdl dllé vonalkod-
szekvencidk, amelyek a minta beazonositasat teszik lehe-
tévé [6].

Klonalis amplifikacio

A leképezbrendszerek nagy tobbsége nem képes egye-
diildllé fluoreszcens jelek detektildsira, ezért a DNS-
fragmentumokat sokszorositanunk, mds néven amp-
lifikilnunk kell, hogy a fluoreszcenciajelek a DNS
mennyiségének névekedése miatt lathatéva valjanak [8].

Az amplifikicié minden esetben szeparaltan kell, hogy
megtorténjen, ezt a DNS-templatok immobilizacidjaval
érhetjiik el. Az immobilizicié megvalésitisira a két leg-
clterjedtebb moédszer az emulziés PCR és a szolidfazis-
amplifikaci6 [13].

Emulziés PCR sordn olyan viz-olaj emulziét hivunk
segitségiil, amelynek egy vizes cseppjében csupin egy
DNS-molekula szeparilt amplifikiciéja mehet végbe. Az
amplifikacios 1épést kovetSen a keletkezett 100-200 mil-
liényi klén kiilonféle feliiletekre vagy mélyedésbe immo-
bilizdlhat6 [14, 15, 16], ahol a tovibbi reakcié végbe-
mehet.

Szolidfazis-amplifikicié esetén a templiatok immobili-
zicibja mér az amplifikicios 1épés elbtt végbemegy, és ez
biztositja a szeparaciot is. A médszer 1ényege, hogy egy
lapkara magas denzitdst reverz és forward primerek van-
nak kovalensen felerGsitve, amelyek kozott hidszerd
amplifikicié mehet végbe, a DNS folyamatos rogzitése
mellett.

Az amplifikacios 1épés 100200 millié templatclustert
hoz létre, olyan szabad DNS-végekkel, amelyek lehets-
vé teszik egy univerzalis szekvenalé primer kapcsoléda-
st és ezzel a massziv parallel szekvenalasi reakci6 elin-
dulasat.
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A szekvenaldsi 1épés a médszer legfontosabb eleme, célja
a vizsgilni kivint DNS-szakasz nukleotidsorrendjének
megdllapitisa. A klondlisan amplifikdlt templitok szek-
vendalasanak kivitelezésére a piroszekvendlas, a szemikon-
duktorszekvenalas, a szintézisalapt szekvendlas és a liga-
tioalapt szekvendlas all rendelkezésiinkre.

A piroszekvendlds egy biolumineszcencian alapulé me-
toédus, amelynek sordn az anorganikus pirofoszfit enzi-
matikus reakciok sorozataképpen lithat6 fényt bocsat ki.
A modszer sordn a reakciéelegyhez limitilt mennyiség-
ben dNTP-t adagolnak, amelyek komplementaritas ese-
tén torténd beépiilésiikkor fényt bocsitanak ki (bizonyos
clustereknél nem torténik beépiilés, mig mashol tobb is
torténhet), majd a szintézis leall a tovabbi komplemen-
ter ANTP-k hidnya miatt. Az emittalt fényjelenségek ér-
zékeny kamera segitségével detektilhatdak, sorrendjiik
és intenzitisuk flowgram formdajaban 4brazolhato,
amelybdl a DNS szekvencidja megallapithaté. A piacon
el6szor felttint 4j generacids szekvendlokésziilék (Ro-
che /454 sequencing) is ezen az elven mikodik [8, 17].

A szemikonduktorszekvenilds a piroszekvendlishoz
hasonl6 elvek alapjan mikodik, azonban itt a detekticio
targya fényemisszié helyett a protonemisszié [6] (példa-
ul Thermo Fischer Scientific Ion Torrent™).

A szintézisen alapul6 szekvenalds alapja a szintézishez
szlikséges nukleotidok beépiilése a ,,négyszint ciklikus
reverzibilis terminacids metédus” (four-colour cyclic re-
versible termination — CRT) szerint. Ennek keretein be-
lil a szolid feliilethez rogzitett, amplifikdlt DNS-szaka-
szokhoz a DNS-polimeriz a 3 O’ végiikon fluoroférokat
hordoz6 (3’0O-azidometil) nukleotidokat épit be egyen-
ként, amelyek a beépiilésiikkor kiilonféle szinnel villan-
nak fel, ezdltal jelzik a G, A, C és T sorrendjét. Ezt egy
kiilonosen érzékeny optika detektilja. Egy ezt kovetd
1épés soran a 3 O’ véghez kapcsolddo fluorofér lehasitas-
ra kertil, a 3-OH vég pedig egy redukil6 agens, bizonyos
tris(2-carboxyethyl )phosphine (TCEP) hatdsara regene-
ralodik. Ezek eredményeképpen a fluoreszcens tulajdon-
sag megsziinik és a nukleotid az ezt kovets ciklusokban
naturdlis bazisként mikodik tovabb, a ciklus pedig egy
jabb nukleotid beépitésével indul elolrsl [8] (példaul
Tllumina®/Solexa Genome Analizer).

A ligatién alapul6 szekvendlds modszere jelentGsen el-
tér a tobbi metddustdl, hiszen miikodéséhez a DNS-Ii-
gdz [18] aktivitdsit hivja segitségiil. A mddszer sorin
egyik vagy mindkét végén fluoreszcens jeloléssel ellatott
préba hibridizal a komplementer szekvencidhoz, amelyet
a DNS-ligaiz hozzikot a primerhez. A nem kotédott
prébik kimoshatdak, mig a kot6dott préba a helyén ma-
rad, amely fluoreszcencia kibocsitasaval jelzi, hogy mi-
lyen bazis keriilt a helyére. A reakcié ciklikusan meg-
ismételhetd kimoshaté probak vagy 1) primer
hibridizicidja segitségével [19] (példaul Thermo Fisher
Scientific SOLID™).
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Adatanalizis

Az Gj generacids eljarasokban kozos, hogy a szekvenalasi
1épést kovetSen hatalmas mennyiségli adat keletkezik.
Az adatanalizis soran nagy teljesitményd szamit6gépek
és szoftverek segitségével a génszakaszok azonositasra és
elemzésre keriilnek, ezaltal a nagy mennyiségi adatbdl
szerteagazo célokra felhasznalhaté minGségi informacid
keletkezik.

Az adatanalizis els6 1épése a szekvenalt génrészletek
eredetének felkutatdsa és ezt kovetd felsorakoztatasa,
amelynek soran a keletkezett szekvenciakat egy referen-
ciagenomhoz hasonlitjuk, és a bazisok egyezése alapjin
kromoszomalis eredetiiket azonositjuk.

A szekvencia pontos helyének meghatirozdsa utan ko-
vetkezhet a bioinformatikai analizis, amelynek segitségé-
vel fontos informdcidkat tudhatunk meg a vizsgalt gén-
részletrdl (kifejezettség mértéke és ardnya, SNP-variaciok
stb.). Az analizis elvégzésére szimos szoftver all rendel-
kezéstinkre, ezek szama napjainkig rohamosan né [20].

Az 4j generacids szekvenalas hasznalata
a noninvaziv aneuploidiavizsgalatokban

Magzati szabad DNS

Az 1j generacids szekvenaldsi eljardsok technikai alapjai-
nak attekintése utan fontos tisztiznunk, hogy val6jaban
mire is tudjuk hasznalni ezt a rendkiviil {igéretes mod-
szert az aneuploididk noninvaziv vizsgilatiban, azaz:
tulajdonképpen mi az, amit a magzat és fiiggelékei integ-
ritasanak megbontasa nélkiil szekvenalni tudunk?

A kérdésiinkre a vilaszt az anyai plazmaban fellelhetd
szabad magzati DNS adja meg.

A szabad DNS olyan 150-200 bdzisparbol 4ll6 [21],
a vérplazmaban szabadon fellelhet$ fragmentum, amely
bizonyos sejtek apoptoézisa kovetkeztében szabadul fel
[22].

Bar a szabad DNS fenndlldsinak ténye 1947 6ta ismert
[23], diagnosztikus célbdl torténd hasznilatira csak a
kilencvenes évek kozepén keriilt sor bizonyos tumorfaj-
taktol szenvedd betegek plazmdjanak vizsgilata kapcsan
[24, 25].

Az aneuploidiadk noninvaziv diagnosztikijaban mér-
toldkének szamit6 felfedezés nem sokkal ezutin kovet-
kezett, amikor 1997-ben Lo és mtsai[26] a gyorsan nové
magzat és placenta szimos tumorszerd tulajdonsigabdl
kiindulva el8szor sikeresen izolaltik az anyai vérben fel-
lelhet6 magzati szabad DNS-t Y-kromoszéma-specifikus
préba segitségével. Az ezt kovetd szamos vizsgalat sordn
bebizonyosodott, hogy a mar potencidlisan hetedik
geszticiés héttdl detektilhaté magzati szabad DNS a
terhesség els6 és masodik trimesztere soran az anyai vér-
ben talalhaté Osszes szabad DNS 5-10%-at teszi ki [27],
ezt a mennyiséget gyakran nevezik magzati frakcidnak is
(fetal fraction — FF). A magzati szabad DNS a placenta
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trophoblast sejtjeinek apoptédzisa kovetkeztében keletke-
zik [28] és keriil az anyai vérairamba, ahonnan a terhes-
ség megsziinte utin a mij és a vese kozremiikodésével
[29] gyorsan eliminalédik, dtlagos felezési ideje 16,3 GE
(genomegység)/perc, ezaltal a sziilést kovetd masodik
orat6ol mar nem lehet az anyai vérben szabad magzati
DNS-t kimutatni [30].

El6ny6s tulajdonsagai (korai megjelenés, gyors terhes-
ség utdni elimindcié, hozziférhetdség az anyai vérbdl)
mellett fontos kiemeljiik, hogy a magzati szabad DNS az
anyaival koriilbeliil 99%-o0s hasonlésigot mutat [31],
ezenkiviil mennyisége az 6sszes szabad DNS-hez képest
csekély, igy detektilasahoz rendkiviil érzékeny vizsgalod-
modszerek sziikségesek, amelyek az ) generaciods eljara-
sok térhéditasaval napjainkra elérhet6vé, és ami szintén
lényeges, megfizethetévé valtak (2. dbra).

Az MPS-en alapulo NIPT-vizsgilatok
elméleti alapjn

A jelenlegi MPS-en alapulé NIPT-technikdk kifejleszté-
sét szamos tedria segitette, de a lényegi attorést mégis
Fan és mtsai [ 32] dltal 2008-ban megfogalmazott elmé-
let jelentette.

Az elmélet lényege, hogy aneuploididk esetén a mag-
zati kromoszémaszam megemelkedik (triszomidk, tetra-

ANYAI VERMINTA

AT

ANYAI ES MAGZATI
SZABAD DNS

Teljes genomra
kiterjed (s-MPS)

Kvantitativ

(MPS-alapu)
Célzott (t-MPS)

Kvalitativ j—[ SNP-anaIizis]

| A nem invaziv pracnatalis tesztelés jelenleg elterjedt modszerei

2. 4bra

sz6midk) vagy lecsokken (monoszémiak), amely az anyai
és magzati Osszkromoszomalis dézist is kismértékben,
de arinyosan megemeli vagy lecsokkenti a magzati rela-
tiv kromoszéma tobbletnek /hidnynak koszonhetben.

Az elméletet egy példa segitségével is értelmezhetjiik:
egy 21-triszémids, azaz Down-szindrémas magzatot
hordé anya vérében a 21-es kromoszomérdl szirmazé
fragmentumok szima megemelkedik egy referenciamin-
tdhoz/kromoszémahoz képest, és ebbdl a kismértéki
szelektiv 0sszkromoszomalis emelkedésbdl kovetkeztet-
hetiink a magzat trisz6mids voltara (3. abra).

MPS segitségével a szabad-DNS-fragmentumok ba-
zissorrendje meghatirozhat6 és a fragmentum kro-

7

S v
Pty

CCCTTAGCGCTTAACGTACGTAAAACCCTT

A SZABAD DNS
SZEKVENALASA MPS
SEGITSEGEVEL

AACGTACGTAAAAGGGGTCAAAGGTTGGG
GACTTAAAATCGGAATCGATGCCCAAACTT
GAATCGATGCCCAAACGGGGTCAAGTTCCC

KROMOSZOMAHOZ L L L P 1 1 7 7| N B N N B
TARSITAS ES SZAMOLAS e i ot e e
.. EEEEEEEE
21-E5 KROMOSZOMA 21-ES KROMDSZOMA
EUPLOIDIA ANEUPLOIDIA

3. 4dbra

MPS, kromoszémihoz tdrsitds és szamolds a magzati aneuploidia detektdldsdra. Az anyai és magzati szabad DNS izoldldsa utdn a teljes szabad-DNS-

mennyiség szekvendldsra keriil, amely tobb milli6 fragmentumot eredményez. A szekvenalt mintikat ezutdn a referenciagenomhoz térsitjdk. A tarsitott
szakaszok megszdmolasat kovetSen az adott kromoszémaploidia stitusa tisztazhatd

ORVOSI HETILAP

2015 m 156. évfolyam, 26. szam



moszémihoz tarsithat6, ezaltal megszimolhatéak az
altalunk vizsgalni kivint kromoszémahoz tartozé frag-
mentumok, és azok reprezentaltsigi foka a referenciage-
nomhoz viszonyitva. Mivel a vizsgilat 1ényege ezekben
az esetekben a kérdéses kromoszéméikhoz tirsulé frag-
mentumok megszamolasa és aranyba allitasa, az MPS-
alapon miikod6 rendszereket nevezik kvantitativ vizs-
galatoknak is, szemben az SNP-analizisen alapuld
modszerekkel, amelyek kvalitativ eljarasok.

Osszehasonlitisképpen: SNP-analizis esetén az anyai
bufty coat (anyai SNP-ket megjelenits frakcid) és plazma
(anyai és magzati SNP-ket is felvonultat6 frakcio) elva-
lasztasdval az anyai és magzati SNP-k egymistdl elkiilo-
nithetSek egy multiplex PCR-amplifikiciét kovets szek-
venalds soran. Az anyai és magzati SNP-k ezt kovetSen
megfelel§ kromoszémahoz tarsithatdak, majd a lehetsé-
ges rekombindcié figyelembevételével a magzati aneup-
loidia val6szintisége megbecsiilhets [33].

A kvantitativ, MPS-en alapul6 eljarasok feloszthatok a
miar korabban is emlitett, minél teljesebb kord, ,,shot-
gun” (s-MPS), és elGzetes elszelektalassal csak az érde-
kelt kromoszomak szekvenalasat kivitelezé célzott, . tar-
geted” (t-MPS) kategoéridkra.

Az s-MPS-alapon miikod§ vizsgilatok a lehetd legna-
gyobb szamu, egész genomot érint§ anyai és magzati
fragmentumot szekvendljak, majd az ezt kovetd align-
ment (kromoszomadlis lokalizicidhoz tarsitds) utin a
vizsgalni kivant kromoszémak alul- vagy talreprezentilt
allapota valtozatos bioinformatikai médszerekkel (mint
példaul a z-score [34] és az NCV [35]) megvilaszolha-
t6. Az NCV, azaz normalized chromosome value szami-
tdsa annyiban kiilonbo6zik a z-score-szimolastdl, hogy az
emelkedett kromoszomalis szazalék kimutatisira nem
egy masik, referenciamintindl mért értéket alkalmazunk,
igy minimalizalhat6ak a kiillonb6z6 mintdk szekvenalasa
kozotti, vagy akir az adott szekvenilasban megfigyelhe-
té (Ggynevezett ,interrun” és ,intrarun”) kiillonbségek.
A kimutatdshoz az ugyanazon mintiban mérhetd, a vizs-
galni kivant aneuploidiagyants kromoszémak bazisara-
nyaval nagymértékben megegyez8, tgynevezett deno-
minator kromoszémak alkalmazhatéak, ilyen lehet
példdul a 21-es kromoszéma vizsgilatakor a 9-es kromo-
szoma. Az aneuploidia fennallasit a denominator kro-
moszéma, mint az azonos mintiban megjelend refe-
rencia intrarun” paraméter cléforduldsihoz  képest
emelkedett érték jelezheti.

A modszer hatékonysiga a nagy mennyiség(i adat be-
olvasdsanak koszonhetSen egyediilillo, ennek koszonhe-
téen alacsony magzati szabad-DNS-frakcié, esetleg ala-
csony mértékid Osszkromoszomalisddzis-viltozas esetén
is pontos eredménnyel szolgil [9].

A t-MPS-alapon miikodé vizsgalatok sordn a vizsgalni
kivant kromoszémidk el6zetes szelekciéon mennek keresz-
til, a paciensspecifikus kockazat kiszamitasahoz pedig az
anyai életkort és a geszticiés idGt is figyelembe veszik
[36].

OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

A vizsgalat pontos menete

A vizsgalat pontos menetének ismertetéséhez egy olyan,
s-MPS-alapon miikod6 moédszer leirasat valasztottuk,
amely 28 millié bevizsgalt adatival a piacon jelenleg elér-
het legrészletesebb vizsgilatra ad lehetéséget. A mod-
szer soran vizsgilhat6 a 21-, 18-, 16-, 13-, 9-triszémia,
X-monoszoémia, X-triszémia, Klienefelter- (XXY-) és Ja-
cob- (XYY-) szindréma is.

A vizsgalat mar a 10. geszticids héttdl elvégezhetd,
kezdeti 1épése az anyai periférias vérbdl torténd, kortil-
belill 7-10 ml vér levétele (egy kémcs§). A vér levételét
kovetSen a mintat a vizsgilatot végz8 diagnosztikus la-
boratériumba szallitjik, ahol 24—48 6rin belil megtor-
ténik a plazma véralkotéktdl torténd elvilasztisa, ezt
kovetSen pedig a sejtmentes DNS izoldlasa. Mivel a
megtisztitott sejtmentes DNS mir eleve korilbelil 170
bdzispar hossztsighh fragmentumokbdl épil fel [37],
ezért az MPS részletes leirdsiban emlitett fragmenticids
1épés kihagyhat6. A mintegy 170 bézispar hosszsigt
DNS-szakaszokat nem kell egészében szekvendlni, mert
miér az els§ 36 bazispar szekvenailasa elégséges ahhoz,
hogy a magzati DNS-toredék pontos kromoszomalis
szarmazasi helye beazonosithatova valjon [38].

A munkafolyamat kozponti részét a beérkez8 nagy
mennyiségli adat bioinformatikai analizise jelenti, ame-
lyet kovetSen a vizsgalt minta harom csoportba keriilhet:
felismert aneuploidia, nincs felismert aneuploidia, ane-
uploidia gyantja.

Az NIPT-vizsgalat elhelyezkedése
az aneuploidiadiagnosztika folyamatiban

Az eddig ismertetettekbdl vildgosan lathatd, hogy az 4j
genericids szekvenalasi eljairisokon nyugvd noninvaziv
pracnatalis tesztelés, mas néven az NIPT egy rendkiviil
szenzitiv és specifikus médszer, amelynek alkalmazasa
forradalmasitotta az invazivitist mell6z6 aneuploidia-
vizsgalatokat.

A modszerrel kapcsolatban mar tobb tarsasagi ajanlas
is sziiletett, ilyenek példdul az ISPD (www.ispdhome.
org), NSGC (www.nsgc.org), SMFM (www.smfm.org),
RCOG (www.rcog.org.uk), RANZCOG (www.ranzcog.
edu.au) dltal kozzétett vélemények.

Az Amerikai Sziilész-N6gyogyaszati Tarsasag Geneti-
kai Szekcidjanak (American College of Obstetricians and
Gynecologists Committee on Genetics) véleménye [39]
szerint a magzati szabad DNS vizsgalatan alapulé nonin-
vaziv tesztelésben rejlé potencidl igen nagymértékd. Az
MPS segitségével egy olyan médszer keriilt kifejlesztés-
re, amellyel biolégiai mintakb6él DNS-fragmentumok
milliéi keriilhetnek azonositdsra és besorolasra akar par
nap leforgdsa alatt, igy a 13-, 18- és 21-triszémia mér 10
hetes terhességben is akkuritusan kimutathaté az anyai
plazma levételét kovet§ egy héten beliil. Nagyszama va-
lidalt tanulmany bizonyitja, hogy bar a teszt nem diag-
nosztikus értékd, a 13-, 18- és 21-triszémia esetén a de-
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tekcids rita kiemelked6en magas, akir 99,9%-os értéket
is elérhet a fals pozitiv esetek elenyész6 (0,5%-ndl kisebb)
megjelenése mellett. Ezen okok miatt a tarsasig ajanldsa-
ban kimondja, hogy a sejtmentes magzati DNS vizsgala-
ta tlinik a legeffektivebb aneuploidiasziir6 moédszernek
magas rizikoja terhesek esetén. Magas rizikéja terhes-
ségnek szamitanak azok az esetek, ahol az anyai életkor
magasabb, mint 35 év, ahol mir volt példa a terhességi
anamnézisben triszomiara, ahol ultrahangeltérések kap-
csan az aneuploidia kockazata fokozott és azok az esetek
is, ahol valamelyik sziil§ genetikai eltérése a triszOmia-
kockazatot fokozza. Magas rizikéju terhesség el6fordu-
ldsa esetén az anydnak fel kell ajanlani a tesztelési opci6-
kat, amelynek részeként a sejtmentes magzati
DNS-tesztelés mint els6 sztirési lehet6ség is felmerdil.
A szabad-DNS-alapt tesztelést haszndlhatjuk a jelenleg
alkalmazott szlir6vizsgalatok mellett (ultrahangvizsgilat,
kombindlt vagy integralt teszt) masodik [épcsSben is, az
invaziv vizsgalat el6tt.

A tesztelés felajanlasat lehetGség szerint mindig el6zze
meg konzulticid, hogy a vizsgilatba valé beleegyezés
egy aktiv, informalt valasztas lehessen. A vizsgalat mellet-
ti parallel ultrahang-diagnosztika természetesen nem el-
hanyagolhatd, a magzat életképessége, a terhesség szin-
gularitidsinak, egyéb anomdlidk megitélésének és a
varhat6é geszticids id6 megbecslésének szempontjabol.
A noninvaziv teszten kapott pozitiv eredményt mindig
szlikséges invaziv diagnosztikai médszerrel (amniocen-
tesis, chorionboholy-mintavétel) megerGsiteni, mert kii-
l6nosen ritka esetben lehetséges mind fals negativ, mind
pedig fals pozitiv teszt el6fordulasa. A varandosok figyel-
mét arra is sziikséges felhivni, hogy a teszt csak bizonyos
(leggyakoribb) triszémidkat (példaul 21-; 18-, 16-, 13-
és 9-triszoOmia) képes kimutatni, igy egy negativ teszt
nem jelent feltétlentl egészséges terhességet.

Megfelel§ mennyiségi validdlt adat hidnyaban az ala-
csony rizikoju és ikerterhességek esetén a tarsasag jelen-
leg nem ajanlja a vizsgilat elvégzését, azonban Bianchi
és mesai [40] 2014 clején egy 1914 varandds bevondsa-
val végzett vizsgalat eredményeképpen k6zolték, hogy a
modszer fals pozitiv és pozitiv prediktiv értékei 18-as és
21-es triszomia esetén a standard szlirémoédszereknél
tapasztalt értékeknél joval kedvez6bbek. A munkacso-
port altal végzett CARE (Comparison of Aneuploidy
Risk Evaluation) tanulminy keretein belill a magzati
sejtmentes DNS vizsgilata sordn kapott eredményeket
hasonlitottak 6ssze konvenciondlis aneuplodiasziiré
modszerekkel, ezek kozott az els§ trimeszterbeli kom-
binalt, kvartett, szekvencidlis és integralt tesztek kaptak
helyet. A vizsgilatban részt vev6 nék életkoranak medi-
dnja 29,6 év volt. A tanulminybdl kideriilt, hogy a
21-triszOmia esetén tapasztalt fals pozitiv rita sejtmen-
tes DNS-vizsgalata soran 0,03%, mig standard modsze-
rek szerint ez az érték 3,6%-ra tehetS. 18-triszomia ese-
tén torténd sejtmentes DNS vizsgalatanal ez az érték
0,2% volt, szemben a standard médszerek mellett ta-
pasztalhaté 0,6%-kal. A pozitiv prediktiv érték sejtmen-

tes magzati DNS esetén 21-triszémidnal 45%, mig
18-triszémianal 40% volt, szemben a standard mdédsze-
reknél mérhet6 4,2%-os (21-triszémia) és 8,3%-os
(18-triszémia) értékekkel.

A fentiekben elmondottakbdl lithat6, hogy a magzati
sejtmentes DNS klinikai hasznilhatésiaga alacsony és ma-
gas kockdzata terhességek esetén is egyarant kedvezd.

Kovetkeztetések

Az 10j generacids szekvenalasi eljarasok (NGS) 4j fejeze-
tet nyitottak a génszekvendlds torténetében, hiszen az
eltérd kivitelezés ellenére minden felsorolt eljards esetén
gyorsan, pontosan, és ami nem mellékes, egyre csokkend
dron nyerhetiink értékes genetikai informdciét, amely
alig tobb mint egy évtizeddel ezel6tt még elképzelhetet-
len lett volna.

A modszer az aneuploididk noninvaziv vizsgalatat is
forradalmasitotta, hiszen a magzati szabad DNS segitsé-
gével a 13-, 18- és 21-triszémia akir mar 10 hetes ter-
hességben is rendkiviil pontosan kimutathaté mindossze
egy kémcsS anyai periférids vér levételét kovetGen az 1j
generdcios szekvenalasi eljirisoknak koszonhetSen. Az
NIPT térnyerésével egy rendkiviil magas (akir >99,9%)
detekcids rataval rendelkez szlir6modszerrel gazdagod-
tunk, amelyet a jelenlegi ajanlasok szerint magas kocka-
zatl terhességek esetében alkalmazhatunk. A fejl6dés
azonban korantsem 4ll meg, hiszen jelenleg is szimos
tanulmany (példdul CARE) foglalkozik a vizsgalatok al-
kalmazasanak kiterjesztésével az alacsony kockizata ter-
hespopulaciéban is, egyértelmtien kedvezs eredmény-
nyel.

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csol6dd kutatémunka anyagi timogatisban nem része-
stilt.

Szerzdi munkamegosztds: Az irodalmi adatok feldolgoza-
sat, a kézirat megszovegezését a szerzOk kozosen végez-
ték. A cikk végleges viltozatit valamennyi szerzd elolvas-
ta és jovahagyta.

Anyagi érdekeltségek: N. Gy. R.: A Verifi-teszt magyaror-
szdgi forgalmazasiban kozremtikodik. Egyebekben a
szerz6knek nincsenek érdekeltségeik.
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