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Magzati aneuploidiak
szabadnukleinsav-alapt, nem invaziv
diagnosztikaja

Lazar Levente dr. = Nagy Gyula Richard dr.
Rigé Janos jr. dr. = Nagy Balint dr.

Semmelweis Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, 1. Sziilészeti és N6gyogyaszati Klinika, Budapest

A magzati aneuploididk kizdrdsa a korszer( praenatalis diagnosztika egyik legfontosabb kihivasa. Az elmult évtize-
dekben, koszonhetSen az ultrahangos vizsgdloberendezések, valamint a molekuldris biol6giai médszerek fejlédésé-
nek, a magzati kromoszéma-rendellenességek sztirése jelentSs fejlédésen ment keresztiil. Pozitiv sztir§vizsgdlati
eredmények esetében azonban a virandésoknak tovibbra is szembe kell néznitik az invaziv diagnosztika altal jelen-
tett vetélés kockdzataval. Az invaziv mintavételi modszerek vetéléskockizatat figyelembe véve érthetd, hogy egyre
nagyobb igény van olyan vizsgalémodszerek fejlesztésére, amelyek soran Ggy juthatunk magzati eredet mintdhoz,
hogy a vetéléskockazatot kikiiszoboljiik, ugyanakkor a vizsgdlomodszer érzékenysége és specificitisa megkozeliti
vagy eléri az invaziv mintavétel sordn nyert mintak vizsgilati eredményeinek megbizhat6sigit. Az anyai vérben ke-
ring8, magzati eredetdi szabad nukleinsavak vizsgalata redlis esélyt jelent e cél elérésére, lehetséget teremtve az
invaziv mintavételek szamanak ésszeri/megalapozott csokkentésére. Jelen kozleményiinkben réviden 6sszefoglal-
juk a magzati aneuploididk nem invaziv diagnosztikdjianak hatterét és lehetGségeit.
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Cell-free nucleic acid based non-invasive prenatal diagnosis
of fetal aneuploidies

Prenatal detection of fetal aneuploidies is one of the main goals of the prenatal diagnostic approach. As a benefit of
the development of advanced ultrasound equipment and advances in molecular biology in the last decade, there is a
significant progress in screening methods for fetal aneuploidies, although invasive methods remain the gold standard
for aneuploidy detection. Non-invasive prenatal diagnosis has substantial medical impact as it targets the develop-
ment of safer and more effective methods to avoid the risk of fetal loss associated with currently used invasive meth-
ods. Identification of fetal-specific messenger ribonucleic acids, digital polymerase chain reaction and next-generation
sequencing give the real chance for non-invasive prenatal diagnosis of fetal ancuploidies. Although all these methods
have both advantages and limitations, some of them are moving closer to clinical implementation. In this review
the authors highlight the most recent advances in methods for non-invasive prenatal diagnosis of aneuploidies.
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Roviditések

AFP = alfa-fotoprotein; b-HCG = humén béta-koriogonado-
tropin; CGH = komparativ genomialis hibridiziciés array;
CVS-mintavétel = lepényboholy-mintavétel; GAC-mintavétel
= magzatviz-mintavétel; GE = genomekvivalens; FISH = flu-
oreszcens in situ hibridizicio; fluoreszcens PCR = fluoreszcens
polimerdz liancreakcié; NT = nyaki red§; SNP = single nucleo-
tide polimorfizmus

A terhesség soran végzett sz(ird- és diagnosztikus vizs-
galatok célja a varandos, illetve a magzat egészségi al-
lapotanak vizsgalata, az anyai veszélyallapotok idGben
torténd felismerése, a magzati veszélyallapotok kialaku-
lasanak megelGzése, valamint fejlédési rendellenességek
és genetikai rendellenességek diagnosztizalasa. A varan-
dossag soran végzett szlirG- és diagnosztikai jellegd vizs-
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galatokat invaziv és nem invaziv csoportba sorolhatjuk.
A nem invaziv sz(ir6 /diagnosztikus vizsgalatok csoport-
jaba a terhesség sorin végzett ultrahangos szlirévizsga-
latok, valamint az anyai vérbdl elvégzett biokémiai vizs-
galatok tartoznak. Az invaziv vizsgilatok a magzat
kromoszéma-, illetve genetikai betegségeinek vizsgila-
tdhoz szilikséges mintavételi modszereket (lepénybo-
holy-, magzatviz-, magzati szovet-, koldokzsinérvér-
mintavétel) és a hozza kapcsol6dd cito-, molekularis
genetikai vizsgalatokat jelentik.

Magzati aneuploidia sziirGvizsgalatok
terhességben

A magyar terhesgondozasi gyakorlatban a varandéssig
kilenc hénapja alatt négy ultrahangos szlirévizsgalat el-
végzése kotelezb: a terhesség 11-13., 18-19., 30-31.,
valamint 36-37. hetében [1]. Az els§ trimeszteri (11—
13. terhességi hét) és a masodik ultrahangsziirés (18-19.
terhességi hét) kiemelkedS fontossigth a magzati kro-
moszéma-rendellenességek szlirésében. A 11-12. ter-
hességi héten az elsé trimeszteri magzati anatémia
részletes vizsgilata magiba foglalja a magzati tarké-
redd, orrcsont, ductus venosus, valamint tricuspidalis
aramlas, illetve arcszog részletes vizsgalatit [2]. A ma-
sodik ultrahangsz(rés sordn, a terhesség 18-19. heté-
ben, a magzati anatémia részletes vizsgilata sorin
olyan minor ultrahangeltérésck mutatkozhatnak meg,
amelyek 6nmagukban nem szdmitanak fejlédési rend-
ellenességnek, de emelik a magzati kromoszéma-rendel-
lenesség el6forduldsinak valészintiségét. A magzat eset-
leges kromoszéma-rendellenességeit szir6 nem invaziv
vizsgilatok masik csoportja a szérum biokémiai marke-
rek vizsgilata a terhesség els6 és masodik trimeszte-
rében. A terhesség 11-13. hetében végzett biokémiai
vizsgilatok (PAPP-A, humin béta-koriogonadotropin,
b-HCG) meghatarozasa, ezen értékeknek az els§ ultra-
hangvizsgalat soran mért nyakireds- (NT-) értékkel
torténé kombinalasa (kombindlt teszt), illetve a mdaso-
dik trimeszterben mért alfa-fotoprotein (AFP), vizelet-
osztradiol (uE3), szabad b-hCG és inhibin-A (négyes
teszt) és a kett6 kombinacidja (integralt teszt) alkalma-
sak arra, hogy a magzati kromoszéma-rendellenesség
el6forduldsi valészintiségét, megtelel6 szoftverek segit-
ségével, szidmszerlleg megbecsiiljék. Az egyes szlr6-
vizsgalati mddszerek, a biokémiai vizsgalatok kilon-
b6z6 kombinacidi az elsé trimeszteri ultrahangvizsgalat
eredményeivel egyiittesen kiilonboz8 érzékenységiiek:
els¢ trimeszteri komplex ultrahangsztirés: =85%, kom-
binalt teszt: =85-90%, integralt teszt esetében: =90-
93%, mindezek mellett pozitiv prediktiv értékiik igen
alacsony [3, 4].

Fontos azonban leszogezni, hogy sem az ultrahang-
vizsgalatok, sem a biokémiai szlrdvizsgilatok a mag-
zati kromoszoma-rendellenesség diagnosztizalasira nem
alkalmasak, csupan szlrévizsgalatként alkalmazhatéak.

Invaziv mintavételi/diagnosztikai
modszerek

A magzat kromoszéma-rendellenességének diagnosz-
tikdja valamely mintavétel soran nyert magzati minta ci-
togenetikai és/vagy molekuldris genetikai vizsgalatin
alapszik. Ezek a mintavételi moédszerek: a magzati
lepényboholy- (CVS), magzatviz- (GAC), magzati kol-
dokzsinérvér-, magzati  szovetmintavétel kilonbozé
mértékd vetéléskockazattal jarnak. A vetéléskockdzat
egyarant érinti a beteg és egészséges magzatokat. A ve-
téléskockdzat a kiilonb6oz6 mintavételi modszerek ese-
tében a mintavevs jartassiginak megfelel6en atlago-
san 0,5-2% [5, 6].

Az invaziv mintavételi modszerek sorin nyert mag-
zati minta feldolgozasa a minta milyenségétdl és a vizs-
galt betegségtdl fiiggben eltérd. A magzatvizmintabol
nyert magzati sejtek hagyomdnyos karyotypizilisihoz
a sejtek tenyésztése sziikséges. A chorionboholy-min-
tavétel sordn nyert sejtek tenyésztése nem feltétlentil
szlikséges. A klasszikus karyotypizalasokon kiviil fluo-
reszcens polimeraz liancreakcié (fluoreszcens PCR), fluo-
reszcens in situ hibridizacié (FISH) és komparativ
genomidlis hibridiziciés array (CGH) is alkalmazhat6
a magzati aneuploididk diagnosztizilasara [7, 8].

Szabadnukleinsav-alapt praenatalis
diagnosztika

Az invaziv mintavételi modszerek altal jelentett veté-
léskockazatot figyelembe véve érthetd, hogy egyre na-
gyobb igény van olyan vizsgilémoddszerek fejlesztésére,
amelyek soran tgy juthatunk magzati eredetd mintd-
hoz, hogy a vetéléskockazatot kikiiszoboljik, ugyan-
akkor a vizsgilomoddszer érzékenysége, specificitisa
megkozeliti vagy eléri az invaziv mintavétel soran nyert
mintik vizsgalati eredményeinek megbizhatdsagit.

Az anyai vérben fellelhetd
szabad magzati DNS

A human placenta szerkezetét tekintve a haemocho-
rioendothelialis tipusd méhlepények kozé sorolandé.
Az uteroplacentaris ereken az intervillosus térbe jutd
anyai vér a chorionlemeznek titkdzve visszafordul és az
uteroplacentaris véndkon ¢és széli sinusokon keresztil
aramlik vissza az anyai keringésbe.

A méhlepénynek a giazcserében, a magzat taplalasa-
ban, valamint a kéros anyagcseretermékek kivalasztdsa-
ban betoltott szerepét az anyai és a magzati keringést
elvalaszté ,,membran” tulajdonsagai hatirozzak meg.
A transzplacentaris transzport, jelenlegi tuddsunk sze-
rint, négyféle modon zajlik: egyszerd diffaziéval, facili-
talt diffaziéval, aktiv transzporttal, illetve pinocytosis
atjan. A lepény mikroszkopikus szerkezete nem teszi le-
hetévé a DNS-molekuldk ,,hagyomanyos” transzportjat
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a fetomaternalis barrieren keresztil. A szabad DNS
anyai keringésbe torténé bejutdsa ezért vélhetéen nem
a ,,szokdsos” transzportmechanizmusokkal torténik. Az
anyai vérben fellelhet§ szabad magzati nukleinsavak
t6 forrasa a lepény trophoblastsejtjeinek apoptdzisa [9].

Mennyiségét tekintve kora terhességben a szabad
magzati DNS mennyisége az ¢sszes szabad plazma-DNS
mintegy 3,4%-a [10]. A késGbbiekben a szabad magzati
DNS mennyiségének novekedését 4,2 genomekviva-
lens (GE)/hét-re becsiilték [11]. Terminuskozelben a
szabad magzati DNS mintegy 6,2%-at teszi ki a plaz-
maban fellehet6 Osszes szabad DNS mennyiségének
[10]. A terhesség megsztinését kovetSen a szabad mag-
zati DNS gyorsan eliminalédik a vérbdl. Atlagos fele-
zési ideje 16,3 GE/perc, aminek kovetkeztében két
oraval a sziilést kovetSen a szabad magzati DNS-t nem
lehet a megsziilt né vérplazmdjabol kimutatni [12].
A szabad magzati DNS eliminaldsdért f6ként az anyai
vese és mij a felelGs [13].

Az anyai vérben keringd szabad magzati DNS kimu-
tatdsira és a kutatisok eredményének kozlésére elss-
ként 1997-ben keriilt sor. A szabad magzati DNS
meghatirozasa Y-kromoszéma-specifikus DYS14-proba
felhasznalasaval tortént Lo és munkacsoportjn dltal, 43
terhes esetében a terhesség 12. és 40. hete kozott. Az
elvégzett vizsgalatok 70%-aban igazoltik a magzati DNS
jelenlétét (Y-kromoszéma) az anyai szérumban [14].

A magzati aneuploidiak nem invaziv
vizsgalata

Az anyai keringésben fellelhet§ magzati nukleinsavak
diagnosztikai célra torténd felhaszndlasanak kardinalis
problémadja az anyai és magzati fragmentumok elkiilo-
nitése. Azokban az esetekben, ahol az anyai és magzati
eredetd fragmentumok kozott kiilonbség van, példaul
fitt magzat vagy RhD-negativ anya RhD-pozitiv mag-
zata, a plazmaban keringdé szabad DNS megbizhat6éan
hasznalhaté nem invaziv diagnosztikai céllal [15, 16,
17,18, 19, 20]. Az esetek mas részében egy adott génre
nézve az anyai és magzati, valamint apai allélok nem
feltétleniil kiilonbozbek. A kezdeti kutatisok a szabad
magzati DNS kvantitativ meghatirozasiban keresték a
megoldast. Kromoszéma-rendellenességek, aneuploi-
didk esetén a szabad DNS mennyiségi eltérései ellent-
mondasosak [21]. A kromoszéma-rendellenességek és
a szabad DNS 6sszefiiggésének héitterében a kromoszé-
ma-rendellenességek esetében taldlt szimos, a lepényt
érinté szovettani eltérés feltételezhetd. A 21-es triszo-
mia esetén hirom tanulmany szimol be a szabad mag-
zati DNS koncentriciéjanak emelkedésérdl, mig masik
négy tanulminy tanulsiga szerint nincs kiilonbség a
normal karyotypusi magzatot viseld, illetve a Down-
szindromas magzatot visel§ varandosok vérében fellel-
heté szabad magzati DNS-koncentracié kozott. 13-as
triszémia esetén csokkent, a 18-as triszémia esetén nem
valtozott szignifikinsan a szabad DNS mennyisége [22,
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23]. Az ellentmondisos eredmények azt sugalljik, hogy
a szabad magzati DNS kvantitativ meghatirozisa nem
mutat egyértelmd Osszefiiggést a magzati aneuploidiak-
kal. Megdllapithaté, hogy a szabad DNS kvantitativ
meghatarozasa nem alkalmas a magzati aneuploidiak,
a klasszikus chorionboholy- vagy magzatvizminta, kary-
otypizalds, fluoreszcens in situ hibridizacio, illetve fluo-
reszcens PCR utjan torténd diagnosztizalasanak kival-
tasara.

Az elmult évek sordn arra kerestiik /keresték a va-
laszt, miképpen mutathat6 ki egy euploid és egy aneu-
ploid magzatot visel6 varandés plazmajaban keringd
DNS-fregmentumok kozti kiilonbség, ami nagysagren-
dileg 0,05-szoros.

A mRNS single nucleotide polimorfizmus
(SNP) vizsgalata

Minden magvas sejt az emberi szervezetben koriilbeliil
25 000 gént tartalmaz, azonban a sejt nem minden gén-
je van bekapcsolt dllapotban (expresszalodik). Az aktiv
gének esetében, a DNS-r6l mRNS szintetizalodik, igy
minden emberi szovet egyedi mRNS-profillal rendel-
kezik. A lepényszovetbdl izoldlt mRNS és a nem terhes
né periférias vérének mRNS-profiljat Gsszevetve olyan
mRNS-molekuldkat taldlhatunk, amelyek a magzat te-
kintetében egyediek. A moédszer tovabbi elénye, hogy
minden aktiv génrdl szamos mRNS-molekula irédik at,
ezdltal ,amplifikilodik” a mRNS-molekula. Az elmult
tiz évben microarray-technologiaval szdmos olyan
placentaspecifikus marker keriilt meghatdrozdsra, ame-
lyek alkalmasak lehetnek a magzati aneuploididk megha-
tarozasira [24, 25].

Amennyiben a magzat homozigéta, a két 21 kromo-
széma kivalasztott mRNS-SNP tekintetében az allélok
SNP aranya 1:1, amennyiben a magzat heterozigéta, az
arany 1:2 vagy 2:1-nek adodik. Lo és munkacsoportja altal
végzett vizsgilat a modszer érzékenységét 96,5%-ra be-
csiilte [26]. A moédszer hatranya, hogy az apai és anyai
allél esetében SNP-nek kell fenndllnia. Természetesen
minél tobb marker 4ll a rendelkezésiinkre, anndl na-
gyobb a val6szintisége az SNP-nek, ezzel arinyosan no-
vekszik a médszer megbizhatdsiga. A lepényspecifikus
mRNS-ck szamanak emelése, valamint a modszer tech-
nikai részletei (cDNS irasa) pillanatnyilag nehézkessé
teszik a modszert, mindamellett diagnosztikai megbiz-
hatésiga nem haladja meg lényegesen a kombindlt bio-
kémiai/ultrahang szlrések pontossigit, elmaradva az
invaziv vizsgalatok megbizhatésagatol.

Digitalis PCR

A bevezetSben emlitetteknek megfeleléen a magzati
DNS kismértékben hozzijarul a terhes vérplazmajaban
kering6é szabad DNS mennyiségéhez. Euploid magzat
esetén kromoszémaspecifikus szekvencidnként 50 GE/ml
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Osszes szabad DNS-re 5 GE/ml szabad magzati DNS
jut, azaz 10% magzati DNS. 100 DNS-koépiabol milli-
literenként 90 anyai, 10 magzati eredetd.

21-es kromoszéma triszémidja esetén milliliterenkénti
105 képiabdl 90 anyai, 15 magzati eredetl. Ezt alapul
véve a képiaszdm aneuploid magzat esetében 1,05-szo-
rosa az cuploid magzat esetén szdmolt értéknek. Klasz-
szikus real time PCR esetén egy ciklusban mérhetd
koncentraciokiszob (Ct) 1,5-szeres koncentriciokii-
l6nbséget képes kimutatni.

A digitalis PCR, nagy szamt PCR-reakcié segitségé-
vel, lehet6vé teszi a DNS molekulinkénti azonositasat
nagy higitdsi nukleinsavmintik esetén is. A modszer
soran reakciocellanként egy DNS-szekvencidt tudunk
azonositani, attdl fiiggden, hogy a reakcidcellaban jelen
van-¢ a megfelel§ DNS-szekvencia, pozitiv vagy nega-
tiv jelet kapunk, igy a jelen 1évé szekvencidk szama
pontosan meghatarozhat6. Aneuploid magzatot visel6
varandoés vérplazmdjabol nyert DNS-szekvencidk digi-
tilis PCR (high throughput sequencing, massive paralel
sequencing) vizsgilata lehetGséget biztosit az egyes
kromoszémadkra specifikus szekvencidk ,,darabszdm”-
meghatirozasara. A szekvencidk konyvtirba sorolasat
kovetSen a vizsgilat kromoszémaszekvencidinak da-
rabszama, megfelel6 matematikai formula segitségével,
Osszevethetd egy referenciakromoszéma szekvencidi-
nak szamaval [27, 28]. A mddszer hitrinya idSigényes-
ségébdl és magas koltségébdl adodik, azonban a bio-
technolégia fejlédésével mindkét szempont alkalmassd
teszi a klinikai gyakorlatban torténd alkalmazasra. Az
elmult években végzett Osszefoglald, nagy esetszamu
vizsgalatok a modszer érzékenységét 100%-osnak, spe-
cificitasit 98%-osnak talaltak [29, 30].

Kovetkeztetések

Osszefoglalasként elmondhat6, hogy a plazméban ke-
ring$ szabad magzati eredetd nukleinsavak vizsgilata,
a molekuliris biolégiai modszerek fejlédésének ko-
szonhetSen, a jové praenatalis diagnosztikdjanak egyik
legfontosabb eszkdze. A magzati aneuploididk nem
invaziv diagnosztikdjiban jitszott szerepe elvitathatat-
lan, ugyanakkor fontos a diagnosztikai ,,piramisban”
megfeleléen elhelyezni. Az ultrahangvizsgalat, vala-
mint az els6 trimeszteri biokémiai sziirés érzékenysége,
kivitelezhetGsége, tovabba dr-érték arinya miatt min-
denképpen els6ként vilasztand6 vizsgilatnak szamit.
A pozitiv szlrdvizsgalati eredménnyel rendelkezé va-
randdsok esetén a szabad DNS-alapti diagnosztika to-
vabb csokkentheti az invaziv vizsgilatok javallatinak és
a vetéléskockdzatnak kitett magzatok szdmat. Pozitiv
vizsgalati eredmény esetén azonban az invaziv mintavé-
tel és klasszikus diagnosztika elkertilhetetlen.
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