EREDEI KOZLEMENY| ORIGINAL ARTICLE
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OSSZEFOGLALAS

Bewvezetés: A szivfejlédési rendellenességek a leggyakoribb velesziiletett fejlédési rendellenességek kozé tartoznak, és ve-
zet$ okai a gyermekkori elhaldlozasnak. A betegség prenatilis diagnosztikdjit a magzati echokardiogréfia jelenti. A vizs-
gélat nem tartozik a rutin szrémédszerek kézé, és megbizhatésiga t6bb paramétertdl is fiigg. Egyre nagyobb az igény
olyan biomarkerekre, amelyek segitségével kiszlirhetek a magasabb kockazatt terhességek. Igéretes megoldast kindl-
nak az anyai keringésben fellelhet6 magzati eredet( szabad nukleinsavak, amelyek egyszer vérvétellel hozziférhets-
ek. A mikro-RNS-ek (miRNS) olyan révid, fehérjét nem kédol6 RNS molekulak, amelyek fontos szerepet toltenek be
az eukariéta gének poszttranszkipciés szabdlyozdsiban. Tébb, a szivfejlodés folyamatiban résztvevé gén expresszidjit
is befolydsoljak, eziltal Osszefiiggésbe hozhatéak a szivfejlédési rendellenességekkel. Azok a miRNS-ek, amelyek
expresszdlédnak a placentiban, kimutathatéak az anyai keringésben, és rendkiviili stabilitdsuknak kdszénhetéen potenci-
dlis biomarkerként szolgdlhatnak. A magzati eredetd miRNS-ek expresszids vizsgdlata uj lehet8ségeket nyit a noninvaziv
-nolekuldris magzati diagnosztikdban. '

Anyagok és médszerek: Kutatocsoportunk célkitizése a miRNS-ek szerepének vizsgilata a velesziiletett szivfejlédési rend-
“ellenességek kialakuldsaban, illetve alkalmazhatésiguk felmérése a noninvaziv molekularis magzati diagnosztikdban.
A vizsgdlatainkba 14 szivhibis magzatot hordozé és 14 egészséges magzatot viseld anyat vontunk be. Megmértiik a /et-7¢
miRNS expressziéjat anyai plazma mintikban valés ideji PCR mddszerrel, tovdbba modelleztiik a miRNS lehetséges
hatdsmechanizmusdt bioinformatikai eszk6zok segitségével.

Eredmények és kivetkeztetések: Eredményeink szerint a /er-7c miRNS expresszi6ja lényegesen fokozédott a beteg mintik
esetében. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a ler-7c a velesziiletett szivfejlédési rendellenesség potencidlis biomarkere, és
a kézeljov6ben a magzati szivultrahanggal kombindlva alkalmazhaté lehet a betegség kisziirésére.
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Let-7c in maternal circulation as a potential biomarker for
congenital heart defect

ABSTRACT

Objectives: Congenital heart defects (CHD) are the most common fetal malformations and the leading cause of perinatal
death. Fetal echocardiography is the most widely used diagnostic tool for CHD, however, it does not belong to the rou-
tine screening examinations, and its reliability depends on several parameters. There is a great need for biomarkers which
could detect CHD easily with high accuracy. Cell-free fetal nucleic acids are present in the maternal circulation and can
be measured by a simple blood test. MiRNAs are short, non-coding RNA molecules that play an important role in the
regulation of eukaryotic gene expression. MiRNAs which contributes to heart development are associated with congeni-
tal heart diseases. Some of them are expressed by the placenta and can be found in maternal circulation in consequence.
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Materials and methods: In this study, our aim was to analyze the /Jez-7c miRNA abundance in maternal plasma samples
by RT-PCR method and to model the possible triggering effect of /e#-7c miRNAs in congenital heart disease by bioin-
formatic analysis. Peripheral blood samples were collected from 28 pregnant women: in 14 cases the fetus had CHD,
and in 14 control cases no CHD was diagnosed.

Results and conclusions: Significant difference was measured in the expression of /ez-7c concentration between the affected
and the control group, therefore, /es-7c seems to be a potential biomarker for fetal CHD. We suppose that the detection

of heart development related miRNAs reveals new opportunities for congenital heart defect research and diagnosis.

KEY WORDS

congenital heart diseases, microRNA, biomarker, non-invasive prenatal diagnostics

BEVEZETES

A velesziiletett szivfejlédési rendellenességek (VSzR)
a sziv és a nagy erek strukturalis és funkcionilis de-
fektusaival jaré korképek. A leggyakoribb kongenitilis
anomidlidkhoz tartoznak, és vezetd okai a csecsemd- és
gyermekkori elhaldlozdsnak [1]. A betegséggel sujtott uj-
szilottek tobb mint felének kritikus az édllapota és leg-
tobbszor sebészeti beavatkozasra van sziikségik. A rend-
ellenesség sdlyossigatol és sebészeti korrigalhatésigatol
nagymértékben fiigg a gyermek virhaté élettartama, ezért
fontos a terhesség alatti felismerés. Az idejében detektdlt
szivbetegség lehet6vé teszi az esetleges életmentd kezelé-
sek elvégzését, illetve megalapozza a tarsulé kérképekre
valé szdrést is [2].

A velesziiletett sziviejlédési rendellenesség sziiletés el6t-
ti diagnosztikdja magzati echokardiogréfiaval torténik [3].
Megbizhatésdga tobb paramétertdl is fiigg, mint példdul
az anyai suly, a berendezés mindsége és a vizsgilé szak-
képzettsége [4]. Ebbdl kifolydlag nagy az igény az olyan
biomarkerekre, amelyeket a magzati szivultrahanggal kom-
bindlva névelhets a vizsgédlat diagnosztikus értéke. Széles
korten elterjedt a nyaki redd vastagsiginak a mérése [5],
tovabbd Osszefliggést mutattak ki egyes, a terhesség alatt
vizsgilt szérum markerek (beta-hCG és PAPP-A) és a ve-
lesziiletett szivhibdk megjelenése kozott [6].

fgéretes megoldést kindlnak az anyai keringésben fel-
lelhet6 magzati eredetd szabad nukleinsavak. A szabad
nukleinsavak egyszeri vérvétellel hozziférhetSek [7].
A szabad magzati eredet nukleinsavak prenatilis diag-
nosztikai alkalmazdsa napjainkban egyre szélesebb kord:
alkalmazzik magzati nem (nemhez kotott betegségek szd-
résére) és vércsoport meghatdrozdsra, apai allé] dltal meg-
hatérozott orokletes betegségek és szimbeli kromoszéma
eltérésék szilirésére [8].

A mikroRNS-ek (miRNS) olyan révid, fehérjét nem
kédols RNS molekuldk, melyek fontos szerepet tolte-
nek be az eukaridta gének poszttranszkipcids szabilyo-
zisaban [9]. Tobb, a szivfejlédés folyamatiban résztvevd

gén expresszijat is befolydsoljak, ezdltal Osszefiiggésbe
hozhatéak a szivfejlédési rendellenességekkel [10]. Azok
a miRNS-ek, amelyek expresszalédnak a placentiban,
kimutathatéak az anyai keringésben, és rendkivili stabi-
litdsuknak koszonhetéen potencidlis biomarkerként szol-
galhatnak [11]. A magzati eredetd miRNS-ek expresszids
vizsgélata 0j lehetSségeket nyit a non-invaziv molekuldris
magzati diagnosztikdban.

A Jer-7 miRNS csaldd tagjai konstitutivan expressza-
lédnak a sziv- és érrendszer f&bb sejtjeiben, beleértve
a vaszkuldris simaizomsejteket, az endothel sejteket és
a koszoruér simaizomsejtjeit [12, 13]. Coppola és munka-
tarsai 2013-ban kisérletekkel bizonyitottik, hogy a /ler-7c
részt vesz a cardiomyogenesis szabilyozisdban: célpontja
egy olyan metil-transzeferdz enzim (EzA2), amely kulcs-
fontossdgu, szivfejlédést szabalyozé transzkipciés faktoro-
kat csendesit (ezdltal a miRNS serkenti a folyamatot) [14].
A let-7c prekurzora a humén 21-es kromoszémdn kddolt
(21p11.1). A Down-szindréma, mas néven 21-es triszémia
gyakran tirsul szivfejlédési rendellenességgel [15], ezért
Osszefiggés feltételezhetd a /er-7c megemelkedett képia-
szdma és a szivhibdk megjelenése kozott.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgilatok elvégzéséhez 28 virandéstdl gydjtottink
mintit. A 14 beteg eset (1. Téblazat) kivilasztisinal
az alabbi kritériumokat vettitk figyelembe: 1) a magzat
pozitiv echokardiografiai lelete, 2) citogenetikai vizsgdlat-
tal nem igazolédott aneuploida, 3) a spontin fogant ter-
hesség 4) nem ikerterhesség, 5) az anya kértdrténetében
nem szerepel kardiovaszkuldris megbetegedés. A kontroll
csoportban 14, a beteg csoporttal életkor és a vérvételkoi.
terhességi kor alapjan 6sszehasonlithaté virandés szerepelt

(2. T4ablazat).

miRNS extrakcio

Az anyai periférids vérmintdkat zart vérvételi rendszer se-
gitségével vettik le. A mintakat EDTA tartalmu csévekbe
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1. tablazat A betegcsoportban eléforduld sziviejlddési
rendellenességek

Minta-
szam

1

Szivfejlédési rendellenesség

Ventricularis Septum Defectus (VSD), Pulmonalis
Atresia (PA)

Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS), Aorta
Atresia (AA)

Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS), Aorta
Atresia (AA)
Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)
Univentricularis Sziv (UVH), Nagyér Transpositio
(TGA)
Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD),
Pulmonalis Atresia (PA) ‘
Pulmonalis Atresia (PA)
Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS)
Ventricularis Septum Defectus (VSD)

0 Hypoplasias Jobbszivfél Syndroma (HRHS)

1 Fallot Tetralégia (TOF), Kett6s kiaramlast Jobb

Kamra (DORV)

12 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)

13 Hypoplasias Balszivfél Syndroma (HLHS)

14 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)

2

(63}

= ©O© 00N O

2. tablazat A vizsgélatokban résztvevd édesanyék atlagos
életkora és a terhesség kora. VSzR: Veleszlletett szivfejlédési
rendellenesség, p: p-érték

VSzR (n=14) Kontroll (n=14) p
Anya életkora
(év) 32,5 (20-38) 31,5 (24-39) 0,33
Terhességi kor
(hét) 20,9 (15-25) 19,4 (13-33) 0,99

gytjtottikk. A vérmintakbol Eppendorf 5810 R (Eppendorf
AG, Hamburg, Németorszdg) tipusi centrifuga segitségé-
vel elvilasztottuk a plazmdt. A mintdkat 10 percig 2,500
rpm fordulatszimon, majd a leszivott feliluszét 10 percig
15,500 rpm fordulatszdimon centrifugaltuk. A plazmabél
miRNS extrakeiét végeztiink a NucleoSpin® miRNA Plasma
(Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszdg) kit
felhaszndldsdval, a gydrt6 leirdsinak megfelelGen.

Ossz-miRNS koncentraciomérés

A kapott mintdk 6ssz-miRNS koncentraciéjat Nanodrop
1000 UV-VIS spektrofotométer (Thermo Fischer Scientific
Inc., Wilmington, USA) segitségével hatdroztuk meg.
RNA-40 bedllitassal dolgoztunk, és az egyes mérésekhez
2 pl mintdt hasznaltunk fel.

cDNS szintézis és RT-PCR

A miRNS mintik reverz transzkipciéjat a miScript® II RT
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszdg) felhasznaldsdaval
végeztik el, a gydrtd lefrdsinak megfeleléen. A RT-PCR
reakciok kivitelezéséhez a LightCycler® FastSart DNA Mas-

ter SYBR Green I kitet (Roche Ltd., Penzberg, Németorszdg)
hasznaltuk. A reakciét a ler~7c miRNS-re és a kontroll #6
snRINS-re specifikus primerekkel (miRCURY LNA™ PCR
primer set, Exigon A/S, Vedbek, Ddnia) hajtottuk végre,
a gyartok leirdsinak megfelelden. A mérések sordn a globin
héztartasi gént alkalmaztuk kalibritorként, elére meghati-
rozott koncentréciokban (15, 1,5, 0,15, 0,015 ng/ul).

A RT-PCR reakcidkat a Light Cycler® 4.05 szoftver-
rel dolgoztuk fel. Az egyes mintikhoz tartozé ler-7c és u6
koncentriciékat Excel tdblizatban (Microsoft Co., Seatt-
le, USA) rogzitettik, és tovabbi szamitasokat végeztiink.
Az adatok normalizildsa a kovetkezd médon tortént:
az egyes mintdkban 1év8 /er-7c koncentraciét elosztottuk
az ugyanabban.a mintdban mért #6 koncentriciéval, majd
a kapott hdnyadost megszoroztuk az &sszes mintdban é4t-
lagosan mért 6 koncentraciéval.

Bioinformatikai analizis

A Uniprot [16] és a GeneOntology [17] internetes adat-
bazisok felhasznildsaval olyan fehérje kédolé géneket ke-
restiink, melyek részt vesznek a szivfejlédés szabalyozi-
saban. A kapott géneket a miRWalk [18] webszerverrel
vizsgiltuk tovdbb, amely t6bb miRNS-target predikcids
programot kombindl. Mi ezek kézil a Diana-microl
[19], miRanda [20] és Tarbase [21] eszkozoket alkalmaz-
tuk, amelyek kiilénféle paramétereket vesznek figyelembe
a predikcié kiszdmitdsinél (seed régié komplementarits,
konzerviltsdg stb.). A miRTarBase [22] adatbdzis segitse-
gével meghatdroztuk, hogy a prediktilt miRNS-mRNS
interakcidkat validdltdk-e valamilyen kisérleti médszerrel
(microarray, RT-PCR stb.). Az utolsé lépésben megvizs-
giltuk, hogy a prediktalt target gének koziil volt-e olyan,
aminek a mutdciéjit Osszefliggésbe hoztik sziviejlédési
rendellenességgel. Erre a célra a CHDWiki [23] adatbé-

zist alkalmaztuk forrasként.

Statisztika

A statisztikai elemzéseket a STATISTICA (StatSoft Inc.,
Tulsa, USA) szoftverrel végeztik el. Az eredményeket
atlagrszords formédban adtuk meg, esetenként megjele-
nitettiik a mediin, minimum, maximum és percentilis
értékeket is. A csoportok kozotti eltérések statisztikai
szignifikancidjat a Student-féle t-probdval szdamoltuk ki,
szignifikdns kilonbségnek a p<0,05 értéket vettiik.

EREDMENYEK
Ossz-miRNS koncentraciod

A spektroszképiai mérések alapjan minden anyai plazma-
mintibdl sikeres volt a miRNS extrakcié. A mintikban mért
6ssz-miRNS  koncentrdciékban nem mutatkozott szignifi-
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1. abra Az anyai plazma mintédkban mért 6ssz-miRNS
koncentraciok. 1-14: beteg, 15-28: kontroll

Szérasdiagram. Jeldlések: o: beteg mintak, +: kontroll mintak.
A mintakban mért 6ssz-miRNS koncentraciokban nem
mutatkozott szignifikans kilonbség a két csoport kozott.

kins kiilonbség a két csoport kozott, a kontroll mintdkban
dtlagosan 6,3622,11 ng/ul, a betegekben pedig 5,11+2,10 ng/
ul volt a miRNS koncentrécié (p=0,23) (1. Abra).

A let-7c mennyiségének meghatarozésa anyai
plazma mintakban

A miRNS expressziés vizsgilatok elvégzéséhez optima-
lizaltuk a RT-PCR reakciét. A moédszer segitségével ha-
tékonyan detektiltuk az #6 snRNS-t és a Jer-7c miRNS-t
anyai plazmiban. A kéros esetekben a /et-7c miRNS
mennyisége szignifikdnsan emelkedett a kontroll csoport-
ban mért mennyiséghez viszonyitva (2,81+3,70 ng/pl illet-
ve 0,01720,023 ng/pl) (p<0,05) (2. Abra).

A bioinformatikai analizis eredményei

A miRWalk webszerver alkalmazdsival a vizsgilt 407
gén dltal kédolt mRNS szekvencidk kozil 98 a hsa-ler-
7c miRNS lehetséges célpontja (legaldbb egy predikcis

program 4ltal megjésolt interakeid alapjin). Negyven-

2. abra A beteg és kontroll csoportban mért fet-7c miRNS
koncentraciok median értékei

Doboz abra. Jeldlések: o: 25-75% interkvartilis tartomany
(IQR), =: median, I: minimum és maximum értékek a normal
tartomanyban, *: kiugro értékek. A kéros esetekben

a let-7c miRNS mennyisége szignifikdnsan emelkedett

a kontroll csoportban mért mennyiséghez viszonyitva.

négyet ezek koziil mind a hdrom felhasznélt predikciés
program potencidlis célpontként hatirozott meg. A 44
taldlat kozil négyet validdltak kisérleti mddszerekkel
is: DICERI (Western blot [24]), TGFBRI1 (Western
blot, riporter esszé, RT-PCR [25]), NOTCH2 (jgene-
réciés szekvendlds [26], 3. Abra) és TAZ (Gjgenerdcids
szekvendlds [26]); 6 gén muticidja szivfejlédési rendel-
lenességhez vezet: ACVR2B (non-szindromikus VSzR
[27]), CHD7 (CHARGE szindréma [28]), HAND2 (non-
szindromikus VSZR [29]), NOTCH?2 (Alagille szindréma
[30]), SH3PXD2B (Frank-Ter Haar szindréma [31]) és
TBXS5 (Holt-Oram szindréma [32]) (3. T4blézat).

MEGBESZELES

A humién keringésben fellelheté szabad miRNS-ek szintje
relative 4llandé és stabilitdsukat szélsGséges korilmények

3. tablazat A /et-7c miRNS szivfejlédési rendellenességgel kapcsolatba hozhatd prediktalt célgénjei

Szivfejlédési

Gén neve miRNS neve Predikcio (3/#) Validalas )
rendellenesség

ACVR2B let-7¢c-5p 3 nem igen

CHD7 let-7c-5p 3 nem igen

DICER1 let-7c-5p 3 igen nem

HAND2 let-7c-5p 3 nem igen

NOTCH2 let-7c-5p 3 igen igen
SH3PXD2B let-7¢c-5p 3 nem igen

TAZ let-7c-5p 3 igen nem

TBX5 let-7c-5p 3 nem igen

TGFBR1 _let-7c-5p 3 igen nem
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3. abra hsa-let-7c - NOTCH?Z interakcio (forras: miRTarbase)

Alet-7c miRNS és a NOTCH?Z fehérje kdzott feltételezett szabalyozasi kapcsolatrendszer sémaja.
Az abréan lathato, hogy a miRNS mely més gének expresszidjat szabalyozza, illetve hogy a fehérje milyen egyéb miRNS-ek
szabélyozasa alatt &ll. A vonalak vastagsaga a validalasi médszer megbizhatbsagat jeldli: vastag: erés bizonyiték (pl. RT-PCR),

vekony: kevésbé erds bizonyiték (pl. Ujgeneracids szekvenalas).

kézott is megérzik. Ezen tulajdonsdgainak készonhetsen,
a keringd miRNS-ek potencialis biomarkerként szolgdl-
hatnak kiilénb6z8 kérképek esetében. Azok a miRNS-ek,
amelyek a terhesség ideje alatt expresszdlédnak a placen-
tdban, nagy valdszintiséggel kimutathatéak az anyai ke-
ringésben. Szdmos olyan taldlhaté kézottik, amely részt
vesz a szivfejlédés folyamatdnak szabdlyozisdban, ezaltal
Osszefiiggésbe hozhat a szivfejlsdési rendellenességekkel.
A Jet-7 miRNS csaldd tagjai (13 db miRNS, kéztik
a ler-7c) konstitutivan expresszdlédnak a sziv- és érrend-
szer f6bb sejtjeiben, beleértve a vaszkuliris simaizom sej-
teket, az endothel sejteket és a koszortér simaizom sejtjeit
[12]. Babiarz és munkatirsai 2012-ben hiPSC (human
induced pluripotent stem cells) eredetii “szivizomsejteken
transzkiptomikai vizsgélatot végeztek, melynek eredmé-
nyéil azt kaptik, hogy a /er-7 miRNS csaldd egy fontos
csomépontja a cardiomyocyta differenciciét szabélyozé
miRNS-mRNS hilézatnak [13]. A /Jer-7 miRNS csaldd
tagjai fokozottan expresszalodnak a méhlepényben [33],
ezért feltehetSen megtaldlhatéak az anyai keringésben is.
Coppola és munkatirsai 2013-ban kisérletekkel bizo-
. nyitottik, hogy a /es-7c részt vesz a cardiomyogenesis sza-
bilyozisiban: célpontja egy olyan metil-transzeferiz enzim
(Ezh2), amely kulcsfontossigt, a szivfejlédésben szerepet
jatszé transzkipciés faktorokat csendesit (eziltal a miRNS
serkenti a folyamatot) [14]. Thum és munkatdrsai azt talal-
tak, hogy a /ler-7c expressziés mintizata nagy hasonlésigot
mutat krénikus szivelégtelenségben és magzati szivben. Eb-

b6l arra kévetkeztettek, hogy a betegség a fetilis gén prog-
ram reaktiviciGjaval jellemezhets, és ezt a valtozast vélhe-
téen miRNS-ek (koztik a ler-7c) idézik el [34].

Az dltalunk végzett bioinformatikai analizis eredmé-
nyei szerint a NOTCH2 gén a Jer-7c miRNS fontos cél-
pontja (3. Abra) és a gén csendesitése szivfejlédési rend-
ellenességhez vezethet: a gént a felhasznilt predikciés
programok a hsa-let-7c potenciélis célpontjaként hatdroz-
tdk meg; kisérletesen validdltdk a miRNS-mRNS interak-
ciét [26]; tovabb a gén muticiéja a sziv hibds fejlédéséhez
vezet. A NOTCH?2 fontos szerepet jitszik a velécsé ere-
detd vaszkuldris simaizom sejtek proliferaciéjanak szaba-
lyozdsdban és nélkiilozhetetlen a sziv kidraml4si palydja-
nak megfelel kifejlédéséhez [35]. Az Alagille szindréma
(OMIM:610205) szivfejlodési rendellenességgel tarsuls
komplex, domindnsan 6r6kl6ds kérkép. A betegség kiala-
kuldsinak oka a Notch szignalizaciés ttvonal diszfunk-
cidja, melyért legtdbbszdr a JAGI gén muticiéi, kisebb
részben pedig a a NOTCH?2 gén muticiéi tehetdk felelgssé
[30]. Mc Daniell és munkatirsai olyan csaladokat vizsgil-
tak, amelyek ép JAG1 génnel rendelkeztek. A NOTCH?2

- gén hibdit két csalidban fedezték fel: az egyik esetben

a 33. exonsplice akceptor helyét érinti a muticié (c.5930-
1G>A); a misik esetben a 8. exonban taldltak non-szi-
nonim mutdciét (¢.1331G>A). A Hajdu-Cheney szind-
réma (OMIM:102500) egy ritka, autoszémalis domindns
médon 6roklsds kotdszoveti rendellenesség. F6 jellemzéje
az acro-osteolysis, mely gyakran tirsul polycystas vese-
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betegséggel és szivfejlédési rendellenességgel. A korkép
megjelenését legtobbszoér a NOTCH2 gén mutdcidi okoz-
zdk [36,37]. Ez a tény tovibb erdsiti azt a feltevésiinket,
miszerint a géntermék hidnya hozzdjirulhat a sziv hibds
fejlédsséhez.

Mindezek alapjén arra kévetkeztettiink, hogy a /let-7c
miRNS a velesziiletett szivfejl6dési rendellenesség poten-
cidlis biomarkere, és a kozeljovében a magzati szivultra-
hanggal kombindlva alkalmazhaté lehet a betegség kiszl-

résére.
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