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OSSZEFOGLALAS

Célkitiizés: A napjainkban alkalmazott prenatalis szlir6vizsgalatok biokémiai markerek vizsgilatin és az ultrahang vizs-
gélatokon alapulnak. A velesziiletett szivfejlédési rendellenességek (VSzR) szlirésére napjainkban nem 4ll a rendelkezé-
stinkre megbizhat6 biomarker. A mikroRNS-ek (miRNS) t6bb, a szivfejlédés folyamatiban résztvevs gén expresszidjit
is befolyasoljak. Vannak koéztiik olyanok, amelyek kimutathatéak az anyai keringésben, ezaltal potencidlis biomarkerként
szolgalhatnak. A kutatds keretében a miR-992 miRNS expressziéjat vizsgaltuk anyai plazma mintikban.

Anyagok és modszerek: A vizsgilatok elvégzéséhez 37 virandés nétdl gytjtottiink periférids vérmintat. A betegcsoportot
20 olyan vdrandés alkotta, akiknek a magzata VSzR-ben szenvedett, a kontroll csoportot 17 egészséges magzatot hor-
dozé virandés alkotta. Az anyai plazmamintikbSl miRNS extrakciot végeztiink, majd a cDNS szintézist kovetéen RT-
PCR médszerrel meghataroztuk a miR-99a koncentricidjit.

Eredmények: A két csoport plazmami stawvan mért 6ssz-miRNS koncentriciékban (5,54+1,99 ng/ul vs. 6,40£1,69 ng/
pl) nem mutatkozott szignifikins kiilonbség. A miR-99a expressziés analizise sordn azt tapasztaltuk, hogy az lényegesen
nagyobb koncentriciéban van jelen a beteg gyermeket hordozé virandésok plazmamintdiban: 0,0178+0,0353 ng/pl vs.
0,00110,0035 ng/l (p<0,05).

Kivetkeztetések: Eredményeink szerint a miR-99a miRNS valészinileg részt vesz a szivfejlddés folyamatinak szabélyoza-
saban. A miRNS rendellenes expresszidja szivfejlédési rendellenesség jelenlétére utal, és ennek koszonhetéen alkalmaz-
haté lehet a betegség noninvaziv prenatdlis markereként.
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mikroRNS, velesziiletett szivfejlédési rendellenesség, noninvaziv prenatilis diagnosztika

Lars Kehler, Orsolya Bir6, Levente Lazar MDt, Julianna Hajdu, MD, Sara Balogh, MD, Janos Rig6 jr., MD,
Bélint Nagy, MD. - '

Hsa-miR-99a levels in maternal plasma in case of fetal congenital
heart defects

ABSTRACT

Introduction: 'The current standard prenatal screening is mostly based on biochemical marker tests and the use of ultra-
sonography to determine the health status of the fetus. There is no secure stand-alone screening marker for cdngcnital
heart defects (CHDs). Micro-RNAs (miRNAs) are associated with cardiogenesis which enter the maternal peripheral
bloodstream during pregnancy and allow for non-invasive prenatal testing (NIPT). This study investigated the plasma
expression profile of fetal hsa-miR-99a in maternal blood.

Materials and methods: Peripheral blood samples were collected from 37 pregnant women, comprising 20 with CHD-pos-
itive fetuses and 17 with CHD-free controls. MiRNAs were isolated from maternal serum and quantitative real-time

PCR was carried out to determine the expression of hsa-miR-99a.
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Results: While the miRNA concentrations were almost the same in the affected and control groups (5.54 ng/uL vs.
6.40 ng/uL), we found significantly up-regulated hsa-miR-99a levels in the affected group (0.0178+0,0353 ng/uL vs.

0.0011£0,0035 ng/uL, p<0.05)

Conclusion: According to our study, hsa-miR-99a is likely to be involved in cardiac malformation and serves a distin-

guished regulatory purpose during fetal development, and therefore presents as an intriguing candidate for monitoring

cardiomyogenesis and potential use as a NIPT-biomarker for fetal CHD.
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BEVEZETES

A velesziletett szivfejlédési fendellenességek (VSzR)
a leggyakoribb velesziiletett fejlédési rendellenességek
kozé tartoznak, az élve sziiletések kortlbelul 1%-iban
fordulnak el6 [1]. A rendellenességek korai felismerése le-
het6vé teszi a hdzaspdr felkésziilését és a betegség prog-
nézisinak korai megitélését és bizonyos esetekben a meg-
sziiletést kovets mitétekre torténd felkészilést.

A perinatilis elhaldlozdsok 20%-dban valamilyen fej-
16dési rendellenesség tehetd feleldssé. Az ujsziléttkori
esetek mintegy 28%-4ban, az elsé 2-12. hénap sordn be-
kévetkezd haldlesetek 50%-4ban van szerepe a sziv hi-
bis fejlédésének [2,3]. A betegséggel sujtott djsziilottek
tobb mint felének kritikus az édllapota és legtobbszor se-
bészeti beavatkozdsra van sziikségik [4,5]. Gyakoriak
az oxigenizdciés zavar éltal kiviltott masodlagos kovet-
kezmények, mint példdul az idegrendszer kirosoddsa [6].
Az American Heart Association (AHA) szerint a stlyos
szivfejlédési rendellenességek tobb mint felénél, az eny-
hébb formak esetén 25%-os eséllyel fordul elé idegrend-
szeri érintettség [7].

A VSzR sziirési médszere a magzati echokardidgrifia.
A vizsgilat optimélis id6pontja a 18-20. terhességi hét.
Az ultrahangot végzé szakorvos szakképzettségétSl nagy-
ban fiigg a médszer hatékonységa [8]. A nagy tapasztalat-
tal rendelkez8 vizsgdlok esetében a vizsgilat szenzitivitdsa
eléri a 90%-ot, ugyanakkor az dtlagos detekcids rita ettl
jéval alacsonyabb [9,10].

A sziv fejlédési rendellenességeinek kiszlirésében szin-
tén fontos szerepe van az elsé trimeszteri Kiterjesztett

1. tablazat Ossz-miRNS koncentrécio a beteg- és kontroll
csoportban

ultrahang sz(révizsgalatnak [11]. A vizsgilatot a 11-13.
terhességi héten végzik. A vizsgdlat része a magzati tar-
kéredd (NT), valamint egyebek kozétt a magzati sziv
vizsgilata. A mddszer megbizhatésiga tébb paramétertél
is fiigg, mint példdul a megfelels ,cut-oft” érték meghatd-
rozdsa és az el6z8ekhez hasonléan, a vizsgdlé orvos felké-
sziltsége [12,13].

Az elmult évtizedekben osszefiiggést mutattak ki a ter-
hesség alatt vizsgilt egyes szérum markerek és a veleszii-
letett szivhibak megjelenése kozott: az emelkedett szintd
B-hCG és a csokkent szintG PAPP-A a betegség jelenlé-
tére utal [14]. Az elébbi markercket rutinszertien alkal-
mazzik a Down szindréma szirésére, ugyanakkor ezen
biomarkerek specificitisa VSzR-ek esetében nem standar-
dizalt [15].

Az elmult években a prenatélis diagnosztikai kutatdsok
kézpontjiban az anyai keringésben fellelhetd magzati ere-
detd szabad nukleinsavak llnak. F6 forrdsuk a méhlepény
trophoblastsejtjeinek apoptézisa, mely sejtek a terhesség
alatt folyamatos kapcsolatban dllnak az anyai vérkeringés-
sel. A szabad nukleinsavak vérvétel utjin hozzaférhetdek,
vizsgélatuk nem jelent a magzatra veszélyt.

Azok a mikroRNS-e¢k (miRNS), amelyek a terhesség
ideje alatt expresszdlédnak a lepényben, nagy valdszind-
séggel kimutathatéak az anyai keringésben is. Szdmos
olyan taldlhaté kozottiik, amely a részt vesz a sziviejlédés
folyamatdnak szabdlyozdséban, ezdltal osszefliggésbe hoz-
haté a szivfejlédési rendellenességekkel [16,17]. Az ilyen
tulajdonsdgokkal rendelkez8, magzati eredetd miRNS-ek
vizsgélata 4j lehet8ségeket nyit a non-invaziv molekularis
magzati diagnosztikaban [18].

2. tablazat A miR-99a koncentracio a beteg- és kontroll
csoportban

6ssz-miRNS Beteg csoport K& :troll
koncentracio (ng/ul) (n=20) csoport (n=17)
Atlag ()() 5,54 6,40

Szoéras (o)(o) 1,99 1,69

Median (m)(m) 5,50 5,90

miR-99a Beteg csopert  Kontroll
koncentracioé (ng/ul) (n = 20) csoport (n=17)
Atlag (%)(%) 1,78 x 102 1,08 x 10
Szorés (o)(c) 3,563 x 102 3,64 x 1073
Median (m)(m) 6,44 x 10° 0,00 x 10
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A miRNS-ek rovid 20-24 nukleotid hosszusdgu, fehér-
jét nem kédolé RNS molekulédk. Fontos szerepet toltenek
be az eukariéta gének expresszidjanak poszttranszkripcids
szabilyozdsdban. Becslések szerint a humdn genom tSbb
mint 1000 miRNS-t kédol, és a fehérje gének koriilbeliil
1/3-a miRNS-szabilyozis alatt 41l [19,20]. Hatdsukat ne-
gativ regulacié révén fejtik ki: az mRNS szekvencidk nem
transzldléds végéhez (3’'UTR) kotédve gitoljak annak
transzlaciéjat [21].

A miRNS-eket kédolé gének a genom intra- €s
intergénikus régiéiban taldlhatéak. A legtobb esetben
a fehérjét kédolé gének intronikus szakaszain lokalizalod-
nak, amelyek a transzkripcié sordn kivigédnak az mRNS
eléalakbol. Ezek a miRNS gének a kédolé exonokkal azo-
nos, értelmes” DNS szilon helyezkednek el, és mivel 6n-
ill6 prométerrel nem rendelkeznek, ezért »gazda” génnel
egyiitt irédnak 4at. A miRNS-cket kodolé gének kisebb
része 6nallé transzkripcids egységként miikodik, ezek a ge-
nom nem kédol, intergénikus régidiban taldlhatéak [22].

Kiilonbozé 4allatmodelleken végzett kisérletek alapjin
elmondhaté, hogy a miRNS-ek 4ltal szabdlyozott utvo-
nalak hibdinak kovetkeztében silyos fejlédési rendelle-

" nességek és/vagy korai elhaldlozds kovetkezhet be [23].
A miRNS-ek éréséhez sziikséges Dicer enzim hidnydban
(loss-of-function mutacié, knock out) zavar 1ép fel a korai
és kés6i embriogenezisben valamint a sejt differencialédasi
folyamatokban [24].

A munkink sorin célkitizésink volt a mir-99a
miRNS szerepének tanulmanyozisa a szivfejlodési rendel-
lenességekben. Ennek keretében expresszios vizsgilatokat
végeztiink anyai plazma mintdkban,a késébbi klinikai al-
kalmazds megalapozisa céljabol.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgilatok elvégzéséhez 37 vérandéstol gydjtottiink

periférids vérmintdt.A beteg csoportot 20 olyan varandés

alkotta, akiknél a magzati echokardiogrifia szivfejlédési
rendellenességet mutatott. A kontroll csoportot 17 egész-
séges magzatot hordozé anya alkotta, akiknél a rutin szi-
lészeti ultrahang vizsgilat sorin nem mutatkozott kéros
eltérés. A beteg csoportban a virandésok dtlag életkora
30,82+5,8, a kontroll csoportban 325,11 év volt. A vizs-
gilatok elvégzésekor a terhességi kor a beteg csoportban
21,12+4,56, a kontroll csoportban 21,18+5,93 hét valt.
A vizsgalt terhesek kardiologiai stitusza normdl volt.

Vérvétel és plazma elvalasztas

Az anyai periférids vérmintdkat 2x9 mL-es EDTA tartal-
mi csévekbe gydjtottik. A vérmintikbdl Eppendorf 5810
R (Eppendorf AG, Hamburg, Neémetorszdg) tipust centrifuga

segitségével elvilasztottuk a plazmat. A mintikat 10 percig
2,500 rpm fordulatszdmon, majd a leszivott feliliszét 10
percig 15,500 rpm fordulatszamon centrifugiltuk 4°C-on.
Az igy nyert plazmamintdkat 1,5mL-es Eppendorf csévek-
ben, -80°C-on taroltuk a tovabbi feldolgozésig.

miRNS extrakcio

Hairomszdz mikroliter plazmdbdl miRNS extrakeiét végez-
tiink a NucleoSpin® miRINA Plasma (Machery-Nagel GmbH
€8 Co. KG, Diiren, Németorszdg) kit felhasznaldsaval, a gyar-
t6 leirdsinak megfelelsen. A kapott mintik 6ssz-miRINS
koncentriciéjat Nanodrop spektrofotométer (Thermo Fischer
Scientific Inc., Wilmington, USA) segitségével hatdroztuk
meg. A plazmibdl t5rténd izoldlds monitorizdldsdhoz ugy-
nevezett spike kontrollt hasznilunk, mert a Nanodroppal
valé meghatdrozis nem elég pontos.

Reverz transzkripcié és kvantitativ RT-PCR

A miRNS minték reverz transzkripci6jat a miScript® I1
RT Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszdg) felhasz-
nilasival végeztik el, a gyirtd leirdsinak megfelels-
en. A RT-PCR reakcidk kivitelezéséhez a LightCycler®
FustSart DNA Master SYBR Green I kitet (Roche Ltd.,
Penzberg, Németorszdg) haszniltuk. A reakciét a miR-
992 miRNS-re és a kontroll #6 snRNS-re specifikus
primerekkel (miRCURY LNA™ PCR primer set, Exigon
A/S, Vedbek, Dinia) hajtottuk végre, a gyirték leirdsi-
nak megfeleléen. A miR-992 miRNS target szekvencidja:
5-AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG-3. A globin
gén higitési sora (15, 1,5, 0,15, 0,015 ng/pl) segitségével
standard gorbét készitettiink, mely alapjin kiszdmitot-
tuk a miR-99a és a kontroll #6 snRNS pontos mennyi-
ségét. Az utébbit az adatok normalizildsihoz alkalmaz-
tuk. A globin gén meghatdrozdsa a pontos koncentricik
kiszdmitisdhoz volt sziikséges a higitdsi sornil kapott C,
értékek alapjan.

Statisztikai analizis

Az eredményeket dtlagtszérds formdban adtuk meg.
A statisztikai elemzéseket az Excel 2011 14.4.6 (Microsoft,
Seattle, USA) verzidjaval végeztik el. A csoportok kozotti
eltérések statisztikai szignifikancidjat a Student-féle t-pré-
baval szamoltuk ki, szignifikins kilonbségnek a p<0,05
értéket vettiik.

EREDMENYEK

Ossz-miRNS koncentracié

Az 6sszes mintdban az édtlagos 6ssz-miRNS koncentra-
ci6 5,92+1,89 ng/ul volt. A kontroll mintdkban étlago-
san 6,40+1,69 ng/pl, a betegekben pedig 5,541,99 ng/ul
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koncentriciét mértiink (1. sz. T4bldzat). Nem volt szig-
nifikins kilonbség a két csoport plazma mintdiban mért
0ssz-miRNS koncentraciékban.

A miR-99a expresszibdja anyai plazma mintakban

Az dsszes mintdban az dtlagos miR-99a miRNS koncent-
racié 1,05x102+2,76x102 ng/ul volt. A kontroll mintdkban
atlagosan 1,08x107°+3,54x107° ng/ul, a betegekben pedig
1,78x102£3,53 x 10 ng/ul koncentriciét mértink (2. sz.
Tablazat). A miR-99a expresszi6ja szignifikinsan maga-
sabb volt beteg mintik esetében (p<0,05).

MEGBESZELES

A vizsgalataink sordn meghatiroztuk a miR-992 miRNS
expressziéjit anyai plazma mintdkban, amely lényegesen
magasabb a beteg gyermeket hordozé viranddsok eseté-
ben.

Hasonl6 jellegli kutatist végeztek Lizdr és mtsai, és
azt tapasztaltik, hogy a /er-7c miRNS szintén fokozot-
tan fejezédik ki a VSzR-es magzatot hordozé virandésok
keringéséten [25]. A két miRNS egy klaszterben helyez-
kedik a 21-es kromoszéma hosszu karjin (21q21.1), és ez
magyardzhatja a megfigyelt a viltozdsokat.

Coppola és mtsai kisérletesen bebizonyitotték, hogy
a miR-99a/let-7c miRNS klaszter részt vesz a cardiomyo-
genesis finomhangoldsiban, hatdsukat epigenetikai fakto-
rok szabilyozdsa révén fejtik ki [26]. A kutatds keretében
elvégezték a két miRNS expressziés vizsgilatit Down-
szindrémds magzatok szivszévet mintdin, és a plazma
mintikban megfigyeltekhez hasonlé expressziés szint
emelkedést tapasztaltak.

Egy hdrom évnél fiatalabb szivdefektussal sujtott gyer-
mek kezelési koltségei 10-20-szorosa is lehet egy ugyan-
olyan koru, szivét tekintve egészséges gyermeknek [27].
Connor és mtsai megfigyelései szerint a kezeléssel jird
koltségek a csaldd mindennapjait nagyban rﬁegnehezitik,
tovabba folyamatos lelki megprébaltatisoknak vannak ki-
téve [28].

Az ultrahang vizsgilat képmindsége jelentésen csok-
ken tulsullyal rendelkezd viranddsok esetében. A tul-
sulyos vérandésok arinya noévekedd tendencidt mutat,
Franciaorszagban kortlbelul 10%, az Amerikai Egyesilt
Allamokban pedig meghaladja a 28%-ot is [29,30]. Ebbsl
kifolyélag nagy az igény az olyan biomarkerekre, amelye-
ket a magzati szivultrahanggal kombindlva kisztrhetSek
a magas kockdzatd varandésok és névelhetd a vizsgilat ta-
lélati pontossdga.

Az embriondlis fejlédés sordn az elséként kialakuld
szervek kozott van a sziv [31]. A magzati sziv-és érrend-
szer fejlédése kilonbozé trankszkripciés faktorok irdnyi-

tisa alatt 4ll, melyek a szigndl transzdukcids jelatviteli
rendszerek utasitdsait a génexpresszié szabilyozasin ke-
resztil valdsitjdk meg. Ha a halézat valamely eleme ké-
rosodik, példdul muticié éltal, szivfejlédési rendellenesség
alakulhat ki [32]. A fejlédési rendellenességek a sziv ki-
1onb6z8 részeit érinthetik és a kis eltérésektél (minor ano-
milidk) a haldlos kimenetelt okozé formédkban is jelent-
kezhetnek [33].

Az elmult években szdmos olyan specifikus miRNS-t
azonositottak, melyek részt vesznek a szivfejlddés fo-
lyamatdnak szabédlyozdsiban. Ezek kozé tartozik a szé-
les koérben tanulményozott izomspecifikus miR-1/miR-
133 Kklaszter, melynek tagjai ellentétes hatdst fejtenek ki
a kardiogenezis folyamdn: a miR-1 elGsegiti az epithelium
sejtek szivizomsejtekké valé differenciaciéjit, mig a miR-
133 gitolja ugyanezt a folyamatot [34,35]. Az dgynevezett
»myomiR”-ok (miR-208a, miR-208b és miR-499) neviiket
az Gket kodolé myosin génekrsl kaptik. Olyan folyama-
tok finomhangoldséban vesznek részt, mint a kardidlis
remodelling és az izomrostok myosin koncentriciéjinak
meghatirozdsa [36].

A miR-99a miRNS-t eddig leginkdbb onkolégiai ku-
tatdsok részeként vizsgaltdk, habir sziletett néhdny olyan
tanulmény is, ahol a miRNS szivfejlédésbeni szerepét tag-
laltdk. A legtébb cikk a myocardialis infarktus utdn be-
kovetkezd gydgyuldsi folyamatokra 6sszpontosit, amelyek
sordn a miR-99a fokozottan expressziét mutat.Vizsgdla-
taink alapjin eenek amiRNS-nek az expresszidja lénye-
gesen megndtt a beteg gyermeket hordozé varandésok
keringésében. Tovébbi, nagyobb csoporton végzett vizsga-
latok sziikségesek ahhoz, hogy a miRNS szivfejlédésben
jatszott szerepét megerGsitsiik, és hogy a késébbiekben
a velesziilett szivfejlédési rendellenességek egy lehetséges
biomarkere legyen.

Erdekeltségi nyilatkozat:

A szerz8knek nincsenek érdekeltségei.
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