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Sodobna uporaba analize
zunajceliénih nukleinskih kislin
v laboratorijski medicini

Contemporary use of cell-free nucleic acids analysis
in laboratory medicine

Povzetek: Zunajcelicne nukleinske kisline so nukleinske kisline, ki se nahajajo v plazmi, serumu, pa tudi v drugih bioloskih vzorcih zunaj celic.
Njihova analiza omogoc¢a neinvaziven vpogled v tkivo oziroma organ, iz katerega zunajceli¢ne nukleinske kisline izhajajo. V prispevku je
predstavljena sodobna uporaba kvantitativne in kvalitativne analize zunajceli¢nih nukleinskih kislin v laboratorijski medicini. V prvem delu je na
primeru plju¢nega raka predstavljen kronolo8ki razvoj razli¢nih analitskih pristopov, v drugem pa uporaba na podro¢ju neinvazivne prenatalne
diagnostike genskih in genomskih sprememb ploda ter bolezni oziroma zapletov v nosecnosti. V zadnjem delu prispevka so navedeni izbrani
primeri uporabe na ostalih podrogjih laboratorijske medicine. Analiza zunajceli¢nih nukleinskih kislin v laboratorijski medicini pomeni sodobno
raziskovalno orodje, zanimiv strokovni izziv ter alternativo oziroma dopolnilo analitiki proteinov.

Kljucne besede: izvencelicne nukleinske kisline, analiza, uporaba, laboratorijska medicina

Abstract: Cell-free nucleic acids are nucleic acids in plasma, serum or in cell-free fraction of various others biological fluids. Their analysis offers
noninvasive inspection of the tissue or organ of their origin. The paper reviews contemporary use of quantitative and qualitative analysis of cell-
free nucleic acids in laboratory medicine. The first part sumarises chronologic development of major analytical approaches to cell-free nucleic
acids analysis in the case of medical assessment of lung cancer patients. The second part presents the use of cell-free nucleic acids analysis
in noninvasive diagnosis of gene and genome alterations of the fetus and diseases and complications of pregnancy. The last part indicates the
prominent examples of its use in the other areas of laboratory medicine. Cell-free nucleic acids analysis in laboratory medicine means a novel
research tool, an interesting professional challenge and alternative or supplement to protein analysis.
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oligo-nukleosomov, proste in vezane na plazemske proteine.
Koncentracije zNK v telesnih tekoCinah so rezultat ravnotezja
mehanizmov spro$¢anja iz celic (fizioloska ali patoloska apoptoza, liza,
nekroza ali Se ne dovolj pojasnjen mehanizem aktivnega izlo¢anja) in
mehanizmov  odstranjevanja (razgradnja z endonukleazami,
odstranjevanje s celicami retikuloendolelnega sistema in makrofagi).
Mehanizmi odstranjevanja so zelo ucinkoviti (razpolovna doba
eksogenih nukleosomov v krvi je le nekaj minut), vendar pa vezava zNK
na proteine proces mo¢no upocasni. V plazmi zdravih ljudi sta nivoja
koncentracije zDNA do 50 pg/L in zZRNA do 250 ug/L, pri bolnikih pa

1 Uvod

Zunajceli¢ne nukleinske kisline (zNK in njihove podvrste, kot so zDNA,
zRNA, zmRNA itd.) so nukleinske kisline, ki se nahajajo v plazmi,
serumu, pa tudi v drugih bioloskih vzorcih zunaj celic (urin, likvor,
bronhialni izpirek itd.) (1-3). Odkrila sta jih Mandel in Metais leta 1947
(4). Dolgo neopazeno odkritje je ponovno pritegnilo pozornost v
sedemdesetih letih, zaradi odkritja zvi§anih koncentracij zDNA v plazmi
bolnikov s sistemskim eritematoznim lupusom (systemic lupusom
erythematosusom) in kasneje v serumih rakavih bolnikov, Se posebej

tistih z napredovano obliko bolezni. Prou¢evanje zNK se je znova
razmahnilo v devetdesetih letih, z razvojem novih analitskih metod za
kvalitativno analizo DNA in kasneje metod za analizo mRNA (2).

zNK imajo lastnosti celi¢nih NK, le da so fragmentirane. Tako na primer
je zDNA dvoverizna, nizkomolekularna skupina molekul velikosti od 0,5
do 21kb, strukturno povezanih s histoni v mono- in oligonukleosome.
zNK se v plazmi lahko nahajajo v obliki apoptoti¢nih telesc, mono- in

lahko v obeh primerih preseze 3000 ug/L (3).

Analiza zZNK omogoc&a neinvaziven vpogled v dogajanje v tkivu oziroma
organu, iz katerega zNK izhajajo. Njihova analiza predstavlja alternativo
oziroma dopolnilo k analitiki proteinov. Danes se intenzivno proucuje
uporaba kvalitativne in kvantitativne analize zZNK predvsem v tumorski
in prenatalni diagnostiki. NajnovejSe strokovne objave pa nakazujejo
neizmerne potencialne moznosti nadaljnje uporabe.
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Namen prispevka je predstaviti sodobno uporabo kvalitativne in
kvantitativne analize zNK v laboratorijski medicini. V prvem delu je na
primeru pljucnega raka predstavljen kronoloski razvoj razli¢nih
analitskih pristopov. V drugem delu je predstavljena sodobna uporaba
na podro¢ju neinvazivne prenatalne diagnostike genskih in genomskih
sprememb ploda ter bolezni oziroma zapletov v nose¢nosti. V zadnjem
delu prispevka pa so navedeni izbrani primeri uporabe na ostalih
podrogjih laboratorijske medicine.

2 Obravnava bolnika s pluénim
rakom

Pljucni rak je po stopnji smrtnosti med najbolj nevarnimi oblikami raka
na svetu. Najvecji problem predstavlja pomanjkanje klinicno uporabnih,
ucinkovitih, neinvazivnih metod za zgodnje odkrivanje ter presejanje
asimptomatskih posameznikov z visokim tveganjem. Kvalitativna in
kvantitativna analiza zNK odpira Stevilne nove moznosti neinvazivne,
zgodnje presejalne diagnostike bolezni, pridobivanja prognosti¢nih
podatkov in sledenja uspesnosti zdravljenja (5, 6).

Razli¢ne pristope k analizi zZNK pri obravnavi bolnikov s plju¢nim rakom
podaja Preglednica 1. Analitski pristopi v danem trenutku so bili
povsem odvisni od stopnje razvoja metod v molekularni biologiji, zato
ima pregled kronolo$ki znacaj. NajstarejSi analitski pristop je merjenje
koncentracije celotne zDNA v plazmi ali serumu, v katerem imajo
bolniki s plju¢nim rakom v primerjavi z zdravimi ljudmi zviSane
koncentracije zDNA, 8e posebej pri napredovani bolezni z
metastazami (7). Z razvojem kvalitativnih metod v molekularni biologiji
je bilo ugotovljeno, da ima zDNA rakavih bolnikov enake spremembe
kot DNA v tumorskem tkivu, iz katerega izhaja. Kvalitativna analiza
zDNA je pomembno izboljala diagnosti¢no specifi¢nosti metod, ki je
bila najpomembnejsi problem predhodnega analitskega pristopa. Med
spremembami v zDNA so najprej proucevali mikrosatelitske
nestabilnosti in izgubo heterozigotnosti, kasneje pa predvsem mutacije
v onkogenih in tumor-supresorskih genih, ki so znacilne za tumorsko
tkivo (na primer v genu kras ali tp53). Kadar je mutacija prisotna v
tumorskem tkivu, obstaja velika verjetnost njene prisotnosti tudi v zDNA
v plazmi. V primeru tumor-supresorskega gena tp53 je mutacija
prisotna v tkivu in odgovarjajo¢i zDNA v 73,1 %. Zaradi nizke
pogostosti posamezne mutacije v tumorskem tkivu je nov diagnosti¢ni
pristop zajemal analizo ve¢ mutacij v zDNA iz plazme isto¢asno. Tako
na primer so v zDNA iz plazme nasli vsaj eno od $estih genskih
sprememb pri 60,7 % bolnikih z nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom v
stadiju I, oziroma v 68,2 %, ¢e upostevamo le bolnike, ki so vsaj eno od
omenjenih sprememb imeli isto¢asno tudi v tumorskem tkivu (8).
Alternativa omenjenemu pristopu je analiza epigenetskih sprememb v
zDNA. V zDNA v plazmi so nasli hipermetilacijo gena dapk1 pri 39 %
bolnikih z nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom, vsaj eno spremembo
(hipermetilacijo gena dapk1, rassf1 ali pycard ali mutacije gena kras)
pa pri 74,5 % bolnikih oziroma v 82 %, Ce je bila vsaj ena od omenjenih
sprememb isto¢asno prisotna tudi v tumorskem tkivu (9). Razvoj
obratne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) je
omogocil nov analitski pristop. Omogoc¢ena je bila analiza tudi razli¢nih
podvrst zmRNA. Sprva so dolo¢ali zmRNA genov izrazenih pri mnogih
vrstah tumorjev, kasneje pa zmRNA genov s specifiénim izrazanjem v
primeru plju¢nega tumorja. Tako na primer so pri analizi seruma nasli
zmRNA gena hnrnpa2b pri 77,8 % bolnikih s plju€nim rakom in zmRNA

vsaj enega od genov hnrnpa2b in erbb2 pri vseh bolnikih (10). Ista
raziskovalna skupina je analizirala zmRNA omenjenih genov tudi v
bronhialnem izpirku in dosegla podobne uspehe (11). Pri tem je
pomembno predvsem spoznanje o moznosti analize zNK tudi v
razlicnih drugih bioloskih vzorcih (bronhialni izpirek, urin, likvor,
peritonealni izpirek itd.). Nov razvojni korak je omogocila verizna
reakcija s polimerazo v realnem ¢asu in moznost merjenja
koncentracije za plju¢ni tumor specificnih zmRNA. Pri bolnikih s
plju¢nim rakom so na primer izmerili vi§je plazemske koncentracije
zmRNA gena hnrnpaZ2b, kot pri bolnikih z benignimi pljucnimi boleznimi
in vi§je kot pri zdravih preiskovancih (12). Pri standardizaciji plazemske
koncentracije zmRNA gena hnrnpa2b glede na izrazanje gena za -
aktin so bile razlike med bolniki s plju¢nim rakom in kontrolno skupino
(bolniki z benignimi plju¢nimi boleznimi, na primer tuberkulozo, in
zdravi) Se moc¢neje izrazene (13). S tem je analiza zNK postala v osnovi
podobna klasi¢ni analizi tumorskih oznacevalcev. Vzporedno s
proucevanjem diagnosti¢ne uporabnosti novih analitskih pristopov na
trenutni stopnji razvoja biolosko-molekularnih analitskin metod se je
prouceval tudi njihov prognosticen pomen ter moznosti za boljse
spremljanje  zdravljenja bolezni. Na primer, na podrocju
farmakogenomike nam analiza zDNA v plazmi omogoc¢a neinvazivno
zaznavo bolnikov s pljuénim rakom rezistentnih na razli¢ne vrste
kemoterapije (14).

3 Prenatalna diagnostika
genskih in genomskih
sprememb ploda ter bolezni
oziroma zapletov v noseénosti

Analiza zNK ploda v krvi matere (pzNK in njegove podvrste, kot so
pzDNA, pzRNA, pzmRNA itd.) predstavlja vedji izziv od analize zZNK
pri rakavih bolnikih. V krvni obtok matere se sprostijo iz apoptoti¢nih
oziroma poskodovanih plodovih celic posteljice, na primer trofoblastov
in eritroblastov. Z danasnjimi analitskimi metodami jih lahko zaznamo
v 4. tednu nosecnosti, zanesljivo pa od 7. tedna dalje (15). Proti koncu
nosec¢nosti je v plazmi matere do 6 % pzDNA od celotne zDNA.

pzNK so specificen in obcutljiv oznacevalec genskih in genomskih
sprememb ter genskega izrazanja ploda. V primerjavi s horionsko
biopsijo ali amniocentezo omogoc¢a analiza zNK zgodnej$o in
predvsem neinvazivno diagnostiko bolezni ploda s prav ni¢ slabso
diagnosti¢no specificnostjo in obc&utljivostjo (16). Je tudi obetavnejsa
od poskusov izolacije in analize intaktnih trofoblastov ali eritroblastov v
krvi nosecnice (17). Posebnost pzNK je visoka fragmentiranost, kar v
postopkih izolacije kratkoveriznih DNA izkoriS¢amo za koncentriranje
pzDNA v primerjavi s celotno zDNA, Zal pa to preprec€uje detekcijo
obseznejih genskih sprememb ploda, kot so vecje delecje ali vstavitve
genov.

Primere zgodnje neinvazivne prenatalne diagnostike vrojenih in
prirojenih bolezni ter genskega svetovanja z analizo pzNK navaja
Preglednica 2. Mnogi laboratoriji za molekularno diagnostiko imajo
ute¢eno rutinsko dolo¢anje plodovega spola. Dokaz nukleotidnih
sekvenc kromosoma Y v plazmi matere pomeni moski spol ploda in
odsotnost nukleotidnih  sekvenc Zenski. Zgodnja diagnostika
plodovega spola se uporablja za izklju€itev dedovanja na kromosom X
vezanih recesivnih bolezni (hemofilija, misi¢na distrofija Duchenne,
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adrenoleukodistrofija itd.), ki jih je vseh skupaj priblizno 5 na 10000
rojstev. Dokaz Zenskega spola bolezen izklju€uje in zmanj$a potrebo
po invazivni prenatalni diagnostiki za 50 % (18). V primeru suma na
kongenitalno adrenalno hiperplazijo zgodnja doloCitev plodovega
moskega spola prepreci ali zmanjSa nepotrebno zdravljenje s steroidi,
ki se uporablja za preprecitev virilizacije pri zenskem plodu (19). Z
novim diagnosti¢nim pristopom lahko zanesljivo dolo¢imo spol v
primeru nenormalnega razvoja zunanjih spolnih organov, ko je
ultrazvoCna preiskava neuporabna. Analiza pzDNA omogoca relativho
enostavno diagnostiko monogenskih prirojenih bolezni, ki se dedujejo
avtosomno dominantno (Huntingtonova bolezen, ahondroplazija,
miotoni¢na distrofija), vendar le v primeru, ¢e je bolezen prisotna pri
ocetu in materi bolezni nima. V primeru prisotnosti bolezni tudi pri
materi pa je obvezna uporaba invazivnih diagnosti¢nih postopkov.
Diagnostika avtosomnih recesivnih monogenskih bolezni s pomoc¢jo
analize pzDNA je mo¢no omejena in sicer le na izkljuCevanje
dedovanja sicer redkih kombiniranih heterozigotnih oblik bolezni.
Dokaz odsotnosti okvarjenega ocetovega alela pri plodu, ki pa pri
materi ne sme biti prisoten, pomeni odsotnost kombinirane
heterozigotne oblike bolezni in izkljuCuje potrebo po invazivni
prenatalni diagnostiki v primeru bolezni kot so: cisti¢na fibroza, B-
talasemija, mnoge hemoglobinske variante — z izjemo hemoglobina S,
kongenitalna adrenalna hiperplazija, pa tudi klasi¢na oblika
galaktozemije. S tak$nim presejalnim pristopom lahko zmanj$amo
potrebo po invazivni diagnostiki za 50 % (20). Analiza pzNK veliko
obeta v diagnostiki aneuploidij. Kmalu bodo dosegljivi tudi prvi
komercialno dostopni diagnosti¢ni testi (21). Diagnostika v tem primeru
temelji na dolocitvi kolicinskega razmerja obeh alelov pri
heterozigotnem polimorfizmu posameznega nukleotida (SNP).
Predpogoj je analiza izklju¢tno genetskega materiala plodu in ne
matere. Analiziran gen mora biti na kromosomu proucevane
aneuploidije (v primeru diagnostike Downovega sindroma na
kromosomu 21). Primer je kvantitativha analiza heterozigotnih SNP-ov
v pmRNA gena plac4 (gen se nahaja na 21. kromosomu, izrazanje
gena pa poteka le v posteljici in je odraz genskih lastnosti ploda).

Koli¢insko razmerje heterozigotnih SNP-ov 1:2 je dokaz Downovega
sindroma, razmerje 1:1 pa pomeni, da sta kromosoma 21 dva, kar
sindrom izkljucuje (22). NajnovejSe instrumentalne tehnike (digitalna
verizna reakcija s polimerazo, dolo¢anje zaporedja s kvantifikacijo
Stevila oligonukleotidov) pa omogoca odkrivanje ze najmanjsih
spremenijenih koli¢inskih kromosomskih razmerij in sicer brez zahteve
po heterozigotnosti SNP-a in/ali lo¢be pzNK od zNK matere (23, 24).

Druga moznost prenatalne uporabe analize pzNK je neinvazivna
diagnostika bolezni in zapletov v nosecnosti ter prognosti¢na sklepanja
in ocenjevanje uspesnosti zdravljenja (primere navaja drugi del
Preglednice 2). Mnogi laboratoriji za molekularno diagnostiko imajo
ute€eno rutinsko dolo¢anje RhD statusa ploda. Dokaz nukleotidnih
zaporedij gena za RhD v plazmi RhD negativhe matere opozarja na
neskladnost v RhD med plodom in materjo (pojavi se v 10 % no-
se¢nostih) in na potrebo po ustrezni imunoprofilaksi za preprecitev
hemoliticne bolezni ploda; po drugi strani dokazana odsotnost njeno
potrebo izklju€uje. Nov diagnosti¢en pristop zmanjSa nepotrebno
uporabo imunoprofilakse za 40 % (25). Drug primer uporabe je
diagnostika in spremljanje motenj v rasti in razvoju posteljice, med
katerimi je najpomembnej$a preeklampsija (pojavi se v 5-10 %
nosec¢nostih). Koncentracija pzDNA v plazmi nosecnice poraste za 2
do 3-krat Ze pred pojavom preeklampsije in je v ¢asu bolezni zviSana
2 do 14-krat (26). Kljub temu pa je zaradi velike bioloSke variabilnosti
koncentracije pzDNA v plazmi matere in vpliva mnogih dejavnikov
(teza matere, rasa itd.) uporaba omenjenega pristopa v presejalne
namene pri asimptomatskih nosecnicah vprasljiva. Kvantifikacija
pzmRNA gena za y globin v plazmi matere je lahko dokaz in ocena
obsega feto-maternalne krvavitve.

Najpogosteje uporabljena instrumentalna tehnika na podro¢ju analize
pzNK je verizna reakcija s polimerazo v realnem casu, zaradi
enostavne dostopnosti, preiskusene dobre specificnosti in ob&utljivosti
ter moznosti analize vecjih serij. Z dolo¢enimi spremembami le ta
metoda omogoca tudi doloCanje metiliranih zNK. Hiter razvoj
instrumentalnih  tehnik ter uvajanje dosezkov elektronike in

Preglednica 1: Razlicni pristopi k analizi zunajceli¢nih nukleinskih kislin (zNK in podvrst, kot so zZDNA, zZRNA, zmRNA itd.) pri obravnavi

bolnikov s plju¢nim rakom.

Table 1: Major analytical approaches to cell-free nucleic acids analysis (zNK and their subpopulations, such as zDNA, zZRNA, zmRNA itd.) in
medical assessment of lung cancer patients.

Analitski pristop

Primeri

Dodatna pojasnila

Kvantitativna analiza zNK v plazmi
ali serumu

Celotna zDNA (tudi celotna zRNA)

Dobra obéutljivost, slaba specificnost

Kvalitativha analiza zDNA

Mikrosatelitske nestabilnosti, izguba
heterozigotnosti, mutacije v onkogenih
in tumor-supresorskih genih

Visoka specifi¢nost; zaradi slabe ob&utljivosti
analiziramo ve¢ mutacij isto¢asno

Analiza epigenetskih sprememb
v zDNA (hipermetilacija nukleotidov)

V promotorju gena cdknZa, v kodirajocem
delu gena dapk1 itd.

Visoka specifi¢nost; zaradi slabe obcutljivosti
analiziramo ve¢ sprememb in mutacij isto¢asno

RT-PCR in semikvantitativna analiza
podvrst zmRNA v plazmi ali serumu

Geni erbb2, mageaZ2, hnrnpa2b, uchl1,
za telomerazni enoti itd.

Iskanje genov s specifi¢nim izrazanjem v
plju€¢nem tumorju

Analiza razli¢nih drugih bioloskih vzorcev

Urin, bronhialni izpirek itd.

Pomembno spoznanje 0 moznosti analize
zNK tudi v drugih bioloskih vzorcih

Verizna reakcija s polimerazo v realnem
Casu in kvantitativna analiza podvrst
zmRNA v razli¢nih bioloskih vzorcih

Gen hnrnpa2b

Analitski pristop podoben kot pri klasi¢nih
biokemi¢nih tumorskih oznacevalcih
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elektrotehnike v laboratorijsko medicino pa omogoc¢a uvedbo povsem
novih analitskih metod, na primer analizo produktov po verizni reakciji
s polimerazo z masno spektroskopijo, digitalno verizno reakcijo s
polimerazo in doloCanje nukleotidnega zaporedja z moznostjo
vzporedne kvantifikacije oligonukleotidov. Njihova zanesljivost mora
biti e potrjena, po drugi strani pa je njihova zahtevnost zaenkrat Se
neprimerna za mnozi¢nejs$o uporabo.

Glede na objavljene rezultate je diagnosti¢na zanesljivost analize pzNK
zelo dobra. Spol je mogoce v prvem trimesecju pravilno dolociti v 99,4
% nosecnostih (27), Se veg, vsi laboratoriji za molekularno diagnostiko
v Veliki Britaniji so v obdobju enega leta pravilno dolocili spol v 97,6 %
nosec¢nostih (18). Downov sindrom je mogoc¢e diagnosticirati z
obéutljivostjo 90,0 % in specificnostjo 96,5 % (22), kar je mnogo bolje
od vseh dosedanjih neinvazivnih pristopov. Najpogostejsi vzrok lazno
pozitivnih rezultatov je sindrom izginjajo¢ega dvojcka in sicer v
primeru, da je njegova genetska zasnova druga¢na od moc¢nejSega
zarodka. Sindrom in s tem moznost lazno pozitivnega rezultata lahko

izklju¢imo z ultrazvo¢no preiskavo. V primeru dokazane prisotnosti
sindroma je interpretacija rezultata nezanesljiva do 7. tedna
nosecnosti, ko dvojcek obiCajno popolnoma izgine. V primeru
dolo¢anja spola tak§en problem nastane pri 0,5 % nosec¢nosti (18).
Mnogo resnejsi so lazno negativni rezultati analize, ki so najpogosteje
posledica premajhne koli¢ine ali preslabe kakovosti izoliranih pzNK.
Analitski problem je mozno resiti z vzporednim dolocanjem dodatnih
nukleotidnih zaporedij ploda, ki niso predmet zdravniSke obravnave
(univerzalni oznac¢evalec ploda). Dokaz njihove prisotnosti v izolatu
pomeni zadostno koli¢ino kakovostnih pzNK primernih za zanesljivo
analizo. NovejSa analizna pristopa sta dolo¢anje epigenetsko
spremenjenih nukleotidnih zaporedij ploda, na primer metiliranih
nukleotidnih zaporedij v promotorju gena rassf1 (pri odraslih so
omenjene sekvence nemetilirane) (28) ali plodove oziroma posteljicne
zmRNA tistih genov, ki pri materi niso izrazeni (29). Predvsem slednji
pristop veliko obeta, zaradi moznosti uporabe enostavnih in zanesljivin

analitskih tehnik.

Preglednica 2: Podrocja uporabe analize zunajceli¢nih nukleinskih kislin ploda (pzNK in podvrst, kot so pzDNA, pzRNA in pzmRNA itd.) v krvi

matere.

Table 2: Field of interests for fetal cell-free nucleic acids analysis (pzNK and their subpopulations, such as pzDNA, pzRNA in pzmRNA itd.) in

the blood of pregnant woman.

Podrocje uporabe

Primeri

Dodatna pojasnila

Zgodnja neinvazivna prenatalna diagnostika vrojenih in prirojenih bolezni ter gensko svetovanje

Dolo¢anje spola Izkljugitev dedovanja na
kromosom X vezanih

recesivnih bolezni

Hemofilija, misi¢na distrofija
Duchenne,
adrenoleukodistrofija

Zmanj$ana potreba po invazivni
diagnostiki za 50 %

Optimizacija zdravljenja

Kongenitalna adrenalna
hiperplazija

Nenormalen razvoj zunanijih
spolnih organov

Ultrazvocna preiskava
neuporabna

Avtosomne dominantne
monogenske bolezni

Diagnostika/izkljucitev dedovanja
(le ¢e je bolezen prisotna pri
oCetu in mati bolezni nima)

Huntingtonova bolezen,
ahondroplazija, miotoni¢na
distrofija

Zmanj$ana potreba po invazivni
diagnostiki

Avtosomne recesivne
monogenske bolezni

Izklju¢itev dedovanja
kombiniranih heterozigotnih
oblik bolezni (odsotnost
okvarjenega ocCetovega alela
pri plodu, ki pa pri materi

ne sme biti prisoten)

Cisti¢na fibroza, B-talasemija,
mnoge hemoglobinske
variante, kongenitalna
adrenalna hiperplazija,
klasi¢na oblika galaktozemije

Zmanj$ana potreba po invazivni
diagnostiki za 50 %

Aneuploidije Diagnostika/izkljucitev

Downov sinrom,
trisonomija 18, trisonomija 13

Zgodnija neinvazivna diagnostika
z zelo visoko zanesljivostjo

Neinvazivna diagnostika bolezni in zapletov v nosecnosti, prognosticna sklepanja in spremljanje zdravljenja

Dolo¢anje RhD statusa Optimizacija prepre¢evanja
zapletov v primeru neskladnosti

v RhD

Zmanj$ana nepotrebna
imunoprofilaksa za 40 %

Motnje v rasti in razvoju
posteljice

Diagnostika, spremljanje

Preeklampsija

Vpra$ljiva uporaba
v presejalne namene

pzmRNA gena za y-globin Dokaz in ocena obsega

feto-maternalne krvavitve

Analiza drugih pzmRNA Spremljanje rasti in razvoja ploda,
zgodnja diagnostika zapletov

in spremljanje zdravljenja

Se neraziskano podrocje,
ki veliko obeta
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4 Izbrani primeri uporabe na
ostalih podroéjih laboratorijske
medicine

Analiza zNK omogoca diagnostiko in spremljanje mnogih bolezni.
Plazemska koncentracije zmRNA gena za albumin ima boljSo
diagnosti¢no obcutljivost za poskodbo hepatocitov kot plazemska
koncentracija kataliti¢ne aktivnosti alanin-aminotransferaze (30). Pri
bolnikih z opeklinami so bile plazemske koncentracije zmRNA genov
specificno izrazenih v endotelijskih celicah premosorazmerne opeceni
povrsini (31). Zvisane koncentracije zDNA gena za B-globin so nasli v
plazmi bolnikov z akutnim koronarnim sindromom (32), travmatskimi
poskodbami (33) ali mozgansko kapjo (34). V vseh treh primerih so
visoke koncentracije napovedovale pogostejSe hospitalne zaplete.
Merjenje koncentracije zDNA genov moskega spolnega kromosoma
pri zenskah prejemnicah organov ali tkiv moSkega darovalca omogoca
zaznavo in spremljanje zavrnitve presadka (35). Analiza zNK nam
omogoc¢a S$tudijo etiologije bolezni in prou¢evanje novih nacinov
zdravljenja. Na primer, apoptoti¢na razgradnja zDNA v plazmi bolnikov
s sladkorno boleznijo nakazuje, da je zve€ana koncentracija kataliticne
aktivnosti y-glutamil-transferaze v plazmi posledica zve¢ane apoptoze
celic (36). Z merjenjem koncentracije zDNA v peritonealnem izlivu, kot
biokemi¢nem oznacevalcu celi¢ne smrti, lahko in vivo prou¢ujemo
biokompatibilnost razli¢nih peritonealnih dializnih raztopin (37).

5 Zakljuéek

Kvantitativna in kvalitativha analiza zZNK odpira $tevilne nove moznosti
neinvazivne, zgodnje presejalne diagnostike bolezni, pridobivanja
prognosti¢nih podatkov in sledenja uspesnosti zdravljenja. Analiza zZNK
v laboratorijski medicini pomeni sodobno raziskovalno orodje, zanimiv
strokovni izziv ter alternativo oziroma dopolnilo analitiki proteinov.
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