TRANSFUZE

5.4.2005 11:34 Strénka 14

{P

Neinvazivni RHc genotypizace plodu z periferni krve
téhotnych Zen

Hromadnikova I.1, Doucha J.3, BeneSova B.2 , Vesela K.1, Roznakova E.2, Hakenova A.4
IPediatricka klinika, 2Krevni banka, 3Gynekologicko—porodnické klinika, 2. LF UK a Fakultni nemocnice Motol, Praha,
4Transfuzni oddé&leni, Fakultni Thomayerova nemocnice, Praha

Souhrn

V této prospektivni studii shrnujeme nase prvni zkusenosti s neinvazivni prenatalni RHc genotypizaci plodu s vyu-
zitim PCR v redlném case, specifickych primeri a TagMan sondy navrZenych pro c alelu RHCE genu. Celkem bylo
testovano 13 nealoimunizovanych a 1 anti-c aloimunizovanych téhotnych Zen v rozmezi 12. az 33. tydne gravidity.
Vysledky neinvazivni prenatalni RHc genotypizace plodu provedené na DNA extrahované z periferni krve matek
jsme Kkorelovali s vysledky imunohematologické analyzy pupecnikové krve. Vysledky RHc genotypizace plodu byly
ve shodé s vySetienim pupecniku u vSech vySetirenych téhotnych Zen. Neinvazivni prenatalni RHc genotypizace plodu
umoziuje identifikaci plodu v riziku hemolytického onemocnéni. Detekce Rhe negativnich plodu u anti-c aloimuni-
zovanych téhotenstvi muze vyloucit potiebu invazivniho prenatalniho vySetieni.
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Summary
Hromadnikova I., Doucha J., BeneSova B., Vesela K., Roznakova E., Hakenova A.: Non-invasive
fetal RHc genotyping from maternal peripheral blood

In this prospective study, we described our first experience with non-invasive foetal RHc genotyping by analysis of
DNA extracted from maternal plasma samples by using real-time PCR, specific primers and TagMan probe targe-
ted toward c allele of RHCE gene. We analysed 13 non-alloimmunised and 1 anti-c alloimmunised pregnant woman
within 12th and 33rd week of pregnancy and correlated the results with serological analysis of cord blood. Non-inva-
sive prenatal foetal RHc genotyping analysis of maternal plasma samples was in complete concordance with the ana-
lysis of cord blood in all pregnancies. Non-invasive foetal RHc genotyping enables the identification of foetuses at
risk of haemolytic disease of the newborn. An identification of RHc negative foetuses in anti-c alloimmunized preg-
nancies may exclude the demand of invasive prenatal procedures.
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Priprava plazmy
Plazma byla pfipravena z 10 ml nesrazlivé periferni krve

(EDTA) nejpozdéji 24 hodin po odbéru dvéma riznymi

V této prospektivni studii shrnujeme nase prvni zkuse-
nosti s neinvazivni prenatdlni RHc genotypizaci plodu
s vyuzitim PCR v redlném case, specifickych primert
a TagMan sondy navrZzenych pro ¢ alelu RHCE genu (1).
RHc genotyp plodu muZe byt ur€en u RhC homozygotni
matky, jelikoZ mezi C a c alelou RHCE genu je rozdil v 6
nukleotidech a tim zarovein ve 4 aminokyselinich
(Cys16Trp, lle60Leu, Ser68Asn and Ser103Pro), (11, 12).
Pro detekci c alely RHCE genu jsme pouZzili systém navr-
Zeny pro Ser103Pro RhC/Rhe polymorfismus (1).

Pacienti a metodika

Celkem bylo testovdno 13 nealoimunizovanych a 1
anti-c aloimunizovanych CC homozygotnich téhotnych
Zen v rozmezi 12. az 33. tydne gravidity. VSechny paci-
entky daly informovany souhlas s odbérem periferni krve
pro toto vySetieni.

protokoly (centrifugace 1200 x g a 3000 x g 10 min.). Poté
byla plazma stocena znovu a skladovana pii < -80 °C az do
dalsiho zpracovani. Sekvence specifickych primerQ
a TagMan sondy pouZitych pro detekci ¢ alely RHCE genu
jsou v tabulce 1 (1).

Abychom minimalizovali riziko kontaminace vzorkd,
provadeli jsme veskeré zpracovani biologického materidlu
v laminarnim boxu tfidy II a pro pipetovani jsme pouZiva-
li aerosol-rezistentni $picky (2, 3).

Izolace DNA z materské plazmy

DNA byla extrahovana z 400 ul matefské plazmy za
pouziti QIAamp DNA Blood Mini Kitu (Qiagen, Hilden,
Germany) podle pokynt vyrobce. DNA byla eluovana 50
ul AE pufru a 5,0 ul eluatu bylo pouzito pro amplifikaci
c alely RHCE genu a 2,5 ul pro detekci kontrolniho 8-glo-
binového genu (2, 3).
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PCR v redlném case

RQ-PCR analyza byla provedena na ABI PRISM 7700
sekvencnim detekénim systému (Applied Biosystem,
Branchburg, New Jersey, USA). PCR reakéni smés (cel-
kovy objem 25 ul) obsahovala TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystem, Branchburg, New
Jersey, USA), optimalizované primery (300 nM)
a TagMan sondu (200 nM). Podminky PCR reakce byly
nastaveny podle manuélu vyrobce (2min. preinkubace
pri 50 °C potebna pro aktivaci AmpErase Uracil N- gly-
kosyldzy s naslednou 10minutovou preinkubaci pfii
95 °C nutnou pro aktivaci AmpliTaq Gold DNA poly-
merazy; dale 50 cykla pii 95 °C 15s (denaturace DNA)
a 60 °C 1 min (anelace a syntéza DNA).

Kazdy vzorek DNA izolovany z matefské plazmy byl
analyzovan v 8jamkovych prouzcich v 7 replikatech.
Pozitivni vysledek byl hodnocen jako detekce fluores-
cenc¢niho signalu v jamce pred 40. cyklem (Ct < 40), (2, 3).

Vysledky

Vysledky neinvazivni prenatdlni RHc genotypizace
plodu provedené na DNA extrahované z periferni krve
matek jsme korelovali s vysledky imunohematologické
analyzy pupecnikové krve (tab. 2). Vysledky RHc geno-
typizace plodu byly ve shod€ s vySetfenim pupecniku
u vsech vySetfenych téhotnych Zen. Amplifikace RHc
alely na DNA extrahované ze 400 ul materské plazmy se
ve vétsiné pripadli ale objevovala opozdéné (mezi 38.
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a 42. cyklem) ve srovnani se systémem pouZivanym pro
C alelu RHCE genu, ktery vyuziva specifickych primerti
navrzenych pro inzerci v intronu 2 RHCE genu (1). Proto
doporucujeme Rhc genotypizaci plodu provadét na DNA
extrahované z 800 ul matefské plazmy s finalnim eluc-
nim objemem 50 ul. Timto krokem dojde k jesté vétSimu
zkoncentrovani DNA a ve smésném templatu matetské
a fetalni DNA bude pfitomno vétsi mnozstvi fetalni DNA
pro danou analyzu.

Diskuse

V pfipadé Rhc inkompatibility matky a plodu, jestlize
je matka Rhc negativni a plod po otci Rhc pozitivni,
mohou erytrocyty plodu navodit aloimunizaci matky
s naslednou tvorbou anti-c protilatek, jezZ po prichodu
placentarni bariérou mohou zapfi€init hemolytické one-
mocnéni plodu (4, 5).

Lécba aloimunizovanych téhotenstvi se v poslednich
letech koncentruje do center fetdlni mediciny. Kromé
detekce materskych aloprotilatek, sledovani jejich titru
a ultrasonografie, je kordocentéza hlavni diagnostickou
metodou (stanoveni krevni skupiny a krevniho obrazu
plodu) (4, 5). RHc genotyp plodu Ize nyni uréit neinva-
zivné v pribéhu te¢hotenstvi z DNA izolované z periferni
krve matky bez nutnosti provedeni invazivnich metod
(biopsie choriovych klkti, amniocentéza, kordocentéza)
za pouZiti vysoce citlivé molekularné biologické metody
PCR v redlném case (1). Béhem téhotenstvi cirkuluje

Tab. 1. Sekvence specifickych primerti a TagMan sondy pouZitych pro detekci ¢ alely RHCE genu.

Gen Primery TagMan sonda citace
RHCE 5*-TCGGCCAAGATCTGACCG-3¢ 5°-(FAM) CTTCCTCACCTCAAATTTC 1
c alela 5-ATGACCACCTTCCCAGG-3¢ CGGAGA (TAMRA)-3¢
Tab. 2. Neinvazivni RHc genotypizace plodu na fetdlni DNA pfitomné v matefské plazmé u t¢hotnych Zen (prospektivni studie).
PC IC Tyden gravidity RHCE c alela Rhc pupe¢nik anti-c
plazma
1 978A 12 + + ne
978B 16 + + ne
2 993 12 - - ne
3 998 33 + + ne
4 1036 13 + + ne
5 1072A 12 - - ne
1072B 16 - - ne
6 1078A 12 + + ne
1078B 16 + + ne
7 1087 12 - plod A:- ne
plod B:-
plod C:-
8 1100 12 + + ne
9 1120 16 + + ne
10 1123 13 + + ne
11 1146 12 + + ne
12 1208 12 + + ne
13 1235 28 - - Anti-c: NAT = 16 HON ne
14 1236A 12 + + ne
1236B 16 + + ne
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v mateiské periferni krvi extracelularni fetalni DNA (6-
8) jako dusledek obnovy bunék placenty a destrukce
fetalnich bunék imunitnim systémem matky, které pte-
chézeji pres placentu do materské cirkulace. Vzhledem
k pritomnosti jak mateiské tak fetdlni DNA v materské
krvi je vSak mozné detekovat pouze paterndlni alely
9, 10).
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Detekce Rhc negativnich plodi v soucasné gravidité
muzZe vyloudit potebu invazivniho prenatalniho vysetie-
ni, nebot anti-c protilaitky mohou v matefské cirkulaci
pretrvavat z predchoziho obdobi z mnoha davodu (4, 5).
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