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Souhrn

V této prospektivni studii shrnujeme nase prvni zkuSenosti s neinvazivni prenatalni RH genotypizaci plodu u aloimuni-
zovanych téhotenstvi s vyuzitim PCR v redlném case, specifickych primeri a TagMan sond navrZenych pro RHD
a RHCE geny. Celkem bylo testovano 22 aloimunizovanych téhotnych Zen (15 anti-D, 5 anti-D+C, 2 anti-E) v rozmezi
11. az 33. tydne gravidity. VysledKky neinvazivni prenatalni RHD a RHCE genotypizace plodu provedené na DNA extra-
hované z periferni krve matek jsme korelovali s vysledky imunohematologické analyzy pupe¢nikové krve. Vysledky
RHD a RHCE genotypizace plodu byly ve shodé s vySetienim pupecniku u vSech vySetienych aloimunizovanych téhot-
nych Zen. Neinvazivni prenatalni RHD a RHCE genotypizace plodu umoziiuje identifikaci plodi v riziku hemolytického
onemocnéni. Detekce negativnich plodi v soucasné gravidité miize vyloucit potfebu invazivniho prenatéalniho vySetieni.
Klicova slova: fetalni DNA, hemolytické onemocnéni plodu, kvantitativni PCR v realném case, materska plazma,
RHD gen, RHCE gen

Summary

Hromadnikova I., Vesela K., BeneSova B., Nekovarova K. , Duskova D. , Vlk R., Spalova I.,
Gerychova R., Hakenova A., Janouskova M., Rosenbaumova Z., Vlasin P., Vlachova A.,
Smejkal P., Palasek V., Langrova E., Rozniakova E., Calda P.: First experience with non-invasive foe-
tal RH genotyping from maternal peripheral blood in alloimmunised pregnancies

In this prospective study, we described our first experience with non-invasive foetal RH genotyping in alloimmuni-
sed pregnancies by analysis of DNA extracted from maternal plasma samples by using real-time PCR and primers
and probes targeted toward RHD and RHCE genes. We analysed 22 alloimmunised pregnant women (15 anti-D, 5
anti-D+C, 2 anti-E) within 11th ang 3314 week of pregnancy and correlated the results with serological analysis of
cord blood. Non-invasive prenatal foetal RHD and RHCE genotyping analysis of maternal plasma samples was in
complete concordance with the analysis of cord blood in all alloimmunised pregnancies. Non-invasive foetal RHD
and RHCE genotyping enables the identification of foetuses at risk of haemolytic disease of the newborn. An identi-
fication of negative foetuses may exclude the demand of invasive prenatal procedures.

Key words: foetal DNA, haemolytic disease of the newborn, quantitative real-time PCR, maternal plasma, RHD
gene, RHCE gene
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11. az 33. tydne gravidity. VSechny pacientky daly
informovany souhlas s odbérem periferni krve pro toto

vySetfeni.

V této prospektivni studii shrnujeme nase prvni zkuse-
nosti s neinvazivni prenatalni RHD a RHCE genotypizaci
plodu u aloimunizovanych téhotenstvi s vyuzitim PCR
v realném case, specifickych primerii a TagMan sond navr-
Zenych pro RHD a RHCE geny.

Pacienti a metodika

Celkem bylo testovano 22 aloimunizovanych téhot-
nych Zen (15 anti-D, 5 anti-D+C, 2 anti-E) v rozmezi

Priprava plazmy

Plazma byla pfipravena z 10 ml nesrazlivé periferni
krve (EDTA) nejpozdéji 24 hodin po odbéru dvéma riz-
nymi protokoly (centrifugace 1200 x g a 3000 x g po dobu
10 min.). Poté byla plazma stocena znovu a skladovéana pfi
teploté < -80 °C az do dalsiho zpracovani (1, 2).

Abychom minimalizovali riziko kontaminace vzorka,
provadéli jsme veskeré zpracovani biologického materi-
dlu v lamindrnim boxu tfidy II a pro pipetovani jsme
pouzivali aerosol-rezistentni Spicky.
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Izolace DNA z materské plazmy

DNA byla extrahovana z 400 ul matetské plazmy za
pouziti QIAamp DNA Blood Mini Kitu (Qiagen,
Hilden, Germany) podle pokynii vyrobce. DNA byla
eluovana 50 ul AE pufru a 5,0 ul eluatu bylo pouZito
pro amplifikaci alel RHD a RHCE genu a 2,5 ul pro
detekcei kontrolniho B-globinového genu (1, 2).

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) a optimalizované primery (200 nM a 300
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nM) a TagMan sondy (100 nM a 200 nM). Podminky
PCR reakce byly nastaveny podle manuilu vyrobce
(2min. preinkubace pii 50 °C potfebna pro aktivaci
AmpFErase Uracil N-glykosylazy s naslednou 10min.
preinkubaci pfi 95 °C nutnou pro aktivaci AmpliTaq Gold
DNA polymerazy; dale 50 cykl pfi 95 °C 15 s (denatu-
race 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-
cen¢niho signdlu v jamce pfed 40. cyklem (Ct < 40),
1, 2).

Tab. 1. Neinvazivni RHD genotypizace plodu na fetdlni DNA piitomné v matei'ské plazmé u RhD negativnich anti-D aloimunizovanych
téhotnych Zen (prospektivni studie).

IC Tyden RHD RHD RhD anti-D titr
gravidity exon 10 exon 7 pupecnik kordocentéza
plazma plazma HON, terapie
1 2 27 - - - NAT = 16, ET = 32
kordo ne, HON ne
2 952 23 + + + NAT =512, ET = 32
kordo ano, HON ano,
hyperbilirubinemie, intenzivni fototerapie
3 997 17 - - - NAT = 1024
kordo ne, HON ne
4 1041A 17 + + + NAT = 1024, ET = 512
nizka fetalni kordo ne, HON ano, hyperbilirubinemie,
hladina DNA intenzivni fototerapie
1041B 22 + + + NAT =512, ET = 256
nizka fetalni kordo ne, HON ano, hyperbilirubinemie,
hladina DNA intenzivni fototerapie
5 1091 12+3 - - - NAT =2,ET =2
kordo ne, HON ne
6 1109 20+4 + + + NAT = 64, ET = 16
nizka fetalni kordo ano (2x), HON ano, intrauterinni TRF,
hladina DNA hyperbilirubinemie, intenzivni fototerapie
7 1143 28 + + + NAT =8,ET =4
kordo ne, HON ne
8 1164 24+6 + + D weak NAT =2,ET =4
kordo ne, hyperbilirubinemie, fototerapie
9 1178 22 + + + NAT =512, ET = 128
kordo ano (2x), hyperbilirubinemie, intenzivni
fototerapie, transfuze erytrocyta (1x)
10 1195 15 + + + NAT =256, ET = 16
kordo ano, HON ano, intrauterinni transfuze
11 1198 33 + + + NAT = 32
kordo ne, hyperbilirubinémie, fototerapie
12 1213 25 + + + NAT =512
kordo ne, hyperbilirubinemie, intenzivni
fototerapie
13 1214 30 + + gemini NAT =2,ET =2
A+ AMC ano, kordo ne, HON ne
B: +
14 1243 31 - - - NAT = 128, ET =38
kordo ne, HON ne
15 1245 31 - - - NAT = 2, kordo ne, HON ne

Vysvétlivky: kordo = kordocentéza; NAT = nepfimy antiglobulinovy test; ET = enzymovy test; HON = hemolytické onemocnéni novorozence;

AMC = amniocentéza
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Vysledky

Vysledky neinvazivni prenatdlni RHD a RHCE geno-
typizace plodu provedené na DNA extrahované z peri-
ferni krve matek jsme korelovali s vysledky imunohema-
tologické analyzy pupecnikové krve (tab. 1-3). Vysledky
RHD a RHCE genotypizace plodu byly ve shodé s vyset-
fenim pupec¢niku u vSech vySetfenych aloimunizovanych
téhotnych Zen.

Diskuse

Neinvazivni prenatilni RHD a RHCE genotypizace
plodu umoziiuje identifikaci ploda v riziku hemolytického
onemocnéni.
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Pro bezpecné stanoveni RHD genotypizace plodu
jsme navrhli systém provedeni amplifikace RHD genu
v oblasti exonu 7 (7 replikatd DNA izolované z jedné ali-
kvoty matefské plazmy) a exonu 10 (7 replikath DNA
izolované z druhé alikvoty matetské plazmy), (3, 4). Pro
RHCE genotypizaci plodu pouzivame systém specific-
kych primert a TagMan sond pro oblast intronu 2
(C alela) a exonu 5 (E alela) RHCE genu, navrzenych
Leglerem et al. (4). V ptipadé RHCE genotypizace testu-
jeme vzdy 7 replikatd DNA izolované ze dvou rtiznych
alikvot matefské plazmy. Pokud vyjde negativni vysle-
dek, provadime analyzu na DNA izolované z dalSich
dvou alikvot materské plazmy. Pfi negativnim vysledku
i z druhé analyzy uzavirame, Ze plod by mél byt RhD,
RhC a nebo RhE negativni. Takto vySetiime celkem 1,6

Tab. 2. Neinvazivni RHD, RHC a RHE genotypizace plodu na fetdlni DNA pfitomné v matefské plazmé u RhD negativnich anti-D+C aloimunizo-
vanych téhotnych Zen (prospektivni studie).

IC Tyden RHD RHD RHCE RHCE Rh fenotyp anti-D+C titr
gravidity exon 10 exon 7 C alela E alela pupecnik kordocentéza
plazma plazma plazma plazma HON, terapie
1 836A 11 - - - ccddee anti-D: NAT = 4096, ET = 1024
anti-C: NAT = 64, ET =32
836 B 14 - - - - anti-D: NAT = 1024, ET = 512
anti-C: NAT = 32, ET = 64
836C 21 - - - - anti-D: NAT = 2048, ET = 1024
anti-C: NAT = 32, ET = 64
836D 30 - - - - anti-D: NAT = 2048, ET = 2048
anti-C: NAT = 32, ET = 128
kordo ne, HON ne
2 846 24 + + + - CcDee anti-D: NAT =16, ET =32
anti-C: NAT = 32, ET = 64
kordo ne, HON ne
3 939 18 + + + - CcDee mrtvy plod v pedchozi grav. ,
anti-D: NAT = 4096, ET = 512
anti-C: NAT =512, ET =256
kordo ano, HON ano,
intrauterinni TRF (3x)
4 1151 17 + + - + ccDEe anti-D: NAT = 8
anti-C: NAT = 128
HON ano, hyperbilirubinemie,
intenzivni fototerapie
5 1156 28 + + + - CcDee anti-D: NAT =512, ET = 16
anti-C: NAT = 8, ET = neg.
kordo ne, HON ano,
hyperbilirubinemie, intenzivni
fototerapie

Vysvétlivky: kordo = kordocentéza; NAT = nepiimy antiglobulinovy test; ET = enzymovy test; HON = hemolytické onemocnéni novorozence; TRF

= transfuze

Tab. 3. Neinvazivni RHE genotypizace plodu na fetdlni DNA pritomné v matefské plazmé u anti-E aloimunizovanych t€hotnych Zen (prospektivni

studie).
IC Tyden RHCE B-globin RhE plodu anti-E titr

gravidity E alela plazma kordocentéza

plazma HON, terapie
1 979 14 + + + NAT =4, ET = 128
kordo ne, HON ne
2 1196 28 + + + NAT =32,ET =16
kordo ne, HON ne

Vysvétlivky: kordo = kordocentéza; NAT = nepiimy antiglobulinovy test; ET = enzymovy test; HON = hemolytické onemocnéni novorozence; TRF

= transfuze
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ml matefské plazmy a minimalizujeme riziko fale$Sné
negativniho vysledku. Soucasné kontrolujeme pfitom-
nost DNA ve vzorku (spravnd DNA izolace) a ucin-
nost PCR reakce (nepfitomnost inhibitor PCR reakce)
amplifikaci kontrolniho f-globinového genu (GLO),
ktery detekuje zaroven cyklus amplifikace (Ct) celkové
DNA pritomné v matefské plazmé. Amplifikaci RHD
a RHCE genu na DNA extrahované z matefské plazmy
provadime spolecné se systémem pozitivnich kontrol
(pozitivni amplifikace RHD a RHCE genu u RhD, RhC
a RhE pozitivniho jedince) a negativnich kontrol (nepfi-
tomnost amplifikace RHD a RHCE genu na reakéni smési
bez templatu a u RhD, RhC a RhE negativniho jedince).

V ptipadé potieby provadime toto vySetfeni na konci L.
trimestru  gravidity (od 10. tydne téhotenstvi). JelikoZ
v prabéhu téhotenstvi podil fetalni DNA v matefské cirku-
laci nartista (5-7), doporucujeme provadét nebo opakovat
ureni RHD a RHCE genotypu plodu ve 2. nebo 3. tri-
mestru gravidity.

U 2 anti-D aloimunizovanych téhotnych Zen jsme
zaznamenali i po opakovanych analyzach velmi nizky
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vyskyt fetdlni DNA v matefské cirkulaci (P1041,
P1109). U ostatnich aloimunizovanych pacientek byla
fetalni DNA pfitomna v matefské plazmé ve stejném
mnozstvi jako u nealoimunizovanych téhotenstvi.

V piipadé detekce RhD a/nebo RhC pozitivniho plodu
u aloimunizovaného téhotenstvi (pfitomnost anti-D, anti-
D+C, anti-C protilatek z obdobi pfed otéhotnénim) je
nutné sledovat v pravidelnych intervalech zmény titru
aloprotilatek, ultrazvukem stav plodu a v pfipadé nut-
nosti véas provést kordocentézu pro ureni krevniho
obrazu plodu (8).

Detekce RhD a RhC negativnich plodi v soucasné
gravidit¢ miZe vyloucit potfebu invazivniho prenatalni-
ho vySetfeni, nebot anti-D, anti-D+C, anti-C protilatky
mohou v matetské cirkulaci pretrvavat z predchoziho
obdobi z mnoha duvoda (8, 9).

Podékovdni
Tato prdce vznikla za podpory VZ 2. LF UK ¢. 111300003
a MSM 0021620 806.
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OZNAMENI ODBORNE AKCE

Ceska spolecnost pro analytickou cytologii (CSAC) porada ve dnech 22. - 26. Eervna 2005 jiZ tieti v sérii GispéSnych konferenci uréenych teoretic-
ky, experimentalné i prakticky zaméfenym pracovnikiim vyzkumnych tdstava, klinickych pracovist a vysokych $kol, ktefi maji zajem o nejprogre-
sivnéjsi metodologie z oblasti analytické cytologie. Konference ,,Analyticka cytometrie ITI* za ucasti pfednich zahrani¢nich specialisti se bude
konat v atraktivnim prostfedi horského hotelu Cervenohorské sedlo v pohoti Hrubého Jeseniku. Dalsi informace budou postupné uvefejiiovany na
webovské strance CSAC: http://www.ibp.cz/conferences/cytometrie/index.html

20



