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Souhrn

Provedli jsme modifikaci a optimalizaci postupt pro izolaci extracelularni DNA z materské cirkulace pro neinva-
zivni urceni pohlavi plodu u téhotenstvi s rizikem X-vazanych onemocnéni u plodu a pro neinvazivni RHD a RHCE
genotypizaci plodu u aloimunizovanych téhotenstvi s rizikem hemolytického onemocnéni plodu. V této studii srov-
navame vysledky amplifikace SRY, RHD a RHCE genu na extracelularni DNA izolované z materské periferni krve
pomoci QIAamp DSP Virus kitu a QIAamp DNA Blood Mini kitu. Vysledky nasSich analyz prokazaly, ze QIAamp
DSP Virus kit zvySuje vytéznost extracelularni fetalni DNA piitomné v mateiské plazmé, coz je klicové zejména
u amplifikace paternalné zdédénych alel, které se liSi od alel maternalnich pouze v jednom nukleotidu.
Doporucujeme proto provadét detekci paternalni Rhe alely a RhE alely RHCE genu na extracelularni DNA izolo-
vané z mateiké plazmy pouze pomoci QIAamp DSP Virus kitu. Pro amplifikaci SRY a RHD genu dostacuje extra-
celularni DNA extrahovana z mateiské plazmy prostiednictvim QIAamp DNA Blood Mini kitu. V pripadé spornych
vysledki, tj. pFi nalezu pozdnich amplifikacnich cykla (po 40. cyklu), doporucujeme rovnéz provedeni PCR analy-
zy na extracelularni DNA izolované z mateiské plazmy pomoci QIAamp DSP Virus kitu. Spolehliva detekce plodi
negativnich na aglutinogeny, vii¢i nimz je matka aloimunizovana, vylucuje riziko fetalni erytroblastézy. Spolehliva
detekce plodii Zenského pohlavi u téhotenstvi s rizikem X-vazanych onemocnéni muZe vyloucit potfebu invazivniho
prenatalniho vysetieni.

Klic¢ova slova: extracelularni fetalni DNA, kvantitativni PCR v realném case, materska plazma, RHD gen, RHCE
gen

Summary

Hromadnikova I., Zejskova L., Vesela K., Vydrova M., Doucha J., Schrollova R., Wagenknecht
D.: Optimalization of extracellular fetal DNA isolation for non-invasive fetal SRY, RHD and RHCE genotyping from
maternal peripheral blood

We carried out the modification and optimalisation of extracellular fetal DNA isolation from maternal circulation
for non-invasive fetal sex determination in pregnancies at risk of X-linked disorders and for non-invasive fetal RHD
and RHCE genotyping in alloimmunized pregnancies at risk of haemolytic disease of newborn. In this study, we com-
pared the results of fetal SRY, RHD and RHCE genotyping by analysis of DNA extracted from maternal plasma sam-
ples by using QIAamp DSP Virus kit and QIAamp DNA Blood Mini kit. We showed that QIAamp DSP Virus kit
enhanced the recovery of extracellular fetal DNA from maternal plasma that is crucial especially for the detection
of those paternally-inherited alleles that differ from maternal alleles only in one nucleotide. Therefore we recom-
mend to perform the detection of fetal Rhc allele and RhE allele of RHCE gene by analysis of extracellular DNA
extracted from maternal plasma samples by using QIAamp DSP Virus kit only. We showed that the use of extracel-
lular DNA extracted from maternal plasma samples by using QIAamp DNA Blood Mini kit is sufficient for non-inva-
sive fetal SRY and RHD genotyping. In case of controversial results due to the late amplification (Ct >40) we recom-
mend to perform real-time PCR analysis on extracellular DNA extracted from maternal plasma samples by using
QIAamp DSP Virus kit. Reliable non-invasive detection of negative foetuses in alloimmunized pregnancies may exc-
lude the risk of haemolytic disease of newborn. Reliable non-invasive detection of female foetuses in pregnancies at
risk of X-linked disorders may exclude the performance of invasive prenatal diagnostic procedures.
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ptoticka téliska trofoblastu piitomna v matefské cirkula-
ci, kterd chrani nukleové kyseliny pred uc¢inkem vSudy-
pfitomnych lytickych enzyma (Dnaz a RNaz), (1, 2).

Uvod

Béhem téhotenstvi cirkuluji v matefské periferni krvi
extracelularni fetdlni nukleové kyseliny (DNA a RNA)
jako duisledek obnovy bunék placenty a destrukce fetal-
nich bunék imunitnim systémem matky, které prechazeji
pres placentu do matei'ské cirkulace. NejvyznamnéjSim
zdrojem extracelularnich fetdlnich nukleovych kyselin
pro ucely neinvazivni prenatdlni diagnostiky jsou apo-

Vzhledem k pfitomnosti jak matefské, tak fetdlni DNA,
ktera se nachazi v matef'ské periferni krvi v minorité, je
vSak mozZné detekovat pouze paterndlné zdédéné alely.
Neinvazivni prenatidlni RHD a RHCE genotypizace
plodu umoziuje identifikaci plodd v riziku fetalni ery-
troblastézy (3, 4). Neinvazivni ureni pohlavi plodu
umoziiuje provedeni invazivniho prenatilniho vySetfeni
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(biopsie choriovych klkli, amniocentéza) pouze u téch
téhotenstvi s rizikem X-vazanych onemocnéni u plodu,
u kterych byl neinvazivné urcen plod muZského pohlavi
8, 6).

V této studii srovnavame vysledky amplifikace SRY,
RHD a RHCE genu na extracelularni DNA izolované
z mateiské periferni krve pomoci QIAamp DSP Virus
kitu a QIAamp DNA Blood Mini kitu.

Pacienti a metodika

Celkem bylo testovano 25 té¢hotnych Zen v rozmezi 12.
az 37. tydne gravidity. VSechny pacientky daly informo-
vany souhlas s odbérem periferni krve pro toto vySetieni.

Priprava plazimy

Plazma byla pfipravena z 10 ml nesrdzlivé periferni
krve (EDTA) nejpozdéji 24 hodin po odbéru (centrifuga-
ce 1200 g 10 min.). Poté byla plazma stoena znovu
a skladovana pfi -80 °C az do dalsitho zpracovani.
Abychom minimalizovali riziko kontaminace vzorkd,
provadéli jsme veskeré zpracovani biologického materi-
alu v laminarnim boxu tfidy II a pro pipetovani jsme
pouzivali aerosol rezistentni §picky.
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Izolace DNA z materské plazmy pomoci QIAamp DSP
Virus kitu

DNA byla extrahovana z 1 ml matef'ské plazmy za pou-
ziti QIAamp DSP Virus kitu (Qiagen, Hilden, Germany)
podle modifikovaného protokolu vyrobce. Snizené mnoz-
stvi QIAGEN Proteazy (20 ul) bylo pouZito k rozstépeni
proteint. Odstranéni rezidualnich soli a proteinti bylo pro-
vedeno vakuovym systémem (QIAvac 24 Plus, Qiagen,
Hilden, Germany) a bylo rovnéz pouzito sniZzené mnozstvi
promyvacich pufra (600 1 AW, 750 ul AW2, 750 pl eta-
nol). DNA byla eluovéana 60 u1 AVE pufru a 15,0 gl eluatu
bylo pouZito pro amplifikaci paternalnich alel.

Izolace DNA 7z materské plazmy pomoci QIAamp DNA
Blood Mini kitu

DNA byla extrahovana z 1 ml matef'ské plazmy za pou-
ziti QIAamp DNA Blood Mini kitu (Qiagen, Hilden,
Germany) podle modifikovaného protokolu vyrobce.
SniZené mnoZstvi QIAGEN Proteazy (20 ul) bylo pouzito
k rozstépeni proteinti. Odstranéni reziduélnich soli a prote-
intl bylo provedeno centrifugacné (bez pouziti vakuového
systému) a bylo rovnéz pouzito snizené mnoZstvi promy-
vacich pufra (500 ul AW1, 500 ul AW2). K tplnému

Tab. 1. Srovnéni vysledkt amplifikace SRY genu na extracelularni DNA izolované z mateiské periferni krve pomoci QIAamp DSP Virus kitu
a QIAamp DNA Blood Mini kitu.

PC IC Tyden gravidity QIAamp DNA Blood Mini kit (Ct) QIAamp DSP Virus kit (Ct) Karyotyp
1 1127 16 212 + 22+ 46,XY
37.3,394 34.2,354

2 1325 36 3/3+ 3/3+ 46,XY
32.8,32.9,33.2 29.3, 30.6, 30.8

3 1219 32 3/3+ 3/3+ 46,XY
34.4,34.6, 35.8 32.8,33.2,33.5

4 1181 16 ND 0/3 - 46,XX

5 1426 36 ND 0/3 - 46,XX

6 1074 16 ND 0/3 - 46,XX

7 1470 36 ND 0/3 - 46,XX

8 1330 36 ND 0/3 - 46, XX

9 1031 12 ND 0/3 - 46,XX

ND- analyza neprovedena

Tab. 2. Srovnéni vysledk amplifikace RHD genu na extracelularni DNA izolované z matefské periferni krve pomoci QIAamp DSP Virus kitu a
QIAamp DNA Blood Mini kitu.

PC 1C Tyden gravidity QIAamp DNA Blood Mini kit (Ct) QIAamp DSP Virus kit (Ct) Rh fenotyp pupecnik
RHD RHD RHD RHD
exon 10 exon 7 exon 10 exon 7
1 1527 12 3/3 + ND 3/3 + ND Rh D poz.
37.3,38.7,40.0 34.5,34.9,35.2
2 1710 18 3/3 + ND 3/3 + ND Rh D poz.
37.0,37.1, 38.1 33.2,33.3,34.1
3 1730 16 2/3 + ND 33+ ND Rh D poz.
37.2,37.7 34.1,34.2, 34.6
4 1629 36 0/14- 0/14- 0/3- 0/3- Rh D neg.
5 779 12 0/21- 0/7- 0/3- 0/3- Rh D neg.
6 855 15 0/5- 0/5- 0/3- 0/3- Rh D neg.
7 901 37 0/4- 0/4- 0/3- 0/3- Rh D neg.
ND - analyza neprovedena
Rh fenotyp byl vysetien z pupecnikové krve po narozeni ditéte.
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pPC 1IC Tyden gravidity QIAamp DNA Blood Mini kit QIAamp DSP Virus kit Rh fenotyp pupecnik
1 1658 30 0/6 - 3/3 + CcDee
41.1,43.1, 45.1, 36.6, 38.4,37.7
46.7,46.9,47.7
2 1142 36 3/3+ 33+ CcDee
35.5,36.9, 37.9 34.2,34.61, 34.8
3 998 33 2/7 + 6/6 + CcDee
40.0, 40.0, 41.2 36.2, 37.7, 38.3,
39.2, 39.6,39.9
4 1216 12 0/14 - 0/3 - CCDee

Rh fenotyp byl vySetien z pupecnikové krve po narozeni ditéte.

Tab. 4. Srovnani vysledkt amplifikace E alely RHCE genu (exon 5) na extraceluldrni DNA izolované z matefské periferni krve pomoci QlAamp

DSP Virus kitu a QIAamp DNA Blood Mini kitu.

pPC IC Tyden gravidity QIAamp DNA Blood Mini kit QIAamp DSP Virus kit Rh fenotyp pupecnik
1 1553 18 312 + 5/6 + CcDEe
39.0, 40.0, 40.0, 41.2, 37.1, 38.6, 38.9,
41.4,42.1,42.6,43.8 39.2,40.0
2 1403 19 0/14 - 6/6 +, ccDEe
34.5, 36.6, 36.7,
36.8, 37.6, 38.9
3 1420 12 1/3 + 3/3 + CcDEe
40.0, 41.9,43.3 37.5, 39.6, 40.0
4 1326 12 3/3 +, 3/3 +, CcDEe
36.2,37.2,37.8 31.7, 32.0, 32.1
5 1658 30 0/6 - 0/3 - CcDee
Rh fenotyp byl vySetien z pupecnikové krve po narozeni ditéte.
odstranéni promyvacich roztokl byl zafazen navic cent Vysledky

rifugaéni krok (20 000 g 1 minuta). DNA byla eluovana
60 ul AE pufru a 15,0 ul eluatu bylo pouZito pro ampli-
fikaci paterndlnich alel (nepublikovana data SAFE NoE
workshop).

PCR v redlném case

Analyza byla provedena na ABI PRISM 7700 sekvenc-
nim detekénim systému (Applied Biosystem, Branchburg,
New Jersey, USA). PCR reakéni smés (celkovy objem 50
ul) obsahovala TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystem, Branchburg, New Jersey, USA), opti-
malizované primery (300 nM pro SRY, RHCE a 200 nM
pro RHD exon 10), TagMan sondu (200 nM pro SRY,
RHCE a 100 nM pro RHD exon 10) a 15 pl templatu.
Podminky PCR reakce byly nastaveny podle manuilu
vyrobce (2min. preinkubace pii 50 °C potiebna pro aktiva-
ci AmpErase Uracil N-glykosylazy s naslednou 10minuto-
vou preinkubaci pfi 95 °C nutnou pro aktivaci AmpliTaq
Gold DNA polymerazy; déle 50 cykla pii 95 °C 15 s (dena-
turace DNA) a 60 °C 1 min. (anelace a syntéza DNA).

Kazdy vzorek DNA izolovany z matefské plazmy byl
analyzovan v 8jamkovych stripech v nékolika replika-
tech (tab. 1-4, pocet replikatl je popsan u kazdého vzor-
ku a vySetfeni). Pozitivni vysledek byl hodnocen jako
detekce fluorescen¢niho signdlu v jamce pred 40. cyklem
(Ct < 40).

Sekvence jednotlivych primertt a TagMan sond byly
jiz publikovany v predchozich ¢lancich (3—-15).

Srovnavali jsme vysledky amplifikace paternalnich
alel na extracelularni DNA izolované z matef'ské perifer-
ni krve pomoci QIAamp DSP Virus kitu a QTAamp DNA
Blood Mini kitu. Vysledky neinvazivni RHD a RHCE
genotypizace plodu provedené na extracelularni DNA
extrahované z periferni krve matek jsme korelovali
s vysledky imunohematologické analyzy pupecnikové
krve po narozeni ditéte. Vysledky neinvazivni SRY geno-
typizace plodu jsme srovnavali s karyotypem plodu.

Srovndni vysledku SRY a RHD genotypizace plodu na
extraceluldrni DNA izolované z materské periferni krve
pomoci QIAamp DSP Virus kitu a QIAamp DNA Blood
Mini kitu

Vysledky SRY a RHD genotypizace plodu provedené na
extracelularni DNA extrahované z matetské plazmy pomo-
ci QIAamp DNA Blood Mini kitu byly ve shod¢ s karyo-
typem a Rh fenotypem narozeného ditéte u vsech vySetfe-
nych t€hotnych Zen. V pfipadé izolace extracelularni DNA
z matef'ské periferni krve pomoci QIAamp DSP Virus kitu
amplifikovaly paternalni alely diive. Fetdlni SRY gen byl
detekovan o 1,8-3,6 cykly dfive a fetdlni RHD gen (exon
10) o 3,2-3,9 cykly drive.
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Obr. 1. Srovnani vysledkd amplifikace RHD genu (exon 10) na extraceluldrni DNA izo-
lované z matefské periferni krve pomoci QIAamp DSP Virus kitu a QLTAamp DNA Blood
Mini kitu (pacientka ¢. 1710, tab. 2).

V pripadé extracelularni DNA izolované z matetské periferni krve pomoci QIAamp DSP
Virus kitu (FAM-D2, E2, F2) byl fetalni RHD gen (exon 10) detekovan o 3.9 cyklu dfive
nez v piipadé extracelularni DNA izolované z matefské periferni krve pomoci QIAamp
DNA Blood Mini kitu (FAM-A2, B2, C2).
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Obr. 2. Srovnani vysledkt amplifikace E alely RHCE genu (exon 5) na extracelularni
DNA izolované z matetské periferni krve pomoci QIAamp DSP Virus kitu a QIAamp
DNA Blood Mini kitu (pacientka ¢. 1326, tab. 4)

V pripadé extracelularni DNA izolované z matefské periferni krve pomoci QIAamp DSP
Virus kitu (FAM-E1, F1, G1) byla fetdlni E alela RHCE genu (exon 5) detekovana o 5.1
cyklua dfive nez v piipadé extracelularni DNA izolované z materské periferni krve pomo-
ci QIAamp DNA Blood Mini kitu (FAM-A1, B1, C1).

Srovndni vysledku amplifikace paterndlnich Rhc

stiednictvim QIAamp DNA Blood Mini kitu.
Amplifikace ¢ a E alel RHCE genu na DNA
extrahované pomoci QIAamp DNA Blood
Mini kitu z matefské plazmy byla v téchto
pfipadech negativni (1658, 1403, 1658)
a nebo se objevovala az na velmi pozdnich
cyklech (998, 1553, 1420). Amplifikace pro-
vedena na DNA izolované pomoci QIAamp
DSP Virus kitu prokdzala v téchto spornych
pfipadech jasnou pfitomnost paternalné zdg-
dénych alel, nebot pozitivni vysledek byl
detekovan ve vSech replikatech pred 40. cyk-
lem.

Ovérent specificity reakce

Jelikoz QIAamp DSP Virus kit zvySuje
vytézek nukleovych kyselin a zvySuje
amplifika¢ni d¢innost PCR reakce, ovérova-
li jsme rovnéz, zda-li nedochazi k nespeci-
fické amplifikaci. Celkem jsme analyzovali
vzorky 12 téhotnych Zen. Amplifikace SRY
genu byla provedena u 6 téhotnych Zen
s plodem Zenského pohlavi, amplifikace
RHD genu (v oblasti exonu 7 a exonu 10)
u 4 RhD negativnich téhotnych Zen s RhD
negativnim plodem, amplifikace E alely
RHCE genu u jedné t€hotné Rhe homozy-
gotni Zeny s Rhe homozygotnim plodem
a amplifikace c alely RHCE genu u jedné
téhotné RhC homozygotni Zeny s RhC
homozygotnim plodem. Ve vSech piipadech
byl vysledek PCR reakce negativni.

Diskuse

Provedli jsme modifikaci a optimalizaci
postuptt pro izolaci extracelularni DNA
z matefské cirkulace prostiednictvim
QIAamp DNA Blood Mini kitu a QIAamp
DSP Virus kitu pro neinvazivni amplifikaci
paternalnich alel:

1. neinvazivni urCeni pohlavi plodu

u t¢hotenstvi s rizikem X-vazanych
onemocnéni u plodu

2. neinvazivni RHD a RHCE genotypiza-

ci plodu u aloimunizovanych téhoten-
stvi s rizikem hemolytického onemoc-
néni plodu.

QIAamp DNA Blood Mini kit slouzi
k izolaci celkové DNA z plné krve, krevni
plazmy a séra, ¢i jinych t€lnich tekutin, dale

a RhE alel RHCE genu na extraceluldrni DNA izolo-
vané z materské periferni krve pomoci QIAamp DSP
Virus kitu a QIAamp DNA Blood Mini kitu

Zamérne jsme vybrali plazmy téhotnych Zen se sporny-
mi vysledky RHCE genotypizace plodu provedené na
extracelularni DNA extrahované z matetské plazmy pro-

pro izolaci DNA z bunéénych kultur ¢i tkdni pro PCR
a Southern blot aplikace. QIAamp DSP Virus kit byl
navrzen pro detekci virové DNA a RNA piitomné v krev-
ni plazmé nebo séru prostiednictvim kvantitativni PCR
v realném Case. ,,Carrier RNA®, ktera se pridava ke vzor-
ku v pripadé QIAamp DSP Virus kitu, zvySuje vytézek
nukleovych kyselin, nebot zvySuje jejich afinitu k silika-
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tové membrané kolonky. Zarovei chrani pritomnou RNA
pfed ucinkem RNéaz. QIAamp DSP Virus kit vyuZiva
k odstranéni rezidudlnich soli a proteinti vakuovy
systém, ¢imZ se minimalizuje jejich inhibi¢ni efekt na
PCR reakci.

Uspé&snost amplifikace paterndlnich geni na extrace-
lularni DNA izolované z matetské plazmy zavisi na kon-
centraci pfitomné fetdlni DNA. Vysledky naSich analyz
prokazaly, Ze QIAamp DSP Virus kit zvySuje vyznamné
vytéZznost extracelularni DNA pfitomné v matef'ské plaz-
mé. Koncentrace fetadlni DNA v matetské periferni krvi
se rovnéz zvysuje s délkou gravidity. V 10. tydnu gravi-
dity je jiZ mozno vétSinou spolehlivé urcit pohlavi ¢i
RHD genotyp plodu. Dale amplifikaci paterndlnich genti
vyznamné ovliviiuje i kvalita DNA (nepfitomnost inhibi-
tort PCR reakce). Pro vylouceni inhibice PCR reakce
provadime rovnéz amplifikaci kontrolniho genu (p3-glo-
bin) na extrahované smésné extracelularni DNA.

Doporucujeme tedy provadét amplifikaci paternalné
zdédénych alel, které se lisi od alel maternalnich pouze
v jednom nukleotidu (polymorfismus jednoho nukleoti-
du) jako napf. detekce c alely (RHCE gen exon 2)
a E alely (RHCE gen exon 5) RHCE genu na extracelu-
larni DNA izolované z matetské plazmy pouze pomoci
QIAamp DSP Virus kitu.

V pripadé paternalné zdédénych alel, které se 1isi od
materndlnich alel pritomnosti specifickych sekvenci, napft.
pfitomnost RHD genu u RhD pozitivnich plodd, pfitom-
nost SRY genuna’Y chromozomu u plodit muzského pohla-
vi, pfitomnost specifické inzerce v intronu 2 RHCE genu
u plodi nesoucich C alelu RHCE genu, doporucujeme pro-
vadét amplifikaci na extracelularni DNA extrahované
z matetské plazmy prostfednictvim QIAamp DNA Blood
Mini kitu. V pfipadé spornych vysledki, t.j. pfi nalezu
pozdnich amplifikacnich cykli (Ct > 40), doporucujeme
rovnéZ provedeni PCR analyzy na extracelularni DNA izo-
lované z matefské plazmy pomoci QIAamp DSP Virus
kitu. Timto zpGsobem miZeme zajistit spolehlivé neinva-
zivni uréeni pohlavi plodu u t€hotenstvi s rizikem X-vaza-
nych onemocnéni u plodu a neinvazivni RHD a RHCE
genotypizaci plodu u aloimunizovanych téhotenstvi s rizi-
kem fetalni erytroblastozy.
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