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Stanoveni RHD genotypu plodu

z plazmy periferni krve téhotné
zeny a posouzeni citlivosti novych
diagnostickych postupu

pro zavedeni do klinické praxe

RHD genotyping from cell-free fetal DNA
circulating in pregnant women peripheral
blood and sensitivity assessment

of innovated diagnostic approaches

for introduction into the clinical practice
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Objective: Introduction of fetal RHD genotyping from
cell-free fetal DNA circulating in the peripheral blood
of pregnant women to clinical practice. Sensitivity as-
sessment of innovated method using range of dilution
series and internal control of amplification.

Design: Procedure creating of noninvasive determi-
nation of fetal RHD genotyping from blood plasma of
pregnant women. Detection of limit of minority repre-
sentation RHD+/- sample in the RHD-/- sample.
Setting: University Hospital Olomouc, Institute of
Medical Genetics and Fetal Medicine, Clinic of Obstetrics
and Gynecology, Transfusion Department.

Methods: 1. TagMan Real-Time PCR without an internal
amplification controls.

2. Optimization and calibration of RHD genotyping
using RHD multiplex by TagMan Real-Time PCR with
an internal amplification control and by minisequencing
(Snapshot - multiplex) with an internal amplification
controls.
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Results: 1. RHD positive or negative fetuses were de-
termined by amplification curves from Real-Time PCR
system that matches the parameters for the evaluation
of the output data using series of amplification and
contamination parallel controls.

2. TagMan based Real-Time PCR and minisequencing
(SNaPshot) based quantification were able to detect 0.22%
of artificial RHD+/- sample diluted in RHD-/- sample.

In addition, SNaPshot assay is suitable for heterozygo-
zity and homozygozity recognition.

Conclusion: Current established and routinely used
procedure is based on the detection of exon 7 of the
RHD gene and on the series of parallel amplification and
contamination controls. Both newly developed methods
could be, after validation of the larger set of control
samples, introduced into clinical practice.

RHD genotyping - cell-free fetal DNA - maternal
plasma - TaqMan Real-Time PCR - SNaPshot -
minisequencing



Cil studie: Vytvorenia zavedeni metodického postupu
pro neinvazivni stanoveni RHD genotypu plodu z volné
fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi téhotné zeny do
klinické praxe. Posouzeni citlivosti inovované metodiky
pomoci fedici fady a vnitfni kontroly amplifikace. Zjisténi
detekéeniho limitu minoritniho zastoupeni RHD+/- ge-
notypu ve vzorku RHD-/-.

Typ studie: Prospektivni kohortova a metodologicka
studie.

Nazev a sidlo pracovisté: Fakultni nemocnice Olomouc:
Ustav lékafské genetiky a fetdIni mediciny, Porodnicko-
gynekologicka klinika, transfuzni oddéleni.

Metodika: 1. TagMan real-time PCR bez vnitini kontroly
amplifikace.

2. Stanoveni prahu citlivosti a kalibrace RHD multiplexu
TagMan real-time PCR multiplexem s vnitini kontrolou
amplifikace a kapilarni elektroforézou - minisekvenaci
(SNaPshot - multiplex) s vnitfni kontrolou amplifikace.

Rh systém je nejvice polymorfni a imunogenni sku-
pinovy systém. Antigeny Rh systému jsou kédovany
dvéma geny RHD a RHCE. Oba geny jsou lokalizovany
na dlouhém raménku chromozomu 1. Jsou sloze-
ny z 10 kédujicich exonti a vykazuji 97% identitu.
Identita gend je dana jejich evolu¢nim vznikem
tandemovou duplikaci. Identifikace pritomnosti
RHD genu u plodu je zaloZena na detekci unikatnich
sekvenci genu RHD, predevsim exonu 7 [3]. RHD ne-
gativni genotyp u bélosské populace, a tedy i nepfi-
tomnost antigenu D v membrané erytrocytli je dana
deleci RHD genu v homozygotnim stavu.

Pro neinvazivni prenatalni RHD genotypizaci plodu
se vyuziva nebunécna fragmentovana fetalni DNA
pritomna v plazmé téhotnych Zen. Procentualni
zastoupeni volné fetalni DNA v plazmé gravidnich
Zen je velmi variabilni a pohybuje se nejcastéji
v rozmezi 5-10 % v zavislosti na délce gravidity,
velikosti placenty, hmotnosti Zeny i plodu, pato-
logickém téhotenstviapod. [7]. Snahou laboratofe
je diagnostikovat RHD genotyp plodu jiZ v raném
stadiu téhotenstvi, proto je nutné pouzit citlivou
metodu detekce, jakou je napf. real-time polyme-
razova fetézova reakce (PCR) [6].

Do soulasnosti vSak nebyla v Ceské republice pro-
vedena studie, ktera by posoudila citlivost me-
todiky se zavedenim a vyuzitim vnitini kontroly
amplifikace pro tcely neinvazivniho stanoveni
RHD genotypu plodu pomoci kalibrac¢ni fady arte-
ficidlnich genotypickych smési.

Cilem prace je vytvoreni a zavedeni metodického
postupu pro neinvazivni stanoveni RHD genotypu

Vysledky: 1. RHD pozitivni nebo RHD negativni plod byl
uréen na zakladé amplifikacnich kfivek z real-time PCR
systému, které odpovidaji stanovenym parametriim
pro hodnoceni vystupnich dat s vyuzitim série kontrol
amplifikace a kontaminace.

2. Metody TagMan real-time PCR systém a minisekvenace
byly schopny detekovat 0,22% zastoupeni RHD+/- ve
vzorku RHD-/-. Minisekvenacni systém je vhodny k rozli-
Seni RHD pozitivhich homozygotl a heterozygotd.
Zavér: V soucasné dobé nami zavedeny postup zalozeny
na detekci exonu 7 genu RHD a sérii paralelnich kontrol
kontaminace a amplifikace je vyuzivany v klinické praxi.

a po validaci na rozsahlejsSim souboru mohou byt zave-
deny do Kklinické praxe.

RHD genotypizace - volna fetalni DNA -
maternalni plazma - TagMan real-time PCR -
SNaPshot - minisekvenace
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plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni
krvi téhotné Zeny do klinické praxe. Posouzeni
citlivosti inovované metodiky pomoci fedici fady
avnitini kontroly amplifikace. Zjisténi detekéniho
limitu minoritniho zastoupeni RHD+/- genotypu
ve vzorku RHD-/-.

Soubor vzorkii

Periferni krev od RHD negativnich téhotnych Zen
byla odebrana ve spolupraci s klinickymi pracov-
niky Ustavu 1ékafské genetiky a fetdlni mediciny,
Porodnicko-gynekologické kliniky a transfuzniho
oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL).
VSechny Zeny, které byly zatazeny do studie, pode-
pisovaly informovany souhlas, schvaleny etickou
komisi FNOL.

Pocty analyzovanych vzorka jsou uvedeny nize
u jednotlivych postupi.

Zpracovani a izolace DNA po odbéru vzorki

Od kazdé RHD negativni téhotné Zeny byla odebra-
na krev do dvou 9ml zkumavek s EDTA (kyselina
etylendiamintetraoctova). Nesrazliva krev byla
ihned po odbéru umisténa na led a max. do 4 ho-
din po odbéru zpracovana. Plazma byla oddélena
od bunécéné frakce krve dvoji centrifugaci. Prvni
centrifugace byla provedena pfi 2700 g 10 mi-
nutach, poté byla provedena separace plazmy
anasledna recentrifugace dvacet minut pri 3500 g
v centrifuze IEC Multi RF, Thermo IEC. Vzorky
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byly do dals§iho zpracovani zamrazeny na -28 °C.
Plazmaticka DNA byla izolovana vzdy ve dvou
paralelnich zkumavkach (,,A“ a ,,B*). Izolace DNA
z1ml plazmy byla provedena kitem QiaAmp DNA
Mini Kit (Qiagen). Izolace materndlni DNA a kon-
trolniho souboru muzi z leukocyt periferni krve
byla provedna automatickym izolatorem Qiacube
(Qiagene) s vyuzitim kitu QiaAmp DNA mini kit
(Qiagene) podle instrukci v manualu.

TaqMan real-time PCR bez vnit¥ni kontroly
amplifikace

Celkem bylo testovano 38 vzorkli od RHD negativ-
nich téhotnych Zen v riznych stadiich téhotenstvi
v rozmezi 13. - 27. tydne gravidity. Plazmaticka
DNA (,A“1,B“) a DNA z leukocytt periferni kr-
ve byly analyzovany ve dvou paralelnich reak-
cich. Sekvence pouzitych primer@i pro RHD exon
7 byly forward GGGTCGTTCTAACCCAGTCCTG, re-
verse CCGGCTCCGACGGTATC. Sekvence a zna-
¢eni TagMan sondy pro RHD exon 7 byla FAM-
CCCACAGCTCCATCATGGGCTACAA-BHAQL.

PCR smés pro DNA izolovanou z plazmy RHD nega-
tivnich téhotnych Zen o objemu 25 ul obsahovala
12,5 pl Mastermixu (DyNAmo Probe gPCR Kit,
Finnzymes), 0,05 pl 50x ROX (DyNAmo Probe
gPCR Kit, Finnzymes), 1,5 pl forward primeru
(10pmol) (Sigma), 1,5 pl reverse primeru (10pmol)
(Sigma), 1 pl TagMan sondy (10pmol) (Sigma),
8,5 ul DNA.

PCR smés pro DNA izolovanou z leukocytti RHD
negativnich téhotnych Zen o objemu 25 ul obsaho-
vala 12,5 ul Mastermixu (DyNAmo Probe gPCR Kit,
Finnzymes), 0,05 pl 50x ROX (DyNAmo Probe qPCR
Kit, Finnzymes), 7,5 pl PCR vody (Top-Bio), 1,5 pl
forward primeru (10pmol) (Sigma), 1,5 pul reverse
primeru (10pmol) (Sigma), 1 ul TagMan sondy
(10pmol) (Sigma), 1 pl DNA (100 ng/pl).

Jako kontroly amplifikace a kontaminace byly
pouzity vzorky DNA izolované z RHD pozitivni kr-
ve, RHD pozitivni fetalni DNA izolované z plazmy
a PCR voda pro kontrolu kontaminace PCR reak¢-
nich mix@. PCR podminky byly 95 °C 15 min, (95 °C
155, 60 °C 60 s) 55x. Amplifikace byla provedena re-
al-time PCR systémem Mx3005P (Stratagene). Pro
vyhodnoceni byl vyuzit software MxPro - Mx3005P
v3.00 Build 311 (Stratagene). Pro kaZdou skupinu
vzorkl byly stanoveny prahové hodnoty tzv. Ct
hodnoty (pocet cyklli, pri kterém fluorescence
presahne prahovou hodnotu). Pfed odectenim byla
nameéfena fluorescence logaritmovana.

Stanoveni citlivosti u RHD multiplexti pomoci
kalibracnich kfivek TagMan real-time PCR
systémem a kapildrni elektroforézou

Do testovani bylo zafazeno 15 kontrolnich vzorkd
od RHD pozitivnich muzi a 35 kontrolnich vzorkt
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od RHD negativnich muzli. Pro stanoveni prahu
citlivosti byly vytvoreny arteficialni smési genoty-
pl vzijemnym fedénim vzorkl DNA prokazaného
RHD pozitivniho heterozygota a RHD negativniho
homozygota o koncentraci 5 ng/pl (nameéfené s vy-
uzitim kitu Quantifiler Human DNA Quantification
Kit, Applied Biosystems) v rozmezi 0,22 % - 100 %.
Pro amplifikaci a kvantifikaci multiplexu s vniti-
ni kontrolou amplifikace TagMan real-time PCR
systémem byly pouzity primery z exonu 7, jejich
sekvence jsou forward GCGTGTTGTAACCGAGTGCTG
a reverse CCGGCTCCGACGGTATC. Sekvence a zna-
¢eni TagMan sondy pro RHD exon 7 bylo FAM-
CCCACAGCTCCATCATCGGCTACAA-BHQL.
Sekvence pouzitych primerc pro RHD exon 10 by-
ly forward CCTCTCACTGTTGCCTGCATT, reverse
ACTGCCTGCGCCAACATT. Sekvence a zna-
¢eni TagMan sondy pro RHD exon 10 bylo VIC-
TACCTGAGAAACGCTCATCACAGCAAACGTCT-
BHQL.

Provnitfnikontrolu amplifikace byly pouzity prime-
ry asondy z lokusu AMELX/Y s nasledujicimi sekven-
cemi forward CTGCTTCTCTGGTTGGAGTCA, reverse
GCTCCTGCAGCCATCCA, TagMan sonda AMELX
Cy3-AACCATAGGAAGCTACTG-BHQ2, TagMan son-
da AMELY Cy5-AACCATAGCAACAGTACTG-BHQS3.
PCR multiplex o objemu 12,5 ul obsahoval
6,25 pl Mastermixu (DyNAmo Probe gPCR Kit,
Finnzymes), 0,05 pl 50x ROX (DyNAmo Probe gPCR
Kit, Finnzymes), 1,5 ul forward a reverse multiple-
xu primert (koncentrace primerQ pro RHD exon 7
a RHD exon 10 byla 10pmol, koncentrace primert
pro AMELX/Y byla 20pmol) (Sigma), 1 ul multiple-
xu TagMan sond (koncentrace sond pro RHD exon
7, RHD exon 10 a AMELY byla 5pmol, koncentrace
sondy pro AMELX byla 15pmol) (Sigma), 3,75 pl PCR
vody (Top-Bio), 0,5 ul DNA arteficidlni smési geno-
typt (0,22% - 100%) nebo 0,5 pl DNA kontrolnich
vzorkd (100 ng/pl) nebo 0,5 pl PCR vody (kontrola
kontaminace PCR reak¢nich mix{). PCR probihala
za nasledujicich podminek 95 °C15min, (95°C15s,
60 °C 60 s) 55x. Amplifikace byla provedena real-
time PCR systémem Mx3005P (Stratagene). Pro
vyhodnoceni byl vyuzit software MxPro - Mx3005P
v3.00 Build 311 (Stratagene).

Kvantifikace kapilarni elektroforézou byla provede-
na pomoci minisekvenace (SNaPshot) multiplexu
s vnitini kontrolou amplifikace.

Pouzity byly nasledujici sekvence primert pro
RHD exonu 7 a vnitfni kontrolu amplifikace
forward CACAGCTCCATCARGCGGCTA, rever-
se CCCGCGCTCCGACGGCTATC, AMELX/Y forward
CACTGCTGCTTCTCTGCTTGCAGTCA, reverse
CACCGGCATCATTTGCTGCTGCAGC.

PCR multiplex o objemu 12,5 ul obsahoval 6,25 pl
Combi PPP Master Mixu (Top-Bio), 5,25 pl PCR
vody (Top-Bio), 0,5 pl forward a reverse multiple-



xu primert (koncentrace primert pro RHD exon 7
a AMELX/Y byla 10pmol) (Sigma), 0,5 ul DNA arte-
ficialni smési genotypti (0,22 % -100 %) nebo 0,5 pl
DNA kontrolnich vzorkt (100 ng/pl). PCR probihala
za nasledujicich podminek 95 °C 10 min, (95°C30s,
63°C60s,72°C60s)35%,72°C10 min. Amplifikace
byla provedena v termocykleru C1000 (BIO-RAD).
Enzymatické precisténi PCR produktl bylo pro-
vedeno pomoci exonukledzy I (Exonuclease -
Thermo Scientific, Fermentas) a alkalické fosfatazy
(Termo Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase - Thermo Scientific, Fermentas) podle
manudlu. Byly pouzity tyto SNaPshot primery:
14T-AGCACCAGCAGCACAATGTAG (pro RHD exon?7),
GGGCTCGTAACCATAGGAAG (pro vnitini kontrolu
amplifikace AMELX/Y). Amplifikace byla provedena
kitem ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Applied
Biosystems) v termocycleru C1000 (BIO-RAD).
Precisténi sekvenacnich PCR produkti bylo prove-
deno enzymaticky alkalickou fosfatazou Thermo
Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (Termo Scientific, Fermentas) pod-
le protokolu ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit
(Applied Biosystems). Vlastni detekce a snimani
dat probéhla na kapilarni elektroforéze ABI PRISM
3130 (Applied Biosystems) za standardnich podmi-
nek. Analyza byla provedena pomoci programu
Gene Mapper (Applied Biosystems). Kvantifikace
byla méfena podilem relativni fluorescence (RFU)
pomoci vysky piku AMELX a RHD7.

Interpretace pozitivnich a negativnich signalt

v klinické praxi TaqMan real-time PCR bez
vnitini kontroly amplifikace

DNA izolovana z RHD pozitivni krve je detekovana
v rozmezi 25-30 PCR cykli. Empiricky jsme na-
stavili pfijatelné rozmezi vysledkl vysSetfeni pro
stanoveni RHD genotypu plodu z volné fetalni DNA
na 35-45 cykli v obou paralelnich PCR (pro vzorek
»A“1 ,B“). Pokud je Ct detekovano pod 30. PCR
cyklem, potom signal odpovida 100% prispévku
RHD pozitivnich bunék. Pokud je Ct detekovano
nad 50. PCR cyklem nebo neni detekovano viibec,
potom se jednd o RHD negativni plod (neodpovida
asi 5% prispévku volné fetalni DNA).

V systému paralelnich kontrol musi mit DNA
matky z leukocytdl periferni krve negativni sig-
nal, pfipadné velmi slaby pozitivni signal (nad 50
PCR cykld). Dale rozmezi PCR cykld pro kontrolni
RHD pozitivni fetdlni DNA z maternalni plazmy je
35-45 cykld a kontrolni DNA izolovana z RHD pozi-
tivni krve ma pozitivni signal (25-30 cykl). PCR
voda jako kontrola kontaminace PCR reakénich
mixt pripravenych pro DNA izolovanou z mater-
nalni plazmy a pro DNA izolovanou z krve musi
mit negativni signdl. Nasledujici varovné kritické
hodnoty vedou k opakovani vySetfeni: testované
vzorky ,,A“1i ,B“ jsou detekovany mezi 30-35 PCR
cykly nebo mezi 45-50 PCR cykly. Pozitivni signal

RHD pozitivni plod RHD negativni plod
RHD* kontrola z krve | e i T £
. - <o :
i | RHD" kontrola 2 plazmy ‘-‘ ,"T.:.:':. sl RHD* kontrola 1 plazmy
% RHD" plod . A E ' :
3 (viorek A, B) o {3 il Smtomty
— = 1 kontaminace
s | i £ PCR mibal f
E kontaminace f / E RHD- plod ;
£l PRmixd | [ T | Gaorek B | J
L) -’ I,—F‘
— i —= I |
7 37 a0 (=1 17 ar ct

Obr.1  Ukazka rozliseni RHD pozitivniho a RHD negativniho plodu pomoci real-time polymerazové fetézové reakce (PCR).
Amplifikacni kfivky znazornuiji fluorescencni intenzitu exonu 7 genu RHD v zavislosti na poctu PCR cykll (Ct). RHD+ kontrola

z krve: RHD+ DNA izolovana z leukocytl periferni krve. RHD+ kontrola z plazmy: RHD+ DNA izolovana z krevni plazmy téhotné
RHD- Zeny. RHD+ plod: RHD+ vzorky (,A"a ,,B“) DNA izolované z krevni plazmy téhotné RHD- zeny. RHD- plod: RHD- vzorek
DNA izolované z krevni plazmy téhotné RHD negativni zeny. Kontroly kontaminace PCR RHD: PCR mix pro DNA izolovanou

z leukocytd s PCR vodou a PCR mix pro DNA izolovanou z plazmy s PCR vodou.
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je detekovan pouze v jednom vzorku (,,A“ nebo
,B“). Kontroly amplifikace maji negativni sig-
nal. Kontroly kontaminace maji pozitivni signal.
Vzorek DNA z leukocytd matky ma pozitivni signal
v obou PCR.

Na zakladé vyse uvedenych hodnoticich kritérii
bylo stanoveno 34 RHD pozitivnich a 4 RHD nega-
tivnich plodi (obr. 1).

Stanoveni citlivosti u RHD multiplexti pomoci
kalibracnich kfivek

TagMan real-time PCR multiplexovy systém
(AMELX, AMELY, RHD 7, RHD 10) byl schopen de-
tekovat 0,22% arteficidlni RHD+/- smési, pficemz
0,22% smési odpovidal Ct signal z 48. PCR cyklu pro
exon?7(grafl) az46. PCR cyklu pro exon 10 (graf 2).
Smésim, které by mohly modelovat zastoupeni
fetalnich molekul v plazmeé (asi 5% - 10%), odpo-
vidaly Ct signaly od 39. - 41. PCR cyklu pro exon 7
(graf1) az40. - 41. PCR cyklu pro exon 10 (graf 2).
Kontrolni pozitivni vzorky byly detekovany v roz-
mezi PCR cykld 33 - 35 (graf1, 2).

Kvantifikaci zaloZenou na minisekvenaci
(SNaPshot) bylo moZné detekovat 0,22 % arteficial-
ni RHD+/- smési (graf 3, obr. 2), pficemz podil RFU
hodnot AMELX/RHD?7 byl 32,7.

Smésim, které by mohly modelovat zastoupeni
fetalnich molekul v plazmeé (5 % - 10 %), odpovidaly

podily RFU hodnot 4,3 - 3,3. Pozitivni vzorky byly
detekovany v rozmezi podilt RFU hodnot 2 - 1,8.
Na zakladé podilti RFU hodnot RHD pozitivnich
vzorki bylo mozZno rozlisit RHD homozygoty a RHD
heterozygoty (graf 4, obr. 3).

Stanoveni RHD genotypu plodu (RHD+/RHD-)
z krevni plazmy téhotnych Zen se v soucasnos-
ti nejcastéji provadi metodou real-time PCR.
Vzhledem k sekvencni unikatnosti je nejcastéj-
§im lokusem pro o urc¢eni RHD genotypu plodu
exon7[5, 8,9, 12]. Nékteré studie byly provedeny
pouze na malém souboru vzorki [4, 12], nicméné
vysledky na rozsahlejsich souborech prokazaly
vysokou specificitu a senzitivitu. Miiller a kol.
testovali 1113 RHD negativnich téhotnych Zen.
Senzitivita stanoveni RHD genotypu plodu byla
99,7 %, specificita 99,2 % [6].

Piiizolaci a manipulaci s volnou fetdlni DNA hrozi
riziko jeji kontaminace RHD pozitivni exogenni
DNA. Tato kontaminace by vzhledem k malému
mnozstvi volné fetalni DNA mohla byt interpreto-
vana jako falesné pozitivni vysledek pfi stanoveni
RHD genotypu plodu. AvSak faleSna pozitivita
nepredstavuje zvySené riziko rozvoje erytrocytarni
aloimunizace u RHD negativni téhotné Zeny ani

RHD komparativii kvantifikace pomeoci kallbraéni kitvky exonu 7

Koncentrace DNA  [ng/ul)

Graf.1 Komparativni kvantifikace exonu 7 pomoci real-time polymerazové fetézové reakce.
Komparativni kvantifikace kontrolnich RHD pozitivnich muzskych DNA vzorkd byla provedena pomoci stan-
dardni ktivky exonu 7 z arteficidlnich smési RHD genotypU. B Arteficidlni vzorky fedici fady,

A RHD pozitivni muzské vzorky.
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Graf. 2  Komparativni kvantifikace exonu 10 pomoci real-time polymerazové fetézové reakce (PCR).
Komparativni kvantifikace kontrolnich RHD pozitivnich muzskych DNA vzork( byla provedena pomoci
standardni kfivky exonu 10 z arteficidlnich smési RHD genotyp. B Arteficidlni vzorky fedici fadly,

A RHD pozitivni muzské vzorky.

% ———— ‘ == s,;%l;]m;f_vm:
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B A

AMELX AMELY RHD (exon 7)

Obr. 2  Ukazka citlivosti detekce SNaPshot systémem.

Stanoveni citlivosti detekce s vyuZzitim minisekvenace (SNaPshot) RHD pozitivnich vzorkd arteficidlnich genotypovych smési
(RHD+/- muzské DNA a RHD-/- zenské DNA) kapilarni elektroforézou. V prvni az ¢tvrté fadé jsou ukazky 0,22%,1,7%,

2,6% a 5,9% arteficidlnich genotypovych smési.
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Graf. 3  Stanoveni citlivosti detekce SNaPshot systémem.

Stanoveni citlivosti detekce s vyuZitim minisekvenace (SNaPshot) pomoci RHD pozitivnich vzorku arteficidlnich genotypovych
smési (RHD+/- muzské DNA a RHD-/- zenské DNA) kapilarni elektroforézou. Osa y: kvantifikace byla provedena na zékladé
podilu parametru RFU (relativni fluorescenéni jednotka) AMELX/RHD7. RFU je vyjadfena vyskou piku, od kterého je odectena
prahova fluorescence. Osa x: procentualni zastoupeni RHD+/- genotypu v RHD-/- genotypu.

nepredstavuje zvysené riziko rozvoje hemolytické
nemoci plodu a novorozence u jiz aloimunizované
téhotné Zeny. ZvySené riziko chybného klinic-
kého managementu pro téhotnou Zenu, plod
inovorozence pfedstavuje jen faleSna negativita.
Z tohoto diivodu je nutné pouZzivat sérii kont-
rol amplifikace a kontaminace (obr. 1) a pfesné
nastavit hrani¢ni a kritické parametry pro hod-
noceni vystupnich dat. Pouziti vnitfni kontroly
amplifikace (B-globin, SRY u plodd muzského
pohlavi) pomaha sniZit riziko fale$né negativniho
vysledku [6, 9].

Nami zvoleny postup vyuzivany v klinické pra-
xi je v soucasnosti zalozeny na detekci signalu
z exonu 7 a dale na fadé paralelnich kontrol,
které by mély zabezpecit, Ze vzorek neni kon-
taminovan a zaroven je DNA amplifikovatel-
na. Empiricky nastavené hodnoty jsou ve shodé
s nasimi vystupy z méfeni pomoci standardnich
kalibracnich kfivek.

Prace zabyvajici se neinvazivnim stanovenim RHD
genotypu plodu se zaméruji na uniplexové [1, 4]
nebo multiplexové systémy [2, 6, 9]. Pouziti multi-
plexového systému (napt. exon 5, exon 7 a exon 10)
je vhodné i zvyseni validity vysledku RHD genotypi-
zace plodu. Dal$im vyuzivanym systémem pro de-
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tekci RHD genotypl je minisekvenace (SNaPshot).
Metoda je zalozena na prodlouzeni primera rozdil-
nych délek o jednu bazi (fluorescenc¢né znaceného
dideoxynukleotidu). Kapilarni elektroforézou je
poté urcena délka prodlouzeného primeru a typ
fluorescen¢ni znacky. Tato metoda je vhodna pro
multiplexové reakce [10, 11].

Pro stanoveni prahu citlivosti detekce TagMan real-
time PCR systémem a minisekvenaci (SNaPshot)
byla provedena RHD kalibrace pomoci fedici fady
vhodnych RHD genotypli. Obéma metodami bylo
mozné zachytit 0,22% primeés RHD pozitivniho
heterozygota v RHD negativnim homozygotovi
(graf1-3, obr. 2). Vramci optimalizaci byla testova-
na moznost detekovat RHD genotyp TagMan real-
time multiplexovym systémem pomoci riizné zna-
¢enych sond pro RHD7/RHD10/AMELX/AMELY. Dale
byla metodika roz§ifena o analyzu RHD genotypu
pomoci minisekvenace kapilarni elektroforézou
v ramci jedné multiplexové RHD7/AMELX/AMELY
reakce. Obé metody spravné a shodné stanovily
vSechny pozitivni a negativni kontrolni vzorky
u sledovaného souboru.

Na zakladé minisekvenace bylo navic mozné roz-
lisit RHD pozitivni homozygoty od heterozygotli
(graf 4, obr. 3).
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1 |
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Obr. 3  Ukazka rozliseni RHD genotypl pomoci minisekvenace (SNaPshot).
1.V prvni fadé je ukdzka RHD pozitivhiho homozygota. 2. V druhé radé je ukdzka RHD heterozygota. 3. Ve treti fadé je ukazka
RHD negativniho homozygota.

Rozlifeni RHD genotypi pomoci RHD a AMELX SNaPshot multiplexu
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Graf. 4  Rozliseni RHD pozitivniho homozygota a heterozygota pomoci minisekvenace (SNaPshot).
Rozliseni RHD pozitivniho homozygota a heterozygota na zakladé podilt parametru RFU (relativni fluorescencni jednotka)
AMELX/RHD?7.
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V soucasné dobé nami zavedeny postup zaloZeny
na detekci exonu 7 genu RHD a sérii paralelnich
kontrol kontaminace a amplifikace je vyuzivany
v klinické praxi. Obé nové navrzené metody budou
dale posuzovany na reprezentativnim souboru
vzorkl a kontrol (500 téhotnych RHD negativnich
Zen, 200 RHD pozitivnich a 200 RHD negativnich
kontrolnich vzorkil) a planujeme jejich vyuziti
v rutinni klinické praxi.
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