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3 UVOD

V Ceské republice (CR) je u viech tdhotnych Zen v 1. trimestru provadén screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. Pozitivni vysledek screeningu je u cca 5 % zen
(v CR roén& 5.000 Zen), jen u cca 1,5 % (1.500 Zen) se jedna o klinicky vyznamnou

aloprotilatku.

Mezi klinicky vyznamné antierytrocytarni aloprotilatky patii anti-D, anti-K/k, anti C/c, anti-
E/e. Je-li diagnostikovana klinicky vyznamna antierytrocytarni aloprotilatka, jednd se o

téhotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence.

Plod je vSak ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v ptipad€, Ze ma na povrchu svych
erytrocytti pfitomen komplementarni antigen, jedna se o cca 0,5 % plodd (500 ro¢ng).
Pfitomnost komplementarniho antigenu lze vySetfit neinvazivné stanovenim genotypu plodu

z voln¢ fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi t¢hotné Zeny.

Zavazna forma hemolytické nemoci plodu vyZadujici podani intrauterinni transfuze do 35.
tydne se vSak rozvine jen u cca 5-10 % z nich (25-50 ploda ro¢né). Rozvoj anémie u plodu lze
diagnostikovat neinvazivné pomoci ultrazvukové dopplerometrie, stanovenim maximalni
prutokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA-PSV, Middle Cerebral Artery Peak Systolic
Velocity). Kordocentéza by méla byt provedena pouze v indikovanych ptipadech [52].

Cilem prace bylo zhodnotit efektivitu stanoveni KEL a RHCE genotypu plodu u

aloimunizovanych t€hotnych Zen minisekvenaci.



4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Erytrocytarni aloimunizace se rozviji stimulaci imunitniho systému cizimi povrchovymi
erytrocytarnimi antigeny, které nasledné navodi tvorbu imunnich protilatek IgG [15]. Tyto
protilatky vznikaji, jestlize se Zena potka s antigenem, ktery sama nevlastni (fetomaternalni
hemoragie, krevni transfuze). Pfi porusSeni fyziologické bariéry mezi fetalni a matefskou
cirkulaci mohou pronikat krvinky plodu do obéhu matky - fetomaternalni hemoragie.
Klinicky nejvyznamnéj$i udalosti, pii které nejcastéji dochazi k fetomaterndlni hemoragii je
porod. Pii inkompatibilité erytocytarnich antigeni mezi matkou a plodem nebo po podéani
inkompatibilni krevni transfize muze dojit k rozvoji aloimunizace matky a matefské
aloprotilatky mohou v prub¢hu te€hotenstvi pronikat placentou do krevniho ob&éhu plodu, kde
se v piipad¢ pritomnosti komplementarniho erytrocytarniho antigenu mohou navazat na
fetalni erytrocyty a ty jsou ndsledné destruovany v retikuloendotelidlnim sytému plodu.
Dochazi k rozvoji hemolytické nemoci plodu a novorozence (Hemolytic disease of the fetus
and newborn — HDFN) [3, 49, 50, 93].



Hemolyticka nemoc plodu a novorozence (Hemolytic disease of the fetus and newborn —
HDFN) je zpusobena rozpadem cervenych krvinek plodu nebo novorozence matetskymi

protilatkami t¥idy 1gG [16].

ALOIMUNNI HDFN
zpusobena inkompatibilitou pfevazné v Rh, Kell systému (méné¢ v ABO, Duffy, MNS, P a
Diego systém).

Inkompatibilita v ABO systému - Lidé maji v systému ABO &tyfi hlavni krevni skupiny (A,
B, AB a O). Ve véku tii az Sesti mésict po porodu se zacinaji vytvaret protilatky proti “A*“ a
“B* antigenim (vyskytujici se vSudypfitomné v potravinach a bakteriich). V dasledku toho
muize nastat hemolytickd nemoc plodu a novorozence v souvislosti s ABO inkompatibilitou
jiz v prvnim t€hotenstvi a vyskytuje se téméf vyhradné u matek s krevni skupinou O [72].
Hemolytick4d nemoc plodu je pfi inkompatibilit¢ v ABO systému velmi raritni a novorozenci
jsou pii narozeni obvykle asymptomati¢ti a nemaji Zadnou nebo mirnou anémii.
Hyperbilirubinémie se obvykle vyviji béhem prvnich 24 hodin po narozeni. Fototerapie je
obvykle dostacujici pro vétsSinu novorozencu s inkompatibilitou v ABO systému [81]. Méné

nez 0,1% novorozenci vyzaduje provedeni vyménné transfize [90].

Inkompatibilita v Rh systému - K nejvyznamnéj§im antigenim Rh systému, kterych je
identifikovanych vice nez 50 [86], patii antigeny “D*, “C*, “c*, “E*, “e“. K tvorb¢ protilatek
proti antigenim Rh systému dochazi vzdy aZ po stimulaci imunitniho systému antigenné
inkompatibilnimi erytrocyty po podani krevni transfuze nebo nésledkem fetomaternalni
hemoragie v souvislosti s t€hotenstvi [36]. Vyjimkou je aloprotilatka anti-E, ta muze vSak
vznikat i pfirozené bez erytrocytarniho antigenniho podnétu, takto vznikla protilatka neni
aloprotilatkou a je otazkou, zda viibec muze zpusobit rozvoj HDFN [43]. Forma HDFN se
pohybuje od mirné¢ do zédvazné formy anémie, ktera mize vést k hydropsu az umrti plodu.

Hyperbilirubinémie se obvykle vyskytuje béhem prvnich 24 hodin Zivota.

V soucasné dobé je vSem RhD negativnim t€hotnym zendm preventivné podan imunoglobulin

IgG anti-D v piipadech potencialné senzibilizujicich udalosti, pii kterych mize dojit k
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praniku RhD pozitivnich erytrocytii plodu do krve matky a rozvoji RhD aloimunizace, dale se

provadi antepartalni profylaxe ve 28. tydnu a po porodu RhD pozitivniho plodu.

Udalosti, pii kterych by mél byt podan imunoglobulin 1gG anti-D RhD negativnim

Zenam, nejsou-li u nich jiz pritomny aloprotilatky anti-D

L. trimestr (postacujici davka IgG anti-D 50 pg) - umélé ukonceni téhotenstvi, samovolny
potrat s instrumentalni revizi dutiny délozni, operace mimod¢lozniho téhotenstvi, biopsie

choria, evakuace molarni gravidity

I1. a 1l trimestr (postacujici davka IgG anti-D 100 pg) - amniocentéza, kordocentéza, jiné
invazivni vykony prenatdlni diagnostiky a fetdlni terapie, indukovany abort, intrauterinni
umrti plodu, pokus o zevni obrat konce panevniho, bfi$ni poranéni, porodnické krvaceni
antepartalni profylaxe ve 28. tydnu - (postacujici davka IgG anti-D 250 pug)

porod RhD pozitivniho plodu - (postacujici davka IgG anti-D 100 pg)

Stanoveni objemu FMH (fetomaternalni hemoragie) - je-li stanoven objem fetalnich
erytrocytll (red blood cells, RBCs) proniklych do obéhu matky, je indikovano podani IgG
anti-D intramuskularné v davce 10 pg na 0,5 ml fetalnich RBCs nebo 1 ml plné fetalni krve.
IgG anti-D v davce 10 pg podané nitrosvalové by mélo pokryt 0,5 ml fetdlnich RhD
pozitivnich RBCs nebo 1 ml plné fetalni krve. FMH je objem fetalnich RBCs, objem fetalni
krve je dvojnasobny (pfedpokladany fetalni hematokrit je 50 %) [48].



Udalosti, pfi kterych by mél byt podan imunoglobulin (lg) G anti-D RhD negativnim zenam,
nejsou-li u nich jiz pritomny aloprotilatky anti-D

Indikace v 1. trimestru & D 50 pg®

samovolny potrat s instrumentalni revizi dutiny délozni

evakuace molarni gravidity

Indikace ve 2. a 3. trimestru anti-D 100 pg*

amniocentéza
kordocentéza

jiné invazivni vykony prenatalni diagnostiky a fetalni terapie

samovolny nebo indukovany abort

intrauterinni amrti plodu

pokus o zevni obrat konce panevniho
peorodnické krvaceni

Antepartalni profylaxe ve 28. tydnu postaéu gG anti-D 250 pg*

Porod RhD pozitivniho plodu ** dévka IgG anti-D 100 pg*

Obrazek ¢. 1
Udalosti, pfi kterych by mél byt podan imunoglobulin 1gG anti-D RhD negativnim Zenam,
nejsou-li u nich jiz pritomny aloprotilatky anti-D

Nacasovani: co nejdiive, ale nejpozdéji do 72 hodin po udalosti. Pfi opomenuti provedeni prevence RhD
aloimunizace do 72 hodin po potencialn¢ senzibilizujici udalosti ma jest¢ smysl podat IgG anti-D do 13 dni, v

mimotadnych piipadech je doporuceno podani s odstupem maximalné 28 dni po porodu.

Upraveno dle Lubusky M. et al. [48]
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Inkompatibilita v dalSich systémech
International Society of Blood Transfusion (ISBT) eviduje vice nez 33 krevnich systému a

vice nez 300 erytrocytarnich antigenti. Kromé antigenti RH systému mutze zpusobit klinicky

zavaznou HDFN inkompatibilita v Kell, Duffy, MNS, P systému.
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klinicky NEJVYZNAMNEJSI antierytrocytarni protilatky

aloprotilatky proti antigendm D, ¢, K

klinicky VYZNAMNE antierytrocytarni protilatky

aloprotilatky proti antigendm C, E, e, Ce, cE, Fy?, Jk?, A, B, C¥ ce, G, k, S, s

velmi zfidka proti antigendm Cx, E¥, M, U, Fy?, Kp®, Js22, PP.Pk, Jk®, Tj2, Yt2, LW, Di, Ge, En®, Jr2, Wr® a dalsi
klinicky NEVYZNAMNE antierytrocytarni protiltky

aloprotilatky proti antigendm P,, Le2®, H, I, HI, N, Lu
nespecifické protilatky
chladové protilatky

protilatky reagujici pouze v enzymovém prostfedi

Obrazek ¢. 2
Rozdéleni antierytrocytarnich aloprotilitek u téhotnych Zen z hlediska klinického vyznamu pro

riziko rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence

Upraveno dle Holuskova I. et al. [36]
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4.2.1 Patofyziologie HDFN

Podkladem HDFN je tvorba aloimunnich protilatek proti erytrocytim béhem téhotenstvi pfi
inkompatibilité¢ erytrocytarnich antigent matky a plodu. Pfi poruseni fyziologické bariéry
mezi fetalni a matefskou cirkulaci mohou pronikat krvinky plodu do ob&hu matky
(fetomaternalni hemoragie), coz vede ke stimulaci imunitniho aparatu matky a k tvorbé
specifickych protilatek tfidy IgG (aloimunizace). Aloimunizace muze byt zplisobena i
podanim inkompatibilni krevni transfuze. IgG protilatky pronikaji placentou do ob&hu plodu,
na aktivnim transportu matefského IgG se podileji placentarni Fc receptory oznacované jako
FcRn. Plod je ohroZen rozvoje HDFN pouze v pfipadé€, ma-li na svych erytrocytech ptitomen
k dané protilatce komplementarni antigen. V tomto piipadé protilatky obaluji fetalni
erytrocyty, které jsou pak destruovany monocyto-makrofagovym systémem pirevazné ve

sleziné.

Plod

Pfi hemolyze vznikd nadmérné mnozstvi nekonjugovaného bilirubinu, ktery se dostava do
jater matky, zde je konjugovan. Na anémii plod reaguje zvySenou erytropoézou, predevsSim
extramedularni, coz muze vést k portalni hypertenzi a jaterni dysfunkci, nasledné ke tkanové
hypoxii, pfi poruSe jaternich funkei k hypoproteinémii. Hypoalbuminémie je pfi¢inou sniZeni
onkotického tlaku, ktery pak vede k ascitu, aZz k hydropsu plodu. Nakonec muze dojit
K intrauterinni smrti plodu diky kardiovaskularnimu selhani. U aloprotilatky anti-K se navic

uplatiiuje 1 suprese fetalni erytropoézy.

Novorozenec

Po porodu vSak jatra nestaci vychytavat a konjugovat velkou naloz bilirubinu (jatra plodu a
novorozence do 3. - 4. dne tvoii jen velmi malo ¢i skoro Zadnou glukoronyltransferazu) a to
zvysuje jeho koncentraci v krvi. Nekonjugovany bilirubin je rozpustny v tucich a ma dobrou
afinitu napf. k buitkdm CNS, coZ se bez 1écby muZe projevit poSkozenim mozku novorozence

tzv. kernikterem [62].
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Klinické projevy HDFN u plodu a novorozence

Projev Pric¢ina

| PLOD |
anémie hemolyza, suprese erytropoézy

hepatosplenomegalie erytroidni hyperplazie pfi chronické anémii

edém, ascites, hydrops chronicka anémie

kardialni selhani chronicka anémie

intrauterinni Umrti plodu tézka anémie

NOVOROZENEC
ikterus degradace hemu, nizka schopnost konjugovat bilirubin

encefalopatie (porucha pfijimani potravy, ztrata Morova
reflexu, vyklenuta fontanela, kiece, hluchota, mentalni jadrovy ikterus, vysoka koncentrace bilirubinu
retardace, spasticka choreoatetdza, smrt)

anémie hemolyza, suprese erytropoézy
hepatosplenomegalie erytroidni hyperplazie pfi chronické anémii
edém, ascites, hydrops chronicka anémie

kardidlni selhdni chronicka anémie

Obrazek ¢. 3

Klinické projevy hemolytické nemoci plodu a novorozence

Upraveno dle Masopoust J. et al. [62]
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4.2.2 Management u novorozence s HDFN

Hyperbilirubinémie: je definovana jako zvySeni koncentrace bilirubinu v krvi nad 25 umol/I.
Klinicky se projevuje ikterem, zlutym zbarvenim sklér, pozdéji kize a sliiznic. U
novorozence je ikterus obvykle patrny az pii hodnotach bilirubinu nad 85 umol/l. Objevuje se
U 45-65 % zdravych novorozenct (fyziologickd hyperbilirubinémie), ale mize byt projevem
hemolytického onemocnéni novorozence. K rozvoji ikteru u novorozence vede ukonceni
placentarni clearance bilirubinu, snizena eliminacni schopnost jater (zejména snizena aktivita
uridiyl-difosfoglukoronyltransferazy) pii zvySené zat€zi bilirubinem v ¢asném postnatalnim
obdobi. Cilem lécebnych opatieni je piedejit takovému vzestupu hladiny bilirubinu, ktery by

ohrozil novorozence rozvojem jadrového ikteru.

TERAPIE

Fototerapie
zabranuje rustu koncentrace bilirubinu, snizuje potfebu vyménné transfize, snizuje toxicitu

bilirubinu [60]. Indikaci je koncentrace bilirubinu > 60-70 pmol/l <340 pmol/l.

Imunoterapie
profylaktické podani imunoglobulinii v davce 0,5g/kg 1. v. u déti s hemolytickou nemoci
nespliuyjici kritéria pro vyménnou transfizi muize zabranit rychlejSimu vzestupu hladiny

bilirubinu.

Vyménna transfize

Predstavuje ucinnou, ale invazivni eliminaéni metodu, pifi které dochazi k odstranéni
vyznamné Casti bilirubinu a v pfipadé HDFN 1 senzibilizovanych erytrocytli a protilatek
podilejicich se na hemolyze. Provadéni je vyhrazena na neonatologickd pracoviste
Perinatologickych center. U ditéte 1é¢eného pro hyperbilirubinémii se nema sefezavat

pupecnikovy pahyl, dokud neni zcela vylouc¢ena nutnost provedeni vyménné transftize [26].
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U vSech t€hotnych Zen v prvnim trimestru by mél byt do konce 14. tydne proveden screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. Je-1i vysledek screeningu jiny nez negativni, je
nezbytné zajistit adekvatni konzultaci pacientky se stanovenim dal$iho postupu na pracovisti
s odbornosti gynekologie a porodnictvi [46, 96]. V pfipad¢ pozitivniho screeningu by méla
byt provedena identifikace protilatky, a pokud se jedna o specifickou klinicky vyznamnou
aloprotilatku, tak by nasledné m¢la byt provedena i jeji kvantifikace [36]. Z tohoto divodu je
vhodné provadét screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek
Vv imunohematologické laboratofi, kterd je schopna rovnéz provést indsledné doSetieni
protilatkového nalezu véetné identifikace a kvantifikace.

Zpréva z laboratofe by méla obsahovat informaci o klinické vyznamnosti diagnostikované
aloprotilatky z hlediska rizika rozvoje HDFN. Po dosazeni ,kritického titru® by méla byt
nekoreluje se stupném anémie plodu [37]. Je tudiz nezbytna mezioborova spoluprace
gynekologa a imunohematologa. | kdyz je u t¢hotné Zzeny diagnostikovana klinicky vyznamna
aloprotilatka, je plod ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipadé, Ze ma na
povrchu svych erytrocyti pfitomen komplementarni antigen. Je mozné doplnit vySetfeni
pritomnosti komplementarniho erytrocytarniho antigenu stanovenim genotypu plodu z volné
fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi téhotné Zzeny. V Ceské republice je v soudasnosti
mozno takto vySetfit genotypy RHD, RHCE a KEL [7, 38-40]. Je tudiz nezbytna mezioborova
spoluprace gynekologa a laboratofe I¢kaiské genetiky. Pokud nelze vyloucit riziko rozvoje
HDFN, méla by byt pacientka s ohledem na riziko rozvoje anémie plodu sledovana na
specializovaném pracovisti, které se zabyva touto problematikou. Standardni prenatalni péce
by méla probihat u oSetfujiciho gynekologa [96]. Sledovani rozvoje anémie u plodu se
provadi pomoci ultrazvukové dopplerometrie, stanovenim maximalni pratokové rychlosti
v arteria cerebri media (MCA-PSV, Middle Cerebral Artery Peak Systolic Velocity) [47, 55,
70, 84, 108] .

Kordocentéza anasledné vySetfeni stupné¢ anémie plodu by méla byt provedena pouze
Vv indikovanych ptipadech. T€hotenstvi by mélo byt ukonceno nejpozde€ji do konce 38. tydne
[51]. S ohledem na riziko rozvoje hemolytické nemoci novorozence je nezbytna mezioborova
spoluprace gynekologa a neonatologa. Porod by mél byt planovéan v Perinatologickém centru
intenzivni nebo intermediarni péce. Thned po porodu by u novorozence m¢l byt vySetfen:

krevni obraz, bilirubin, krevni skupina - fenotyp (pfitomnost antigenti na povrchu erytrocytt
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novorozence podle typu aloprotilatky diagnostikované V t¢hotenstvi u matky), piimy
antiglobulinovy (Coombstv) test (pfitomnost matefskych aloprotilditek navazanych na
antigenné komplementarni erytrocyty novorozence). Odbér krve u novorozence by mél byt

proveden piimo z pupe¢niku z umbilikalni Zily bezprostiedné po porodu [52, 53].
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standardni prenataini péce u osetfujiciho gynekologa

'SCREENING nepravidelnych antierytrocytamich protilatek u Zen v I. trimestru téhotenstvi

plod nema antigen

plod ma antigen antigen nevysetien

v

>15 MoM >1,5 MoM
(GA < 35 tydn() (GA > 35 tydnl) <1,5 MoM
kordocentéza |
vzristajici trend normalni trend
| ukonéeni tehotenstvi
| ukonéeni téhotenstvi do konce 38. tydne

Obrazek ¢. 4

Management téhotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence

Upraveno dle Cubusky M.. et al. [53]
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4.3.1 Screening nepravidelnych antierytrocytarnich aloprotilatek

V Ceské republice (CR) je u viech tehotnych Zen v I trimestru provadén screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. Pozitivni vysledek screeningu je u cca 5 % zen
(v CR roéné 5.000 Zen), jen u cca 1,5 % (1.500 Zen) se jedna o klinicky vyznamnou
aloprotilatku (obrazek cislo). Mezi klinicky vyznamné antierytrocytarni aloprotilatky patii
anti-D, anti-K, anti-c, anti-E. Je-li diagnostikovana klinicky vyznamna antierytrocytarni
aloprotilatka, jednd se o téhotenstvi srizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a

novorozence [52].

METODY

Neprimy antiglobulinovy test (NAT) - screeningovda metoda ma obsahovat nepiimy
antiglobulinovy test za pouziti erytrocytti resuspendovanych v roztoku o nizké iontové sile
(LISS-NAT) pii 37 °C [12, 21, 42]. Za standardni metody jsou povazovany: testy sloupcové
aglutinace, testy ,,na pevné fazi“. Na zaklad¢ dlouhodobych vysledka externi kontroly kvality
je ziejmé, ze lepSich vysledkli nez zkumavkova metoda dosahuji robustnéj$i metodiky

sloupcové aglutinace a pevné faze a tudiz by mély byt preferovany [63] (obrazek &islo 5).

Enzymové testy - obvykle nejsou doporuc¢ovany, nebot’ nemaji vypovédni hodnotu [17]. U
enzymovych testil se Casto setkdvame s faleSnymi pozitivitami, s protilatkami jiné tfidy nez

IgG a s protilatkami, které reaguji pouze s erytrocyty modifikovanymi enzymy [61].

Identifikace nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek - provadi se pfi pozitivnim
screeningu nepravidelnych antierytrocytarnich aloprotilatek. Jestlize se jednd o specifickou,
klinicky vyznamnou aloprotilatku, méla by byt provedena i jeji kvantifikace [36]. Zprava
Z laboratofe by méla obsahovat informaci o Kklinické vyznamnosti diagnostikované

aloprotilatky z hlediska rizika rozvoje HDFN.

Stanoveni titru (kvantifikace) nepravidelnych protilatek - ma pro predvidani zavaznosti
HDFN jen omezeny vyznam [21]. Neni totiz jednoznacnd korelace mezi vysi titru a
biologickym chovanim protilatek in vivo. Hemolyza zavisi na avidité protilatky, méné na titru
[32, 35, 106]. Protilatky s relativné nizkymi titry jsou nékdy schopné zpisobit t€Zky prubéh
HDFN napi. protilatky anti-K vedou k imunni supresi erytropoézy a vyse jejich titru se
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zavaznosti anémie prakticky nekoreluje [100, 101]. Po dosazeni ,.kritického titru® by méla byt

.....

nekoreluje se stupiiem anémie u plodu [37].

Piimy antiglobulinovy test (PAT) — doporucuje se provést u novorozence v piipad¢ prukazu
klinicky vyznamnych antierytrocytarnich aloprotilatek u matky [12, 107]. Pozitivita PAT
nepotvrzuje diagnézu HON (Hemolytické onemocnéni novorozence), je nutné¢ vySetfeni

hemoglobinu a sérového bilirubinu novorozence (obrazek ¢islo 5).
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a) plazma/sérum  a) diagnostické erytrocyty  inkubace promyti 3x eryt
bg dia ‘nﬁtkké b)/ervtrocytvkpg%agq gaaentg nyng‘yorozence
k) erytroc ni navaz
pro J a%enﬁ“’ “ protilatkami in vivo

® A G @é.(.

b= = !

resuspenzace centrifugace pfidanl AGH 20stdvaji pouze protilatky
noceni +/- - navazané na erytrocyty

aglutinace

Obrazek ¢. 5

Primy a neprimy antiglobulinovy test — zkumavkova technika

Kroky 1-6 ptedstavuji nepfimy antiglobulinovy test — NAT, v ptipadé ptimého antiglobulinového testu — PAT se
vstupuje ptimo do promyvaci faze.

AGH - anti-human globulin

Upraveno dle Rehagek V. et al. [82]

21



100 000 SCREENING nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek

:

5% |5000 ‘ ‘ SCREENING pozitivni
15% [ 1500 klinicky vyznamna antierytrocytarni protilatka
y
500 plod ma antigen

50 | |kordocentéza + INTRAUTERINNI TRANSFUZE

Obrazek ¢. 6

Screening téhotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence

V Ceské republice (CR) je u vsech téhotnych Zen v 1. trimestru provadén screening nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek. Pozitivni vysledek screeningu je u cca 5 % Zen (v CR roéné 5.000 Zen), jen u cca
1,5 % (1.500 Zen) se jedna o klinicky vyznamnou aloprotilatku. Je-li diagnostikovana klinicky vyznamna
antierytrocytarni aloprotilatka, jedna se o tchotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a
novorozence. Plod je vSak ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipadé, Ze ma na povrchu svych
erytrocyti pfitomen komplementarni antigen, jedna se o cca 0,5 % plodid (500 ro¢n€). Pritomnost
komplementéarniho antigenu lze vysetfit neinvazivné stanovenim genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici
v periferni krvi téhotné Zzeny. Zavazna forma hemolytické nemoci plodu vyzadujici podani intrauterinni transfuze
do 35. tydne se vSak rozvine jen u cca 5-10 % znich (25-50 plodl roéné€). Rozvoj anémie u plodu lze
diagnostikovat neinvazivné pomoci ultrazvukové dopplerometrie, stanovenim maximalni pritokové rychlosti v
arteria cerebri media (MCA-PSV, Middle Cerebral Artery Peak Systolic Velocity). Kordocentéza by méla byt

provedena pouze v indikovanych piipadech [52].

Upraveno dle Lubusky et al. [52]
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antierytrocytarni protilatky

incidence

pravidelng ‘
nepravidelné
chladové ‘
tepelné
autoprotilatky
aloprotilatky
nespecifické
specifické
screening
identifikace

Obrazek ¢. 7

klinicky nevyznamné
klinicky vyznamné

transfuzni kompatibilita
HDFN

kvantifikace

2184

1022

683

4,81

Screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilitek u Zen v 1. trimestru téhotenstvi v

olomouckém regionu v letech 2000 az 2011

Celkem bylo vysetfeno 45 435 t¢hotnych zen v I. trimestru t€hotenstvi, pravidelné antierytrocytarni protilatky

(anti-A, anti-B) nebyly pii screeningu vySetfovany, u 4,81 % Zen byl screening nepravidelnych tepelnych

antierytrocytarnich protilatek pozitivni a bylo nasledné nutné provést identifikaci protilatky. U 2,25 % Zen byla

protilatka identifikovana a u 1,5 % Zzen se jednalo z hlediska mozného rozvoje HDFN o specifickou klinicky

vyznamnou aloprotilatku, kterou bylo tudiz nutné i kvantifikovat. Uvedeny vypocet incidence jednotlivych typu

protilatek nezohlediiuje moznost souc¢asného vyskyty vice typu specifickych aloprotilatek u jedné téhotné Zeny.

HDFN (Hemolytic Disease of the Fetus and Newborn) — hemolyticka nemoc plodu a novorozence

Upraveno dle Holuskova 1. et al [37]
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4.3.2 Neinvazivni stanoveni genotypu plodu z periferni krve téhotné Zeny

Pokud je u téhotné Zeny diagnostikovana klinicky vyznamna aloprotilatka, je plod ohrozen
rozvojem hemolytické nemoci pouze v piipad€, ze ma na povrchu svych erytrocyt pfitomen
komplementarni antigen. Je mozné doplnit vySetfeni pfitomnosti komplementarniho
erytrocytarnitho antigenu stanovenim genotypu plodu zvolné fetdlni DNA cirkulujici
v periferni krvi téhotné Zeny. V Ceské republice je v sou¢asnosti mozno takto vysetfit

genotypy RHD, RHCE a KEL [6, 7, 38-40].

Pro neinvazivni stanoveni genotypu plodu se vyuZziva nebunécné fragmentovand fetdlni DNA
pfitomna v plazmé téhotnych Zen. Procentudlni zastoupeni volné fetdlni 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, patologickém téhotenstvi apod [7,
74]. Stanoveni genotypu plodu se v soucasnosti nejcastéji provadi metodou real-time

PCR. Stanoveni KEL genotypu plodu je mozné i pomoci minisekvenace.

Real — time PCR = Kvantitativni polymerazova retézova reakce

metoda zaloZena na principu klasické PCR, umozniuje vSak kvantifikaci sledovaného tseku
DNA v readlném case. Na rozdil od bézné PCR, kde se analyzuje az vysledny produkt
(amplifikovand DNA) pomoci elektroforézy v agardze, je pii Real-time PCR zaznamenavan
kazdy cyklus PCR ve skuteném case. Zaznam amplifikace je zaloZen na principu
fluorescence, kdy se pouzivaji sondy (fluorescenéni latky), které se vazi specificky nebo

nespecificky na amplifikovanou DNA.

Minisekvenace s vyuzitim kapilarni elektroforézy (tzv. SNaPshot)

analyza je zalozena na prodlouZeni sekvencné specifického DNA primeru o jednu bézi v
mist¢ KEL polymorfismu (K/k). Na zakladé inkorporované fluorescencéné znacené baze lze u
KEL homozygotnich téhotnych zen (k/k nebo K/K) urcit pfimés komplementarni fetalni alely
(K nebo k) a detekci fluorescence ptislusné baze stanovit KEL genotyp plodu.
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4.3.3 Sledovani rozvoje anémie u plodu pomoci ultrazvukové dopplerometrie

Stanoveni maximalni systolické pritokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA PSV)
pomoci dopplerometrie piestavuje vysoce sensitivni neinvazivni zptsob zjisténi stupné fetalni
anémie [55]. UmozZiuje presnéjsi predikci stupné fetalni anémie pii erytrocytarni aloimunizaci
nez provedeni amniocentézy s naslednym méfenim koncentrace bilirubinoidl v plodové vodé
[13, 57, 69, 71, 76, 79]. Stanovenim MCA PSV lze diagnostikovat anémii i v piipadech Kell
aloimunizace, kde problém nespoc¢iva v hemolyze ale v supresi erytroidnich prekurzort v
kostni dfeni, proto méteni bilirubinoidl z plodové vody nema v ptipadé¢ Kell aloimunizace
zadny vyznam [4, 14, 54, 97] . Vyuziti MCA-PSV ukazuje obrazek ¢islo 9. Anémie vede k
poklesu objemového mnozstvi kysliku v krvi, ale neovliviiuje parcialni tlaky kysliku a oxidu
uhli¢itého. V krvi plodu zistavaji hodnoty pO2, pCO2 a pH obvykle v mezich normélnich
hodnot. Nedochéazi proto k redistribuci krve s preferenénim zésobenim mozku. Vyjimku
pfedstavuje az zavaznd anémie s hypoxémii a acidéozou. Neni-li souCasné¢ pfitomna
placentarni insuficience, neméni se pulzatilita v arteria uterina a v arteria umbilicalis bez
ohledu na stupenn anémie plodu. Plod zvySuje srde¢ni vydej a krevni prutok ve fetalnich
cévach v pfimé iméte stupni anémie odrazejici se zejména v hematokritu plodu. Je pfitomna
hyperdynamicka cirkulace [68]. Studie na animalnich modelech prokazaly, Ze ke zvySeni
pratokové rychlosti ve fetalnich cévach pfi anémii dochédzi néasledkem zvySeni srde¢niho
vydeje a poklesu viskosity krve [31]. Pfed podanim prvni intrauterinni transfuze se MCA-
PSV u plodu zvySuje v pfimé umeéte stupni anémie odrézejici se zejména v koncentraci
hemoglobinu. Ukazuje se, Ze pocate¢ni mirny pokles koncentrace fetalniho hemoglobinu jen
nepatrné ovliviiuje srdecni vydej a krevni viskozitu. Pfi dalSim prohlubovani fetalni anémie je
vzajemny vztah mezi témito parametry jiZz linedrni a umoznuje presné€j$i odhad aktualni
hodnoty fetalniho hemoglobinu [56]. V této fazi i minimalni zména koncentrace hemoglobinu
signifikantné ovlivni viskositu krve. Vybornou korelaci mezi MCA-PSV a koncentraci
fetalniho hemoglobinu potvrdilo mnoho dalSich studii [5, 13, 23, 28, 58, 65, 83, 92, 94, 97,
102]. Pii predpovédi rizika rozvoje aloimunni anémie plodu u ohrozenych te€hotenstvi nehraje
roli jen absolutni hodnota MCA-PSV ale také dynamika ndrGstu maximalni pritokové
rychlosti béhem gestace. Cim je dynamika vétsi, tim zavazngjsi je fetalni hemolyza v
dusledku aloimunizace a odpovida stupni anémie plodu [24]. Po podani intrauterinni transfuze
krve ke korekci fetdlni anémie byl zaznamenan intenzivni pokles maximalni pratokové

rychlosti v arteria cerebri media zpét k normalnim hodnotam [92]. Adekvatni normalizace
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prutokové rychlosti je patrnd po podéani prvni 1 naslednych krevnich transfiizi. Jedna se ziejmé
o dusledek vzestupu krevni viskosity a zlepSeni oxygenace fetalni krve s naslednym zvysenim
srdec¢niho afterloadu. MCA-PSV lze vyuzit i k nacasovani podani dalsi intrauterinni transfuze,
ale referen¢ni hladina (MCA-PSV cut-off point) pro detekci zavazné fetadlni anémie po podani
prvni transfiize je 1,69 MoM (vs. 1,5 MoM pied podanim intrauterinni transfiize) [25]. Je to
proto, ze adultni erytrocyty podané pfi intrauterinni transfuzi maji ve srovnani s fetadlnimi
mensi objem, bunénou rigiditu a vétsi sklon k agregaci coz ovliviiuje viskozitu krve [30,
104]. Adultni erytrocyty ve srovnani s fetalnimi maji navic niz$i transportni kapacitu pro
kyslik. MCA-PSV detekujici koncentraci hemoglobinu odpovidajici zdvazné fetdlni anémii je
proto mirné¢ vys$i. Mari et al. [59] vSak prokazali linearni korelaci mezi MCA-PSV a
koncentraci fetalniho hemoglobinu i po podani dvou intrauterinnich transfuzi. Pfed podanim
prvni transfize pfedstavuji fetalni erytrocyty 100% vSech cervenych krvinek v obéhu plodu,

po prvni transfuzi 3-82% a po druhé transfiizi jen 0-34% [59].
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WEEK OF

GESTATION MuLTIPLES OF THE IVIEDIAN
1.00
(MEDIAN) 1.29 1.50 1.55
cm/sec
18 23.2 29.9 34.8 36.0
20 25.5 32.8 38.2 39.5
22 27.9 36.0 419 43.3
24 30.7 39.5 46.0 47.5
26 33.6 43.3 50.4 52.1
28 36.9 47.6 55.4 57.2
30 40.5 52.2 60.7 62.8
32 44 4 57.3 66.6 68.9
34 48.7 62.9 73.1 75.6
36 53.5 69.0 80.2 82.9
38 58.7 75.7 88.0 91.0
40 64 .4 83.0 96.6 99.8
Obrazek ¢. 8

Referencni tabulka pro méieni maximalni prutokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA

PSV) pomoci ultrazvukové dopplerometrie

Upraveno dle Mari, G. et al. [55]
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Potential causes of fetal anemia
Categories Cause

Immune Red blood cell alloimmunization
Rh
Atypical antigens

Infectious Parvovirus
CMV
Toxoplasmosis
Syphilis

Inherited Lysosomal storage diseases (eg,
mucopolysaccharidosis type VI, Niemann-Pick
disease, Gaucher disease)
Blackfan-Diamond anemia
Fanconi anemia
Alpha-thalassemia®
Pyruvate kinase deficiency
(G-6-PD deficiency

Other Aneuploidy
TTTS; twin anemia-polycythemia sequence
Fetomaternal hemorrhage
Maternal acquired red cell aplasia

CMV, cytomegalovirus; G-6-P0, glucose-6-phosphate dehydrogenase; TTTS, twin-to-twin transfusion syndrome.

2 Alpha-thalassemia is a comman cause of hydrops in regions where this inherited disorder is common, such as Southeast
Asia.

Obrazek ¢. 9
Mozné priciny fetilni anémie, pfi kterych je mozné vyuZiti sledovani pomoci ultrazvukové

dopplerometrie maximalni pritokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA PSV)

Upraveno dle Society for Maternal-Fetal Medicine [88]
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| kdyz je u téhotné Zeny diagnostikovana klinicky vyznamna aloprotilatka, je plod ohrozen
rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipad¢€, Ze ma na povrchu svych erytrocyt pfitomen
komplementarni antigen. Je mozné doplnit vySetfeni piitomnosti komplementarniho
erytrocytarniho antigenu stanovenim genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici
v periferni krvi téhotné Zeny. V Ceské republice je v soudasnosti mozno takto vySetfit

genotypy RHD, RHCE a KEL [6, 7, 38-40].
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‘ klinicky vyznamna antierytrocytarni protilatka

‘ Rh ‘ ‘ Kell ‘
(o Jlefle e fle] [x]lx]

‘ 1420 ‘ 500 100 100 600 20 100 10
v ‘RHD H RHCE ‘ ‘ KEL ‘

527 300 44 56 96 17 5 9

‘ plod ma antigen

Obrazek ¢. 10
Klinicky vyznam stanoveni RHCE a KEL genotypu u plodu

Klinicky vyznamna aloprotildtka anti-D je diagnostikovana u cca 0,5 % Zen (v CR roéné 500 Zen). Plod je vsak
ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipadé, ze ma na povrchu svych erytrocytu pritomen
komplementarni antigen, jedna se o cca 60 % plodu (300 plodu ro¢né). Piitomnost komplementarniho antigenu
lze vySetfit neinvazivné stanovenim RHD genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi
t¢hotné eny. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-C je diagnostikovana u cca 0,1 % Zen (v CR roéné& 100 zen)
a cca 44 % plodu (44 plody ro¢n€) maji ptitomen komplementarni antigen. RovnéZz klinicky vyznamna
aloprotilatka anti-c je diagnostikovana u cca 0,1 % Zen (v CR roén& 100 zen) a cca 56 % plodu (56 plodu roéng)
ma ptitomen komplementarni antigen. Pfitomnost komplementarniho antigenu lze vySetfit neinvazivné
stanovenim RHCE genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi tehotné zeny. Klinicky
vyznamna aloprotilatka anti-E je diagnostikovana nejéastéji, u cca 0,6 % Zen (v CR roéné 600 Zen), muze viak
vznikat i pfirozené bez erytrocytdrniho antigenniho podnétu, takto vznikla protilatka neni aloprotilatkou a je
otazkou, zda viibec muiize zpisobit rozvoj hemolytické nemoci. Navic jen cca 16 % plodu (96 plodu roéné) ma
pfitomen komplementarni antigen. P¥itomnost komplementarniho antigenu lze vysetrit neinvazivné stanovenim
RHCE genotypu plodu z volné fetilni DNA cirkulujici v periferni krvi t€hotné Zeny. Naproti tomu klinicky
vyznamna aloprotilatka anti-e je diagnostikovana jen u cca 0,02 % zen (v CR roéné 20 Zen) a komplementarni
antigen je piitomen u vetSiny plodi, u cca 84 % plodu (17 plodu ro¢ng). VySetfeni pfitomnosti
komplementarniho antigenu neinvazivné stanovenim RHCE genotypu plodu tudiz nema klinicky vyznam.
Klinicky vyznamné aloprotilatka anti-K (Kell, KEL1) je diagnostikovana u cca 0,1 % Zen (v CR roéné 100 zen)
a cca 5 % plodu (5 plodu roén€) ma piitomen komplementarni antigen. Pfitomnost komplementarniho antigenu
lze vySetfit neinvazivné stanovenim KEL genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi t€hotné
zeny. Naproti tomu klinicky vyznamna aloprotilatka anti-k (Cellano, KEL2) je diagnostikovana jen u cca 0,01 %
zen (v CR roéné 10 zen) a komplementarni antigen je piitomen u vetsiny plodu, u cca 95 % plodu (9 plodu
ro¢né). Vysetieni pfitomnosti komplementarniho antigenu neinvazivné stanovenim KEL genotypu plodu tudiz
nema klinicky vyznam.

Upraveno dle Cubusky at al. [52, 53], Holuskova I. et al. [37]
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4.4.1 Rh systém (ISBT 004)

Je druhy nejvyznamnéjsi systém krevnich skupin, objeveny Landsteinerem v roce 1939, kdyz
Vv séru zeny po porodu objevil protilatku proti antigenu plodu, jez zdédil po otci [75, 91].
K nejvyznamnéj$im antigenim Rh systému, kterych je identifikovanych vice nez 50 [86],
patii antigeny “D*, “C*, “c™, “E“, “e". Ktvorbé protilatek proti antigeniim Rh systému
dochazi vzdy az po stimulaci imunitniho systému antigenn¢ inkompatibilnimi erytrocyty po
podani krevni transfuze nebo nasledkem fetomaternalni hemoragie v souvislosti s téhotenstvi
[36, 75].

RH antigeny jsou kodovany dvéma blizko sebe lezicimi homolognimi geny RHD a RHCE,
které podléhaji autosomaln¢ dominantnimu typu dédicnosti a jsou umistény na kratkém
raménku 1. chromozomu. RHD a RHCE geny koduji proteiny RhD a RhCcEpe, které jsou oba
tvoteny polypeptidovym fetézcem o 417 aminokyselinach, ktery 12krat prochazi erytrocytarni
membranou. Na vnéjsi stran¢ vytvaii Sest smycek, kde jdou lokalizovany vlastni antigeny.
RhD a RhCcEe protein se od sebe lisi 31 az 35 aminokyselinami. RHD gen produkuje “D*
antigen, RHCE gen produkuje antigeny “C*, “c*, “E®, “e* [19, 36].

Gen RHCE ma ctyii alely CE, Ce, cE, ce, které jsou viici sobé kodominantni a uvedené
kombinace alel se dédi neoddélitelné¢ od sebe, proto ndzev genovy komplex. MiZe tak
vzniknout az osm genovych komplexti (haplotypt): CDe, cde, cDE, cDe, Cde, cdE, CDE,
CdE, tazeno sestupné dle vyskytu u kavkazské populace. Dvojice téchto genovych komplext
jako napt. CDe/cde potom urcuje genotyp. N&ktéré genotypy a odpovidajici fenotypy, se
vyskytuji Castéji nez jiné. Nejcastéjsi genotypy jsou CDe/cde a CDe/CDe a piedstavuji
piiblizné 55 % genotypu kavzkazské rasy [3, 36].

Pro expresi vSech Rh antigeni je nezbytnd RhAG (Rh-associated glykocoprotein), ktery je
kédovan RHAG genem lokalizovanym na kratkém raménku 6. chromozomu. Rh antigeny jsou
exprimovany pouze na bunkach erytroidni linie a na fetalnich erytrocytech jsou exprimovany
Jiz od 6. gestac¢niho tydne. Velmi vzacné mohou Rh antigeny na erytrocytech zcela chybét a

potom hovoiime o trv. Rh null fenotypu [36].

Antigeny “C%, “c* a “E*, “e“ / protilatky anti-C, anti-c, anti-E, anti-e

Antigeny “C%, “c* a “E*, “e* jsou mnohem méné imunogenni nez antigen “D*“. VSechny
protilatky proti antigenim Rh systému by mély byt povazovany za schopné zpusobit
zavaznou formu HDFN. Klinicky nejvyznamnéjsi z non-RhD protilatek je protilatka anti-c,

ktera je schopné zpusobit zdvaznou formu HDFN. Velmi ¢asto jde o opozdénou hemolyzu.
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Jeji hemolyticky potencial je velmi podobny protilatce anti-D [34, 105]. Az v poloviné
ptipadi je jako pficina aloimunizace popisovana inkompatibilni transfuze [8]. Protilatky anti-
C, anti-E, anti-e mohou rovnéz zpisobit HDFN, ale vétSinou mirnou formu a zavaznou

hemolyzu zptsobuji jen ziidka [10, 34, 41, 95, 98].

Incidence antigeni “C*, “c“, “E*, “e“ v populaci

Antigen “C* je ptitomen u 68 % bélosské populace, 17 % Cernosské populace a u 94 %
obyvatel dalného vychodu. Antigen “c* je pfitomen u 81 % bélosské populace, 99%
cerno$ské populace a u 43 % obyvatel dalného vychodu. Antigen “E* je pfitomen u 29 %
bélosské populace, 23 % cernosské populace a u 36 % obyvatel dalného vychodu. Antigen
“e je pritomen u 98 % bélosské populace, 99 % cernosské populace a u 96 % obyvatel
dalného vychodu [20].

Incidence protilatek anti-C, anti-c, anti-E, anti-e u téhotnych zen

Holuskova a kolektiv uvadi incidenci aloprotilatky anti-E (5,7 %o), anti-C (1,2 %), anti-c (0,6
%o), anti-e (0,1 %o) [37].

Geifman-Holtzman a kolektiv uvadi incidenci aloprotilatky E (2,0 %o), anti-C (0,7 %o), anti-c
(0,8 %o) [33].
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Rh systém (ISBT 004)
systém Rh je tvoren vice nez 50 antigeny
k nejvyznamnéjsim antigeniim Rh systému patf¥i:
”D“
”C“, HC“, ”e“’ ”E“

Aloprotilatku anti-c si mlZe vytvofit pouze Rhc negativni Zena po

fenolyy genotyp alaprotiatka kontaktu s Rhc pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomater-
antigen % alely % anti-c anti-C nalni hemoragie), plod muze byt matefskou aloprotildtkou ohrozen
hemolytickou nemoci, pokud je Rhc pozitivni (incidence Rhc pozitiv-
RIS
S = A e AND nich plod( u Rhc negativnich zen je 11,2 %).
e, S o ¢/C 48 Aloprotilatku anti-C si muze vytvorit pouze RhC negativni Zena po
ncu 20 c/c 20 ANO I«?nt’aktu S Rh; pozntlvnlrr:[ erytfocyty fkrevnl transfu;e, fetomager-
. : 5 nalni hemoragie), plod mize byt matefskou aloprotilatkou ohrozen
na povrchu erytrocytd jsou pfitomny antigeny “c* nebo ”C* hemolytickou nemoci, pokud je RhC pozitivni (incidence RhC pozitiv-
alely ¢ a € jsou kodominantni nich plod( u RhC negativnich Zen je 14,1 %).

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny erytrocytarnim antigenem ”c*

(pritomny aloprotildtky anti-c)

incidence aloprotilatky anti-c u téhotnych zen 0,1% cca 100 téhotnych Zen ro¢né v Ceské republice
pravdépodobnost pfitomnosti antigenu ”c* u plodu 56 % 44 % cca 44 ploda neni ohrozeno hemolytickou nemoci

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny erytrocytarnim antigenem ”C*

(pfitomny aloprotilatky anti-C)

incidence aloprotilatky anti-C u téhotnych zZen 0,1% cca 100 téhotnych Zen ro¢né v Ceské republice
pravdépodobnost pfitomnosti antigenu ”C* u plodu 44 % 56 % cca 56 plodl neni ohrozeno hemolytickou nemoci

Obrazek ¢. 11
Klinicky vyznam stanoveni varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “C*/ “c* u plodu

V Ceské republice je u viech téhotnych Zen v I. trimestru provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek. Klinicky vyznamné aloprotilatka anti-C je diagnostikovana u cca 0,1 % zen (v CR roéné 100 Zen), cca
56 % plodu (56 plodl ro¢né) vSak nema piitomen komplementarni antigen, a tudiZ nejsou ohrozeny rozvojem
HDFN. Rovnéz klinicky vyznamna aloprotilatka anti-c je diagnostikovana u cca 0,1 % Zen (v CR ro¢né 100 Zen)
acca 44 % ploda (44 plodd ro¢n€) nema pritomen komplementarni antigen. Pfitomnost komplementarniho
antigenu lze vySetfit neinvazivné stanovenim RHCE genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni

krvi t€¢hotné zeny.
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova 1. [37], Kratochvilova T. [43] a Reid M. [80].
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Rh systém (ISBT 004)
systém Rh je tvoren vice nez 50 antigeny
k nejvyznamnéjsim antigeniim Rh systému patf¥i:
l)E“
Hell, ”E“’ ”EH

Aloprotilatku anti-e si muZe vytvorit pouze Rhe negativni Zena po

fenotyp genotyp aloprotilatis kontaktu s Rhe pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuize, fetomater-

antigen % alely % anti-e anti-E nalni hemoragie), plod mize byt matefskou aloprotilatkou ohrozen
R hemolytickou nemoci, pokud je Rhe pozitivni (incidence Rhe pozitiv-

s " o/ o LA nich plodi u Rhe negativnich Zen je 1,7 %).

PeiieES e/E 28 Aloprotilatku anti-E si maze vytvorit pouze RhE negativni Zena po

i 30 E/E 2 ANO kontaktu s RhE pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomater-

nalni hemoragie), plod mtze byt matefskou aloprotilatkou ohrozen

na povrchu erytrocyti jsou piitomny antigeny ”e% a/nebo "E% hemolytickou nemoci, pokud je RhE pozitivni (incidence RhE pozi-

alely e a E jsou kodominantni tivnich plodi u RhE negativnich Zen je 11,2 %).

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny erytrocytarnim antigenem ”e*

(pritomny aloprotilatky anti-e)

incidence aloprotilatky anti-e u téhotnych Zen 0,0 % cca 20 téhotnych Zen rocné v Ceské republice
pravdépodobnost pfitomnosti antigenu ”e“ u plodu 84 % 16 % cca 3 plody nejsou ohrozeny hemolytickou nemoci

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny erytrocytarnim antigenem ”E*

(pfitomny aloprotildtky anti-E)

incidence aloprotilatky anti-E u téhotnych Zen 0,6 % cca 600 téhotnych zen rocné v Ceské republice
pravdépodobnost pFitomnosti antigenu ”E“ u plodu 16 % 84 % cca 504 plodU neni ohrozeno hemolytickou nemoci

Obrazek ¢. 12

Klinicky vyznam stanoveni varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “E*/ “e* u plodu

V Ceské republice je u viech t&hotnych Zen v I. trimestru provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich

protilatek. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-E je diagnostikovana nejéast&ji, u cca 0,6 % zen (v CR roéné

600 Zen). Navic, cca 84 % plodu (504 plody ro¢n€) nema piitomen komplementarni antigen, a tudiz nejsou

ohrozeny rozvojem HDFN. Pritomnost komplementarniho antigenu lze vysetfit neinvazivné stanovenim RHCE

genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi t€hotné Zeny. Naproti tomu klinicky vyznamna

aloprotilatka anti-e je diagnostikovana jen u cca 0,02 % Zen (v CR ro¢né 20 Zen) a komplementarni antigen je

pritomen u vétSiny plodi, u cca 84 % plodt (17 plodi ro¢n¢). VySetieni pritomnosti komplementarniho antigenu

neinvazivné stanovenim RHCE genotypu plodu tudiz nema klinicky vyznam v managementu té€hotenstvi

s rizikem rozvoje HDFN.

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova I. [37], Kratochvilova T. [43] a Reid M. [64].
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen roéné

1.500 aloimunizovanych Zen

\. 0,1%

RhC aloimunizovanych Zen

56 %

_ RHC negativnich plodu

Porod v

1,5 % screening antierytrocytarnich protilatek

l (pfitomna aloprotilatka anti-C)

stanoveni RHCE genotypu plodu

neni ohroZzeno hemolytickou nemoci
(u plodu neni pfitomen antigen “C“)

Obrazek ¢. 13

Klinicky vyznam stanoveni varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “C*

V Ceské republice je u viech t&hotnych Zen v I. trimestru provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich

protilatek. Klinicky vyznamné aloprotilatka anti-C je diagnostikovana u cca 0,1 % zen (v CR roéné 100 Zen), cca

56 % plodu (56 plodd ro¢né) vsak nema pritomen komplementarni antigen, a tudiz neni ohroZeno rozvojem

HDFN.

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova I. et al. [37], Kratochvilova et al. [43]
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen rocné

1,5 % screening antierytrocytarnich protilatek
1.500 aloimunizovanych Zen

T~ 01%
Rhc aloimunizovanych Zen

l (pfitomna aloprotilatka anti-c)
& stanoveni RHCE genotypu plodu

RHc negativnich plodi
neni ohroZzeno hemolytickou nemoci
(u plodu neni pfitomen antigen “c”)

Porod v

Obrazek ¢. 14
Klinicky vyznam stanoveni varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “c*

V Ceské republice je u viech téhotnych Zen v I. trimestru provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-c je diagnostikovana ucca 0,1 % zen (v CR roén& 100 Zen)

ucca 44 % plodu (44 plodd ro¢n€) neni pfitomen komplementarni antigen, a tudiz neni ohrozeno rozvojem

HDFN

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova I. et al.[37], Kratochvilova T. et al. [43]
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen rocné

1,5 % screening antierytrocytarnich protilatek
1.500 aloimunizovanych Zen

T~ 06%
RhE aloimunizovanych Zen

l (pfitomna aloprotilatka anti-E)
Sk stanoveni RHCE genotypu plodu

RHE negativnich plod
neni ohrozeno hemolytickou nemoci
(u plodu neni pfitomen antigen “E“)

Porod :

Obrazek ¢. 15
Klinicky vyznam stanoveni varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “E*

V Ceské republice je u viech t&hotnych Zen v I. trimestru provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-E je diagnostikovana nejéast&ji, u cca 0,6 % zen (v CR roéné
600 Zen). Navic, cca 84 % plodd (504 plodd ro¢n¢) nema pritomen komplementarni antigen, a tudiz nejsou
ohrozeny rozvojem HDFN. Pfitomnost komplementarniho antigenu lze vySetfit neinvazivné stanovenim RHCE

genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi téhotné Zeny.
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova I. et al. [37], Kratochvilova T. et al. [43]
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen rocné

1,5 % screening antierytrocytarnich protilatek

1.500 aloimunizovanych Zen

\ 0,02%
Rhe aloimunizovanych Zen

l (pfitomna aloprotilatka anti-e)

1R stanoveni RHCE genotypu plodu
RHe negativnich plodd
neni ohrozeno hemolytickou nemoci
(u plodu neni pfitomen antigen “e”)

Porod v

Obrazek ¢. 16
Klinicky vyznam stanoveni varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “e* u plodu

V Ceské republice je u viech téhotnych Zen v 1. trimestru provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich
protilatek. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-e je diagnostikovana jen u cca 0,02 % Zen (v CR roéné 20 Zen)
a komplementarni antigen je pfitomen u vétSiny plodd, u cca 84 % plodt (17 plodl roéng). VySetteni ptitomnosti
komplementarniho antigenu neinvazivné stanovenim RHCE genotypu plodu tudiz nema klinicky vyznam

vV managementu téhotenstvi s rizikem rozvoje HDFN.

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova I. et al. [37] Kratochvilova T. et al. [43]
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4.4.2 Kell systém (ISBT 006)

Systém Kell je tvofen 27 antigeny a kazdy z nich je oznacen jménem, zkratkou a Cislem,
(napt. Kell, K, KEL1). Tento antigenni systém byl objeven v roce 1946 hned po objeveni
antiglobulinového testu. Nejbéznéjsi antigeny spojené s HDFN jsou alelické antigeny Kell (K,
KEL1) a Cellano (k, KEL2) [22, 36].

KEL gen je lokalizovan na 7. chromozomu, je organizovan 19 exony v kodujici sekvenci a je
vysoce polymorfni. KEL gen mé 2 hlavni kodominantni alely K a k, které jsou vysledkem
jednonukleotidového polymorfismu (698T—C) a korespondujici antigeny “K*“a “k* se lisi
jednou aminokyselinou (M193T) [22]. KEL gen koduje Kell glykoprotein, ktery prostupuje
erytrocytarni membranou pouze jednou a extramembrandzné ma velkou doménu, na které se
exprimuji vSechny antigeny systému Kell. Kell glykoprotein je strukturalni a sekvencni
homolog s rodinou na zinku zavislych neutralnich endopeptidaz, coz naznacuje, ze ziejmé
hraje vyznamnou roli v ristu a diferenciaci erytrocyta [36, 67].

Kell glykoprotein je asociovan s XK proteinem, ktery 10krat prochazi erytrocytarni
membranou a jsou na ném lokalizovany antigeny “Kx*“ a “Km®“. Velmi vzacné chybéni XK
proteinu vyhradné u chlapct je zodpovédno za tvz. McLeodlv fenotyp, kdy chybi antigeny
“Kx*“a “Km* a ostatni Kell antigeny jsou exprimovany velmi slabé. P¥itomnost XK proteinu
VvV membrané erytrocytti pii soucasném chybéni celého Kell glykoproteinu se oznacuje jako
vzacny Ko fenotyp. Jedinci s Ko fenotypem mohou produkovat protilatky anti-Ku, kterd maze
zpusobit hemolyzu vSech erytrytrocytt V jejichz membrané se Kell glykoprotein nachazi [19,
22, 36].

Antigen “K* / protilatka anti-K

Nejvice imunogennim antigenem Kell systému je antigen “K*, ktery je po “D* antigenu
druhym nejvice imunogennim antigenem [2, 18, 22, 103]. Protilatky anti-K mohou
zpusobovat zavaznou formu HDFN. Nejcastéjsi pfi¢inou aloimunizace v Kell systému je
inkomatibilni krevni transfuze. Zavaznost HDFN Ize jen obtizné¢ ptfedpoveédét, protoze
korelace mezi titrem aloprotilatky anti-K a stupném fetalni anémie je jen velmi mala [1, 36].
Za signifikantné vyznamny povazuje Slotweg a kolektiv jiz titr >4 [85]. Byl popsan i piipad
téhotenstvi s hydropsem plodu v 17. tydnu t€hotenstvi, kdy titr anti-K byl v 16. tydnu pouze
1:2[99].

HDFN zplsobena matefskou aloprotilatkou anti-K se 1i§i od HDFN zplsobené aloprotilatkou

anti-D, protoze kromé& hemolyzy inkompatibilnich erytrocytd mtize aloprotilatka anti-K
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zpusobovat utlum krvetvorby jejich prekurzorti v kostni dieni. “K* antigen je exprimovan na
erytroidnich prekurzorech v porovndni s antigenem “D*, ktery je exprimovan na povrchu jiz
zralych erytrocytu [19, 20, 36, 89].

HDEFN zpusobena aloprotilatkou anti-K je spojena s nizsi hladinou bilirubinu v plodové vodé
nez HDFN zpiisobena aloprotildtkou anti-D a ani postnatalné¢ nebyva pfitomna vyznamna
ze u stejné zavazné HDFN zpusobené anti-K ve srovnani s HDFN zptisobeni anti-D je mensi

podil hemolyzy [20, 36].

Incidence antigenu “K* v populaci

Antigen “K* se vyskytuje u 10 % bé&losské populace a u 2 % Cernos$ské populace. V Arabii a
na Sinajském poloostrové je incidence “K* antigenu az 25 %. K pozitivni jedinci se déli na
heterozygoty pro alelu K (K/k) — 98 % bé&lochid a téméf 100 % cEernos$ské populace a
homozygoty pro alelu K (K/K) [36, 60].

Incidence protilatky anti-K u téhotnych Zen

Holuskova a kolektiv uvadi incidenci aloprotilatky anti-K (1,2 %o) [37]. Geifman-Holtzman a
kolektiv uvadi incidenci aloprotilatky anti-K (3,0 %o) [33]. Vyskyt anti-K protilatky se
Vv poslednich letech zvysil z 1,6/1000 v poloving 60. let 20. stoleti na 3,2/1000 do roku 1995
[33, 67, 78].

Incidence “K* inkompatibilnich téhotenstvi
U bélosskeé populace ma K negativni zena (90 %), pravdépodobnost 10 %, ze jeji partner bude
K pozitivni (vétSinou heterozygot pro alelu K), a tudiz 5 % pravdépodobnost, Ze bude mit

K pozitivni plod [22, 36, 67].

Antigen “k*“ / protilatka anti-k

Jde o vysokofrekventni antigen, naopak incidence aloprotilatky anti-k u téhotnych zen je
velmi nizka. Z hlediska rizika rozvoje HDFN je aloprotilatka anti-k fazena mezi vyznamné
aloprotilatky, avSak vzhledem k velmi nizkému vyskytu u t€hotnych Zen lze klinicky vyznam

pro riziko rozvoje HDFN jen velmi obtizné posoudit [9, 27, 36, 44, 45].
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KELL systém (ISBT 006)
systém KELL je tvofen 27 antigeny
kazdy z nich je ozna¢en jménem, pismennou zkratkou a Cislem
!!Ke"“’ ”K“, HKEL1“
”Ce"anoﬂ’ !!k“’ “KELz“

Aloprotilatku anti-K si muze vytvorit pouze Kell (K) negativni Zena po

fenotyp genotyp aloprotilitka kontaktu s Kell (K) pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomaternal-
antigen % alely % anti-K anti-k ni hemoragie); plod m(ize byt matefskou aloprotildtkou ohrozen hemoly-
tickou nemoci, pokud je Kell (K) pozitivni (incidence Kell (K) pozitivnich
K 10 K/K 0,2 ANO S
/ plodu u Kell (K) negativnich Zzen jen 4,59 %).

KE Tk K/k 98 Aloprotilatku anti-k si m(ize vytvorit pouze Cellano (k) negativni Zena
g 90 k/k 90,0 ANO po kont'akFu S Cellano k) pozitﬁi\./nl'm'i erytrqcyty (krevni .tr’anst]ze, fe'to-
= “ : - = maternaini hemoragie); plod mize byt materskou aloprotildtkou ohrozen
na DOWChU_ erytrocytd jsou pr}tomny antigeny "K* a/nebo "k hemolytickou nemoci, pokud je Cellano (k) pozitivni (incidence Cellano

alely K a k jsou konkomitantni (k) pozitivnich plodii u Cellano (k) negativnich zen jen 0,19 %).

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny erytrocytarnim antigenem ”K*

(pritomny aloprotilatky anti-K)

incidence aloprotilatky anti-K u téhotnych Zen 0,1% cca 100 téhotnych Zen rocné v Ceské republice
pravdépodobnost pfitomnosti antigenu "K*“ u plodu 51% 94,9 % cca 95 plodi neni ohrozeno hemolytickou nemoci

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny s erytrocytarnim antigenem k*

(pritomny aloprotilatky anti-k)

incidence aloprotilatky anti-k u téhotnych Zzen 0,0% cca 10 téhotnych Zen rocné v Ceské republice
pravdépodobnost pFitomnosti antigenu "k“ u plodu 949 % 5,1% cca 1 plod neni ohrozen hemolytickou nemoci

Obrazek ¢. 17

Klinicky vyznam stanoveni KEL genotypu plodu u aloimunizovanych Zen

V Ceské republice je u viech t&hotnych zen provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich aloprotilatek.
Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-K je diagnostikovana u cca 0,1 % Zen (v CR ro¢né cca 100 Zen) Plod je
vSak ohrozen rozvojem HDFN pouze v pfipad€, Ze ma na povrchu erytrocytd pfitomen komplementarni antigen,
jedna se o cca 5 % plodd (5 plodii ro¢n€), naopak 95 % plodt (95 plodd ro¢n€) komplementarni antigen
pfitomen nema, a tudiz nejsou ohroZeny rozvojem HDFN. Ptitomnost komplementarniho antigenu lze vysetfit

neinvazivné stanovenim KEL genotypu plodu pomoci minisekvanace.

Naproti tomu klinicky vyznamna aloprotilatka anti-k je diagnostikovana jen u cca 0,01 % Zen (v CR roéné 10
zen) a komplementarni antigen je pfitomen u vétSiny plodl, u cca 95 % ploda (9 plodi ro¢né). Vysetieni
pfitomnosti komplementarniho antigenu neinvazivné stanovenim KEL genotypu plodu tudiz nema klinicky

vyznam v managementu t€hotenstvi s rizikem rozvoje HDFN.

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova 1. et al. [37], Durdova V. et al. [29] a McKenna D. S. et al. [64]
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen rocné

15% screening antierytrocytarnich protilatek
1.500 aloimunizovanych Zen

S, oiw
Kell (K) aloimunizovanych Zzen

l (pFitomna aloprotildtka anti-K)

i stanoveni KEL genotypu plodu

_ KEL1 (K) negativnich plodl

neni ohrozeno hemolytickou nemoci
(u plodu neni pfitomen antigen “K*)

Porod

Obrazek ¢. 18
Klinicky vyznam stanoveni alely KEL1, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho antigenu
“K“

V Ceské republice je u viech t&hotnych Zzen provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich aloprotilatek.
Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-K je diagnostikovana u cca 0,1 % Zen (v CR ro¢né cca 100 Zen) Plod je
vsak ohrozen rozvojem HDFN pouze v pfipad€, Ze ma na povrchu erytrocyttl ptitomen komplementarni antigen,
jedna se o cca 5 % plodu (5 plodi roéné), naopak 95 % plodi (95 plodi roéné) komplementarni antigen
pfitomen nema, a tudiz nejsou ohroZeny rozvojem HDFN. Pritomnost komplementarniho antigenu lze vySetfit

neinvazivné stanovenim KEL genotypu plodu pomoci minisekvanace.

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova I. et al. [37], Durdova V. et al. [29]
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1.trimestr 100.000 téhotnych Zen rocné

1,5% screening antierytrocytarnich protilatek

1.500 aloimunizovanych zen

T~ 00%
Cellano (k) aloimunizovanych zen
l (pfftomna aloprotildtka anti-k)

o stanoveni KEL genotypu plodu

- KEL2 (k) negativni plod

neni ohroZen hemolytickou nemoci
(u plodu neni pritomen antigen “k“)

Porod

Obrazek ¢. 19
Klinicky vyznam stanoveni alely KEL2, ktera odpovida pFitomnosti erytrocytarniho antigenu “k*

V Ceské republice je u viech t&hotnych Zzen provadén screening nepravidelnych antierytrocytarnich aloprotilatek,
klinicky vyznamna aloprotilatka anti-k je diagnostikovana jen u cca 0,01 % zen (v CR ro¢né 10 Zen) a
komplementarni antigen je pfitomen u vétSiny plodd, u cca 95 % plodu (9 plodi roéné). Vysetfeni ptitomnosti
komplementarniho antigenu neinvazivné stanovenim KEL genotypu plodu tudiz nema klinicky vyznam

vV managementu t€¢hotenstvi s rizikem rozvoje HDFN.
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolyticka nemoc plodu a novorozence).

Upraveno dle Holuskova 1. et al. [37], Durdova V. et al. [29]
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5 CILE PRACE

Zjistit efektivitu stanoveni KEL genotypu plodu u aloimunizovanych Zen minisekvenaci.

Zjistit efektivitu stanoveni RHCE genotypu plodu u aloimunizovanych Zen

minisekvenaci.
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6 SOUBOR A METODIKA

V letech 2001-2019 ve spolupraci Porodnicko gynekologické kliniky, Ustavu lékaiské
genetiky a Transfuzniho oddéleni FNOL byl stanoven KEL genotyp plodu z volné fetalni
DNA cirkulujici v periferni krvi u 327 té¢hotnych Zen (stanoveni pfitomnosti alely KEL1, ktera
odpovida piitomnosti erytrocytarniho antigenu “K*) nebo RHCE genotyp plodu u 39 zen
(stanoveni pfitomnost varianty genu RHCE, ktera odpovid4d pfitomnosti erytrocytarniho

antigenu CCCCG’ “C“’ GCECC’ CGeCC)'
Stanoveni genotypu plodu bylo provedeno v 7. — 30. tydnu té¢hotenstvi (primér 12,5; median

12), vek téhotnych zen byl 18-43 let (pramér 30,0, medidn 30), BMI byl 17-36 (primér: 24,3,

median: 23). Genotyp plodu byl ovéfen bukdlnim stérem u novorozence (tabulka ¢. 1).
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Téhotné Zeny (n) 366
KEL RHCE
327 39
Gestacni stafi (tyden) 7-30
pramér 12,5
median 12
vék (rok) 18-43
pramér 30,0
median 30
BMI (kg/m?) 17-36
pramér 24,3
median 23
Rasa kavkazska
Tabulka ¢. 1

Charakteristika sledovaného souboru téhotnych Zen

Celkem bylo vysetfeno 366 té¢hotnych zen, u 327 byl stanoven KEL genotyp plodu a u 39 RHCE genotyp plodu.
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Stanoveni KEL a RHCE genotypu bylo provadéno na Ustavu lékaiské genetiky Fakultni
nemocnice Olomouc (Mgr. Bohmova J., doc. Vodicka R.). Metodika pomoci minisekvenace
byla vyvinuta, validovana a detailné popsana [6]. Pro stanoveni RHCE genotypu byla

adaptovana vyse uvedena metodika.

Od kazdé téhotné Zeny byla odebrana krev do dvou 9 ml zkumavek s EDTA (kyselina
etylendiamintetraoctovd). Nesrazliva krev je ihned po odbéru umisténa na led a max. do 4
hodin po odbéru zpracovana. Plazma je oddélena od bunééné frakce krve dvoji centrifugaci.
Prvni centrifugace je provedena pii 2700 g 10 min, poté je provedena separace plazmy a
nasledna recentrifugace 20 min pii 3500 g v centrifuze IEC Multi RF, Thermo IEC. Vzorky
jsou do dalsiho zpracovani zamrazeny na -28 °C. Plazmatickd DNA je izolovana vzdy ve
dvou paralelnich zkumavkach (,,A“ a ,,B®). Izolace DNA z 1 ml plazmy se provadi kitem
QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen). Inkubac¢ni krok izolace je provadén pii 56 °C, elu¢ni objem
je 65 ul. Izolace maternalni DNA z leukocytii periferni krve je provadéna automatickym
izolatorem Qiacube (Qiagene) s vyuzitim kitu QiaAmp DNA mini kit (Qiagene) podle
instrukci v manualu. Kontrolni DNA z bukalniho stéru novorozenct je extrahovana pomoci

QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen) podle instrukci v manuélu.

K statistickému zpracovani byl pouzit MedCalc Version 19.1.7 statistical package for

biomedical research.
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6.3.1 Minisekvenace s vyuzitim kapilarni elektroforézy

Plazmaticka DNA (,,A“ i ,,B“) je analyzovana ve dvou paralelnich reakcich. Pro KEL1/KEL2
detekci a kvantifikaci je vyuzivan SNaPshot systém (Applied Biosystems). Prvni PCR
amplifikace je provedena s vyuzitim primerG prevzatych od Poole a kol. [77], pivodné
navrzenych pro Real Time PCR. Sekvence PCR primerit jsou forward
GGAGGCTGGCGCATCTC a reverse GCAGGATGAGGTCCTA. PCR smés pro DNA
izolovanou z plazmy RHD t¢hotnych Zen o objemu 25ul obsahuje 12,5 pl Combi PPP Master
Mix (Top-Bio), 0,5 ul forward primeru (10pmol) - Sigma-Aldrich, 0,5 pl reverse primeru
(10pmol) - Sigma-Aldrich a 11,5 ul DNA. PCR smés pro DNA izolovanou z leukocytl
periferni krve t€hotnych Zen a pro kontrolni DNA z bukdalniho stéru novorozencli o objemu
12,5 ul obsahuje 6,25 ul Combi PPP Master Mix (Top-Bio), 5,25 ul of PCR vody (Top-Bio),
0,25 ul forward primeru (10pmol) - Sigma-Aldrich, 0,25 ul reverse primeru (10pmol) -
Sigma-Aldrich a 1 ul DNA [6].

Jako kontroly amplifikace a kontaminace jsou pouzity vzorky DNA izolované¢ z RHD
pozitivni krve, RHD pozitivni fetalni DNA izolované z plazmy a PCR voda pro kontrolu
kontaminace PCR reak¢nich mixti. PCR podminky jsou 95 °C 10 min (95 °C 30 s, 59,5 °C 1
min, 72 °C 1 min) 35x, 72 °C 10 min. PCR amplifikace byla provedena pro vSechny vzorky v
termocykleru C 1000 (BIO-RAD). Enzymatické piecisténi PCR produkti je provadéno
pomoci exonukledzy I (Exonuclease - Thermo Scientific, Fermentas) a alkalické fosfatazy
(Termo Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase - Thermo Scientific,
Fermentas) podle manualu. Minisekvenac¢ni rekce je provadéna s vyuzitim SBE (single base
extension) primeru: 24T-TGGTAAATGGACTTCCTTAAACTTTAACCGAA12.
Amplifikace byla provedena s vyuzitim ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Applied
Biosystems). Amplifikacni smés pro DNA izolovanou z plazmy téhotnych zen o objemu 8§ pl
obsahuje 4 pl SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mixu, 1 ul SBE primeru (10pmol) -
Sigma-Aldrich, a 3,5 pl precisténého PCR produktu. SNaPshot smés pro DNA izolovanou z
leukocytti periferni krve RHD negativnich t¢hotnych Zen a pro kontrolni DNA z bukalniho
stéru novorozenci o objemu 8 ul obsahuje 4 ul SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mixu,
0,5 wl SBE primeru (10pmol) - Sigma-Aldrich, 1,5 pl PCR vody (Top-Bio) a 2 pul
precisteného PCR produktu. Precisténi sekvenacnich PCR produkti bylo provedeno

enzymaticky alkalickou fosfatdzou Thermo Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline
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Phosphatase (Termo Scientific, Fermentas) podle protokolu ABI PRISM SNaPshot Multiplex
Kit (Applied Biosystems). Intenzita fluorescence a délka PCR produktl je uréovana pomoci
kapilarni elektroforézy na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) s
vyuzitim polymeru NanoPOP-7 (MC LAB - Applied Biosystems. Separace probihala ve 36
cm dlouhé kapilafe o praméru 50 um. Jeden pl PCR produktu je smichan s 8,5 ul Hi-Di
formamidu (Applied Biosystems) a velikostnim standardem 0.5 pl GeneScan-120 LIZ Size
Standard (Applied Biosystems). Kazdy vzorek plazmatické DNA je hodnocen pii dvou
podminkach kapilarni elektroforézy. Prvni jsou nasati vzorku pfi 1,2 kV po dobu 5 s, vlastni
elektroforéza probiha pti 60 °C pfi napéti 15 kV a po dobu 20 min. Druhé jsou nasati vzorku
pti 1,2 kV po dobu 16 s, vlastni elektroforéza probiha pii 60 °C pii napéti 15 kV a po dobu 20
min. Podminky kapilarni elektroforézy pro DNA izolovanou z leukocytl periferni krve RHD
negativnich téhotnych Zen a pro kontrolni DNA z bukalniho stéru novorozencii jsou nasati
vzorku pii 1,2 kV po dobu 5 s, vlastni elektroforéza probiha pti 60 °C pii napéti 15 kV a po
dobu 20 min.

Ke sniméni a digitalizaci hrubych dat fluorescence je pouzivan software ABI PRISM 310
Data Collection. K vlastni analyze snimanych dat je vyuZivan software GeneMapper v 4.1.
(Applied Biosystems). Ke kvantitativnim analyzdm je pouzit parametr RFU (relativni
fluorescenéni jednotka) vyjadieny vyskou piku pro KEL1 a pomér RFU piku pro KEL1 a
KEL2 [6].
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6.4.1 Minisekvenace s vyuZzitim kapilarni elektroforézy

Pro stanoveni genotypu RHCE byla adaptovana vyse uvedena metodika. Konkrétné byly
pouzité primery pro RHC/c (rs676785, G>A): forward CCAGCCACCATCCCAATACC;
reverse TGTGCAGTGGGCAATCCTG; SBE 16T-GATGACCACCTTCCCAG, a pro RHE/e
(rs609320, G>C): forward TGGCATTCTTCCTTTGGATTGG; reverse
CTCAGACCTTTGGAGCAGGAGT; SBE 24T-GGACTTCTCAGCAGAG.
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7 VYSLEDKY

KEL genotyp plodu byl stanoven u 327 Zzen, bylo vylouceno 16 heterozygotnich zen
(KEL1/KEL2). Bylo vysetieno 311 homozygotnich zen (KEL2/KEL2), ve 2 piipadech selhala
analyza volné fetadlni DNA z davodu nizké fetdlni frakce. U 309 homozygotnich zen
(KEL2/KEL2) byl stanoven genotyp plodu minisekvenaci a nasledné ovéfen stanovenim
genotypu u novorozence. U 95,8 % plodt (296/309) a u 95,5 % novorozencu (295/309) byl
stanoven genotyp KEL2/KEL2 a u 4,2 % ploda (13/309) a u 4,5 % novorozencu (14/309)
genotyp KEL1/KEL2. Senzitivita byla 92,9 % a specificita 100 % (Schéma ¢. 1).

RHCE genotyp plodu byl stanoven u 39 Zen.

U 22 Zen bylo provedeno stanoveni pfitomnosti varianty genu RHCE, ktera odpovida
pfitomnosti erytrocytarniho antigenu “C*/“c*. Bylo vylouceno 5 heterozygotnich zen (C/c).
U 11 homozygotnich Zen (C/C) byla stanovena pfitomnost varianty genu RHCE plodu, ktera
odpovida pfitomnosti erytrocytdrniho antigenu “c* minisekvenaci a nasledné ovéfena
stanovenim genotypu u novorozence. U 64 % (7/11) plodi i novorozenci byl stanoven
genotyp C/c, u 36 % (4/11) genotyp C/C. U 6 homozygotnich Zen (c/c) byla stanovena
pfitomnost varianty genu RHCE plodu, kterd odpovida pfitomnosti erytrocytarniho antigenu
“C* minisekvenaci a nasledn¢ ovéfena stanovenim genotypu u novorozence. U 67 % (4/6)

plodi i novorozenct byl stanoven genotyp C/c, u 33 % (2/6) genotyp c/c. Senzitivita i
specificita byla 100 % (Schéma ¢. 2 a 3).

U 17 Zen bylo provedeno stanoveni pfitomnosti varianty genu RHCE, ktera odpovida
piitomnosti erytrocytarniho antigenu “E“/“e“. Byla vylou¢ena 1 heterozygotni zena (E/e). U
16 homozygotnich zen (e/e) byla stanovena pfitomnost varianty genu RHCE plodu, ktera
odpovidé pfitomnosti erytrocytdrniho antigenu “E‘/“e“ minisekvenaci a nasledné ovétena
stanovenim genotypu u novorozence. U 75 % (12/16) plodd i novorozenct byl stanoven

genotyp e/e, u 25 % (4/16) genotyp E/e. Senzitivita i specificita byla 100 % (Schéma ¢. 4).
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stanoven KEL genotyp u téhotnych Zen (n) 327
vylouéeny KEL1 pozitivni (K/k) téhotné zeny (n) 16
vylouéeny KEL1 pozitivni (K/K) téhotné Zeny (n) 0
KEL1 negativni (k/k) téhotné zeny (n) 311
selhala analyza volné fetalni DNA (n) 2
stanovena pfitomnost alely KEL1 u plodu (n) 309
genotyp
novorozenec
K/k k/k celkem
genotyp K /k 13 0 13
plod k/k 1 295 296
celkem 14 295 309
Statistika % 95% Cl (%)
Senzitivita 92,86 66,13 - 99,82
Specificita 100,00 98,76 - 100,00
Falesna pozitivita nelze hodnotit nelze hodnotit
Fale$nd negativita 7,00 1-47
Prevalence onemocnéni 453 2,5-7,49
Pozitivni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Negativni prediktivni hodnota 99,66 97,81 - 99,95
Presnost 99,68 98,21- 99,99

Schéma €. 1
Stanoveni pritomnosti alely KEL1 plodu u KEL1 negativnich Zen — vysledky a parametry

screeningového testu

Stanoveni pfitomnosti alely KEL1 plodu ma klinicky vyznam u aloimunizovanych Zzen s pfitomnou
aloprotilatkou anti-K. Aloprotilatku anti-K si maze vytvotit pouze KEL1 negativni Zena (genotyp k/k) po
kontaktu s KEL1 pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomaternalni hemoragie). Plod je v8ak ohroZen
rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipadé€, Ze ma na povrchu svych erytrocytti pfitomen komplementarni
antigen “K* (genotyp K/K). Celkem bylo vysetieno 327 t€hotnych Zen, KEL genotyp t€hotné Zeny byl stanoven
z leukocytl v periferni zilni krvi a KEL genotyp plodu z volné fetalni DNA v plazmé. KEL genotyp plodu byl
nasledn¢ oveéfen stanovenim KEL genotypu novorozence zbukéalniho stéru. KEL  genotyp
zeny/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenaci. Celkem se podatilo ziskat 309 ,tripleti” (KEL genotyp

zeny/plodu/novorozence).

Cl (confidence interval) — interval spolehlivosti
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stanoven RHCE genotyp u téhotnych Zen (n) 39
varianta genu RHCE odpovidajici antigenu "C"/"c" (n) 22
vylouéeny c pozitivni (C/c) téhotné Zeny (n) 5
vylouceny c pozitivni(¢/c) téhotné Zeny (n) 6
¢ negativni (C/C) téhotné Zeny (n) 11
selhala analyza volné fetalni DNA (n) 0
stanovena varianta genu RHCE odpovidajici antigenu "c" (n) 11
genotyp
novorozenec
C/c c/C celkem
genotyp C/c 0 7
plod c/C 4 4
celkem 4 11
Statistika % 95% Cl (%)
Senzitivita 100,00 59,04 - 100,00
Specificita 100,00 39,76 - 100,00

Fale$nd pozitivita

nelze hodnotit

nelze hodnotit

Falesna negativita 0,00 nelze hodnotit
Prevalence onemocnéni 63,64 30,79 - 89,07
Pozitivni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Negativni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Pfesnost 100,00 71,51- 100,00

Schéma €. 2

Stanoveni pritomnosti varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “c* u plodu u ¢ negativnich Zen — vysledky a parametry screeningového testu

Stanoveni pfitomnosti varianty genu RHCE, kterd odpovida pfitomnosti erytrocytarniho antigenu “c* u plodu ma

klinicky vyznam u aloimunizovanych Zen s pfitomnou aloprotilatkou anti-c. Aloprotilatku anti-c si muze

vytvofit pouze C negativni Zena (genotyp C/C) po Kkontaktu sc pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze,

fetomaternalni hemoragie). Plod je vSak ohroZen rozvojem hemolytické nemoci pouze v ptipadé, ze ma na

povrchu svych erytrocytid piitomen komplementarni antigen “c* (genotyp C/c). Celkem bylo vySetfeno 39

téhotnych zen, RHCE genotyp téhotné Zeny byl stanoven z leukocytt v periferni zilni krvi a RHCE genotyp

plodu z volné fetdlni DNA v plazmé. RHCE genotyp plodu byl nasledné ovéfen stanovenim RHCE genotypu

novorozence z bukalniho stéru. RHCE genotyp Zeny/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenaci. Celkem se

podatilo ziskat 33 , tripletd” (RHCE genotyp zeny/plodu/novorozence).

Cl (confidence interval) — interval spolehlivosti
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stanoven RHCE genotyp u téhotnych Zen (n) 39
varianta genu RHCE odpovidajici antigenu "C"/"c" (n) 22
vylouéeny C pozitivni (C/c) téhotné Zeny (n) 5
vylouéeny C pozitivni (C/C) téhotné Zeny (n) 11
C negativni(¢/c) téhotné Zeny (n) 6
selhala analyza volné fetalni DNA (n) 0
stanovena varianta genu RHCE odpovidajici antigenu "C" (n) 6
genotyp
novorozenec
C/c ¢/c celkem
genotyp C/c 4 0 4
plod ¢/c 0 2 2

celkem 4 2 6
Statistika % 95% Cl (%)
Senzitivita 100,00 39,76 - 100,00
Specificita 100,00 15,81 - 100,00
Fale$na pozitivita nelze hodnotit nelze hodnotit
FaleSna negativita 0,00 nelze hodnotit
Prevalence onemocnéni 66,67 22,58 - 95,67
Pozitivni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Negativni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Presnost 100,00 54,07- 100,00

Schéma ¢. 3
Stanoveni pritomnosti varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “C* u plodu u C negativnich Zen — vysledky a parametry screeningového testu

Stanoveni pfitomnosti varianty genu RHCE, ktera odpovida pfitomnosti erytrocytarniho antigenu “C*“ u plodu
ma klinicky vyznam u aloimunizovanych Zen s pfitomnou aloprotilatkou anti-C. Aloprotilatku anti-C si mize
vytvofit pouze C negativni Zena (genotyp c¢/c) po kontaktu s C pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze,
fetomaternalni hemoragie). Plod je vSak ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipadé, ze ma na
povrchu svych erytrocytll pfitomen komplementarni antigen “C* (genotyp C/c). Celkem bylo vysetieno 39
tehotnych zen, RHCE genotyp téhotné Zeny byl stanoven z leukocytd v periferni zilni krvi a RHCE genotyp
plodu z volné fetalni DNA v plazm¢&. RHCE genotyp plodu byl nasledné ovéten stanovenim RHCE genotypu
novorozence z bukalniho stéru. RHCE genotyp Zeny/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenaci. Celkem se

podatilo ziskat 33 ,tripleti” (RHCE genotyp zeny/plodu/novorozence).

CI (confidence interval) — interval spolehlivosti
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stanoven RHCE genotyp u téhotnych zZen (n) 39
stanovena varianta genu RHCE odpovidajici antigenu "E" 17
vyloucéeny E pozitivni (E/e) téhotné Zeny (n) 1
E negativni (e/e) téhotné Zeny (n) 16
selhala analyza volné fetalni DNA (n) 0
stanovena varianta genu RHCE odpovidajici antigenu "E" 16
genotyp
novorozenec
E/e e/e celkem
genotyp E/e 4 0 4
plod e/e 0 12 12

celkem 4 12 16
Statistika % 95% Cl (%)
Senzitivita 100,00 76,00 - 100,00
Specificita 100,00 54,00 - 100,00
FalesSna pozitivita nelze hodnotit nelze hodnotit
FaleSna negativita 0,00 nelze hodnotit
Prevalence onemocnéni 25,00 27,00 - 52,38
Pozitivni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Negativni prediktivni hodnota 100,00 nelze hodnotit
Presnost 100,00 41,00- 100,00
Schéma ¢. 4

Stanoveni pritomnosti varianty genu RHCE, ktera odpovida pritomnosti erytrocytarniho

antigenu “E* u plodu u E negativnich Zen — vysledky a parametry screeningového testu

Stanoveni pfitomnosti varianty genu RHCE, kterd odpovida pfitomnosti erytrocytarniho antigenu “E“ u plodu
ma klinicky vyznam u aloimunizovanych Zen s pfitomnou aloprotilatkou anti-E. Aloprotilatku anti-E si mize
vytvofit pouze E negativni Zena (genotyp e/e) po kontaktu s E pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze,
fetomaternalni hemoragie). Plod je vSak ohroZen rozvojem hemolytické nemoci pouze v piipadé, ze ma na
povrchu svych erytrocyti ptitomen komplementarni antigen “E* (genotyp E/e). Celkem bylo vysetieno 39
tehotnych zen, RHCE genotyp téhotné Zeny byl stanoven z leukocytd v periferni zilni krvi a RHCE genotyp
plodu z volné fetalni DNA v plazm¢&. RHCE genotyp plodu byl nasledné ovéten stanovenim RHCE genotypu
novorozence z bukalniho stéru. RHCE genotyp Zeny/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenaci. Celkem se

podafilo ziskat 33 ,tripleti* (RHCE genotyp Zeny/plodu/novorozence).

CI (confidence interval) — interval spolehlivosti
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8 DISKUSE

Je-1i u t€hotné Zeny zjisténa klinicky vyznamné antierytrocytarni aloprotildtka, je plod a
novorozenec ohrozen rozvojem HDFN pouze v piipadé, ze md na svych erytrocytech
pfitomen komplementarni antigen [11]. Pfitomnost komplementarniho erytrocytarniho
antigenu lze zjistit neinvazivné z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi t€hotné Zeny.
Vyhodou je moznost vyloucit plody, které na svych erytrocytech pfitomen antigen nemaji.
Naopak plody, které antigen pfitomen maji (cca 500 ro¢n¢) lze sledovat neinvazivné pomoci
ultrazvukové dopplerometrie, stanovenim MCA-PSV. Kordocentéza by méla byt provedena

pouze v indikovanych ptipadech [52].

Mezi klinicky nejvyznamnéjsi aloprotilatky patii i anti-E, anti-K, anti-C, anti-c, anti-e a anti-
k. Sefazeno dle incidence [37]. V Ceské republice je u aloimunizovanych Zen dostupné
stanoveni RHD a RHCE genotypu plodu pomoci Real time PCR [38-40]. Nasim cilem bylo

zhodnotit efektivitu stanoveni KEL a RHCE genotypu plodu u Zen minisekvenaci.

Aloprotilatku anti-E si mize vytvofit pouze “E* negativni Zena (genotyp e/e) po kontaktu s
“E* pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomaternalni hemoragie). Muze vSak vznikat
I pfirozené¢ bez erytrocytarniho antigenniho podnétu, takto vznikla protilatka neni
aloprotilatkou aje otazkou, zda vibec muize zpusobit rozvoj HDFN [43]. Incidence
aloprotilatky anti-E u t&hotnych Zen je 5,7 %o [37]. V CR se jedna roéné o cca 600 Zen. Jedna
se o nejcastéji diagnostikovanou aloprotilatku [66, 73, 87]. Incidence antigenu “E“ je u
bélosské populace cca 30 % [20, 60]. “E* negativni Zena (genotyp e/e — 70 %) ma proto 30%
pravdépodobnost, Ze jeji partner bude “E* pozitivni (genotyp E/e — 28 %, E/E — 2 %) a tudiz
ma 16% pravdépodobnost, ze bude mit “E“ pozitivni plod (genotyp E/e). Mlzeme tedy
predpokladat asi 96 ohrozenych plodi ro¢né. Stanovenim RHCE genotypu plodu, dokaZzeme
vyloucit az 84 % plodl (504 plodt ro¢né), u kterych neni pritomna varianta genu RHCE, ktera
odpovida pfitomnosti antigenu “E* [43] (Obrazek ¢. 12). V nasem souboru bylo 25 % (4/16)
“E* pozitivnich ploda (genotyp E/e) a 75 % (12/16) “E* negativnich (genotyp e/e). Vysledky

koresponduji s publikovanymi daty, jsou vS§ak ovlivnény malym poctem vzorkd.

Aloprotilatku anti-K si mize vytvofit pouze “K* negativni zena (genotyp k/k) po kontaktu s

“K* pozitivnimi erytrocyty (krevni transfize, fetomaternalni hemoragie) [8]. Aloprotilatka
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anti-K mize zpasobovat zavaznou formu HDFN [64]. Zavaznost HDFN lze jen obtizné
predpovédét, protoze korelace mezi hladinou aloprotilatky a stupném fetdlni anémie je jen
velmi mala [99]. Kromé hemolyzy inkompatibilnich erytrocyti muiize zpusobovat i Gtlum
krvetvorby jejich prekurzorti v kostni dieni [20]. Incidence aloprotilatky anti-K u t€hotnych
zen je cca 1,2 %o [37]. V CR se jedna roéné o cca 100 Zen. Incidence antigenu “K* je u
bélosské populace cca 10 % [60]. “K* negativni Zena (genotyp KEL2/KEL2 — 90 %), ma proto
10% pravdépodobnost, Ze jeji partner bude “K* pozitivni (vétSinou heterozygot na lokusu K,
genotyp KEL1/KEL2), a tudiz ma 5% pravdépodobnost, ze bude mit “K“ pozitivni plod
(genotyp KEL1/KEL2). Miuzeme tedy piedpokladat asi 5 ohrozenych plodi rocné.
Stanovenim KEL genotypu plodu, dokazeme vyloucit az 95 % plodt (95 plodi ro¢né), u
kterych neni pfitomna alela KEL1 odpovidajici pfitomnosti erytrocytarniho antigenu “K* [29]
(Obrazek ¢. 17). V naSem souboru bylo 95,5 % (295/309) “K* negativnich plodi (genotyp
KEL2/KEL2) a 4,5 % (14/309) “K*“ pozitivnich (genotyp KEL1/KEL2). Vysledky
koresponduji s publikovanymi daty.

Aloprotilatku anti-C si mize vytvofit pouze “C* negativni Zena (genotyp c/c) po kontaktu s
“C* pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomaternalni hemoragie) [43]. Incidence
aloprotilatky anti-C u téhotnych Zen je 1,2 %o [37, 80]. V CR se jedna roéné o cca 100 Zen.
Incidence antigenu “C* je u b&losské populace cca 68 % [62]. C* negativni Zena (genotyp c/C
— 32 %) ma proto 68% pravdépodobnost, Ze jeji partner bude “C* pozitivni (genotyp C/c — 48
%, CIC — 20 %) a tudiz ma 44% pravdépodobnost, Ze bude mit “C* pozitivni plod (genotyp
Clc). Mzeme tedy piedpokladat asi 44 ohroZenych plodd ro¢né. Stanovenim RHCE genotypu
plodu, dokazeme vyloucit az 65 % plodt (56 plodii ro¢né), u kterych neni pfitomna varianta
genu RHCE, ktera odpovida ptitomnosti antigenu “C* [43] (Obrazek ¢. 11).

V naSem souboru bylo 66,7 % (4/6) “C* pozitivnich ploda (genotyp C/c) a 33,3 % (2/6) “C*
negativnich (genotyp c/c). Vysledky nekoresponduji s publikovanymi daty, jsou vSak

ovlivnény velmi malym poctem vzorkd.

Aloprotilatku anti-Cc si mize vytvofit pouze “c* negativni zena (genotyp C/C) po kontaktu s
“c* pozitivnimi erytrocyty (krevni transfize, fetomaternalni hemoragie) [43]. Jde o klinicky
vyznamnou aloprotilatku, kterd je schopna zptsobit zdvaznou formu HDFN. Velmi ¢asto jde
0 opozdénou hemolyzu. Jeji hemolyticky potencial je velmi podobny aloprotilatce anti-D [34,
105]. Incidence aloprotilatky anti-c u téhotnych Zen je 0,8 -1,0 %o [37, 80]. V CR roéné se

jedna o cca 100 Zen. Incidence antigenu “c* je u bélosské populace cca 80 % [62], “c*
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negativni Zena (genotyp C/C — 20 %) ma proto 80% pravdépodobnost, Ze jeji partner bude “c*
pozitivni (genotyp ¢/C — 48 %, c/c — 32 %) a tudiz ma 56% pravdépodobnost, ze bude mit “c*
pozitivni plod (genotyp c/C, c/c). Muzeme tedy piedpokladat asi 56 ohrozenych ploda ro¢né.
Stanovenim RHCE genotypu plodu, dokazeme vyloucit az 44 % ploda (44 plodl ro¢né), u
kterych neni pfitomna varianta genu RHCE, ktera odpovida pfitomnosti antigenu “c* [43]
(Obrazek ¢. 11). V nasem souboru bylo 63,6 % (7/11) “c* pozitivnich plodu (genotyp c/C) a
36,3 % (4/11) “c* negativnich (genotyp C/C). Vysledky koresponduji s publikovanymi daty.
Aloprotilatku anti-e si mtize vytvofit pouze “e“ negativni Zena (genotyp E/E) po kontaktu s
“e“ pozitivnimi erytrocyty (krevni transfliize, fetomaternalni hemoragie [43]. Incidence
aloprotilatky anti-e u téhotnych Zen je cca 0,2 %o [37, 80]. V CR se jedna roéné o cca 20 Zen.
Komplementadrni antigen je pfitomen u vétSiny plodd, u cca 84 % plodl (17 ploda rocné).
Vysetieni pfitomnosti komplementarniho antigenu neinvazivnim stanovenim RHCE genotypu
plodu tudiz nema klinicky vyznam v managementu té€hotenstvi s rizikem rozvoje HDFN
(Obrazek ¢. 12).

Aloprotilatku anti-k si mize vytvofit pouze “k“ negativni zena (genotyp K/K) po kontaktu s
“k* pozitivnimi erytrocyty (krevni transfuze, fetomaternalni hemoragie). Incidence
aloprotilatky anti-k (Celano, KEL2) u téhotnych Zen je cca 0,1 %o [37, 80].V CR se jedna
ro¢né o cca 10 Zen. Komplementarni antigen je pfitomen u vétSiny plodi, u cca 95 % plodl (9
plodl ro¢ng). VySetfeni pfitomnosti komplementarniho antigenu neinvazivnim stanovenim
KEL genotypu plodu tudiz nema klinicky vyznam v managementu téhotenstvi s rizikem
rozvoje HDFN (Obrazek ¢. 17).
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9 ZAVER

Minisekvenace s vyuzitim kapilarni elektroforézy umoznila spolehlivou detekci KEL
genotypu plodu z periferni krve t¢hotné Zeny.

Minisekvenace s vyuzitim kapilarni elektroforézy umoznila spolehlivou detekci RHCE
genotypu plodu z periferni krve té¢hotné zeny. Vysledky jsou vSak ovlivnény malym vzorkem

pacientek.

Klinicky vyznam ma stanoveni genotypu plodu u aloimunizovanych Zen s ptitomnou

antierytrocytarni aloprotilatkou anti-E, anti-K, anti-C a anti-c.
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12 SOUHRN

CiL STUDIE
Zhodnotit efektivitu stanoveni KEL a RHCE genotypu plodu u aloimunizovanych téhotnych

Zen minisekvenaci.

TYP STUDIE

Prospektivni kohortova studie

NAZEV A SIDLO PRACOVISTE
Porodnicko gynekologicka klinika LF UP a FN Olomouc, Ustav lékaiské genetiky LF UP a
FN Olomouc, Transfuzni oddéleni FN Olomouc, Ustav lékaiské biofyziky LF UP

MATERIAL A METODIKA
V letech 2001-2019 byl celkem u 366 té¢hotnych Zen v prvnim a druhém trimestru stanoven
KEL (n=327) nebo RHCE (n=39) genotyp plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni

krvi pomoci minisekvenace. Genotyp plodu byl ovéfen bukéalnim stérem u novorozence.

VYSLEDKY

U 327 Zen byl stanoven KEL genotyp (stanoveni pifitomnosti alely KEL1, ktera odpovida
pfitomnosti erytrocytarniho antigenu “K*), ve 2 pfipadech analyza selhala (2/327), dale bylo
vylouceno 16 heterozygotnich zen (KEL1/KEL2) a u 309 homozygotnich zen (KEL2/KEL2)
byl stanoven KEL genotyp u plodu. U 95,8 % plodd (296/309) a u 95,5 % novorozenctu
(295/309) byl stanoven genotyp KEL2/KEL2 a u 4,2 % ploda (13/309) a u 4,5 % novorozenci
(14/309) genotyp KEL1/KEL2. Senzitivita byla 92,86 % a specificita 100 %.

U 39 Zen byl stanoven RHCE genotyp.

U 22 zen byla stanovena pfitomnost varianty genu RHCE, ktera odpovida pfitomnosti
erytrocytarniho antigenu “C*“/“c*. Bylo vylouceno 5 heterozygotnich zen (C/c).

U 11 homozygotnich zen (C/C) byl stanoven RHCE genotyp u plodu. U 64 % (7/11) plodu i
novorozencl byl stanoven genotyp C/c, u 36 % (4/11) genotyp C/C.
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U 6 homozygotnich Zen (c/c) byl stanoven RHCE genotypu u plodu. U 67 % (4/6) plodu i
novorozencl byl stanoven genotyp C/c, u 33 % (2/6) genotyp c/c. Senzitivita i specificita byla
100 %.

U 17 Zen byla stanovena varianta genu RHCE, kterd odpovida ptitomnosti erytrocytarniho
antigenu “E*“/“e“. Byla vyloucena 1 heterozygotni Zena (E/e). U 16 homozygotnich zen (e/e)
byla stanoven RHCE genotypu u plodu. U 75 % (12/16) plodd i novorozenct byl stanoven
genotyp e/e, u 25 % (4/16) genotyp E/e. Senzitivita i specificita byla 100 %.

ZAVER
Minisekvenace s vyuzitim kapilarni elektroforézy umoznila spolehlivou detekci KEL a RHCE

genotypu plodu z periferni krve t€hotné Zeny.

KLICOVA SLOVA
t€hotenstvi, aloimunizace, volna fetalni DNA, KEL a RHCE genotyp plodu

82



13 SUMMARY

OBJECTIVE
To evaluate the effectiveness of the fetal KEL and RHCE genotype assessment in

alloimmunized pregnant women by minisequencing.

DESIGN
Prospective cohort study

SETTING

Obstetrics and Gynecology Clinic of the Faculty of Medicine UP and the University Hospital
Olomouc, Institute of Medical Genetics of the Faculty of Medicine UP and the University
Hospital Olomouc, Transfusion Department of the University Hospital Olomouc, Institute of

Biophysics of the Faculty of Medicine UP

SUBJECT AND METHOD

In the years 2001 — 2019, 366 samples of pregnant women in the first and second trimester
were assessed KEL (n=327) or RHCE (n=39) genotype from the free fetal DNA circulating in
the peripheral blood by minisequencing. The genotype of the fetus was verified from the

buccal smear of the newborn.

RESULTS

The KEL genotype was assessed in 327 women (the presence of a variant of the KEL1 alele,
which corresponds to the presence of the erythrocyte antigen “K*“. The analysis failed in 2
cases (2/327), 16 heterozygote women (KEL1/KELZ2) were excluded and in the case of 309
homozygote women (KEL2/KEL2) the fetal KEL genotype was assessed.
In the case of 95.8 % of the fetuses (296/309) and 95.5 % of the newborns (295/309), the
KEL2/KEL2 genotype was assessed. In the case of 4.2 % of the fetuses (13/309) and 4.5 % of
the newborns (14/309), the KEL1/KEL2 genotype was assessed. The sensitivity was 92.86 %.
The specificity was 100 %.
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The RHCE genotype was assessed in 39 women.

In the case of 22 women, the presence of a variant of the RHCE gene, which corresponds to
the presence of the erythrocyte antigen “C*“/“c*, was assessed. 5 heterozygote women (C/c)
were excluded.

In the case of 11 homozygote women (C/C), the RHCE genotype was assessed. In the case of
64 % (7/11) of the fetuses and newborns, the C/c genotype was assessed, in the case of 36 %
(4/11) the C/C genotype was assessed.

In the case of 6 homozygote women (c/c), the RHCE genotype was assessed.

In the case of 67 % (4/6) of the fetuses and newborns, the C/c genotype was assessed, in the

case of 33 % (2/6) the c/c genotype was assessed. The sensitivity and specificity were 100 %.

In the case of 17 women, the presence of the variant of the RHCE gene, which corresponds to
the presence of the erythrocyte antigen “E*“/“e*, was assessed. 1 heterozygote woman (E/e)
was excluded. In the case of 16 homozygote women (e/e), the RHCE genotype was assessed.
In the case of 75 % (12/16) of the fetuses and newborns, the e/e genotype was assessed, in the
case of 25 % (4/16) the E/e genotype was assessed. The sensitivity and specificity were 100
%.

CONCLUSION
The minisequencing method using the capillary electrophoresis enabled a reliable detection of

the fetal KEL and RHCE genotype from the peripheral blood of pregnant women.

KEYWORDS
pregnancy, alloimmunization, cell free DNA, KEL and RHCE genotype
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