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1. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

Cff DNA
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CLS JEP
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Ceské gynekologicko porodnické spole¢nost
Ceské lékatské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné
Ceska republika

(deoxyribonucleotic acid)

kyselina deoxyribonukleova

kyselina etylendiamintetraoctova

(false positive rate)

fale$na pozitivita

fetomaternalni hemoragie

(gestational age)

gestacni staii

(Hemolytic disease of the Fetus and Newborn)
Hemolytickd nemoc plodu a novorozence
(intrauterine transfusion)

intrauterinni transfize

(intravenous immunoglubulin G)

intravenozni imunoglobulin G
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(Nonivasive prenatal testing)

neinvazivni prenatalni testovani
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(quantitative fluorescence polymerase chain reaction)
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3. UVOD

Problematika stanoveni RHD genotypu plodu je v soucCasné dob¢ feSena celosvétove.
Milnikem byl rok 1997, kdy prof. Denis Lo objevuje mimobunécnou fetalni DNA v periferni
krvi téhotné Zzeny. Diky postupnému zdokonaleni vySetfovacich metod je vyuzivana
mimobunééné fetalni DNA v riiznych oblastech fetalni mediciny. Jednou z moznosti je prave
jeji vyuziti ke stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich t€hotnych zen. V nékterych
evropskych zemich je neinvazivni vySetfeni rutinné zavedeno do péce o RhD negativni
téhotné. V soudasné dobé v Ceské republice (CR) neni dosud pln& zavedeno rutinni vysetieni
RHD genotypu plodu do klinického managementu u RhD negativnich zen. V CR je roéné cca
15.000 RhD negativnich t€¢hotnych zen, u kterych by stanoveni RHD genotypu plodu na
zacatku téhotenstvi mohlo byt pfinosné. Prevence RhD aloimunizace by byla cilend pouze u
téhotenstvi, kde RHD genotyp plodu je pozitivni. Optimalizovala by se tak péfe o RhD
negativni téhotné. Cilem prace je zhodnotit klinickou a laboratorni efektivitu screeningu RHD

genotypu plodu u RhD negativnich zen pomoci dvou metodik.



4. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V CR se u viech téhotnych Zen v L. trimestru provadi stanoveni krevni skupiny RhD. Cilem
screeningu je diagnostikovat cca 15 % RhD negativnich Zen (v CR roéné cca 15.000 Zen),
které mohou byt v pribchu té¢hotenstvi a pfi porodu ohrozeny rozvojem RhD aloimunizace.
RhD negativni Zena je vSak ohrozena rozvojem RhD aloimunizace pouze v ptipade, ze plod
ma na povrchu svych erytrocytil pfitomen antigen “D* (je-li RhD pozitivni), jedna se o cca 10
% plodl (10.000 ro¢né). Déle je u vSech t€hotnych Zen v 1. trimestru provadén screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-D je
diagnostikovana u cca 0,5 % zen (v CR roéné 500 Zen). Plod je v$ak ohroZen rozvojem
hemolytické nemoci pouze v piipadé, ze ma na povrchu svych erytrocyti piitomen
komplementarni antigen, jedna se o cca 60 % plodd (300 plodii rocné€), naopak 40 % plodi
(200 plodt rocn¢) komplementarni antigen pfitomen nema, a tudiz nejsou ohrozeny rozvojem
hemolytické nemoci plodu a novorozence (HDFN). Pfitomnost komplementarniho antigenu
lze vySetfit neinvazivné stanovenim RHD genotypu plodu z volné fetdlni DNA cirkulujici v
periferni krvi t€hotné zeny. Klinicky vyznam stanoveni RHD genotypu plodu u RhD
negativnich Zen je tedy dvoji. Jednak vramci provaddéni optimalni prevence RhD
aloimunizace, prace se zabyva zejména problematikou screeningu RHD genotypu. Druhy
klinicky vyznam, v praxi jiz vyuzivany, je vyuziti v managementu t€hotenstvi s rizikem
rozvoje HDFN, kde jiz aloprotilatka anti-D je pfitomna [62] [75]. Ptehledné zobrazuje
schéma 1 ,,Stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen®.



Stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen

| 14. tydne

-
A

délka trvani téhotenstvi (gestacni tyden)

v

| 100.000 | | stanoveni krevni skupiny RhD u téhotné Zeny |

A\ 4

15 % | 15.000 | | RhD negativni Zena |

v

10% | 10.000 | | RHD pozitivni plod |

97 % 3%
9.700 | 300 |
u Zeny nepritomny u Zeny pfitomny
aloprotilatky anti-D aloprotilatky anti-D
RhD aloimunizace zavainé formy hemolytické nemoci
Prevence RhD aloimunizace Management HDFN

Schéma 1

Stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich téhotnych Zen

Piehledné zobrazeny moznosti klinického vyuziti vySetteni RHD genotypu plodu u RhD
negativnich Zen.

Upraveno dle Cubusky et al.



4.1 Krevné skupinovy systém Rh

Rh systém je po ABO systému druhy nejvyznamnéjsi systém krevnich skupin. V roce 1939
byl objeveny Landsteinerem [107]. K nejvyznamnéjSim antigenim Rh systému, kterych je
znamo vice nez 50, patii antigeny “D*, “C“, “c*, “E“ a “e* [9] [123]. Jedince s
exprimovanym “D* antigenem na povrchu erytrocytii oznacujeme jako RhD pozitivni, jedinec
s chybéjicim “D* antigenem je RhD negativni. Proti Rh antigenim se nevyskytuji pfirozené
protilatky (vyjimecné anti-E), k tvorbé protilatek proti antigeniim Rh systému dochédzi vzdy
az po stimulaci imunitniho systému antigenné inkompatibilnimi erytrocyty nasledkem

fetomaternalni hemoragie v souvislosti s t€hotenstvim nebo po podani krevni transfize [107].

4.1.1 Dédiénost

Rh antigeny jsou kédovany dvéma blizko sebe lezicimi homolognimi geny RHD a RHCE,
které podléhaji autosomalné dominantnimu typu dédicnosti a jsou umistény na kratkém
raménku 1. chromosomu. RHD gen produkuje “D* antigen. Gen RHD ma dvé alely D/d, kdy
alela D je dominantni k alele d, ktera je ztratovou (klinicky némou) alelou, nebot’ jeji produkt
nebyl nikdy nalezen [145]. Pro expresi vSech Rh antigenli je nezbytny RhAG (Rh-associated
glycoprotein), ktery je kdédovan RHAG genem lokalizovanym na kratkém raménku 6.
chromosomu. Rh antigeny jsou exprimovany pouze na buiikach erytroidni linie a na fetalnich
erytrocytech jsou exprimovany jiz od 6. gesta¢niho tydne. Velmi vzacné mohou Rh antigeny

na erytrocytech zcela chybét a potom hovotime o tzv. Rhnull fenotypu [29].

4.1.2 Antigen “D“/protilatka anti-D

Antigen ,.D* byl objeven jako prvni z Rh systému a zirovenn je jeho hlavnim a
nejvyznamngj$im antigenem. Antigen “D* je silné imunogenni, protoZze u RhD negativnich
jedinci chybi cely RhD protein se vSemi antigennimi epitopy. Imunitni systém RhD
negativnich jedinch velmi dobfe rozpozna RhD pozitivni erytrocyty a dochazi k tvorbé
protilatky anti-D [19]. Pronikne-li dostatecné mnozstvi RhD pozitivnich erytrocytli do
krevniho obéhu RhD negativni t€hotné, mohou zptisobit rozvoj RhD aloimunizace. Objem
inkompatibilnich erytrocytli, nezbytné nutny k vyvolani aloimunizace, je individudlni a zavisi

jednak na imunogenicité¢ RhD pozitivnich fetalnich erytrocyti, tak i na reaktivité imunitniho
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systému t€hotné. Jiz objem 0,1 ml fetalnich erytrocyti mtize vést k rozvoji aloimunizace.
Piiblizné u 1-2 % téhotenstvi dochazi k aloimunizaci jiz antepartalné [25] [47]. Specificka
antierytrocytarni aloprotilatka anti-D patii mezi klinicky nejvyznamnéjsi protilatky, kterd je
schopna vyvolavat zavaznou formu HDFN [30]. Intenzita hemolytické nemoci je
vystupniovana Cetnosti t€¢hotenstvi. Neni-li aloimunizace matky diagnostikovana nebo HDFN
lécena, muize vést k zadvazné perinatalni morbidité a mortalité [123]. Vytvoieni aloprotilatky
anti-D u RhD negativni Zeny ve fertilnim véku v souvislosti s podanim inkompatibilni krevni
transfiize erytrocytl je extrémné nepravdépodobné, v ptipadé transfuzi krevnich desticek od
RhD pozitivniho darce existuje malé riziko aloimunizace [80]. Dle studie u 130 RhD
negativnich jedinct, ktefi obdrZzeli RhD pozitivni trombonaplav vSak Zadny nevytvoftil anti-D
protilatky [104].

Existuje mnoZzstvi odchylek v expresi “D* antigenu [33] . Slabé D (D+«/Dv) = kvantitativni
zeslabeni exprese “D* antigenu. VSechny D epitopy jsou exprimovany slabé a jedinci si pfi
kontaktu s erytrocyty s normalni expresi “D* antigenu nevytvari protilatky anti-D. Dve
erytrocyty méné ¢asto nez normalni D erytrocyty stimuluji tvorbu anti-D protilatek u RhD
negativnich jedinci a rovnéz tak D pozitivni plod je také méné Casto ohrozen zavaznou
formou HDFN v pfipadé RhD aloimunizace u matky [63] [97]. Variantni D (Dw=/D) =
kvalitativni zeslabeni exprese “D“antigenu. Ne¢které epitopy “D“ antigenu nejsou
exprimovany a pii kontaktu s D pozitivnimi erytrocyty si jedinci s D= fenotypem mohou
vytvaret protilatky proti D epitopiim, které na povrchu jejich erytrocytl chybi. Bylo popsano
vice nez 20 variantnich “D* antigend, ale vétSina z nich se vyskytuje velmi vzacné [7] [39]
[136]. Vytvori-li si Zena s Dwe fenotypem protilatky anti-D, mlzZe dojit k rozvoji zdvazné
formy HDFN u D pozitivniho plodu [28]. U Zen s D= fenotypem je proto diileZité provést

prevenci RhD aloimunizace [88].

4.1.3 Incidence antigenu “D*

Antigen “D* je pfitomen u 85 % evropské populace a severoamerické bélosské populace, u 95
% cernosské populace a u obyvatel dalného vychodu dosahuje vyskyt “D* antigenu témét 100
% [30]. RhD pozitivni jedinci se déli na heterozygoty pro alelu D, kterych se v béloSské
populaci vyskytuje pfiblizné 60 %, a na homozygoty pro alelu D, kterych se v bélosské
populaci vyskytuje ptiblizné 40 %.
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4.1.4 Incidence protilatky anti-D u téhotnych Zen

LCubusky a kol. uvadi incidenci aloprotilatky anti-D 5,0 %o [76]. Geifman-Holtzman a kol.

uvadi ve svém souboru incidenci 2,7 %o. [41].

4.1.5 Incidence RhD inkompatibilnich téhotenstvi

Piiblizné 15 % bilé populace je RhD negativni a RhD negativni zena ma tedy asi 85%
pravdépodobnost, Ze jeji partner bude RhD pozitivni (60 % heterozygot a 40 % homozygot
pro alelu D). Pfiblizn¢ v 10 % vSech t¢hotenstvi tudiz nastava situace, ze RhD negativni
matka bude mit RhD pozitivni plod [11] [30] [47].

Problematiku Rh systému znazoriiuje obrazek 1.
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Rh systém (ISBT 004)
systém Rh je tvoren vice nez 50 antigeny
k nejvyznamnéj$im antigeniim Rh systému patfi:
5)Dl"
”cil, ”ci(’ ”e“’ !',EH

Aloprotilatku anti-D si mize vytvorit pouze RhD negativni Zena po

fenotyp genotyp aloprotilatka - = .
: . kontaktu s RhD pozitivnimi erytrocyty (fetomaternalni hemoragie)
antigen % alely % anti-D - plod muze byt matefskou aloprotilatkou ohrozen hemolytickou ne-
np 85 D/D 34 moci, pokud je RhD pozitivni (incidence RhD pozitivnich plodd u RhD
negativnich zen je 8,93 %).
b/d 51
- 15 d/d 5 ANO

na povrchu erytrocytd je antigen ”D* pfitomen (RhD pozitivni) nebo
nepritomen (RhD negativni)

alela D je dominantni (40 % homozygotl, 60 % heterozygot() k alele d,
ktera je ztratovou (klinicky némou) alelou, nebot jeji produkt nebyl
nikdy nalezen

management téhotenstvi s diagnostikovanou aloimunizaci téhotné Zeny erytrocytarnim antigenem ”D*
(pfitomny aloprotilatky anti-D)

incidence aloprotildtky anti-D u téhotnych Zen 0,5% cca 500 téhotnych zen rocné v Ceské republice
pravdépodobnost pfitomnosti antigenu ”D* u plodu 59,5 % 40,5 % cca 203 plod( neni ohroZeno hemolytickou nemoci
Obrazek 1

Krevné skupinovy systém Rh - incidence antigenu ,,D“ a RhD inkompatibilnich
téhotenstvi v evropské populaci [02]

V Ceské republice je u viech téhotnych Zen v 1. trimestru provadén screening nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek. Klinicky vyznamna aloprotilatka anti-D je diagnostikovana u
cca 0,5 % zen (v CR roéné 500 Zen). Plod je vsak ohroZen rozvojem hemolytické nemoci
pouze v piipadé, Ze ma na povrchu svych erytrocyta pfitomen komplementéarni antigen, jedna
se o cca 60 % plodi (300 plodi roén€), naopak 40 % plodd (200 plodi rocn¢)
komplementarni antigen piitomen nemad, a tudiZ nejsou ohrozeny rozvojem hemolytické
nemoci plodu a novorozence (HDFN).

Upraveno dle Cubusky et al.
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4.2 Volna fetalni DNA

Volnou fetalni DNA (cff DNA) v matetské cirkulaci poprvé prokazal profesor Denis Lo
vroce 1997, ¢imz pfispél k vyvoji novych metod neinvazivni prenatdlni diagnostiky [71].
Plvod mimobunééné fetadlni DNA nebyl zcela jasny, pfedpoklddanym zdrojem byly bunky
trofoblastu [45]. Tuto hypotézu potvrzuje Alberry et al. K urceni pivodu cff DNA byla
vySetfena krevni plazma u téhotenstvi bez pritomnych embryondlnich struktur. Koncentrace
fetalni DNA se statisticky vyznamné neliSila od koncentrace u prosperujicich intrauterinnich
tehotenstvi. Byla potvrzena hypotéza, ze fetdlni DNA je do krevniho ob&hu matky uvoliiovana
prevazné z trofoblastu [3].

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, patologickém téhotenstvi apod [44].

Volnou fetalni DNA lze v mateiské cirkulaci poprvé detekovat jiz ve 4. tydnu gravidity, coz
bylo prok4zano u Zen, které podstoupily in vitro fertilizaci [54]. Hranici gestacniho stafi, kdy
jsou vysledky teprve spolehlivé jsou az okolo 9. - 10. tydne té¢hotenstvi u neobézni populace
[143] [44]. Mnozstvi fetdlni extracelularni DNA se béhem gravidity postupné zvySuje [72]
[110] [69] [144]. Pfed 20 tydnem téhotenstvi se fetalni frakce zvySuje o méné nez 0,1% za
tyden, coz zpochybnuje myslenku, Ze opakovany odbér cff DNA vyfesi nizkou fetalni frakci
[143]. Vysetfeni cff DNA je piimo umérné fetalni frakci [61]. Nedavné studie uvadéji, ze
prumérna frakce fetdlni DNA je 10% [69]. Diky takto nizké fetdlni frakci je nutné pouzit
citlivou metodu detekce, jakou je napf, real time polymerazova fetézova reakce (PCR) [83].
Dolni hranice fetdlni frakce se udava 4 % cffDNA pro spolehlivy vysledek. [61]. U 0,5 % az 3
% zen kvili nizké fetalni frakci (<4 %) vySetfeni nelze provést. Snizeni fetalni frakce souvisi
s Casnym gestaCnim stadfim, matefskou obezitou, viceCetnym téhotenstvim. [110]. Naopak
zvySena fetdlni frakce je u pacientek s preeklampsii v disledku zvySené apoptoze
placentdrniho trofoblastu a naslednému uvolhovani extracelularnich nukleovych kyselin
(fetalniho 1 mateiského ptivodu) do cirkulace a také snizend rendlni clearance [69].

Volna fetalni DNA pfitomna v matefské cirkulaci je po porodu rychle degradovana a obvykle
ji nelze detekovat jiz 2h od porodu [73]. Lo et al. odebirali Zenam krev v rozpéti 1-42 dni po
porodu. Ve vSech zkoumanych ptipadech nebyla fetdlni DNA detekovana jiz prvni den po
narozeni ditéte bez ohledu na zptisob vedeni porodu. Median polo¢asu odstranéni DNA plodu

z krve matky byl stanoven na 16,3 minut. Volna fetdlni DNA je tedy z t¢la matky rychle
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odstranéna a nehrozi proto jeji pretrvani do dalSiho t€¢hotenstvi. To je rozdil oproti fetdlnim
bunikam, u kterych byla prokdzana pfitomnost v mateiské cirkulaci az desetileti po porodu.
Vyuziti cftft DNA tak nachazi vyuziti v Sirokém spektru fetdlni mediciny, jednim z nich je
praveé vysetteni RHD genotypu plodu [70][36] [4]. Dale se cff DNA vyuziva ke stanoveni
pohlavi plodu u X vazanych dé&di¢nych onemocnéni) [52], monogennich dédi¢nych

onemocnéni napt. achondroplazie [22], dale vysetfeni aneuploidii [10].
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4.3 Prevence RhD aloimunizace

V prevenci RhD aloimunizace je historicky n€kolik momentd, které dramaticky méni
doporuceni a piistup vpéci o RhD negativnich Zeny v priabéhu téhotenstvi.
Aloimunizace aloprotilatkou anti-D je jako jedina preventabilni a tedy objev imunglobulinu G
anti D vice nez pred 50. lety byl bezesporu vyznamny a znamenal milnik v pé¢i o RhD
negativni Zeny. V roce 1967 publikuji téméf zarovén Freda et al. v USA a Clark z UK (United
Kingdom), ze rozvoji aloimunizace se da zabranit podanim imunoglobulinu, ktery obsahuje
vysoké titry anti D, prvni klinické uziti v riznych zemich na sebe nenechalo dlouho ¢ekat
(Nizozemi, USA,Kolumbie atd.) [37] [66] [96]. Pied zavedenim anti-D imunoprofylaxe byla
aloprotilatka anti-D zodpovédna za 90 % tézkych piipadd HDFN. Riziko RhD aloimunizace
bylo od pocatku 70. let snizeno z 13 % na 1-2 % postpartalnim podanim anti-D
imunoglobulinu [138] [89] [82] [27]. Rutinni antenatalni aplikace dale snizi incidenci RhD
aloimunizace na 0,2-0,3 % [26][96][129]. Stale se jest¢ setkdvame s D aloimunizovanymi
téhotnymi, pfi¢inou muize byt Spatné provedend, resp. neprovedend, prevence RhD
aloimunizace. K senzibilizaci mliZze dojit i na zacatku tehotenstvi pfed tim, neZ je podana
profylaxe ve 28. tydnu t¢hotenstvi.

Imunoglobulin G je krevni produkt, vyrabi se z plazmy senzibilizovanych darcli, objem
produkce je tudiz limitovan. Rekombinantni forma IgG anti-D zatim neni k dispozici [65].
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o heterologni bilkovinu, kterd mtize vyvolat nezddouci reakei,
je nutné provadet prevenci RhD aloimunizace obezietné a pouze v indikovanych ptipadech.
V soucasné dob¢ je plasma senzibilizovanych darcti vySetfovana na HBsAg, anti HIV a HCV
protilatky, Parvovirus B19. Mozny je i prenos agens, na kterd neni dosud Zadné testovani
napf. priony [148].

Mechanismus, kterym anti D zabratiuje aloimunizaci D, je stale nejasny [17]. Dikazy
naznacuji, ze jednou z moznosti je clearance erytrocytd s navazdnym anti D rychle
prostfednictvim makrofagli a / nebo down regulace antigen specifickych B bun€k pied tim,
nez dojde k imunitni odpovédi [64].

Piestoze mame u¢innou imunoprofylaxi, t€Zka morbidita a mortalita v disledku HDFN se v
poslednich 50. letech na celém svété snizila pfiblizn€ jen o 50 %. Problém se tyka zejména
zemi 3. svéta, kde neni provadéna prevence RhD aloimunizace [141] [152]. Jednotlivé
vyspélé staty se CasteCné lisi v doporucenich k provadéni prevence RhD aloimunizace

(Gasovani aplikace, indikadni kritéria, stanoveni RHD genotypu plodu) [127]. V CR dle
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doporucen¢ho postupu méa byt vSem RhD negativnim téhotnym Zzenam v indikovanych

ptipadech preventivné podan imunoglobulin G anti-D v dostatecné dévce.

Stanoveni objemu FMH (fetomaternalni hemoragie)

Je-li stanoven objem fetalnich erytrocytli proniklych do ob€hu matky, je indikovano podéni
IgG anti-D intramuskularné v davee 10 pg na 0,5 ml fetalnich erytrocytl nebo na 1 ml plné
fetalni krve (objem fetalni krve je dvojnasobny, piepokladany fetalni hematokrit je 50 %).
Objem FMH se v béZnych situacich neodebird a podana davka IgG anti D je vzdy s ohledem
na dané gestacni stari.

Provéadéni prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen piehledné zobrazuje schéma

(Schéma 2) [77].
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Doporuceni k provadéni prevence RhD
aloimunizace u RhD negativnich zen

Lubusky M., Prochazka M.', Simetka 0.’, Holuskova I.*

'Porodnicko-gynekogicka klinika LF UP a FN Olomouc

‘Ustav lékafské genetiky a fetaini mediciny LF UP a FN Olomouc
‘Porodnicko-gynekologické klinika FN Ostrava

Transfizni oddéleni FN Olomouc

Udalosti, pfi kterych by mél byt podan imunoglobulin (Ig) G anti-D RhD negativnim Zenam,
nejsou-li u nich jiz pritomny aloprotilatky anti-D
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biopsie choria z genetické indikace
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Indikace ve 2. a 3. tfrimestru

amniocentéza
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porodnické krvaceni
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Schéma 2
Prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen
Doporuéeny postup Ceské gynekologické a porodnické spoleénosti Ceské lékaiské

spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné [77].
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Dal§im vyznamnym objevem, ktery ma Siroké vyuziti v oblasti mediciny, je objev volné
fetalni DNA v plazmé t€hotné zeny v roce 1997 [71].

RhD negativni Zena je ohrozena rozvojem RhD aloimunizace pouze v ptipad¢, Ze plod ma na
povrchu svych erytrocytl ptitomen antigen “D* (je-li RhD pozitivni), jednd se o cca 10 %
plodt (10.000 ro¢ng). Piitomnost antigenu “D* lze vySetfit neinvazivné stanovenim genotypu
plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi t¢hotné Zeny. Znalost RHD genotypu
plodu ma klinicky vyznam v prenatalni péci o RhD negativni zeny, protoZze 40 % z nich bude
mit RhD negativni plod a preventivni podani IgG anti-D by u nich nemé&lo byt indikovano. Na
schématu 3 je nadzorné srovnani v provadéni prevence RhD aloimunizace, kdy pausalné je
imunoglobulin podavan bez znalosti RHD genotypu plodu (varianta A) a cilena profylaxe
v zavislosti na RHD genotypu plodu (varianta B). V nékterych evropskych zemich je
neinvazivni vySetieni rutinné zavedeno do pée o RhD negativni tchotné, aplikace
imunoglobulinu je cilena u RhD pozitivnich plodd. V sou¢asné dobé v Ceské republice (CR)
neni implementovéano vySetieni RHD genotypu plodu do klinického managementu v prevenci

RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen.
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1. trimestr

28. tyden

Porod

1. trimestr

28. tyden

Porod

Schéma 3

Prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen pri nejéastéjSich potencialné

100.000 téhotnych Zen roéné  stanoveni krevni skupiny RhD

15%
15.000 RhD negativni Zena

profylaxe RhD aloimunizace
15.000 RhD negativnich Zzen

stanoveni krevni skupiny RhD u novorozence
15.000 novorozenct

prevence RhD aloimunizace

10.000 RhD negativnich Zen s RhD pozitivnim novorozencem

100.000 t&hotnych Zen roéné  stanoveni krevni skupiny RhD

15%
15.000 RhD negativni Zena
i
-5 %
-5.000 RhD negativni Zena + RHD negativni plod

stanoveni RHD genotypu plodu

profylaxe RhD aloimunizace
-5.000 RhD negativnich zen

stanoveni krevni skupiny RhD u novorozence

-15.000 novorozencl

senzibilizujicich udalostech v Ceské republice

A) ptedpokladany pocet indikaci ro¢né k podani IgG anti-D téhotné zené a ke stanoveni

krevni skupiny RhD u novorozence, neni-li na zacatku t€hotenstvi u vSech RhD negativnich

Zen stanoven RHD genotyp plodu

B) predpokladany pocet indikaci ro¢né, kdy neni nutné podat IgG anti-D t€hotné Zené a kdy

neni nutné stanovit krevni skupinu RhD u novorozence, je-li na zacatku t¢hotenstvi u vSech

RhD negativnich Zen stanoven RHD genotyp plodu
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4.4 Management téhotenstvi s rizikem rozvoje HDFN

4.4.1 Erytrocytarni aloimunizace

Erytrocytarni aloimunizace se rozviji jako nasledek stimulace imunitniho systému cizimi
povrchovymi erytrocytdrnimi antigeny, které ndsledné navozuji tvorbu imunnich protilatek
tiidy IgG [18]. Erytrocytarni aloimunizace miize byt navozena poddnim krevni transfuze,
ktera obsahuje pro pfijemce transfuze jemu cizi erytrocytdrni antigen nebo v prib&hu
t€hotenstvi nasledkem fetomaternalni hemoragie, kdy plod zdé&dil po otci antigen, ktery neni
pfitomen na erytrocytech matky [18] [130]. Mateiské aloprotilaitky mohou v pribéhu
t€hotenstvi pronikat placentou do krevniho obéhu plodu, kde se navazou na fetalni erytrocyty,
které jsou nasledné destruovany v retikulo-endotelidlnim systému plodu. Dochazi k rozvoji
HDFN, plod m4 anémii. Pokud se jednd o prvni kontakt imunitniho syst¢ému matky s
inkompatibilnim erytrocytarnim antigenem plodu, dochdzi ke vzniku zdvazné formy HDFN
ve stavajicim téhotenstvi jen vzacné. VEtSinou ohrozeny jsou antigenné inkompatibilni plody
az v nasledujicich t¢hotenstvich [50].

Algoritmus managementu t¢hotenstvi s rizikem rozvoje HDFN piehledné shrnuje schéma 4.
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standardni prenataini péce u osetiujictho gynekologa

|SCREENING nepravidelnych antierytrocytdrnich protildtek u Zen v I. trimestru téhotenstvi

SCREENING pozitivni
u téhotné Zeny je pfitomna nepravidelna antierytrocytalni protilatka

[]

nutné zajistit adekvatni konzultaci pacientky se stanovenim daldtho postupu
na pracovisti s odbornosti ,,gynekologie a porodnictvi” - 603

IDENTIFIKACE
specifickd antierytrocytarni protilatka klinicky vyznamna s ohledem na riziko rozvoje HDFN
klinicky nejvyznamnéjsi jsou protilatky proti antigenim “RhD”, “Rhc” a “Kell” (K)

KVANTIFIKACE
dosazen ,kriticky titr* aloprotilatky
po dosazeni kritického titru by méla byt HDFN sledovéna jiz jinou nez
imunohematologickou metodou

vysetfeni pfitomnosti komplementarniho erytrocytarniho antigenu u plodu

’ stanoveni genotypu plodu z krve téhotné zeny |

| plod ma antigen | ‘ ?

‘ plod nema antigen

v

dalsi sledovani neni nutné

A4 A J

sledovani rozvoje anémie u plodu pomoci ultrazvukové dopplerometrie

|

| MCA-PSV |
>15 MoM >15 MoM
(GA < 35 tydnil) (GA > 35 tydnii) <13 MoM
kordocentéza | MCA-PSV monitorovani
trend MCA-PSV
vzristajici trend normalni trend

I ukonceni téhotenstvi

| ukonéeni téhotenstvi do konce 38. tydne

porod

Schéma 4

Algoritmus pro management téhotenstvi s rizikem rozvoje zavazné formy Hemolytické

nemoci plodu a novorozence

Doporuéeny postup Ceské gynekologické a porodnické spoleénosti Ceské lékaiské

spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné [79].
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Diagnostika HDFN

Screening nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek

V Ceské republice je u viech téhotnych Zen v I. trimestru provadén screening nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek [20]. Pozitivni vysledek screeningu je u cca 5 % zen (v CR
ro¢né 5000 zen), u cca 1,5 % (1500 Zen) se jedna o klinicky vyznamnou aloprotilatku. Mezi
klinicky nejvyznamnéjsi aloprotilatky, schopné vyvolat zavaznou formu HDFN patii kromé
aloprotilatky anti-D 1 aloprotilatka anti-c a anti-K. Plod je vSak ohrozen rozvojem
hemolytické nemoci pouze, ma-li na povrchu svych erytrocytii pfitomen komplementarni
antigen, cca 0,5 % plodi (500 roéng). V Ceské republice je v soucasnosti mozno vysetiit
genotypy RHD, RHCE a KEL [15] [78]. Nazorn¢ zobrazuje obrazek 2 a 3.

Ptitomnost dalSich aloprotilatek v kombinaci s anti-D protilatkou miize byt spojena s
agresivnéj$i matetskou imunitni odpovédi, coz zvysuje riziko rozvoje t€zké anémie u plodu a

tato t€¢hotenstvi vyzaduji peclivou observaci [87] [101] [128].
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’ 100 000 ‘ ’ SCREENING nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek |

5% |5000 ‘ ISCREENING pozitivni |

1.5%

1500 ’ klinicky vyznamna antierytrocytarni protilatka |

‘500 ‘ ‘plod ma antigen |

A J

50 ’ kordocentéza + INTRAUTERINNI TRANSFUZE |

Obrazek 2

Screening téhotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence [78]

V Ceské republice je u viech téhotnych Zen v 1. trimestru provadén screening nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek. Pozitivni vysledek screeningu je u cca 5 % Zzen (v CR roéné
5000 Zen), u cca 1,5 % (1500 Zen) se jednd o klinicky vyznamnou aloprotilatku. Plod je vSak
ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfipad€, Ze ma na povrchu svych erytrocytil
pfitomen komplementarni antigen, jednd se o cca 0,5 % ploda (500 rocn¢€). Pfitomnost
komplementarniho antigenu lze vySetfit neinvazivné stanovenim genotypu plodu z volné
fetdlni DNA cirkulujici v periferni krvi t€hotné Zzeny. Zavazna forma hemolytické nemoci
plodu vyZzadujici podani intrauterinni transfize do 35. tydne se vSak rozvine jen u cca 5-10 %
z nich (25-50 plodi ro¢n¢).

Upraveno dle Cubusky et al.
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klinicky v¥yznamna antierytrocytarni protilatka

Rh Kell
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plod ma antigen

Obrazek 3
Klinicky vyznam neinvazivniho stanoveni RHD, RHCE a KEL genotypu plodu

v managementu téhotenstvi s rizikem rozvoje HDFN [78]

Klinicky vyznamna aloprotilatka anti — D je diagnostikovana u cca 0,5 % Zen. Plod je vSak
ohroZen pouze v pfipadé, Ze ma na povrchu svych erytrocytl pfitomen komplementarni
antigen (cca 300 plodd ro¢n€). Analogicky zndzornéno pro ostatni klinicky vyznamné
aloprotilatky.

Upraveno dle Cubusky et al.
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Vyseti‘eni genotypu plodu

Moznost neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu u RhD aloimunizovanych t€hotnych
zen umozni ur€it plody, které nejsou ohrozené rozvojem hemolytické nemoci plodu ani
novorozence (RhD negativni, cca 40 %). Naopak RhD pozitivni plody (cca 60 %) by mély byt
sledovany ve specializovanych centrech zabyvajicich se problematikou hemolytické nemoci
plodu i novorozence. Jen asi 5 % téchto plodi vyzaduje podani intrauterinni transfuze, u
zbyvajicich plodl (cca 95 %) postacuje sledovat plod neinvazivné pomoci ultrazvukové
dopplerometrie (graficky zndzoriiuji obrdzky 4 a 5). Informace o RhD pozitivité¢ plodu je
dualezita 1 pro nacasovani ukonceni t€hotenstvi, stanoveni strategie vedeni porodu a naslednou
péc€i 0 novorozence.

MozZnosti ur¢eni RHD genotypu plodu jsou rizné, teoreticky se nabizi moZnost vySetfeni
materidlu ziskaného invazivnim vySetfenim (odbér plodové vody, odbér choriovych klkii),
k témto ucelim se vSak vsoucasné dobé tato vySetfeni nevyuzivaji [8][93]. Dle nové
publikovaného systematického ptehledu je riziko potratu velmi nizké, pietrvava vsak zvysené
riziko rozvoje aloimunizace [116]. S objevem neinvazivniho vysetieni volné fetdlni DNA
v plazmé te¢hotné Zeny nastdva novy trend na poli mediciny. VySetteni RHD a RHCE
genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v periferni krvi téhotnych Zen bylo v Ceské
republice poprvé zavedeno v roce 2005 Hromadnikovou et al. [51]. Pokud plod nenese na
svych erytrocytech antigen, nehrozi riziko rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence.
Vzhledem k sekvencni unikatnosti je nejcastéjSim lokusem pro o uréeni RHD genotypu plodu
exon 7. Prace zabyvajici se neinvazivnim stanovenim RHD genotypu plodu se zamétuji na
uniplexové nebo multiplexové systémy. Pouziti multiplexového systému (napf. exon 5, exon
7 a exon 10) je vhodné 1 pro zvySeni validity vysledku RHD genotypizace plodu zejména
v etnicky smisenych populacich [16] [108] [147].
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen ro¢né

1,5 % screening antierytrocytarnich protilatek

1.500 aloimunizovanych Zen

\ 0,5%

500 RhD aloimunizovanych Zen
l (pfitomna aloprotilatka anti-D)

stanoveni RHD genotypu plodu
40,5 % 8 ypu p
203 RHD negativnich plodu
neni ohrozeno hemolytickou nemoci
(u plodu neni pfitomen antigen “D“)

Porod v

Obrazek 4
Klinicky vyznam neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu u RhD

aloimunizovanych téhotnych Zen
MozZnost neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu u RhD aloimunizovanych téhotnych

zen umozni uréit plody, které nejsou ohrozené rozvojem hemolytické nemoci plodu ani

novorozence (RhD negativni, cca 40 %).
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1. trimestr 100.000 téhotnych Zen ro¢né

1,5% screening antierytrocytarnich protilatek

1.500 aloimunizovanych zen

\ 0,5%

500 RhD aloimunizovanych Zen
l (pfitomna aloprotilatka anti-D)

stanoveni RHD genotypu plodu
59,5 % 8 ypu p
297 RHD pozitivnich plod
je ohrozeno hemolytickou nemoci
l (u plodu je pfitomen antigen “D“)

RHD pozitivnich plodl (5-10 %)

Porod v . Y . e
je ohroZeno rozvojem zavainé anémie
(nutnost podani intrauterinni transfuze
do 35. tydne téhotenstvi)
Obrazek 5

Klinicky vyznam neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu u RhD

aloimunizovanych téhotnych Zen

Moznost neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu u RhD aloimunizovanych t€hotnych
zen umozni ur€it plody, které jsou ohroZené rozvojem hemolytické nemoci plodu a

novorozence (RhD negativni, cca 60 %).
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Ultrazvukové vySetreni

Mezi ultrazvukové znadmky anémie patii ascites v dlsledku hypalbuminémie, ztluSténi
placenty a hepatomegalie. Vzacné je pfitomen perikaridalni ¢i pleuralni vypotek [105] [111]

[117] [146]. Hydrops plodu se vyviji az pokud hodnota hemoglobinu klesne pod 70g/1 [100].

Dopplerometrie

Dopplerometrické vySetfeni vyuziva faktu, Zze se v dasledku nizkého hematokritu plodu
zvySuje srdecni vydej a mluvime o tzv. hyperdynamické cirkulaci [40]. Mé&fenim maximalni
pritokové rychlosti arteria cerebri media (MCA PSV) dokazeme identifikovat plody ohrozené
anémii. Tento unikatni objev na poli fetdlni mediciny popsal prvné prof. Mari et al. [85].
Stiedné zdvazna a tézka fetdlni anemie odpovida 1,5 nasobku medianu (MoM) pro dané
gestacni stati. Pfi dodrzeni spravné metodiky méteni se senzitivita blizi 100 % a false positive
rate (FPR) 12 % [55] [109]. VySetieni MCA PSV na obrazku 6. Diky této neinvazivni metode
se jiz vySetieni koncentrace bilirubinu v plodové vodé pro identifikaci plodu s rizikem anémie
neprovadi. MCA PSV je v soucasné dobé zlatym standardem. Predikce diagnostiky anemie
plodu se s blizicim terminem porodu pomoci MCA PSV snizuje [58].

Dal8i moznosti je vySetfeni trikuspidalni regurgitace u plodu, jako znamka dekompenzace

srdce, jez ptedchazi rozvoji hydropsu [102] [32].
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Stanoveni maximalni priatokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA PSV)

Oblast méfeni ,,sample volume™ (1 mm) je umisténa tésné€ za odstup arteria cerebri media z

arteria carotis interna tak, aby insonacni thel byl 0 stupii.
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4.4.2 Lécba HDFN

Kordocentéza

Kordocentéza se provadi v pripadé¢ ocekdvani nutnosti provedeni intrauterinni transfize
(IUT). Od provadéni sériovych kordocentéz se v souvislosti se zavedenim ultrazvukové
diagnostiky upustilo. Jednd se o inavzivni metodu, kdy pod ultrazvukovou kontrolou je
odebrana krev z vena umbilicalis ke stanoveni hodnoty hematokritu, hemoglobinu, IUT je
indikovéana pfi hodnoté fetdlniho hematokritu < 30 % nebo hemoglobinu <10 g /1[94]. Dle
aktualni hodnoty hematokritu v daném gestacni staii se vypocita mnozstvi krevni transfize.
Pouziva se Cerstva deleukotizovana ozatfené krev KS 0 RhD negativni krev s hematokritem
cca 75-80 % [1]. Stran optimalniho nacasovani nasledné transfize je v roce 2017 publikovana
prace stran moznosti vyuziti MCA-PSV k naCasovani dalsi transfuze [34].

k imrti plodu nebo ptedCasnému porodu. Z moznych komplikaci miize nastat tromboza
pupecniku, krvaceni, riziko pfetizeni objemu, chorioamnionitida [68][135] [139]. Pozornost
je tfeba zamétit 1 na dlouhodobégjsi nasledky v souvislosti s intrauterinnim vykonem. Dle
LOTUS study (Long-Term follow up after intra-Uterine transfusionS) se riziko poruchy
psychomotorického vyvoje udava 4,8 % [67] [42] [140].

V Ceské republice je potieba IUT cca 30-50 roéné. Vzhledem k tak nizkému poétu vykoni a
nutnosti erudice, je vhodna centralizace pacientek. Casovani IUT je nejpozdéji do 35. tydne
t¢hotenstvi, jakmile t¢hotenstvi presahne 35. tyden, IUT se jiz neindikuje a radéji ukoncujeme

téhotenstvi.

Plazmafereza a intravenozni aplikace imunoglobulinu (IVIG)

U pacientek s anamnézou zavazné morbidity, mortality v pfedchozim tchotenstvi z divodu
HDFN je riziko rozvoje zavazné anemie u plodu jiz pied 20. tydnem tchotenstvi. V tomto
pfipadé mulze plazmaferéza a intravenozni aplikace IVIG t¢hotné =zajistit dostatecny
hematokrit u plodu do doby, neZ bude IUT technicky proveditelnd [150]. Dle retrospektivni
studie oddalila aplikace IVIG od 13. tydne rozvoj anémie u plodu o 25 dni [154]. Razné
terapeutické rezimy jsou k dispozici pouze z malych souborti ¢i ojedinélych kazuistik [106].

Dle americkych doporuceni pro plazmaferézu je tato terapeutickd moznost vyhrazena pouze
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pro téhotenstvi s rizikem intrauterinniho imrti nebo znamky hydropsu u plodu do 20. tydne
[120].

U aloimunizovanych té¢hotnych Zen s anamnézou hydropsu a umrti plodu in utero je tfeba
vzdy postupovat v nasledujicich t€hotenstvi individualn€, snahou je zabranit koncepci opét
RhD pozitivniho plodu. Nabizi se moznost in vitro fertilizace s preimplanta¢ni genetickym
testovanim, v ptipad¢ Ze potencidlni biologicky otec je heterozygot pro RHD [121], v ptipadé
ze je homozygot pro RHD do uvahy pfipad4 uziti spermie od RhD negativniho dérce, ¢i

nahradni matefstvi [95].

Experimentalni vyuziti M281

V souvislosti s neinvazivni 1écbou se vradmci vyzkumu objevuje moznost inhibice
transplacentarniho pfenosu imunoglobulinu IgG vyvazanim pomoci Fc receptoru, ktery tento
transport zajistuje. M281 je oznaceni pro monoklonalni anti Fc receptorovou protilatku, ktera
ma vysokou afinitu k Fc receptoru. M281 se jevi slibné stran 1é¢by onemocnéni v souvislosti
s transplacentarnim pienosem protilatky IgG [113]. V souCasnosti se nachazi ve II. fazi

klinickych testt.
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4.4.3 Porod a 1é¢ba novorozence s HDFN

Optimalni hranice ukonceni téhotenstvi s rizikem HDFN dle publikovanych zahrani¢nich
studii neni. Na jedné strané je tieba ukoncit t€hotenstvi dfive nez dojde k t€zkému poskozeni
plodu, na strané¢ druhé plod musi byt viabilni a dileZitou roli hraje 1 zralost plicnich a
jaternich enzymti [86]. Dle doporuceného postupu CGPS CLS JEP by t&hotenstvi mélo byt
ukonceno nejpozdéji do konce 38. tydne, porod by mél byt planovan v perinatologickém
centru intenzivni nebo intermediarni péce. Thned po porodu by u novorozence mél byt
vySetien z pupecniku z umbilikalni Zily: krevni obraz, bilirubin, krevni skupina, piimy
antiglobulinovy (Coombsiiv) test (pfitomnost matefskych aloprotildtek navazanych na
antigenn¢é komplementarni erytrocyty novorozence).

Novorozenec je ohroZen jednak anémii, ale 1 hyperbilirubinémii [12]. Hyperbilirubinemie je
bez ohledu na vék definovdna jako zvySeni koncentrace bilirubinu v krvi nad 25 pmol/l.
Klinicky se projevuje ikterem, Zlutym zbarvenim sklér, pozdéji kiize a sliznic. U novorozence
je ikterus obvykle klinicky patrny az pti hodnotdch bilirubinu nad 85 pmol/l. V piipadé
hemolytické nemoci je novorozenecky ikterus zplsoben hromadénim nekonjugovaného
bilirubinu. Bilirubin byl do porodu vyluCovan organismem matky, po porodu vzhledem
k nezralosti jater novorozence je jeho eliminace nedostatetna a pokud hladina bilirubinu
piekroci kritickou mez, hrozi jeho ukladani v bazalnich gangliich a rozvoj jadrového ikteru.
Cilem lécebnych opatieni je predejit takovému vzestupu hladiny bilirubinu, ktery by ohrozil
novorozence rozvojem jadrového ikteru. Lécba hyperbilirubinémie spociva ve fototerapii
novorozence. Lécba je indikovana podle grafu pro 1écbu hyperbilirubinemie podle Hodra,
ktery zohlediiuje dynamiku vzestupu bilirubinu v krvi v ¢asném postnatalnim obdobi i
gestacni v€k ditéte a urcuje potrebnou lécbu ¢i frekvenci kontrol hladiny bilirubinu. Dalsi
moznosti 1écby je imunoterapie, kdy profylaktické podani imunglobulinu miZze zabranit
rychlému vzestupu hladin bilirubinu[56]. Dale se provadi i vyménna transfize, eliminacni
metoda, pii které dochdzi k odstranéni vyznamné Casti bilirubinu a i ¢asti senzibilizovanych
erytrocytd a protilatek podilejicich se na hemolyze.

Anémie novorozence se prohlubuje, pfi¢inou ¢asné anemie jsou pietrvavajici protilatky
ziskané od matky, které zplsobuji pokraCujici hemolyzu. U leh¢ich forem je dostacujici
suplementace zeleza, ev. podani erytropoetinu, u té¢zsich forem se podava dopliujici ev. az
vyménna transfuze. Po opakovanych transfuzich se objevuje 1 tzv. pozdni anemie,
charakteristickd nizkou hodnotou retikulocytii a relativné nizkou hodnotou erytropoetinu.

Moznosti 1é¢by hemolytické nemoci novorozence shrnuje tabulka 1.
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Lécba anemie

suplementace zelezem
rekombinantni erytropoetin
dopliujici transfize

vyménna transfuze

Lécba hyperbilirubinémie

fototerapie
imunoterapie

vyménna transfiize

Tabulka 1

Rozdéleni 1é¢by hemolytické nemoci novorozence
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5. CILE PRACE

Hlavni cile

Zhodnotit klinickou efektivitu screeningu RHD genotypu plodu u RhD negativnich zen.

Zhodnotit laboratorni efektivitu screeningu RHD genotypu plodu u RhD negativnich zen

pomoci dvou metodik.

Vedlejsi cile

Ekonomicka analyza implementace screeningu RHD genotypu.

Optimalizace doporuceni k provadéni prevence RhD aloimunizace.
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6. MATERIAL A METODIKA

V letech 2011-2015 ve Fakultni nemocnici (FN) Olomouc ve spolupraci Porodnicko-
gynekologické kliniky, Ustavu lékatské genetiky a Transfiizniho oddéleni bylo na rozsdhlém
souboru RhD negativnich Zen provedeno neinvazivni stanoveni RHD genotypu plodu z
periferni krve a dale konfirmacni vzorky bukalnich stérd novorozencti. VSchny Zzeny
podepsaly informovany souhlas se zatfazenim do studie, ktery byl schvalen etickou komisi FN
Olomouc. VSechny RhD negativni t€hotné byly nealoimunizované, kavkazské rasy, primérny
vek zen byl 29 let (nejmladsi méla 18 let, nejstarsi 40 let), 80 % vySetieni bylo v 1. trimestru,
median 12. tyden, 20 % vySetfeni bylo ve II. trimestru, median 15. tyden. Charakteristiky

sledovaného souboru t¢hotnych zen ptehledné zobrazuje tabulka (Tabulka 2).
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337
RhD negativni Zeny (n) I. trimestr [1. trimestr
271(80 %) 66 (20 %)
Gestacni stafi (tyden) 7-13 14-23
median 12 15
pramér 12,5 15,5
Vek (rok) 18-43
median 29
pramér 30,0
BMI (kg/m?) 17-36
median 23
pramér 24,3
Rasa kavkazska
Tabulka 2

Charakteristiky sledovaného souboru téhotnych Zen

Celkem bylo vySetfeno 337 RhD negativnich téhotnych Zen v prvnim nebo

druhém trimestru téhotenstvi.
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Celkem bylo vySetfeno 337 RhD negativnich t€¢hotnych zen, RHD genotyp t€hotné Zeny byl
stanoven z leukocytli v periferni zilni krvi a RHD genotyp plodu z volné fetadlni DNA
v plazmé. RHD genotyp plodu byl nésledné ovéten stanovenim RHD genotypu novorozence
z bukélniho stéru. Pro stanoveni RHD genotypu plodu byly vypracovany dvé metodiky.
Vsechny analyzy (RHD genotyp zeny/plodu/novorozence) metodikou TagMan Real Time
PCR a pomoci QF-PCR byly provedeny na Ustavu 1ékaiské genetiky (Bohmova J., Voditka
R.) [14].

6.1 Izolace a zpracovani materialu

Od kazdé RhD negativni t¢hotné Zeny byla odebrana krev do dvou 9 ml zkumavek oznaceni
(,,A“a,,B*“) s EDTA (kyselina etylendiamintetraoctovd). Nesrazliva krev byla ihned po odbéru
umisténa na led a max. do 4 hodin po odbéru zpracovana. Plazma byla oddélena od bunécné
frakce krve dvoji centrifugaci. Vzorky jsou do dal§iho 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). 1zolace maternalni
DNA z leukocytt periferni krve je provadéna automatickym izolatorem Qiacube (Qiagene) s
vyuzitim kitu QiaAmp DNA mini kit (Qiagene) podle instrukci v manudlu. Kontrolni DNA z
bukalniho stéru novorozenct je extrahovdna pomoci QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen) podle

instrukci v manualu.

6.2 TagMan Real Time PCR

TagMan Real Time PCR s vnitini kontrolou amplifikace je zalozena na detekci exonu 7 RHD
genu a pro vnitfni kontrolu amplifikace byla pouzita sekvence B-globinu. Plazmatické DNA
(,,A*“1 ,,B) jsou analyzovany z kazdého vzorku ve dvou paralelnich reakcich (kazdy vzorek
cff DNA byl métfen 4x). Amplifikace se provadi pomoci real-time PCR syst¢émemu Mx3005P
(Stratagene). Pro vyhodnoceni je vyuzit softwareMxPro - Mx3005P v 3.00 Build 311
(Stratagene). Pro kazdou skupinu vzorkl jsou stanoveny prahové hodnoty tzv. Ct hodnoty
(pocet cyklt, pii kterém fluorescence presahne prahovou hodnotu). Pred odectenim je

naméfend fluorescence logaritmovana.
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6.3 QF-PCR

Druhou metodikou je QF-PCR s vnitini kontrolou amplifikace pomoci kapilarni
elektroforézy. Pro amplifikaci a kvantifikaci multiplexu byly pouZity primery z exonu 7 RHD
genu a pro vnitini kontrolu amplifikace byly pouzity primery pro gonozomalni sekvence
AMELX/Y. Plazmatickd DNA (,,A“ i ,,B®) je analyzovana ve dvou paralelnich reakcich.
Intenzita fluorescence a délka PCR produktii je ur€ovana pomoci kapilarni elektroforézy na
genetickém analyzatoru ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) s vyuzitim polymeru POP-4
(Applied Biosystems). Kazdy vzorek plazmatické DNA je hodnocen pii dvou podminkéach
kapilarni elektroforézy. Ke snimani a digitalizaci hrubych dat fluorescence je pouzivan
software ABI PRISM 310 Data Collection. K vlastni analyze snimanych dat je vyuzivan
software 310 GeneScan 3.1.2 (Applied Biosystems). Ke kvantitativnim analyzam je pouzit
parametr RFU (relativni fluorescenéni jednotka) vyjadieny vyskou piku.

Statisticka analyza
Prediktivni sila proménnych byla kvantifikovana na zaklad¢ standardniho souboru statistik:
sensitivity, specificity, faleSné pozitivity, faleSné negativity a celkové piesnosti. Analyzy byly

vypocteny pomoci SPSS 23.0.0.1 (IBM Corporation, 2015).
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7. VYSLEDKY

7.1 TagMan Real Time PCR

Celkem se podafilo ziskat k vyhodnoceni 333 . tripleth” (RHD  genotyp
zeny/plodu/novorozence). Analyza selhala u dvou plazmatickych vzorki pravdépodobné pro
nizkou koncentraci volné fetdlni DNA zfejmé nasledkem jeji degradace, intenzita signalu
PCR u plodu nebyla detekovatelna. U dvou vzorkii nebylo mozné stanovit RHD genotyp
plodu z divodu opakovaného RHD pozitivniho nalezu u materndlni DNA. Pfi izolaci a
manipulaci s volnou fetalni DNA hrozi riziko jeji kontaminace RHD pozitivni exogenni DNA.
Tato kontaminace by vzhledem k malému mnozstvi volné fetdlni DNA mohla byt
interpretovana jako faleSné pozitivni vysledek pii stanoveni RHD genotypu plodu. Avsak
faleSna pozitivita nepfedstavuje zvysené riziko rozvoje erytrocytarni aloimunizace. ZvySené
riziko chybného klinického managementu predstavuje jen faleSna negativita, kterd v naSich
vysledcich byla velmi nizkd, pouze 4 plody byly faleSn¢ oznaceny jako RHD pozitivni. Z

tohoto ditvodu je nutné pouzivat sérii kontrol amplifikace a kontaminace.
N4 zaklad¢ vyhodnoceni zékladnich statistickych parametri posuzujicich prediktivni silu lze
metodiku Taq Man Real Time PCR ke stanoveni RHD genotypu vyhodnotit jako velmi

ptesnou, spolehlivou a vyuzitelnou v klinické praxi.

Vysledky a parametry screeningového testu piehledné zobrazuje schéma (Schéma 5).
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RhD negativni zeny — fenotyp (n) 337
RHD negativni Zeny - genotyp (n) 335
Selhala analyza volné fetalni DNA (n) 2
Stanoven RHD genotyp plodu (n) 333
Stanoven RHD genotyp novorozence (n) 333
Novorozenec
Celkem
RHD + RHD -
Plod RHD + 179 2 181
RHD - 4 148 152
Celkem 183 150 333
% 95% CI (%)
Senzitivita 0,978 97,8 94,5-994
Specificita 0,987 98,7 95,3-99,8
Falesna pozitivita 0,013 1,3 0,2-4,7
Fale$na negativita 0,022 2,2 0,6 -55
Pozitivni prediktivni hodnota 0,989 98,9 96,1 -99,7
Negativni prediktivni hodnota 0,974 97,4 93,4-99,3
Presnost (shoda) 0,982 98,2 96,1 - 99,3
Koeficient shody (Cohenovo kappa) 0,964 p<0,0001 0,935 - 0,993
Schéma 5

Stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen — vysledky a parametry

screeningového testu

Celkem bylo vysetfeno 337 RhD negativnich t€¢hotnych zen, RHD genotyp té¢hotné Zeny byl
stanoven z leukocytll v periferni Zilni krvi a RHD genotyp plodu z volné fetdlni DNA
vplazmé. RHD genotyp plodu byl nasledné ovéfen stanovenim RHD genotypu
novorozence z bukalniho stéru. RHD genotyp Zzeny/plodu/novorozence byl stanoven
metodikou TagMan RealTime PCR. Celkem se podafilo ziskat 333 ,tripletd” (RHD
genotyp zeny/plodu/novorozence).

CI (confidence interval) - interval spolehlivosti.
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7.2 QF-PCR

Celkem se podafilo ziskat k vyhodnoceni 335 . tripleth” (RHD  genotyp
zeny/plodu/novorozence). U dvou vzorkd nebylo mozné stanovit RHD genotyp plodu z
divodu opakovaného RHD pozitivniho ndlezu u materndlni DNA. Pfi izolaci a manipulaci s
volnou fetdlni DNA hrozi riziko jeji kontaminace RHD pozitivni exogenni DNA. Tato
kontaminace by vzhledem k malému mnoZstvi volné fetdlni DNA mohla byt interpretovana
jako falesné pozitivni vysledek pfi stanoveni RHD genotypu plodu. Avsak falesna pozitivita
nepiedstavuje zvysené riziko rozvoje erytrocytarni aloimunizace. ZvySené riziko chybného
klinického managementu ptredstavuje jen faleSna negativita, ktera v nasich vysledcich byla
velmi nizka, pouze 2 plody byly faleSn¢ oznaceny jako RHD pozitivni. Z tohoto divodu je

nutné pouzivat sérii kontrol amplifikace a kontaminace.
N4 zaklad¢ vyhodnoceni zdkladnich statistickych parametri posuzujicich prediktivni silu lze
metodiku QF-PCR ke stanoveni RHD genotypu vyhodnotit jako velmi piesnou, spolehlivou a

vyuzitelnou v klinické praxi.

Vysledky a parametry screeningového testu prehledné zobrazuje schéma (Schéma 6).
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RhD negativni zeny — fenotyp (n) 337
RHD negativni Zeny — genotyp (n) 335
Selhala analyza volné fetalni DNA (n) 0
Stanoven RHD genotyp plodu (n) 335
Stanoven RHD genotyp novorozence (n) 335
Novorozenec Celkem
RHD + RHD -
Plod RHD + 183 2 181
RHD - 2 148 152
Celkem 185 150 335
% 95%Cl (%)
Senzitivita 0,989 98,9 96,2-99,9
Specificita 0,987 98,7 95,3-99,8
Fales$na pozitivita 0,013 1,3 0,2-4,7
Fale$nd negativita 0,011 1,1 0,1-3,9
Pozitivni prediktivni hodnota 0,989 98,9 96,2-99,9
Negativni prediktivni hodnota 0,987 98,7 95,3-99,8
Presnost (shoda) 0,988 98,8 97,0-99,7
Koeficient shody (Cohenovo kappa) 0,976 p<0,0001 0,952-1,000

Schéma 6

Stanoveni RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen — vysledky a parametry

screeningového testu

Celkem bylo vysetfeno 337 RhD negativnich t€¢hotnych zen, RHD genotyp té¢hotné Zeny byl
stanoven z leukocytll v periferni Zilni krvi a RHD genotyp plodu z volné fetdlni DNA
vplazmé. RHD genotyp plodu byl nasledné¢ ovéfen stanovenim RHD genotypu
novorozence z bukalniho stéru. RHD genotyp Zzeny/plodu/novorozence byl stanoven
metodikou QF-PCR s vnitini kontrolou amplifikace pomoci kapilarni elektroforézy.
Celkem se podatilo ziskat 335 , tripleti* (RHD genotyp Zeny/plodu/novorozence).
CI (confidence interval) - interval spolehlivosti, QF-PCR (quantitative fluorescence
polymerase chain reaction) - kvantitativni fluorescencni polymerazova retézova

reakce.
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8. DISKUZE

Dosud viechny prace tykajici se vysetieni RHD genotypu plodu v CR byly provedené jen na
malém souboru pacientek. VysSetieni RHD a RHCE genotypu plodu z volné fetdlni DNA
cirkulujici v periferni krvi thotnych Zen bylo v Ceské republice poprvé zavedeno v roce 2005
Hromadnikovou et al. [51]. Jednalo se vSak jen o maly soubor 45 téhotnych zen. Cilovou
skupinou byly té¢hotné Zzeny s diagnostikovanou aloimunizaci antigeny D, C, c, E, e, vySetfeni
bylo pomoci real time PCR. V piipadé RHD genotypu zaméfené na exon 7 a 10. Svobodova
et al srovnava na souboru 35 t€hotnych zen dropplet digitdlni PCR a qPCR, coz je v soucasné
dobé Siroce rozsifend metoda kvantifikace DNA béZné pouZzivana. Dle vysledkl je digitalni
dalsich studii pied zavedenim metodiky do rutinni praxe [132]. Metodika uZivana ve svété je
prakticky vzdy zalozena na qPCR, dle vysledkii mnohych populacnich studiich je qPCR
pfesnd s vysokou senzitivitou a vyuzitelna v klinické praxi [2] [6][38] [74][81] [83] [112]
[137] [151]. Obdobnych vysledkti bylo dosazeno vnaSi praci, obé metodiky jsou
vyhodnoceny jako piesné, spolehlivé a vyuzitelné v klinické praxi.

V zahrani¢nich pracich byly falesné pozitivni vysledky pfi¢itany fenotypoveé RhD negativnim
matkam, které nesou RHD pseudogen nebo jinou variantu a pfenaseji tento gen na sviij plod
[92]. RHD pseudogeny byly popsany u 69 % jihoafrickych ¢ernocht a 24 % afroamericanti
[122]. V tomto piipad¢ vSech 10 exonti RHD genu je ptitomno, ale nedochdzi k syntéze RhD
proteinu. Zavazngjsi jsou faleSn¢ negativni vysledky, které mohou mit negativni klinicky
dopad. Falesnd negativita mize byt také zpusobena nizkou hladinou cff DNA ve vzorku
matky nebo s pouzitymi laboratornimi technikami [13].

Stanoveni RHD genotypu ma dvoji klinicky vyznam. Jednak v managementu téhotenstvi
s rizikem rozvoje HDFN, kde u cca 500 Zzen rocné je diagnostikovana klinicky vyznamna
aloprotilatka anti-D, vySetfenim RhD genotypu u plodu jsme schopni 40 %, cca 200 plodi
vyloucit z rizika rozvoje HDFN (jiz uvedeny obrazek 4). Druhy klinicky vyznam spociva ve
vySetieni RHD genotypu plodu v ramci screeningu u RhD negativnich Zen, ktery dosud v CR
neni implementovan do praxe.

Pti hodnoceni efektivity zavedeni screeningu RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen je
nutné soucasn¢ hodnotit hledisko medicinské, organiza¢ni i ekonomické.

Z medicinského hlediska je stanoveni RHD genotypu plodu u vS§ech RhD negativnich Zen na

zaCatku t€hotenstvi jednozna¢né efektivni. UmozZni diagnostikovat cca 40 % RhD negativnich
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plodt, v CR se jedna roéné o cca 5.000 RhD negativnich t&hotnych Zen, kterym neni nutné
podavat IgG anti-D. IgG anti-D by mélo byt podano pouze v indikovanych ptipadech, protoze
se vyrabi z plazmy senzibilizovanych darct, objem produkce je tudiz limitovan a obCasné
vypadky IgG anti-D na trhu mohou byt pfi¢inou, ze prevence RhD aloimunizace neni
provadéna adekvatné, coz mulze zvysit incidenci aloimunizovanych zen. Disledné;si
provadéni prevence RhD aloimunizace ve skute¢n¢ indikovanych ptipadech mize vést ke
snizeni incidence RhD aloimunizace a nasledné i snizeni incidence hemolytické nemoci plodu
a novorozence [98].

Rekombinantni forma IgG anti-D zatim neni k dispozici [65]. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
o heterologni bilkovinu, kterdA mize vyvolat nezadouci reakci, je nutné piistupovat
k provadéni prevence RhD aloimunizace obezietné a pouze v indikovanych piipadech. Pokud
mame k dispozici spolehlivé neinvazivni testovani, aplikovat t€hotné Zené zbyte¢né IgG anti-
D je na hranici etiky [60]. V souvislosti s aplikaci tohoto krevniho produktu se mohou objevit
nezadouci reakce. I pfes dislednd opatieni neni vylou€eno riziko pfenosu virovych
onemocnéni. V 80. letech bylo v souvislosti s podanim imunoglobulinu nakazeno vice nez
700 zen virem hepatitidy C [59]. V soucasné dob¢ je plasma senzibilizovanych darct
vySetfovana na HBsAg, Parvovirus B19, anti HIV a HCV protilatky. Mozny je i pfenos agens,
na kterd neni dosud Zadné testovani napfi. priony [124]. Dle SmPC (souhrn udaji o 1é¢ivém
ptipravku) registrovanych piipravki v CR je doporuceno sledovat pacientku nejméné 20 min.
po podani, mize dojit k alergické reakci na IgG anti-D. Ptiznaky zahrnuji kozni projevy, a to i
generalizovany exantém, tlak na hrudniku, dusSnost, hypotenzi a anafylaxi [131]. Ptipravky
obsahuji malé mnozstvi IgA. Jedinci s nedostatkem IgA maji potencidl ke vzniku IgA
protilatek a anafylaktickych reakci po podani krevnich slozek obsahujicich IgA. Vzacné mize
aplikace vyvolat pokles krevniho tlaku s anafylaktickym Sokem 1 u pacientek, které pfedchozi
1é¢bu lidskym imunoglubulinem snésely [119]. Riziko anafylaktické reakce se popisuje na
1:100.000 podani [103]. Rutkowski popisuje 3 piipady hypersenzitivity po podani
imunoglobulinu a navrhuje vhodny management v péci o téhotné s anamnézou reakce na
imunoglobulin [115]. Medicinsky vyznam screeningového vySetfeni RHD genotypu plodu je
tedy nesporny.

V nékterych zemich je screeningové neinvazivni vySetieni RHD genotypu zavedeno do
klinick¢ praxe. Pouze RhD negativni matky RhD pozitivnich plodi dostdvaji rutinni
antenatalni anti-D profylaxi [149]. Jedna se zejména o staty v Evrop€, coz souvisi s vysokou
incidenci RhD negativnich Zen v populaci. Piehled zemi a publikovanych vysledki

screeningu RAD genotypu plodu u RhD negativnich Zen v ramci strategie provadéni prevence
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RhD aloimunizace zobrazuje tabulka 3. V Déansku a Nizozemi je jiz screeningové neinvazivni
vySetfeni RHD genotypu plodu implementovano do klinické praxe. Vysetieni se provadi ve
27. tydnu t€hotenstvi, v ptipadé¢ RhD pozitivniho plodu neni imunoglobulin G anti-D t€hotné
zen¢ podan [24][46]. V Dansku probéhla evaluace vysledkl z 31 laboratoii se zavérem, ze se
jedna o spolehlivy test vyuzitelny v klinické praxi [23]. V Norsku bylo zavedeno neinvazivni
stanoveni do rutinniho pouzivani od zaii 2016. Aby se snizil po¢et RhD aloimunizovanych
zen, odbér se provadi ve 24. tydnu t€hotenstvi, vysetiuje se exon 7 a 10 [126]. Rutinni uziti je
1 ve Finsku od roku 2014, kdy cilenou profylaxi dostdvaji pouze Zeny nesouci RhD pozitivni
plod [48]. Ve Svédsku se od roku 2016 provadi screening jiz v prvnim trimestru, coz
umoziuje dale i cilené pouziti imunoglobulinu G anti-D po invazivnich vykonech v ¢asném
téhotenstvi a pozdnich potratech [147]. V ostatnich zemich Evropy naptiklad Belgii, Irsku,
Velké Britanii, CR, Francii a Némecku je dostupné prenatalni vysetfeni RHD genotypu jen
v urcitych regionech [21] [31] [90] [125] [142]. V USA je na trhu komer¢ni vySetieni
SensiGen RhD od firmy Sequenom [91] [16]. V Kanad¢ byly v roce 2017 zahdjeny kroky
k implementaci screeningového vySetfeni RHD genotypu [57][35]. Dle publikovanych
vysledki z Italie detekce fetalni RhD v mateiské plazmé pomoci komercniho testu s vice
exony (5, 7, 10 exon) je spolehliva a presna, s pfijatelnou faleSnou negativitou. Piitomnost tfi
primerd RHD exoni zvySuje citlivost a poskytuje moznost identifikovat varianty RhD ve
smiSenych etnickych populacich. Doporuceno je zavedeni komeréniho testu do bézné klinické
praxe v zemi. [84]. Dle zavéra systematické review z Némecka ma stanoveni RHD genotypu
plodu vysokou senzitivitu 1 specificitu. Doporucuji ale pfed jeho rozsahlou implementaci do
narodnich doporuceni vyhodnotit vysledky a ptinos NIPT [114]. Také dle australské studie je
genotypizace RHD plodu vhodnd, aby se zabrdnilo zbytecné aplikaci imunuglobulinu
[43][53].

V praci bylo 80 % wvySetfeni provedeno pravé v I. trimestru. V zemich se zavedenym
screeningem je, kromé& Svédska, vySetieni provadéno aZ ve II trimestru, vhodné je piesunout
vySetfeni do ¢asného stadia téhotenstvi (I. trimestr) a vyuzit tak znalost RHD genotypu plodu
k optimalni péci o RhD negativni t€hotné, coz potvrzuji mnohé studie [48][91][142]. Dle
mnohych populacnich studii stanoveni RHD genotypu plodu je spolehlivé, presné a vyuzitelné
v klinické praxi, coz je ve shod¢ s nasimi vysledky. [23] Z hlediska organiza¢niho by m¢lo

byt vySetfeni dostupné pro vSechny RhD negativni t€hotné Zeny [99][134].
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RhD negativni Zeny RHD genotyp plodu

Zemé Studie (n) cestecnstar (t\;:zz)ién metodika R(;-fiz)Dgin DR (%) FPR (%)
Dénsko Clausen 2014 12668 NA 25 qPCR 5,7,10 99,9 1,7
Nizozemi De Haas 2016 25789 27-29 27 qPCR 57 99,9 0,87
Norsko Sgrensen 2018 373 16-36 24 qPCR 7,10 100 0,8
Finsko Haimila 2017 10814 24-26 NA qPCR 5,7 99,9 0,2
Chitty 2014 3039 5-35 19 qPCR 57 99,3 0,9
Velka Britanie

Soothill 2015 529 15-26 NA qPCR 5,7 100 0,6

Svédsko Wikman 2012 3652 3-40 10 qPCR 4 99,8 1,1
Italie Manfroi 2018 367 24-28 NA Free DNA Fetal Kit® 5,7,10 100 2,5
467 10-14 12 99,68 1,54
USA/Kanada Moise 2016 458 15-24 18 SensiGEN RHD® 4,57 100 1,53
433 26-32 28 100 0,82

Francie Vivanti 2016 416 10-14 13 gPCR 10 100 43
Austrélie Hyland 2017 665 9-37 19 gPCR 51 100 0,4

Belgie Minon 2008 563 10-38 18 qPCR 4,5,10 100 0

Tabulka 3
Screening RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zen

Ptehled zemi a publikovanych vysledkt screeningu RHD genotypu plodu u RHD negativnich

Zen v ramci strategie provadéni prevence RhD aloimunizace.

cff DNA (cell free fetal DNA) - volna fetalni DNA, DR (detection rate) - senzitivita, FPR
(false positive rate) - faleSnd pozitivita, NA (not available) - udaj neni dostupny, qPCR
(quantitative polymerase chain reaction) — kvantitativni polymerazova tetézova reakce =

RealTimePCR
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Ekonomickéd efektivita screeningové programu zalezi na charakteristikich a cené
provadéného testu, usporach v souvislosti s cilenou aplikaci imunoglobulinu anti - D,
nacasovani testovani a nakladech na anti-D imunoglobulin [46].

Dle nizozemské studie ukazuji vypocty, ze zavedeni screeningového stanoveni RHD
genotypu povede ke snizeni pouzivani anti-D imunoglobulinu o 24 % a soucasné¢ se ani
nezvysi naklady screeningového programu pokud se nebude vySetfovat RhD fenotyp
novorozence [46].

Dle vysledki francouzské multicentrické studie znalost RHD genotypu plodu pomoci
neinvazivniho vySetfeni by vyznamné zlepSilo péfi o RhD negativni t€hotné s malym
zvySenim nakladd. Zavedeni cilené profylaxe neni efektivnim krokem ve snizovani nakladd,
ve vSech ptipadech vSak existuje jasny klinicky a eticky ptinos [31].

Data z Kanady jiz v roce 2014 podporuji cilenou profylaxi aniz by byly zvySeny naklady a
bez zvySeného rizika rozvoje aloimunizace [134].

Dle $védské analyzy screening RHD genotypu v 1. trimestru a na zdklad¢ toho cilena
profylaxe imunoglobulinem vede k nizSimu riziku aloimunizace a niz§im nakladim ve
srovnani s rutinni aplikaci imunoglubulinu G anti-D. [99].

Dle nékterych studii neni ekonomicky benefit ze zavedeni cilené aplikace dle znalosti RHD
genotypu, hlavni faktorem jsou vysoké ndklady na samotny neinvazivni test. [49] [133].

V CR, vzhledem k nizké cené imunoglobulinu G anti-D, nema stanoveni RHD genotypu
plodu jednoznaény ekonomicky piinos. V soudasné dobé v CR roé¢ni naklady na prevenci
RhD aloimunizace €ini cca 36 milioni K¢ (zobrazuje tabulka 4). Pfi provadéni cilené aplikace
jsme schopni uSetfit cca 13 milioni K¢, které lze vyuzit na screeningové stanoveni RHD
genotypu plodu. Pokud by nemélo dojit ke zvySeni ekonomickych nikladl na prevenci RhD
aloimunizace pii zavedeni screeningu, pak by cena testu neméla vyraznéji prekrocit 800 K¢ za
vySetfeni (zobrazuje schéma 7). Tyto vysledky jsou v souladu s publikovanou studii z UK
provedené na populaci 100.000 téhotnych Zen. Dle doporuceni je v UK mozno zvolit
neinvazivni stanoveni RHD genotypu plodu, aby to vSak bylo efektivni je uvadéna cena za
vySetteni £25 [5][118]. Dle zaveri z UK jsou naklady na vySetfeni srovnatelné s Gisporou pfi

pouziti cilené aplikace imunoglobulinu G anti D [125].
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1gG anti-D

orientacni cena
Nejcastéjsi potencidlné senzibilizujici udalosti n/rok RhD -/n K&/j
Potraty 36.000 5.400 1.000
Invazivni vykony prenatélni diagnostiky 20.000 3.000 1.000
Profylaktické podani 28. tyden 15.000 15.000 1.000
Porod RhD pozitivniho novorozence 10.000 10.000 1.000

Celkem (zaokrouhleno) 33.000
RhD krevni skupina novorozence
orientacni cena
K&/ vysetieni

Stanoveni RhD krevni skupiny novorozence | 15.000 | 200

Naklady
orientacné

mil.K¢é
5
3
15

10
33

3

Celkem (zaokrouhleno) za aplikaci IgG anti-D + stanoveni RhD krevni skupiny novorozence

36

Tabulka 4

Odhadované naklady na provadéni prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen

za rok v CR

Piiblizné ro¢ni naklady ¢&ini cca 36 milionti K&, zdroje dat k vypoétu ziskany z UZIS (Ustav

zdravotnickych informaci a statistiky).
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RHD genotyp plodu 1gG anti-D Néklady
POZITIVNI orientacni cena orientacné
Nejéastéjsi potencidlné senzibilizujici udalosti n/rok n K&/j mil.K¢

Potraty 36.000 3.200 1.000 3,2*
Invazivni vykony prenatalni diagnostiky 20.000 2.000 1.000 2
Profylaktické podani 28. tyden 15.000 10.000 1.000 10
Porod RhD pozitivniho novorozence 10.000 10.000 1.000 10
Celkem (zaokrouhleno) 23.000 23

Naklady/mil K¢

Cena screeningového testu/K¢

Aplikace anti D RhD negativnim Zenam /rok

Cilend aplikace RhD negativnim s RhD pozitivnim plodem

Uspora nakladii u téhotnych s RhD negativnim plodem

Stanoveni RHD genotypu u 15.tis RhD negativnich Zen

36

23

13

800

Schéma 7

Odhadované naklady na provadéni prevence RhD aloimunizace u RhD negativnich Zen

s RHD pozitivnim plodem v CR

Ptiblizné ro¢ni ndklady na cilenou prevenci RhD aloimunizace pii znalosti RHD genotypu

plodu jsou odhadovany cca na 23 milioni K&, zdroje dat k vypoétu ziskany z UZIS (Ustav

zdravotnickych informaci a statistiky). Dalsi uSetfenou polozkou je stanoveni krevni skupiny

RhD novorozence v ptipad¢ znalosti RHD genotypu plodu. Orientacni cena screeningového

stanoveni RHD genotypu je v podminkach CR cca 800 K&.

* u Casnych potrati nelze stanovit RHD genotyp plodu, proto je provadéna prevence RhD

aloimunizace u v§ech RhD negativnich zen
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9. ZAVER

Klinicky vyznam stanoveni RHD genotypu plodu je dvoji. V ptipadé RhD aloimunizovanych
zen znalost RHD genotypu plodu umozni vyhledat t¢hotenstvi RhD inkompatibilni, ktera jsou
v riziku rozvoje HDFN. V této indikace je jiz vySetfeni v klinické praxi bézné vyuzivano.
Znalost RHD genotypu plodu umozni vyhledat cca 300 plodid ro¢né€, které jsou v riziku
rozvoje zavazné formy HDFN a jejich pravidelné sledovani mlze vést ke snizeni zdvazné
perinatadlni morbidity a mortality. Dal§i vyznam je v cilené prevenci rozvoje RhD
aloimunizace u RhD negativnich zen. S ohledem na vysokou incicidenci RhD negativnich
jedinct (15 %) v evropské populaci je trend implementovani screeningového stanoveni RHD
genotypu plodu v jednotlivych evropskych zemich zjevny. VySetfeni pfispiva k optimalizaci
prenatalni péce o RhD negativni t€hotné, aplikace IgG anti-D je cilena pouze u téhotenstvi s
RhD pozitivnim plodem a u 40 % téhotenstvi (plod RhD negativni) neni t€hotné zen¢ tteba
podat IgG anti-D. Klinicky vyznam stanoveni RHD genotypu plodu je jednoznacny.
Imunoglobulin G anti-D je krevni produkt, vyrabény z plazmy imunizovanych déarcti, objem
produkce je tedy limitovan a navic zbytecna aplikace mize ohrozit Zenu nezadouci reakci,
piestoze jsou popisovany velmi vzacné.

Dle celosvétovych populacnich studii je vySetfeni zaloZeno nejcastéji na kvantitavni PCR se
zaméfenim na exon 5, 7 a/nebo 10. VySetfeni vice RHD exonil (5,7, 10) zvySuje citlivost testu
a poskytuje moznost identifikovat varianty RhD ve smiSenych etnickych populacich [153].
Dle publikovanych dat je stanoveni RHD genotypu vhodné screeningova metoda, s vysokou
senzitivitou, specificitou, coz je ve shodé i1 s vysledky moji prace. Stanoveni RHD genotypu
plodu s vyuZitim exonu 7 pomoci obou metodik (TagMan Real-time PCR i QF-PCR) je
ptesné a vyuzitelné v klinické praxi.

V zemich se zavedenym screeningem je stanoveni RHD genotypu zejména vyuzivano
k antepartdlni profylaxi imunoglobulinem G anti-D ve 28. tydnu tchotenstvi, coz dle
ekonomickych analyz ptedstavuje nejvyssi polozku v nakladech na prevenci RhD
aloimunizace v t&hotenstvi. Zavedeni screeningu RHD genotypu plodu v CR je toho asu
ekonomicky limitovano nizkou cenou za imunoglobulin G anti-D.

Dle celosvétového trendu by zavedeni screeningu RHD genotypu v CR vedlo k optimalizaci
provadéni prevence RhD aloimunizace. Publikovana data prokazuji dostate¢nou citlivost
screeningového testu jiz na zacatku té¢hotenstvi, od 10. tydne. Dle Svédského modelu je pak

znalost RHD genotypu vyuZitelnd k prevenci RhD aloimunizace jiz od Casnych stadiich
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té¢hotenstvi. Tento model by mél byt zohlednén v pfipadé implementace screeningu RHD

genotypu plodu do doporuéeni v pé&i o RhD negativni zeny v CR.

52



10. LITERATURA (citace uvedeny dle normy CSN ISO 690)

10.

11.

12.

13.

Abbasi N, Johnson J-A, Ryan G (2017) Fetal anemia. Ultrasound in Obstetrics &
Gynecology 50:145-153. doi: 10.1002/u0g.17555

Akolekar R, Finning K, Kuppusamy R, Daniels G, Nicolaides KH (2011) Fetal RHD
genotyping in maternal plasma at 11-13 weeks of gestation. Fetal Diagn Ther 29:301-
306. doi: 10.1159/000322959

Alberry M, Maddocks D, Avent N, Soothill PW et al. (2007) Free fetal DNA in
maternal plasma in anembryonic pregnancies: confirmation that the origin is the
trophoblast. Prenat Diagn 27:415-418. doi: 10.1002/pd.1700

Alfirevic Z, Callaghan T (2014) Anti-RhD prophylaxis for RhD negative pregnant
women. BMJ 349:g5437-g5437. doi: 10.1136/bmj.g5437

Allard S, Massey E (2018) Fetal RHD genotyping is a cost-effective option for
supporting targeted anti-D prophylaxis in D-negative pregnancies. BJOG: An
International Journal of Obstetrics & Gynaecology 125:1423-1423. doi: 10.1111/1471-
0528.15259

Arentz-Hansen H, Brurberg KG, Ormstad SS, Fure B et al. (2014) Determination of
Fetal Rhesus D Status from Maternal Plasma of Rhesus Negative Women. Knowledge
Centre for the Health Services at The Norwegian Institute of Public Health (NIPH),
Oslo, Norway

Avent ND (1999) The rhesus blood group system: insights from recent advances in
molecular biology. Transfus Med Rev 13:245-266. doi: 10.1016/s0887-
7963(99)80056-x

Avent ND (2008) RHD genotyping from maternal plasma: guidelines and technical
challenges. Methods Mol Biol 444:185-201. doi: 10.1007/978-1-59745-066-9 14

Avent ND, Reid ME (2000) The Rh blood group system: a review. Blood 95:375-387

Benn P, Cuckle H, Pergament E (2013) Non-invasive prenatal testing for aneuploidy:
current status and future prospects: NIPT for aneuploidy. Ultrasound Obstet Gynecol
42:15-33. doi: 10.1002/u0g.12513

Bergehella Vincenzo (2007) Maternal-Fetal Evidence Based Guidelines (Series in
Maternal-Fetal Medicine) Informa-Healthcare Publishing 1** Edition.

Bhutani VK, Zipursky A, Blencowe H, Lawn JE et al. (2013) Neonatal
hyperbilirubinemia and Rhesus disease of the newborn: incidence and impairment
estimates for 2010 at regional and global levels. Pediatr Res 74 Suppl 1:86—100. doi:
10.1038/pr.2013.208

Bianchi DW, Avent ND, Costa J-M, van der Schoot CE (2005) Noninvasive prenatal
diagnosis of fetal Rhesus D: ready for Prime(r) Time. Obstet Gynecol 106:841-844.
doi: 10.1097/01.AO0G.0000179477.59385.93

53



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Bohmova J.; Vodicka R.; Lubusky M., 1. Holuskova et al. Stanoveni RHD genotypu
plodu z plazmy periferni krve téhotné Zeny a posouzeni citlivosti novych
diagnostickych postupti pro zavedeni do klinické praxe (2013) Ces.Gynek, 78 (1), s.
32-40

Bohmova J, Vodicka R, Lubusky M, Vrtel R et al. (2016) Clinical Potential of Effective
Noninvasive Exclusion of KEL1-Positive Fetuses in KEL1-Negative Pregnant Women.
Fetal Diagn Ther , 40(1) p. 48-53

Bombard AT, Akolekar R, Farkas DH, Nicolaides KH et al. (2011) Fetal RHD
genotype detection from circulating cell-free fetal DNA in maternal plasma in non-
sensitized RhD negative women. Prenat Diagn 31:802—808. doi: 10.1002/pd.2770

Brinc D, Denomme GA, Lazarus AH (2009) Mechanisms of anti-D action in the
prevention of hemolytic disease of the fetus and newborn: what can we learn from
rodent models?: Current Opinion in Hematology 16:488—496. doi:
10.1097/MOH.0b013e32833199ed

Calda Pavel (2009) Pticiny, prevence a diagnostika aloimunizace v t€¢hotenstvi. Actual
Gyn 55-60

CERMAKOVA, Z., KORISTKA, M. MALUSKOVA, A. Imunohematologie, Ostrava,
2008. Ostravska univerzita v Ostrave

CGPS CLS JEP (2019) Zasady dispenzarni péée v tdhotenstvi. Doporuceny postup.

Chitty LS, Finning K, Wade A, Soothill P, Massey E et al. (2014) Diagnostic accuracy
of routine antenatal determination of fetal RHD status across gestation: population
based cohort study. BMJ 349:25243—g5243. doi: 10.1136/bm;j.g5243

Chitty LS, Griffin DR, Meaney C, Cole TJ et al. (2011) New aids for the non-invasive
prenatal diagnosis of achondroplasia: dysmorphic features, charts of fetal size and
molecular confirmation using cell-free fetal DNA in maternal plasma. Ultrasound
Obstet Gynecol 37:283-289. doi: 10.1002/uog.8893

Clausen FB, Barrett AN, Noninvasive Fetal RHD Genotyping EQA2017 Working
Group (2019) Noninvasive fetal RHD genotyping to guide targeted anti-D prophylaxis-
an external quality assessment workshop. Vox Sang 114:386-393. doi:
10.1111/vox.12768

Clausen FB, Christiansen M, Steffensen R, Dziegiel MH et al. (2012) Report of the
first nationally implemented clinical routine screening for fetal RHD in D-pregnant

women to ascertain the requirement for antenatal RhD prophylaxis. Transfusion
52:752-758. doi: 10.1111/j.1537-2995.2011.03362.x

Contreras M (1998) The prevention of Rh haemolytic disease of the fetus and newborn-
-general background. Br J Obstet Gynaecol 105 Suppl 18:7-10. doi: 10.1111/5.1471-
0528.1998.tb10285.x

Crowther CA, Middleton P (1997) Anti-D administration after childbirth for preventing

Rhesus alloimmunisation. Cochrane Database of Systematic Reviews. doi:
10.1002/14651858.CD000021

54



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Crowther CA, Middleton P, McBain RD (2013) Anti-D administration in pregnancy for
preventing Rhesus alloimmunisation. Cochrane Database Syst Rev CD000020. doi:
10.1002/14651858.CD000020.pub2

Daniels G (1995) Human Blood Groups.Oxforf: Blackwell Science

Daniels G, Bromilow Imelda (2002) Human blood groups, 2™ ed. Oxford: Blackwell
Publishing

Daniels G, Bromilow Imelda Essential (2009) Guide to Blood Groups, 2009th® ed.
Blackwell Publishing

Darlington M, Carbonne B, Mailloux A, et al the GENIFERH1 Study Group (2018)
Effectiveness and costs of non-invasive foetal RHD genotyping in rhesus-D negative
mothers: a French multicentric two-arm study of 850 women. BMC Pregnancy and
Childbirth 18:496. doi: 10.1186/s12884-018-2114-5

Davey B, Szwast A, Rychik J (2012) Diagnosis and management of heart failure in the
fetus. Minerva Pediatr 64:471-492

Denomme GA, Wagner FF, Fernandes BJ, Flegel WA et al.(2005) Partial D, weak D
types, and novel RHD alleles among 33,864 multiethnic patients: implications for anti-
D alloimmunization and prevention. Transfusion 45:1554-1560. doi: 10.1111/5.1537-
2995.2005.00586.x

Dodd JM, Andersen C, Dickinson JE, Ryan G et al. (2018) Fetal middle cerebral artery
Doppler to time intrauterine transfusion in red-cell alloimmunization: a randomized
trial. Ultrasound in Obstetrics & Gynecology 51:306—312. doi: 10.1002/uog.18807

Duplantie J, Gonzales OM, Bois A, Reinharz D et al. (2013) Cost-effectiveness of the
management of rh-negative pregnant women. J Obstet Gynaecol Can 35:730-740. doi:
10.1016/S1701-2163(15)30864-1

Everett TR, Chitty LS (2015) Cell-free fetal DNA: the new tool in fetal medicine.
Ultrasound Obstet Gynecol 45:499-507. doi: 10.1002/uog. 14746

Finn R, Clarke CA, Donohoe WTA, Kulke W et al. (1961) Experimental Studies on the
Prevention of Rh Haemolytic Disease. Br Med J 1:1486—-1490

Finning K, Martin P, Summers J, Daniels G et al. (2008) Effect of high throughput
RHD typing of fetal DNA in maternal plasma on use of anti-RhD immunoglobulin in
RhD negative pregnant women: prospective feasibility study. BMJ 336:816—818. doi:
10.1136/bm;j.39518.463206.25

Flegel WA, Wagner FF, Miiller TH, Gassner C et al. (1998) Rh phenotype prediction
by DNA typing and its application to practice. Transfus Med 8:281-302. doi:
10.1046/1.1365-3148.1998.00173.x

Fumia FD, Edelstone DI, Holzman IR (1984) Blood flow and oxygen delivery to fetal
organs as functions of fetal hematocrit. Am J Obstet Gynecol 150:274-282. doi:
10.1016/50002-9378(84)90365-x

55



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Geifman-Holtzman O, Wojtowycz M, Kosmas E, Artal R (1997) Female
alloimmunization with antibodies known to cause hemolytic disease. Obstetrics &
Gynecology 89:272-275. doi: 10.1016/S0029-7844(96)00434-6

Ghesquiere L, Garabedian C, Coulon C, Debarge V et al. (2018) Management of red
blood cell alloimmunization in pregnancy. J Gynecol Obstet Hum Reprod 47:197-204.
doi: 10.1016/j.jogoh.2018.02.001

Gordon LG, Hyland CA, Hyett JA, Gardener GJ et al. (2017) Noninvasive fetal RHD
genotyping of RhD negative pregnant women for targeted anti-D therapy in Australia:
A cost-effectiveness analysis. Prenat Diagn 37:1245-1253. doi: 10.1002/pd.5176

Gregg AR, Skotko BG, Benkendorf JL, Watson MS et al. (2016) Noninvasive prenatal
screening for fetal aneuploidy, 2016 update: a position statement of the American
College of Medical Genetics and Genomics. Genet Med 18:1056—1065. doi:
10.1038/gim.2016.97

Guibert J, Benachi A, Grebille A-G, Costa J-M et al. (2003) Kinetics of SRY gene
appearance in maternal serum: detection by real time PCR in early pregnancy after
assisted  reproductive = technique. =~ Hum  Reprod  18:1733-1736.  doi:
10.1093/humrep/deg320

de Haas M, Thurik FF, van der Ploeg CPB, Ellen van der Schoot C et al. (2016)
Sensitivity of fetal RHD screening for safe guidance of targeted anti-D
immunoglobulin prophylaxis: prospective cohort study of a nationwide programme in
the Netherlands. BMJ 355. doi: 10.1136/bm;j.i5789

Hadley A, Soothill P (2002) Alloimmune Disorders of Pregnancy. Anaemia,
Thrombocytopenia and Neutropenia in the Fetus and Newborn. In: Transfusion
Medicine. https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1046/j.1365-3148.2002.00397.x.

Haimila K, Sulin K, Kuosmanen M, Sainio S et al. (2017) Targeted antenatal anti-D
prophylaxis program for RhD-negative pregnant women - outcome of the first two
years of a national program in Finland. Acta Obstet Gynecol Scand 96:1228-1233. doi:
10.1111/a0gs.13191

Hawk AF, Chang EY, Shields SM, Simpson KN (2013) Costs and Clinical Outcomes
of Noninvasive Fetal RhD Typing for Targeted Prophylaxis: Obstetrics & Gynecology
122:579-585. doi: 10.1097/A0G.0b013e3182918814

Holuskova L., Lubusky M., Studnickova M., Prochazka M. (2013) Erytrocytarni
aloimunizace t€hotnych zen, klinicky vyznam a laboratorni diagnostika. Ces Gynek
78:89-99

Hromadnikova I, Vechetova L, Vesela K, Vlk R et al. (2005) Non-invasive fetal RHD
and RHCE genotyping using real-time PCR testing of maternal plasma in RhD-

negative pregnancies. J Histochem Cytochem 53:301-305. doi:
10.1369/jhc.4A6372.2005

Hyett JA, Gardener G, Stojilkovic-Mikic T, Finning KM, Martin PG, Rodeck CH,
Chitty LS (2005) Reduction in diagnostic and therapeutic interventions by non-invasive

56



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

determination of fetal sex in early pregnancy. Prenat Diagn 25:1111-1116. doi:
10.1002/pd.1284

Hyland CA, Millard GM, O’Brien H, Gardener GJ et al. (2017) Non-invasive fetal
RHD genotyping for RhD negative women stratified into RHD gene deletion or variant
groups: comparative accuracy using two blood collection tube types. Pathology
49:757-764. doi: 10.1016/j.pathol.2017.08.010

Illanes S, Denbow M, Kailasam C, Finning K, Soothill PW (2007) Early detection of
cell-free fetal DNA in maternal plasma. Early Hum Dev 83:563-566. doi:
10.1016/j.earlhumdev.2006.11.001

Illanes S, Soothill P (2010) Management of red cell alloimmunisation in pregnancy: the
non-invasive monitoring of the disease. Prenat Diagn 30:668—673. doi:
10.1002/pd.2551

Indikace fototerapie(2010)Doporuceny postup neonatologické  spolecnosti.http://
www.neonatology.cz/Legislativa/Postupy/hyperbilirubinemie.pdf

Johnson J-A, MacDonald K, Clarke G, Skoll A (2017) No. 343-Routine Non-invasive
Prenatal Prediction of Fetal RHD Genotype in Canada: The Time is Here. Journal of
Obstetrics and Gynaecology Canada 39:366—373. doi: 10.1016/].jogc.2016.12.006

Kawabata K, Morikawa M, Ishikawa S, Minakami H et al. (2019) Fetal middle cerebral
artery peak systolic velocity as a predictor of fetal anemia in unselected women giving
birth at or near term. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology 58:212-217.
doi: 10.1016/j.tjog.2019.01.008

Kenny-Walsh E (1999) Clinical outcomes after hepatitis C infection from contaminated
anti-D immune globulin. Irish Hepatology Research Group. N Engl J Med 340:1228—
1233. doi: 10.1056/NEJM199904223401602

Kent J, Farrell A-M, Soothill P (2014) Routine administration of Anti-D: the ethical
case for offering pregnant women fetal RHD genotyping and a review of policy and
practice. BMC Pregnancy Childbirth 14:87. doi: 10.1186/1471-2393-14-87

Kinnings SL, Geis JA, Almasri E, Deciu C et al. (2015) Factors affecting levels of
circulating cell-free fetal DNA in maternal plasma and their implications for

noninvasive prenatal testing: Factors affecting levels of ccfDNA in maternal plasma.
Prenat Diagn 35:816—822. doi: 10.1002/pd.4625

Kratochvilova T., Holuskovd I.,Durdovd V., et. al. (2016) Klinicky vyznam
neinvazivniho stanoveni RHD a RHCE genotypu plodu v managementu t¢hotenstvi s

rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence. Postgrad.medicina 18:362—
369

Kumpel B (2006) Are weak D RBCs really immunogenic? Transfusion 46:1061-1062.
doi: 10.1111/5.1537-2995.2006.00847.x

Kumpel BM (2006) On the immunologic basis of Rh immune globulin (anti-D)
prophylaxis. Transfusion 46:1652—1656. doi: 10.1111/j.1537-2995.2006.00924 1.x

57


http://www.neonatology.cz/upload/www.neonatology.cz/Legislativa/Postupy/hyperbilirubinemie.pdf
http://www.neonatology.cz/upload/www.neonatology.cz/Legislativa/Postupy/hyperbilirubinemie.pdf

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Kumpel BM, Saldova R, Koeleman CAM, Wuhrer M et al. (2020) Anti-D monoclonal
antibodies from 23 human and rodent cell lines display diverse IgG Fc-glycosylation
profiles that determine their clinical efficacy. Sci Rep 10:1-14. doi: 10.1038/s41598-
019-57393-9

Landon MB, Galan HL, Jauniaux ERM, Cahill AG et al. (2020) Obstetrics: Normal and
Problem Pregnancies E-Book. Elsevier Health Sciences 787-789

Lindenburg IT, Smits-Wintjens VE, Klink JM van, Lopriore E et al. (2012) Long-term
neurodevelopmental outcome after intrauterine transfusion for hemolytic disease of the
fetus/newborn: the LOTUS study. American Journal of Obstetrics & Gynecology
206:141.e1-141.e8. doi: 10.1016/j.ajog.2011.09.024

Lindenburg ITM, Kamp IL van, Oepkes D (2014) Intrauterine Blood Transfusion:
Current Indications and Associated Risks. FDT 36:263-271. doi: 10.1159/000362812

Liu L, Li K, Fu X, Chung C, Zhang K (2016) A Forward Look At Noninvasive
Prenatal  Testing. Trends in  Molecular Medicine  22:958-968.  doi:
10.1016/j.molmed.2016.09.008

Lo YM, Hjelm NM, Fidler C, Sargent IL, Murphy MF, Chamberlain PF, Poon PM,
Redman CW, Wainscoat JS (1998) Prenatal diagnosis of fetal RhD status by molecular
analysis of maternal plasma. N Engl J Med 339:1734-1738. doi:
10.1056/NEJM199812103392402

Lo YMD, Corbetta N, Chamberlain PF, Rai V, Wainscoat JS et al. (1997) Presence of
fetal DNA in maternal plasma and serum. The Lancet 350:485-487. doi:
10.1016/S0140-6736(97)02174-0

Lo YMD, Tein MSC, Lau TK, Hjelm NM et al. (1998) Quantitative Analysis of Fetal
DNA in Maternal Plasma and Serum: Implications for Noninvasive Prenatal Diagnosis.
The American Journal of Human Genetics 62:768—775. doi: 10.1086/301800

Lo YMD, Zhang J, Leung TN, Hjelm NM et al. (1999) Rapid Clearance of Fetal DNA
from Maternal Plasma. The American Journal of Human Genetics 64:218-224. doi:
10.1086/302205

Londero D, Stampalija T, Bolzicco D, De Angelis V et al.(2019) Fetal RHD detection
from circulating cell-free fetal DNA in maternal plasma: validation of a diagnostic kit
using automatic extraction and frozen DNA. Transfus Med 29:408-414. doi:
10.1111/tme.12605

Lubusky, M. Vyznam vySetfeni protilatek a krevni skupiny v tdhotenstvi. (2015) Ces
Gynek, 80(5), s 236238

Lubusky M, Dhaifalah I, Holuskova I, Prochazka M, Vomackova K (2009) P100 The
incidence of erythrocyte alloimmunization in pregnant women. International Journal of
Gynecology & Obstetrics 107:S439-S439. doi: 10.1016/S0020-7292(09)61591-5

Lubusky, M., Prochazka, M., Simetka, O. Doporuceni k provadéni prevence RhD

aloimunizace u RhD negativnich Zen. Doporuéeny postup CGPS CLS JEP. Ces Gynek,
2013, 78(2), s. 132—-133.

58



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

&9.

Lubusky M., Holuskova 1., Prochazka M., et. al, (2016) Management téhotenstvi s
rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence. Postgrad.medicina 18:352—
356

Lubusky M., Holuskova 1., Prochdzka M., et. al. Management tc¢hotenstvi s rizikem
rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence. Doporuceny postup CGPS CLS
JEP. Ces Gynek 2017:82

Lynne Uhlmann (2019) Red blood cell antigens and antibodies. The UpToDate
Database of systematic reviews 2019

Lyon C, English A, Stevermer JJ (2018) PURLs: A new protocol for RhD-negative
pregnant women? J Fam Pract 67:306-319

MacKenzie 1Z, Bowell P, Gregory H, Entwistle CC et al. (1999) Routine antenatal
Rhesus D immunoglobulin prophylaxis: the results of a prospective 10 year study.
BJOG: An International Journal of Obstetrics & Gynaecology 106:492-497. doi:
10.1111/.1471-0528.1999.tb08304.x

Mackie FL, Hemming K, Allen S, Kilby MD et al. (2017) The accuracy of cell-free
fetal DNA-based non-invasive prenatal testing in singleton pregnancies: a systematic
review and bivariate meta-analysis. BJOG: An International Journal of Obstetrics &
Gynaecology 124:32—46. doi: 10.1111/1471-0528.14050

Manfroi S, Calisesi C, Fagiani P, Randi V (2018) Prenatal non-invasive foetal RHD
genotyping: diagnostic accuracy of a test as a guide for appropriate administration of
antenatal anti-D  immunoprophylaxis. Blood Transfus 16:514-524. doi:
10.2450/2018.0270-17

Mari G, Adrignolo A, Abuhamad AZ, Copel JA et al. (1995) Diagnosis of fetal anemia
with Doppler ultrasound in the pregnancy complicated by maternal blood group
immunization. Ultrasound 1in Obstetrics & Gynecology 5:400-405. doi:
10.1046/).1469-0705.1995.05060400.x

Mari G, Norton ME, Stone J, Berghella V, Schenone MH et al. (2015) Society for
Maternal-Fetal Medicine (SMFM) Clinical Guideline #8: The fetus at risk for anemia—

diagnosis and management. American Journal of Obstetrics and Gynecology 212:697—
710. doi: 10.1016/j.ajog.2015.01.059

Markham KB, Rossi KQ, Nagaraja HN, O’Shaughnessy RW (2015) Hemolytic disease
of the fetus and newborn due to multiple maternal antibodies. American Journal of
Obstetrics & Gynecology 213:68.e1-68.e5. doi: 10.1016/j.aj0g.2015.01.049

Mayne K, Bowell P, Woodward T, Sibley C, Lomas C, Tippett P (1990) Rh
immunization by the partial D antigen of category DVa. Br J Haematol 76:537-539.
doi: 10.1111/5.1365-2141.1990.tb07912.x

Mayne S, Parker JH, Harden TA, Dodds SD, Beale JA (1997) Rate of RhD

sensitisation before and after implementation of a community based antenatal
prophylaxis programme. BMJ 315:1588

59



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Minon J-M, Gerard C, Senterre J-M, Schaaps J-P, Foidart J-M (2008) Routine fetal
RHD genotyping with maternal plasma: a four-year experience in Belgium.
Transfusion 48:373-381. doi: 10.1111/5.1537-2995.2007.01533.x

Moise K, Gandhi M, Boring N, Paladino T et al. (2016) Circulating Cell-Free DNA to
Determine the Fetal RHD Status in All Three Trimesters of Pregnancy. Obstetrics &
Gynecology 128:1340-1346. doi: 10.1097/A0G.0000000000001741

Moise KJ (2005) Red Blood Cell Alloimmunization in Pregnancy. Seminars in
Hematology 42:169-178. doi: 10.1053/j.seminhematol.2005.04.007

Moise KJ, Carpenter RJ (1990) Increased severity of fetal hemolytic disease with
known rhesus alloimmunization after first-trimester transcervical chorionic villus
biopsy. Fetal Diagn Ther 5:76-78. doi: 10.1159/000263548

Moise, K.J. Jr (2019) Intrauterine fetal transfusion of red cells. The UpToDate
Database of systematic reviews, updated 2019

Moise, K.J. Jr (2020) Overview of RhD alloimmunization in pregnancy. The UpToDate
Database of systematic reviews, updated 2020

Moise KJJ Prevention of RhD alloimmunization in pregnancy -The UpToDate
Database of systematic reviews, updated 2019

Mollison PL, Contreras M, Harvey Klein (1997) Blood transfusion in clinical medicine,
10" ed. Oxford: Blackwell Science

Neovius M, Tiblad E, Westgren M, Wikman A et al. (2016) Cost-effectiveness of first
trimester non-invasive fetal RHD screening for targeted antenatal anti-D prophylaxis in
RhD-negative pregnant women: a model-based analysis. BJOG 123:1337-1346. doi:
10.1111/1471-0528.13801

Neovius M, Tiblad E, Westgren M, Wikman A et al. (2016) Cost-effectiveness of first
trimester non-invasive fetal RHD screening for targeted antenatal anti-D prophylaxis in
RhD-negative pregnant women: a model-based analysis. BJOG 123:1337-1346. doi:
10.1111/1471-0528.13801

Nicolaides KH, Thilaganathan B, Rodeck CH, Mibashan RS (1988) Erythroblastosis
and reticulocytosis in anemic fetuses. American Journal of Obstetrics & Gynecology
159:1063-1065. doi: 10.5555/uri:pii:0002937888904139

Nordvall M, Dziegiel M, Hegaard HK, Bidstrup M, Jonsbo F, Christensen B,
Hedegaard M (2009) Red blood cell antibodies in pregnancy and their clinical
consequences: synergistic effects of multiple specificities. Transfusion 49:2070-2075.
doi: 10.1111/5.1537-2995.2009.02233.x

Oberhoffer R, Grab D, Keckstein J, Lang D et al.(1999) Cardiac changes in fetuses
secondary to immune hemolytic anemia and their relation to hemoglobin and
catecholamine concentrations in fetal blood. Ultrasound in Obstetrics & Gynecology
13:396—400. doi: 10.1046/j.1469-0705.1999.13060396.x

60



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

O’Brien K, Siassakos D, Birchall J, Bidgood K et al. (2009) Reaction to anti-D
immunoglobulin — can we manage it? Obstet Med 2:38-39. dot:
10.1258/0m.2008.080039

O’Brien KL, Haspel RL, Uhl L (2014) Anti-D alloimmunization after D-incompatible
platelet transfusions: a 14-year single-institution retrospective review: Anti-D After d+
apheresis plts. Transfusion 54:650—654. doi: 10.1111/trf. 12341

Oepkes D, Meerman RH, Vandenbussche FPHA, Kanhai HHH et al. (1993)
Ultrasonographic fetal spleen measurements in red blood -cell-alloimmunized

pregnancies. American Journal of Obstetrics & Gynecology 169:121-128. doi:
10.1016/0002-9378(93)90145-9

Papantoniou N, Sifakis S, Antsaklis A (2013) Therapeutic management of fetal anemia:
review of standard practice and alternative treatment options. J Perinat Med 41:71-82.
doi: 10.1515/jpm-2012-0093

PENKA, M., TESAROVA, E. (2012) Hematologie a transfiizni lékafstvi II. Praha :
Grada Publishing, 2012,1.vydani

Pirelli KJ, Pietz BC, Johnson ST, Bellissimo DB et al (2010) Molecular determination
of RHD zygosity: predicting risk of hemolytic disease of the fetus and newborn related
to anti-D. Prenat Diagn 30:1207—-1212. doi: 10.1002/pd.2652

Pretlove SJ, Fox CE, Khan KS, Kilby MD (2009) Noninvasive methods of detecting
fetal anaemia: a systematic review and meta-analysis. BJOG 116:1558-1567. doi:
10.1111/.1471-0528.2009.02255.x

Qiao L, Zhang Q, Liang Y, Wang T et al. (2019) Sequencing of short cfDNA fragments
in NIPT improves fetal fraction with higher maternal BMI and early gestational age.
Am J Transl Res 11:4450-4459

Roberts AB, Mitchell JM, Pattison NS (1989) Fetal liver length in normal and
isoimmunized pregnancies. Am J Obstet Gynecol 161:42—46. doi: 10.1016/0002-
9378(89)90229-9

Rouillac-Le Sciellour C, Puillandre P, Gillot R, Brossard Y (2004) Large-scale pre-
diagnosis study of fetal RHD genotyping by PCR on plasma DNA from RhD-negative
pregnant women. Mol Diagn 8:23-31. doi: 10.1007/BF03260044

Roy S, Nanovskaya T, Patrikeeva S, Ling LE et al. (2019) M281, an anti-FcRn
antibody, inhibits IgG transfer in a human ex vivo placental perfusion model. American
Journal of Obstetrics and Gynecology 220:498.¢1-498.¢9. doi:
10.1016/j.2j0g.2019.02.058

Runkel B, Bein G, Sieben W, Fleer D et al. (2020) Targeted antenatal anti-D
prophylaxis for RhD-negative pregnant women: a systematic review. BMC Pregnancy
Childbirth 20. doi: 10.1186/s12884-020-2742-4

Rutkowski K, Nasser SM (2014) Management of hypersensitivity reactions to anti-D
immunoglobulin preparations. Allergy 69:1560—1563. doi: 10.1111/all.12494

61



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Salomon LJ, Sotiriadis A, Wulff CB, Akolekar R et al. (2019) Risk of miscarriage
following amniocentesis or chorionic villus sampling: systematic review of literature
and updated meta-analysis. Ultrasound Obstet Gynecol. doi: 10.1002/u0g.20353

Saltzman DH, Frigoletto FD, Harlow BL, Benacerraf B et al. (1989) Sonographic
evaluation of hydrops fetalis. Obstet Gynecol 74:106—-111

Saramago P, Yang H, Llewellyn A, Palmer S, Simmonds M, Griffin S (2018) High-
throughput, non-invasive prenatal testing for fetal Rhesus D genotype to guide
antenatal prophylaxis with anti-D immunoglobulin: a cost-effectiveness analysis.
BJOG: An International Journal of Obstetrics & Gynaecology 125:1414—-1422. doi:
10.1111/1471-0528.15152

Schatz Michael (2018) Anaphylaxis in pregnant and breastfeeding women - UpToDate.
The UpToDate Database of systematic reviews 2018, updated 2018

Schwartz J, Padmanabhan A, Aqui N, Shaz BH et al. (2016) Guidelines on the Use of
Therapeutic Apheresis in Clinical Practice—Evidence-Based Approach from the Writing

Committee of the American Society for Apheresis: The Seventh Special Issue. Journal
of Clinical Apheresis 31:149-338. doi: 10.1002/jca.21470

Seeho SKM, Burton G, Leigh D, Morris JM et al. (2005) The role of preimplantation
genetic diagnosis in the management of severe rhesus alloimmunization: first
unaffected  pregnancy: case report. Hum  Reprod 20:697-701. doi:
10.1093/humrep/deh624

Singleton BK, Green CA, Avent ND, Daniels G et al. (2000) The presence of an RHD
pseudogene containing a 37 base pair duplication and a nonsense mutation in africans
with the Rh D-negative blood group phenotype. Blood 95:12—18

Smart E, Armstrong B (2008) Blood group systems. ISBT Science Series 3:68-92. doi:
10.1111/5.1751-2824.2008.00188.x

Smith A, Fiddler J, Walby K, Hier S (2011) Blood donation and institutional trust: risk,
policy rhetoric, and the men who have sex with men lifetime deferral policy in Canada.
Can Rev Sociol 48:369-389. doi: 10.1111/.1755-618x.2011.01269.x

Soothill PW, Finning K, Latham T, Daniels G et al. (2015) Use of cffDNA to avoid
administration of anti-D to pregnant women when the fetus is RhD-negative:
implementation in the NHS. BJOG: An International Journal of Obstetrics &
Gynaecology 122:1682—1686. doi: 10.1111/1471-0528.13055

Serensen K, Kjeldsen-Kragh J, Husby H, Akkok CA (2018) Determination of fetal
RHD type in plasma of RhD negative pregnant women. Scandinavian Journal of
Clinical and Laboratory Investigation 78:411-416. dot:
10.1080/00365513.2018.1475681

Sperling JD, Dahlke JD, Sutton D, Gonzalez JM, Chauhan SP (2018) Prevention of

RhD Alloimmunization: A Comparison of Four National Guidelines. Am J Perinatol
35:110-119. doi: 10.1055/s-0037-1606609

62



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Spong CY, Porter AE, Queenan JT (2001) Management of isoimmunization in the
presence of multiple maternal antibodies. Am J Obstet Gynecol 185:481-484. doi:
10.1067/mob.2001.115999

Studni¢kova Martina (2015) Spontanni antepartalni RhD aloimunizace. Ces Gynek 80,
s. 401-404

Studni¢kova Martina, Lubusky Marek, Prochazka Martin (2010) MozZnosti stanoveni
fetomaternalni hemoragie. Ces Gynek 75(5), s.443-446

Sulakvelidze I, Evans S, Switzer I, Dolovich J et al. (1995) Urticaria from allergy to a
purified human anti-Rh antibody preparation. Allergy 50:981-983. doi:
10.1111/5.1398-9995.1995.tb02511.x

Svobodova I, Pazourkova E, Hotfinek A, Korabe¢na M et al. (2015) Performance of
Droplet Digital PCR in Non-Invasive Fetal RHD Genotyping - Comparison with a
Routine  Real-Time PCR  Based Approach. PLoS One 10. doi:
10.1371/journal.pone.0142572

Szczepura A, Osipenko L, Freeman K (2011) A new fetal RHD genotyping test: costs
and benefits of mass testing to target antenatal anti-D prophylaxis in England and
Wales. BMC Pregnancy Childbirth 11:5. doi: 10.1186/1471-2393-11-5

Teitelbaum L, Metcalfe A, Clarke G, Johnson JM et al. (2015) Costs and benefits of
non-invasive fetal RhD determination. Ultrasound Obstet Gynecol 45:84-88. doi:
10.1002/uog.14723

Tiblad E, Kublickas M, Ajne G, Bui TH, Westgren M et al. (2011) Procedure-related
complications and perinatal outcome after intrauterine transfusions in red cell
alloimmunization in  Stockholm. Fetal Diagn Ther 30:266-273. doi:
10.1159/000328683

Tippett P, Lomas-Francis C, Wallace M (1996) The Rh antigen D: partial D antigens
and associated low incidence antigens. Vox Sang 70:123—-131. doi: 10.1111/5.1423-
0410.1996.tb01309.x

Tynan JA, Angkachatchai V, Ehrich M, Oeth P et al. (2011) Multiplexed analysis of
circulating cell-free fetal nucleic acids for noninvasive prenatal diagnostic RHD
testing. Am J Obstet Gynecol 204:251.e1-6. doi: 10.1016/j.2jog.2010.09.028

Urbaniak SJ, Greiss MA (2000) RhD haemolytic disease of the fetus and the newborn.
Blood Rev 14:44-61. doi: 10.1054/blre.1999.0123

Van Kamp IL, Klumper FICM, Oepkes D, Kanhai HHH et al. (2005) Complications of
intrauterine intravascular transfusion for fetal anemia due to maternal red-cell
alloimmunization. Am J Obstet Gynecol 192:171-177. doi: 10.1016/j.a2j0g.2004.06.063

Verduin EP, Lindenburg IT, Smits-Wintjens VE, Brand A et al. (2010) Long-Term
follow up after intra-Uterine transfusionS; the LOTUS study. BMC Pregnancy
Childbirth 10:77. doi: 10.1186/1471-2393-10-77

63



141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

Visser GHA, Renzo GCD, Spitalnik SL, Stones W et al. (2019) The continuing burden
of Rh disease 50 years after the introduction of anti-Rh(D) immunoglobin prophylaxis:

call to action. American Journal of Obstetrics & Gynecology 221:227.e1-227.e4. doi:
10.1016/j.ajog.2019.05.019

Vivanti A, Benachi A, Huchet F-X, Costa J-M et al. (2016) Diagnostic accuracy of
fetal rhesus D genotyping using cell-free fetal DNA during the first trimester of
pregnancy. American Journal of Obstetrics and Gynecology 215:606.e1-606.e5. doi:
10.1016/j.2jog.2016.06.054

Wang E, Batey A, Struble C, Oliphant A et al. (2013) Gestational age and maternal

weight effects on fetal cell-free DNA in maternal plasma. Prenatal Diagnosis 33:662—
666. doi: 10.1002/pd.4119

Wataganara T, Peter I, Messerlian GM, Borgatta L, Bianchi DW (2004) Inverse
Correlation Between Maternal Weight and Second Trimester Circulating Cell-Free
Fetal DNA  Levels: Obstetrics &  Gynecology  104:545-550.  doi:
10.1097/01.A0G.0000137352.93110.15

Westhoff CM (2004) The Rh blood group system in review: a new face for the next
decade. Transfusion 44:1663—-1673. doi: 10.1111/5.0041-1132.2004.04237.x

Whitecar PW, Moise KJ (2000) Sonographic methods to detect fetal anemia in red
blood cell alloimmunization. Obstet Gynecol Surv 55:240-250. doi:
10.1097/00006254-200004000-00024

Wikman AT, Tiblad E, Karlsson A, Reilly M et al. (2012) Noninvasive Single-Exon
Fetal RHD Determination in a Routine Screening Program in Early Pregnancy:
Obstetrics & Gynecology 120:227-234. doi: 10.1097/A0G.0b013e31825d33d9

www.sukl.cz (2013) Souhrn udajii o piipravku - Rhesonativ

Yang H, Llewellyn A, Walker R, Simmonds M et al. (2019) High-throughput, non-
invasive prenatal testing for fetal rhesus D status in RhD-negative women: a systematic
review and meta-analysis. BMC Medicine 17:37. doi: 10.1186/s12916-019-1254-4

Yinon Y, Visser J, Kelly EN, Ryan G et al. (2010) Early intrauterine transfusion in
severe red blood cell alloimmunization. Ultrasound Obstet Gynecol 36:601-606. doi:
10.1002/u0g.7696

Zhu Y, Zheng Y, Li L, Zhou H, Liao X, Guo J, Yi P (2014) Diagnostic accuracy of
non-invasive fetal RhD genotyping using cell-free fetal DNA: a meta analysis. J
Matern Fetal Neonatal Med 27:1839—-1844. doi: 10.3109/14767058.2014.882306

Zipursky A, Bhutani VK, Odame I (2018) Rhesus disease: a global prevention strategy.
Lancet Child Adolesc Health 2:536-542. doi: 10.1016/S2352-4642(18)30071-3

Ziza KC, Liao AW, Dezan M, Dinardo CL, Levi JE et al. (2017) Determination of
Fetal RHD Genotype Including the RHD Pseudogene in Maternal Plasma. Journal of
Clinical Laboratory Analysis 31:€22052. doi: 10.1002/jcla.22052

64



154. Zwiers C, Kamp I van, Oepkes D, Lopriore E (2017) Intrauterine transfusion and non-
invasive treatment options for hemolytic disease of the fetus and newborn — review on

current management and outcome. Expert Review of Hematology 10:337-344. doi:
10.1080/17474086.2017.1305265

65



11. Seznam publikaci a prednasek

11.1

11.1.1

11.1.2

11.1.3

Prace souvisejici s disertacni praci

Pivodni védecké publikace v daném oboru uveiejnéna v ¢asopise s IF

Bohmova J., Vodicka R., Lubusky M., Holuskova I., Studnickova M., Kratochvilova
R., Krejcirikova M., Janikova M., Durdova V., Kratochvilova T., Filipova H., Dusek
L., Dhaifalah I., Vomackova K., Kacerovsky M., Vrtel R. Clinical potential of
effective non-invasive exclusion of KEL1 positive fetuses in KEL1 negative pregnant

women. Fetal Diagnosis Therapy, 2016, 40 (1), p. 48-53 (IF-2,699)

Pivodni védecké publikace uverejnéna v ostatnich recenzovanych védeckych

casopisech

Kratochvilova T., Bohmova J., Durdova V., Vodicka R., Holuskova 1., Langova K.,
Lubusky Screening RHD genotypu plodu u RhD negativnich zen, Ceska Gynekologie,
2020, 85 (3), s. 156-163 (Screening of RHD fetal genotype in RhD negative women)

Durdova V., Bohmova J., Kratochvilova T., Durdova V., Vodic¢ka R., Holuskova 1.,
Langova K., LCubusky M. Efektivita stanoveni KEL a RHCE genotypu plodu u
aloimunizovanych Zen, Ces. Gynek., 2020, 85 (3), s. 164-173

Studni¢kova M., Holuskova 1., Durdova V., Kratochvilova T., Strasilova P., Markova
L., Cubugky M. Spontanni antepartalni RhD aloimunizace. Ces. Gynek., 2015, 80 (6), s.
401-404.

Prehledné védecké prace uverejnéné v ostatnich recenzovanych védeckych

casopisech

Kratochvilova T., Holuskova 1., Durdova V., Strasilova P., Cubusky M. Klinicky

vyznam neinvazivniho stanoveni RHD a RHCE genotypu plodu v managementu

66



téhotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence. Postgrad.

Med. 2016, 18 (4), s. 362-369.

Durdovéd V., Holuskova I., Kratochvilova T., Strasilova P., Cubusky M. Klinicky
vyznam neinvazivniho stanoveni KEL genotypu plodu v managementu téhotenstvi s
rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence. Postgrad. Med. 2016, 18

(4), s. 358-361.

11.1.4 Publikovana abstrakta

Kratochvilova T., Durdova V., Bohmova J., Holuskova I., Cubusky M., Screening
RHD genotypu plodu u RhD negativnich zen. Moravska konference fetomaternalni

mediciny, Olomouc, 8.11. 2019, poster. ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Kratochvilova T., Durdova V., Cubusky M., Screening RHD genotypu plodu u RhD
negativnich Zen, Brno, Celostatni konferenci sekce ultrazvukové diagnostiky 28.9.

2019, ptednaska, ABSTRAKT

Kratochvilova T., Durdova V., Bohmova J., Holuskova I., Cubusky M., Fetal RhD
genotyping in RHD negative women — cost and benefits na 18. Svétovém kongresu

fetalni mediciny, Alicante, 25.-29.6. 2019, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt CD)

Kratochvilova T., Durdova V., Bohmova J., Holuskova I., Cubusky M., Screening
RHD genotypu plodu u RhD negativnich zen. Moravska konference fetomaternalni

mediciny, Olomouc, 9.11. 2018, poster. ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Kratochvilova T., Durdova V., Bohmova J., Holuskova I., Cubusky M. Screening of
RHD fetal genotype in RhD negative women. 17th World Congress in Fetal Medicine,
Athens, Greece, 24.-28.6.2018, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt CD)

Kratochvilova T., Durdova V., Holuskova I., Cubusky M. Screening RHD genotypu
plodu u RhD negativnich Zen. 35. celostatni konference Perinatologie a fetomaternalni
mediciny s mezinarodni ucasti, Mikulov, 12.-14.2018, poster. ABSTRAKT (Sbornik
abstrakt s. 31)

67



Kratochvilova T., Durdovd V., Holuskova I., Cubusky M. Klinicky management
téhotenstvi s rizikem rozvoje HDFN ve FNOL v letech 2002-2016. 34. celostatni
konference Perinatologie a fetomaterndlni mediciny s mezindrodni ucasti, Karlovy

Vary, 6.-8.4.2017, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt s. 24)

Kratochvilova T., Durdova V., Holuskova I., Cubusky M. Klinicky management
t€hotenstvi s rizikem rozvoje HDFN ve FNOL v letech 2002-2016. 34. celostatni
konference Perinatologie a fetomaternalni mediciny s mezinarodni Ucasti, Karlovy

Vary, 6.-8.4.2017, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt s. 24)

Dolezalova T., Durdova V., Studnickova M., Holuskova I., Cubusky M. Klinicky
vyznam vySetieni RHD genotypu plodu z periferni krve téhotné zeny. Moravska
konference fetomaternalni mediciny, Olomouc, 7.11.2014, poster. ABSTRAKT

(www.FMMolomouc.cz)

Kratochvilova T., Cubusky M. Klinicky vyznam stanoveni RHD genotypu plodu z
periferni krve t€¢hotné Zeny. Symposium klinické biochemie FONS 2014, Pardubice,
22.-24.9.2014, prednaska. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt, str. 53, ISBN 978-80-
87436-05-9)

Dolezalova T., Bohmova J., Durdova V., Studni¢kova M., Holuskova 1., Cubusky M.
Stanoveni RHD genotypu plodu z volné fetdlni DNA v periferni krvi t¢hotné Zeny. 1.
spole¢nd konference CGPS CLS JEP a SGPS SLS, Brno, 6.-8.6.2014, poster.
ABSTRAKT (Sbornik abstrakt, s. 58)

Dolezalova T., Durdova V., Studnickova M., Holuskova I., Cubusky M. Klinicky
vyznam vySetfeni RHD genotypu plodu z periferni krve t€hotné Zeny. 1. spolecna
konference CGPS CLS JEP a SGPS SLS, Brno, 6.-8.6.2014, poster. ABSTRAKT
(Sbornik abstrakt, s. 58)

Dolezalova T., Durdova V., Studnickovd M., Holuskova 1., Cubusky M. Klinicky
vyznam vySetfeni RHD genotypu plodu z periferni krve t¢hotné Zeny. 31. celostatni

68



konference Sekce perinatalni mediciny CGPS CLS JEP, Spindlertiv Mlyn, 9.4.2014,
prednaska, ABSTRAKT (Sbornik abstrakt na CD)

Dolezalova T., Bohmova J., Durdova V., Studnickova M., Holuskova I., Cubusky
M.Stanoveni RHD genotypu plodu z volné fetalni DNA v periferni krvi t¢hotné Zeny.
Moravskd konference fetomaterndlni mediciny, Olomouc, 7.11.2014, poster.

ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Dolezalova T., Durdova V., Studnickovd M., Holuskova 1., Cubusky M. Klinicky
vyznam vySetfeni RHD genotypu plodu z periferni krve t¢hotné Zeny. Moravska
konference fetomaternalni mediciny, Olomouc, 7.11.2014, poster. ABSTRAKT

(www.FMMolomouc.cz)

Durdova V., Kratochvilova T., Béhmova J., Holuskova 1., Cubusky M., Assesment of
the fetal KEL and RHCE genotype in alloimmunized pregnant women, na Moravské
konferenci fetomaternalni mediciny s mezindrodni ucasti, 8.11.2019 poster.

ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Durdova V., Bohmova J., Kratochvilova T., Vodicka R., Cubusky M. Assesment of
the fetal KEL and RHCE genotype in alloimmunized pregnant women. Moravska
konference fetomaternalni mediciny, Olomouc, 9.11.2018, poster. ABSTRAKT

(www.FMMolomouc.cz)

Durdova V., Kratochvilova T., Bohmova J., Holuskova 1., Cubusky M., Clinical
significance of assesment of the fetal KEL and RHCE genotype in alloimunized

pregnant women na 18. Svétovém kongresu fetalni mediciny, Alicante, 25.-29.6. 2019,

poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt CD)

Durdova V., Bohmova J., Kratochvilova T., Vodicka R., Cubusky M., Assessment of
KEL and RHCE fetal genotype in alloimmunized women. 17th World Congress in
Fetal Medicine, Athens, Greece, 24.-28.6.2018, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt
CD)

69



Durdova V., Dolezalova T., Studnickova M., Lubusky M., Markova 1., Pilka R.,
Assessment of the fetal genotype from cell-free fetal DNA in maternal blood KEL
13™ World Congress in Fetal Medicine, Nice 2014, cerven, (sbornik abstrakt CD)

Durdova V., Bohmova J., Kratochvilova T., Holuskova I., Cubusky M. Stanoveni
KEL a RHCE genotypu plodu u aloimunizovanych téhotnych zen. 35. Celostatni
konference perinatologie a fetomaternalni mediciny s mezinarodni tcasti, Mikulov,

12.-14.4.2018, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt s. 26-27)

Sobkova K., Kratochvilova T., Durdova V., Cubusky M. Management téhotenstvi s
rizikem rozvoje zavazné formy hemolytické nemoci plodu a novorozence—kazuistiky.
Moravskd konferencefetomaternalni mediciny, Olomouc, 10.11.2017, ABSTRAKT

(www.FMMolomouc.cz)

Madérkova Tozzi M., Kratochvilova T., Durdova V., Cubusky M. Management
téhotenstvi s rizikem rozvoje RhD aloimunizace u t¢hotné zeny-kazuistiky. Moravska
konference  fetomaterndlni mediciny, Olomouc, 10.11.2017, ABSTRAKT

(www.FMMolomouc.cz)

Durdova V., Holuskova I., Kratochvilova T., Cubusky M. Efektivita stanoveni RHD
genotypu plodu a objemu FMH v managementu prevence RhD aloimunizace. 34.
Celostatni konference Perinatologie a fetomaternalni mediciny s mezinarodni Gcasti s
mezinarodni ucasti, Karlovy Vary, 6.-8.4.2017, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt
s. 19)

Durdova V., Markova 1., Kratochvilova T., Sobek A., Holuskova I., Cubusky
M. Klinicky vyznam stanoveni fetomaterndlni hemoragie pfi nitrodéloznim umrti

plodu. Moravska konference fetomaternadlni mediciny, Olomouc, 11.11.2016,

ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Durdova V., Bohmova J., Kratochvilova T., Studnickova M., Holuskova 1., Cubusky
M.Neinvazivni stanoveni KEL1 pozitivniho plodu u KELI negativni ,K*
aloimunizované t&hotné Zeny. Moravskd konference fetomaternidlni mediciny,

Olomouc, 6.11.2015, ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

70


https://fetalmedicine.org/fmf-world-congress
https://fetalmedicine.org/fmf-world-congress
http://www.fmmolomouc.cz/
http://www.fmmolomouc.cz/
http://www.fmmolomouc.cz/
http://www.fmmolomouc.cz/

Bohmova J., Lubusky M., Durdova V., Holuskova 1., Studnickova M., Kratochvilova
T., Vlk R. Effective and clinically applicable non-invasive assessment of KELI1
positive fetuses in KEL1 negative “K” alloimmunized pregnant women. 25th World
Congress on Ultrasound in Obstetrics and Gynecology, Montreal, Canada, 11.-
14.10.2015, poster. ABSTRACT (Ultrasound Obstet. Gynecol., 2015, 4z (Suppl. 1), p.
138, ISSN 0960-7692)

Durdova V., Kratochvilova T., Studnickova M., Markova 1., Strasilova P.,
Horvathova K., Pilka R., Lubusky M. Effective and clinically applicable non-invasive
assessment of KEL1 positive fetuses in KEL1 negative "K" alloimmunized pregnant
women. 14th World Congress in Fetal Medicine, Crete, Greece, 21.-25.6.2015,
ABSTRAKT (Sbornik abstrakt CD)

Studnickova M., Durdova V., Kratochvilova T., Markova 1., Strasilova P.,
Horvathova K., Pilka R., Lubusky M. Spontaneous antepartal RhD alloimmunization.
14th World Congress in Fetal Medicine, Crete, Greece, 21.-25.6.2015(Sbornik abstrakt
CD)

Studni¢kova M., Holuskova 1., Durdova V., Kratochvilova T., Cubusky M. Screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek u Zen v 1. trimestru téhotenstvi. 32.
Celostatni konference Perinatologie a fetomaterndlni mediciny s mezinarodni ucasti,

Liberec, 17.-18.4.2015, Sbornik abstrakt str. 26, ISBN 978-80-87562-33-8)

Durdova V., Bohmova J., Kratochvilova T., Studnickova M., Holuskova I., Cubusky
M.Stanoveni KEL gentoypu plodu z volné fetalni DNA v periferni krvi téhotné Zeny.

32. Celostatni konference Perinatologie a fetomaternalni mediciny s mezindrodni

ucasti, Liberec, 17.-18.4.2015, (Sbornik abstrakt str. 14, ISBN 978-80-87562-33-8)

Durdova V., Kratochvilova T., Markova 1., Studnickova M., gopikovai B., Geierova
M., Lubusky M. Atypicky nalez nervové tkané v dutiné bfisni u plodu s Downovym
syndromem. 32. Celostatni konference Perinatologie a fetomaternalni mediciny s
mezinarodni ucasti, Liberec, 17.-18.4.2015, (Sbornik abstrakt str. 14, ISBN 978-80-
87562-33-8)

71



Studni¢kova M., Holuskova 1., Durdova V., Kratochvilova T. Cubusky M. Incidence
specifickych klinicky vyznamnych antierytrocytarnich aloprotilatek u zen v I. trimestru
tehotenstvi. 32 Celostadtni konference Perinatologie a fetomaterndlni mediciny s
mezinarodni ucasti, Liberec, 17.-18.4.2015 (Sbornik abstrakt str. 25, ISBN 978-80-
87562-33-8)

Studni¢kovd M., Holuskova 1., Durdova V., Dolezalova T., Cubusky M. Incidence
specifickych klinicky vyznamnych antierytrocytarnich aloprotilatek u zen v I. trimestru

téhotenstvi. Moravskd konference fetomaternalni mediciny, Olomouc, 7.11.2014,

ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Studni¢kova M., Holuskova 1., Durdova V., Dolezalova T., Cubusky M. Spontanni
antepartalni RhD aloimunizace. Moravska konference fetomaternalni mediciny,

Olomouc, 7.11.2014, ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Studni¢kovd M., Holuskova 1., Durdova V., Dolezalova T., Cubusky M. Screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protildtek u Zen v I. trimestru t¢hotenstvi.
Moravskd konference fetomaterndlni mediciny, Olomouc, 7.11.2014, poster.

ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Studni¢kova M., Holuskova 1., Durdova V., Dolezalova T., Cubusky M. Spontanni
antepartalni RhD aloimunizace. 1. spole¢na konference CGPS CLS JEP a SGPS SLS,
Brno, 6.-8.6.2014, (Sbornik abstrakt, s. 57-58)

Studni¢kova M., Holuskova 1., Durdova V., Dolezalova T., Cubusky M. Incidence
specifickych klinicky vyznamnych antierytrocytarnich aloprotilatek u Zen v I. trimestru
téhotenstvi. 31. celostitni konference Sekce perinatilni mediciny CGPS CLS JEP,
Spindlerav Mlyn, 9.4.2014, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt na CD)

Studni¢kovd M., Holuskova 1., Durdova V., Dolezalova T., Cubusky M. Screening
nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek u zen v 1. trimestru té¢hotenstvi. 31.
celostatni konference Sekce perinatdlni mediciny CGPS CLS JEP, Spindleriiv Mlyn,
9.4.2014, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt na CD)

72


http://www.fmmolomouc.cz/
http://www.fmmolomouc.cz/

11.1.5 Seznam pi'ednasek/posteri prednesenych na verejnych odbornych férech

Kratochvilova T., Durdovd V., Holuskova 1., Cubusky M., Té€hotenstvi s rizikem
rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence, Olomouc, hotel Flora, Seminaf 120

let porodnice v Olomouci, 19.3. 2019, pfednaska

Kratochvilova T., Durdova V., Holuskova I., Cubusky M., Ne-optimalni management
téhotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence, Brno,

Celostatni konferenci sekce ultrazvukové diagnostiky 5.-7.10.2018, prednaska

Kratochvilovda T., Durdova V., Holuskova I., Cubusky M., Klinicky vyznam
neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu v managementu t€hotenstvi s rizikem
rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence* Praha, Zizkovska véz, Sympozium

FETALNI MEDICINY, 5.9.2016, pfednaska
Kratochvilova T., Durdova V., Holuskova I., Cubusky M. Prenatilni péce o

t€hotenstvi s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence* v Olomouci

13.4. 2016 na Prednaskovém veceru spolku Iékafii, prednaska

73



11.2 Ostatni publikace

11.2.1 Prehledné védecké prace uverejnéné v ostatnich recenzovanych védeckych

casopisech

Strasilova P., Durdova V., Kratochvilova T., Cubusky M. Farmakologické ukonceni

téhotenstvi v L. trimestru. Postgrad. Med. 2016, 18 (4), s. 381-390.

Strasilova P., Durdova V., Kratochvilova T., Cubusky M. Infekce parvovirem B19 v
téhotenstvi. Postgrad. Med. 2016, 18 (4), s. 370-374.

Mihal V., Maly T, Michalek, Kratochvilova T., Sobkova K., Michalkova K.
Choledochalni cysta IIl.typu s malrotaci jako pfi¢ina novorozenecké duodenalni

obstrukce, Pediatrie pro praxi, 2018;19(5):290-295.

11.2.2 Publikovana abstrakta

Kratochvilova T., Durdova V., Roubalova L., Lubusky M. Maternal serum levels of
PIGF/ sFlt-1 in a low-risk population of pregnant women in predicting delivery of an
SGA newborn, Vale¢, 36. Celostatni konference perinatologie a fetomaternalni

mediciny 11.-13.4.2019 poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt)

Kratochvilova T., Durdova V., Roubalova L., Lubusky M. Combined screening for
small for gestational age at 11-13 weeks. Moravska konference fetomaternalni

mediciny, Olomouc, 10.11.2017, ABSTRAKT(www.FMMolomouc.cz)
Kratochvilova T., Durdova V., Roubalova L., Pilka R., Lubusky M. Combined

screening for small for gestational age at 11-13 weeks. 16th World Congress in Fetal

Medicine, Lublana, Slovenia, 25.-29.6.2017, ABSTRAKT (Sbornik abstrakt CD)

74


http://www.fmmolomouc.cz/

Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Cubusky M. Variabilita klinickych
projevit u Di Georgova syndromu. Moravskd konference fetomaternalni mediciny,

Olomouc, 11.11.2016, ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Studnickova M., Cubusky M. Variabilita
klinickych  projevi Di  Georgova syndromu. 33. celostditni konference
PERINATOLOGIE A FETOMATERNALNI MEDICINY s mezindrodni t¢asti, Usti
nad Labem, 7.-9.4.2016, pfednaska. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt na CD)

Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Studnickovd M., Cubusky M. Variability
of clinical manifestation in patients with D1 George's syndrome 15. Svétovy kongres
fetalni mediciny, Palma de Mallorca 2016/6, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt
CD)

Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Cubusky M., Management téhotenstvi s
atypickou vrozenou vadou urotraktu plodu. Moravskd konference fetomaternalni

mediciny, Olomouc, 6.11.2015, poster. ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Cubusky M. Management té¢hotenstvi s
atypickou vrozenou vadou urotraktu u plodu. 32. Celostatni konference perinatologie a
fetomaternalni mediciny s mezindrodni Ucasti, Liberec, 17.-18.4.2015, piednaska.

ABSTRAKT (Sbornik abstrakt str. 12, ISBN 978-80-87562-33-8)

Durdova V., Roubalova L., Kratochvilova T., Cubusky M., Maternal serum levels of
PIGF and sFlt-1 in a low-risk population of pregnant women in the third trimester in
predicting preeclampsia, Vale¢ na XXXVI. Celostatni konferenci perinatologie a
fetomaternalni mediciny 11.-13.4. 2019 (sbornik abstrakt)

Durdova V., Kratochvilova T., Roubalova L., Pilka R., Lubusky M. Combined
screening for small for preeclampsia at 11-13 weeks. 16th World Congress in Fetal
Medicine, Lublana, Slovenia, 25.-29.6.2017, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt
CD)

75


http://www.fmmolomouc.cz/

Madérka M., Pilka R., Marek R., Kocher M., Kratochvilova T., Hambalek J.,
Management komplikované arteriovendzni malformace v jizvé po cisaiském fezu. 34.
celostatni konference Perinatologie a fetomaternilni mediciny s mezinarodni ucasti,

Karlovy Vary, 6.-8.4.2017, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt)

Roubalova L., Langova K., Kroutilova V., Durdova V., Kratochvilova T., Cubusky
M.Maternal serum levels of PIGF and sFlt-1 in predicting delivery of an SGA
newborn. 7th International Conference on Fetal Growth, Milan, Italy, 1.-3.10.2018,
Lecture. ABSTRACT (Sbornik abstrakt s. 38)

Roubalova L., Kratochvilova T., Gardlo A., Cubusky M. MozZnost vyuziti stanoveni
poméru sFIt-1/PIGF v managementu té¢hotenstvi se zdvaznou formou preeklampsie a
HELLP syndromu. Moravska konference fetomaterndlni mediciny, Olomouc,

9.11.2018, poster. ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Roubalova L., Cubusky M., Durdova V., Kratochvilova T., Langova K. The evolution
of the levels of PIGF, sFlt-1 and the sFIt-1/PIGF ratio during pregnancy in the group of
women without and with preeclampsia. 17th World Congress in Fetal Medicine,

Athens, Greece, 24.-28.6.2018, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt CD)

Roubalova L., Cubusky M., Kratochvilova T., Gardlo A. MozZnost vyuziti stanoveni
poméru sFIt-1/PIGF v managementu tc¢hotenstvi se zdvaznou formou preeklampsie a
HELLP syndromu. 35. Celostatni konference perinatologie a fetomaternalni mediciny
s mezinarodni ucasti, Mikulov, 12.-14.2018, poster. ABSTRAKT (Sbornik abstrakt s.
35-36)

Durdova V., Kratochvilova T., Roubalova L., Lubusky M., Combined screening for
preeclampsia at 11-13 weeks. Moravskd konference fetomaternalni mediciny,

Olomouc, 10.11.2017, poster. ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Slunska P., Maderkova Tozzi M., Durdova V., Kratochvilova T., Hostinska
E., Lubusky M. Medical termination of pregnancy up until the 7th week of gestation in
the Czech Republic: the role of ultrasound in diagnosis and follow up. 27th World

Congress on Ultrasound in Obstetrics and Gynecology, Vienna, Austria, 16.-

76


http://www.fmmolomouc.cz/
http://www.fmmolomouc.cz/

19.9.2017, poster. ABSTRACT (Ultrasound Obstet. Gynecol., 2017, 50 (Suppl. 1), p.
369, ISSN 0960-7692)

Roubalova L., Durdova V., Kratochvilova T., Lubusky M. Comparison of two test
systems for sFlt-1, PIGF and the sFIt-1/PIGF ratio assessment. 16th World Congress in
Fetal Medicine, Ljubljana, Slovenia, 25.-29.6.2017, (Sbornik abstrakt CD)

Lubusky M., Durdova V., Kratochvilova T., Roubalova L. Screening for
preeclampsia using sFlt-1/PIGF ratio cut-off of 38 at 27-37 weeks gestation. 16th
World Congress in Fetal Medicine, Ljubljana, Slovenia, 25.-29.6.2017, (Sbornik
abstrakt CD)

Slunska P., Durdova V., Kratochvilova T., Hostinska E., Sobek A., Markova
I., Cubusky M. Abnormalni ndlez v oblasti CNS ve IIl. trimestru - prognosa a
management? Moravska konference fetomaternalni mediciny, Olomouc, 11.11.2016,

ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Durdova V. Horvathova K., Santava A., Capkové P., Adamova K., Markova 1.,
Kratochvilova T., Strasilova P., Studnickova M., Cubusky M. Diagnostika vzacné
chromosomalni abnormality na zadklad¢ atypického profilu obliceje plodu v . trimestru
t€hotenstvi. 33. celostatni konference Perinatologie a fetomaternalni mediciny s

mezinarodni uéasti, Usti nad Labem, 7.-9.4.2016 (Sbornik abstrakt na CD)

Strasilova P., Klaskova E., Durdova V., Dubrava L., Kratochvilova T., Markova I.,
Studnickova M., Horvathova K., Cubusky M. Srde¢ni vada plodu jako prvni ptiznak
systtmového onemocnéni t¢hotné zeny. Moravskd konference fetomaternalni

mediciny, Olomouc, 6.11.2015, ABSTRAKT (www.FMMolomouc.cz)

Markova 1., Durdova V., Kratochvilova T., Studni¢kova M., gopikové B., Geierova
M., Cubusky M. Dynamicky prenatdlni vyvoj artrogrypézy plodu v ultrazvukovém
obraze. 32. celostaitni konference Perinatologie a fetomaterndlni mediciny s
mezinarodni ucasti, Liberec, 17.-18.4.2015, ABSTRAKT (Sbornik abstrakt str. 8,
ISBN 978-80-87562-33-8

77


http://www.fmmolomouc.cz/

11.2.3 Seznam piednasek/posteriu piednesenych na veiejnych odbornych férech

Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Lubusky M. Variabilita klinickych
projevi u Di Georgova syndromu® v Brné na celostatni konferenci sekce ultrazvukové

diagnostiky 7.-9.10.2016, ptednaSka
Kratochvilova T., Markova 1., Durdova V., Cubusky M., Managment téhotenstvi

s atypickou vrozenou vadou urotraktu u plodu, Brno Celostatni konferenci sekce

ultrazvukové diagnostiky 3.10. 2015, ptednasSka

78



12.Grantové projekty

Podané Zadosti o udéleni u¢elové podpory MZ CR v roce 2017

Nazev projektu: Moznosti vyuziti souCasnych a novych biochemickych markert pii
screeningu a predikci preeklampsie v IIl.trimestru u neselektované populace t€hotnych zen
pro bezprostiedni zavedeni do rutinni praxe

Koéd zadosti: NV18-02-00273

Projekt nebyl pfijat.

Podané Zadosti o udéleni u&elové podpory MZ CR v roce 2018

Nazev projektu: Stanoveni cut-off hodnot poméru sFIt-1/PIGF pro vyloucnei preeklampsie
(PE) béhem druhé¢ho a tretiho trimestru té¢hotenstvi a cut-off poméru sFIt-1/PIGF pro predikci
porodu pro PE do 1 tydne u neseklektované populace t¢hotnych.

Kod zadosti: NV19-02-00241

Projekt nebyl piijat.

79



13. SOUHRN

Uvod: V Ceské republice se stanovuje na zalatku t&hotenstvi RhD krevni skupina, cilem
screeningu je diagnostikovat RhD negativni téhotné Zeny, které mohou byt ohroZeny
rozvojem RhD aloimunizace, to nastavd pouze v piipadé, Ze plod je RhD pozitivni.
V soucasné dobé se prevence RhD aloimunizace provadi bez ohledu na znalost RHD statutu
plodu. Jiz na zacatku t€hotenstvi je mozné stanovit RHD genotyp plodu neinvazivné z volné
fetalni DNA cirkulujici v matetské periferni krvi. Problematika screeningového vySetfeni
RHD genotypu plodu je celosvétové fesena. V nékterych evropskych zemich je vySetieni jiz
rutinné zavedeno a pfispiva tak k optimalizaci prenatalni péfe o RhD negativni te¢hotné,
aplikace imunoglobulinu je cilena pouze u té¢hotenstvi s RhD pozitivnim plodem.

Cilem prace bylo zhodnotit klinickou a laboratorni efektivitu screeningu RHD genotypu plodu
u RhD negativnich zen.

Material a metodika: V letech 2011-2015 ve Fakultni nemocnici Olomouc ve spolupraci
Porodnicko-gynekologické kliniky, Ustavu lékatské genetiky a Transfuzniho oddéleni bylo
provedeno 337 vySetfeni RHD genotypu plodu u t€hotnych zen v 1. a II. trimestru. Stanoveni
RHD genotypu plodu bylo hodnoceno paralelné¢ pomoci dvou metodik QF-PCR a TagMan
Real Time PCR. Vysledek byl poté ovéfen na RHD genotypu novorozence.

Vysledky: Ob¢ metody vykazovaly vynikajici pfesnost ve stanoveni RHD genotypu. TagMan
Real Time PCR byla senzitivita testu 97,8 %, specificita 98,7 %. QF PCR byla senzitivita
testu 98,9 % a specificita 98,7 %. Obé metodiky vysetieni RHD genotypu jsou spolehlivé a
vyuzitelné v klinické praxi.

Zavér: Pti hodnoceni efektivity zavedeni neinvazivniho screeningu RHD genotypu plodu u
RhD negativnich Zen je nutné soucasn¢ hodnotit hledisko medicinské, organizacéni i
ekonomické. Dislednéjsi provadéni prevence RhD aloimunizace ve skute¢né indikovanych
pfipadech miiZze vést ke sniZzeni incidence RhD aloimunizace. Z medicinského hlediska je
stanoveni RHD genotypu plodu u vSech RhD negativnich zen na zacatku tchotenstvi
jednozna¢né efektivni. UmoZzni diagnostikovat cca 40 % RhD negativnich plodi kdy Zené
neni tfeba podat IgG anti-D. Stanoveni RHD genotypu plodu pomoci metodik TagMan Real-
time PCR a QF PCR genotypu plodu je vyuZitelné v klinické praxi.
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14. SUMMARY

Objective: In the Czech Republic in all women within a first trimester screening a laboratory
testing for RhD blood group from the peripheral blood should be performed. The aim of the
screening is to diagnose RhD negative pregnant women, who may be at risk of developing
RhD alloimmunization if the fetus is RhD positive. Currently, the prevention of RhD
alloimmunization is carried out regardless of the knowledge of RHD fetal status. Already at
the beginning of pregnancy it is possible to determine the RHD genotype of the fetus non-
invasively due to cell free fetal DNA circulating in maternal peripheral blood detection. The
issue of screening examination of fetal RHD genotype is solved worldwide. In some European
countries, the examination is routinely established and thus contributes to the optimization of
prenatal care for RhD negative pregnant women, immunoglobulin administration is targeted
only in pregnancies with RhD positive fetus.

The aim of our study is to evaluate clinical and laboratory effectiveness of fetal RHD
genotype screening in RhD negative women by TagMan Real-time PCR and QF PCR

methods.

Material and methods: In 2011-2015 at the University Hospital Olomouc 337 examinations
of RHD fetal genotype were performed in pregnant women in first and second trimester.
Determination of fetal RHD genotype was evaluated in parallel using two methods QF-PCR
and TagMan Real Time PCR. The result was then verified on a newborn RHD genotype.

Results: Both methods showed excellent accuracy in determining the RHD genotype.
TagMan Real Time PCR had an assay sensitivity of 97.8% and a specificity of 98.7%. QF
PCR had an assay sensitivity of 98.9% and a specificity of 98.7%. Both methods of RHD

genotype examination are reliable and usable in clinical practice.

Conclusion: When assessing the effectiveness of the introduction of non-invasive fetal RHD
genotype screening in RhD negative women, it is necessary to assess the medical,
organizational and economic aspects. More consistent prevention of RhD alloimmunization in
the cases actually indicated may reduce the incidence of RhD alloimmunization. From the
medical point of view the RHD genotype determination in all RhD negative women at the

beginning of pregnancy seems effective. It allows to diagnose about 40% of pregnancies with

82



RhD negative fetuses that do not require administration of IgG anti-D. IgG anti-D should be
administered only in indicated cases. Determination of fetal RHD genotype by using TagMan

Real-time PCR is useful in clinical practice.

KEY WORDS
Pregnancy, RhD negative women, cell free fetal DNA, TagMan Real-time polymerase chain
reaction, fetal RHD genotype, prevention of RhD alloimmunization, immunglobulin (Ig) G

anti-D.
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