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Antenatalna genotypizacia plodu z krvi matky

Antenatalna genotypizacia plodu z krvi matky vo vseobecnostt poskytuje
informacie o vyvoji plodu, umoziuje vcasné odhalenie genetickych a
vyvojovych abnormalit a identifikuje tehotenstva so zvysenym rizikom
postihnutia plodu ochorenim vySetrenim cffDNA.

Maternal
Bloodstream

XOXOX Fetal (Placental) DNA




Historia

* prenatalna diagnostika ma pociatky v 60-tych rokoch 20. storocia,

* 1nvazivne zakroky (aminocentéza, kordocentéze) zvysuju riziko straty
plodu na 0,5 -1 %,

* objav cirkulujicej fetalnej DNA v r.1989 vyznamne zmenil postupy
genotypizacie plodu,

* Lo a kol prvi uspesne opisali pouzitie cffDNA izolovanej z krvi
tehotnej zeny na vysetrenie RHD genotypu plodu v £.1993,

* v r. 2001 zacalo MRL v Bristole ponukat’ prenatalne testovanie
ctfDNA RHD pomocou kvantitativnej PCR.

Lo YM.Prenatal determination of fetal RhD status by analysis of peripheral blood of rhesus negative mothers. Lancet 1993; 341:1147-8.



Vol'na cirkulujtca fetalna DNA

* plazma tehotnej zeny obsahuje chimericktl zmes volne;
materskej a fetalne) DNA (cffDNA), ktora

* pochiadza z  buniek trofoblastu  placenty
degradovanych apoptoticky,

* v krvi matky sa vyskytuju cirkulujuce fragmenty
celkovej cfDNA- sa genomické, dvojvlaknoveé,
pricom velkost” hlavnej populacie fragmentov
fetalnej ctDNA je velkosti 143 parov baz a

materskej cfDNA cca 166 parov baza.
* velkost zodpovedd dizke DNA  zvinutej okolo 1

nukleozému, zakladnej jednotky usporiadania DNA.

Moise JK. The use of free DNA for fetal RHD genotyping in the Rh negative pregnant patient—the time has come. Awerican Journal of
Obstetrics & Gynecology 2025; 188 — 193.



MnozZstvo cffDNA pocas gravidity

* cffDNA mozno detegovat’ v materskej krvi uz od 5. t. g,
* % zastapenie ctfDNA v plazme tehotnej je variabilné a meni sa v zavislosti na:

na vel'kosti placenty,

hmotnosti zeny 1 plodu,

| gestacného veku: % cffDNA sa zvySuje s postupujucim gestacnym
vekom a v 11. tyzdni predstavuje priblizne 10 % celkovej ctDNA, ¢o
umoznuje bezpecnejsie testovanie a diagnostiku,

* v11.-20t g sactfDNA zvySuje pomaly, cca o 0,10 % tyzdenne,
* Illod 21 t. g sa zvysuje mnozstvo 1% tyzdenne.

| Prediction of fetal RhD status by fetal RHD genotyping of cell-free DNA in maternal plasma compared with results of cord blood

typing of RhD

G i age in compli weeks" Total samples

<1 1113 1417 1823 >24
Correct RhD negati 337 341 225 321 696 1920
Correc t RhD positive 400 535 272 492 864 2563
False RhD negative 16 1 1 1 0 19
False RhD positive 1 4 1 5 7 18
Inconclusive confirmed RhD 19 13 10 19 24 85
negative
Inconclusive confirmed RhD 92 62 a3 50 il 308
positive -—-ee-Hi .pir™i.
Total 865 956 542 888 1662 4913
Sensitivity RhD positive (95%  96.85 (94.95 to 99.83 (99.06 to 99.67 (98.1710  99.82(9.96t0 99.9] 100.00 (99.59 to 99.34 (98.98 to
Cht 98.05) 99.97) 99.94) 100.00) 99.58)
Specificity RhD positive (85% 84.40 (91.51 to 95.25 (92.53 to 95.34 (91.85t0 93.04 (89.86 fo 95.74 (94.01 to 94.91 (93.86 to
Cht 96.34) 97.01) 97.38) 95.28) 96.98) 95.78)
“"Gestational ages shown are in completed postmenstrual weeks (for example, 11 weeks=11 weeks 0 days to 11 wellks + 6 days).
—

tAssuming all inconclusive re:

sults are treated as RhD positive.

Katrachouras. Eatly Non-Invasive Prenatal Testing at 6—-9 Weeks of Gestation. Genes 2024; 15, 895. https://doi.org/10.3390/genes15070895



Izolacia cffDNA

kriticka faza vysetrenia

Fetalna DNA je pritomna len vo forme kratkych fragmentov a na pozadi velkého
mnozstva materske] DNA.

hrozi riziko kontaminacie RHD pozitivhou exogénnou DNA,

/falosna pozitivita nepredstavuje zvysené riziko rozvoja aloimunizacie/,

zvySené riziko chybného klinického manazmentu predstavuje falesna
negativita,

pouzitie vnutornej kontroly amplifikacie HGH génu, SRY u plodov muzského
pohlavia pomaha znizit’ riziko faloSne negativneho vysledku.

Izolacia cffDNA:

1.
2.
3.

Odber: krv sa odobera do EDTA al. idealne do skiimaviek zabranujicich rozpadu materskych Leu.
Separacia: centrifugacia na ziskanie Cistej plazmy.

Extrakcia cfDNA z plazmy komerénymi kitmi- kremikova (silica-based) purifikacia al. magnetické
ciastocky zachytavajuce kratke fragmenty DNA.

Katrachouras. Early Non-Invasive Prenatal Testing at 6-9 Weeks of Gestation. Genes 2024; 15, 895. https://doi.org/10.3390/genes15070895



Riesenie nizkej vyt’aznosti cfDNA

* vacsi objem odobratej vzorky (6 - 20 ml),
* znizenie objemu eluatu pre zvysenie koncentracie DNA,

* minimalizovanie ¢asu medzi odberom a izolaciou cfDNA, idealne do
4 hodin,

* skontrolovanie uc¢innosti centrifugécie.




Vyznam antenatalnej genotypizacie KS plodu

* wvysetrenie fetilnej RHD v suvislosti s nutnostou antenatalnej
imunoprofylaxie RhIG,

* diagnostika hemolytickej choroby plodu/ novorodenca,

* diagnostika neonatalnej aloimunitnej trombocytopénie.




Sucasné mozZnosti prenatalnej genotypizacie
génov KS plodu

* v BEurdpe su dostupné vysetrenia genotypu z ctfDNA pre gény koédujuce
antigény D, C, ¢, E, e, K, HPA-1a,
* na Slovensku dostupné vySetrenie RHD.

Metody vysetreni cffDNA:

* Real -Time PCR,

* Droplet Digital PCR,

* NGS (new generation of sequencing),

* kapilarna elektroforéza,

* MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time of-
flight mass spectrometry).

Haimila K. Overview of non-invasive fetal blood group genotyping. A0B 2023; 8:21 — 41.



Senzitivita a §pecificita jednotlivych metod

Fetal genotyping assays by different technological platforms

Total
Method Target blood Sensitivity Specificity |l Accuracy D{;\J A Control for fetal Gestation Sample
groups (%) DA weeks size
control
Sequencing Kell 100 17-31 3
ABO 100 12-35 26
Rh, Kell, Fy, Jk 100 12-38 13
and MNS
RHD 100 9-30 8
ddPCR RHD 100 GAPDH 12-36 35
RHD 95.5-100 95.6— SRY+ TSPY1 28-30 46
100
RHCE, Kell, Fy 100 SRY + RASSF1A 10-37 4-46
Kell 94 12-35 32
Mass RHD 100 Y-5TR 12-39 13
spectrometry
Capillary RHD 100 52 SNPs 10-36 223
electrophoresis
RHD 95.2-88.6 97.9— AMELXY 7-23 337
99.4
RHCE, Kell 100 CCR5 10-35 13-70
Real time PCR  RHCE 100 -globin 12-28 46100
Rh, Kell 100 Albumin  SRY + set of 24 T-38 49168
markers
Rh, Kell 955100 97.7— CCR5 SRY + set of 5-39 24-407

Haimila K. Overview of non-invasive fetal blood group genotyping. A0B 2023; 8:21 — 41.



Co hovoria platné §tandardné postupy o podani RhIG?

Podanie RhIG u nesenzibilizovanych RhD NEG
tehotnych v SR:

rutinné profylaktické podanie RhIG redukuje
incidenciu RhD aloimunizacie u RhD NEG
tehotnych na 0,1-0,3 % (pokles z 16 % pred
podavanim RhIG)

ak nie je mozné vySetritt RHD plodu z krvi
matky -odporuca sa profylaktické podanie
RhIG u RhD NEG zien v tehotenstve 1 500
IU v 28.- 30. gestatnom tyzZdni,

podanie RhIG (1 500 IU) do 72 hodin po
porode v pripade poérodu RhD POZ

novorodenca (vysetrenie z pupocnikovej krvi)
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| Mana¥ment antenatalnej imunoprofylaxie RhIG

Crder NIFT wf RHD genotype at >20 |yeeks gestation
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Moise JK. The use of free DNA for fetal RHD genotyping in the Rh negative pregnant patient—the time has come. A | Obstet Gynecol
2025; 232(2):188-193.




Ziadanka a odber na vy$etrenie RHD plodu

e vzorka 6-12 ml
periférne; krvi sa
odobera po 20. t. g

do skimaviek
s EDTA,
* skladovanie a

transport pri 4 — 10
°C do 36 hodin od

odberu.




VySetrenie RHD z cffDNA
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Moise JK. The use of free DNA for fetal RHD genotyping in the Rh negative pregnant patient—the time has come. Aw | Obstet Gynecol

2025; 232(2):188-193.



PCR v realnom cCase

1400 Exponential phase Plateau phase
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Threshold cycle*
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0

10 15 20 25 30 35 4C

Cycle
PCR v reialnom case- umoziuje kvantitativne stanovenie mnozstva

amplifikovaného genetického materialu v realnom case pomocou fluorescencne
znacenych DNA oligonukleotidow.

kvantifikacia sa realizuje fluorescencnymi signalmi, kt. st generované
hydrolytickymi sondami (napr. TagMan). Tieto sa Specificky navazuju na
jednovlaknova DNA.,

fluorescencna emisia reportérového fluoroforu excitovaného svetelnym zdrojom
je v realnom case zobrazovana termalnym cyklerom ako krivka. V
exponencialnej faze sa PCR produkty znasobuju.




Vysledky rutinného RHD skriningového
testovania z ctfDNA

Krajina Pocet vzoriek Cielové exony Gestacny Senzitivita (%) Specificita(%o)

tyZderni-

odberu

vzoriek
Holandsko 25 789 5,7 27 - 29 99,94 97,74
Noérsko 16 378 7,10;5,7,10 24 99.93 99.24
Nemecko 12 688 5,7;5,10;7,10 24-26 99.86 99.3
Finsko 10 814 5,7 24 - 26 99.99 99.81
Svajéiarsko 7072 5,7 18 -24 100 99.96
Svédsko 6948 4 10 - 15 99,95 100
Svédsko 4337 4 10 - 12 99.93 99.56
Anglicko 502 5,7 15 -17 100 100
Taliansko 116 5,7,10 22 - 24 100 97,9
Belgicko 127 5,7 > 11 100 100

Thorup E. et col. Hemolytic Disease of the Fetus and Newborn: Fetal RHD Genotyping, Targeted Prophylaxis, and Prenatal
Therapies. Prenatal Diagnosis 2025; 00:1-10; https://doi.org/10.1002/pd.6891



| PrehPad pousivanych metéd v réznych
krajinach pri vy$. RHD z cffDNA

Table 1: Noninvasive fetal RHD typing studies from different countries showing 100% sensitivity

Study Country Method Number of Gestational Replicates RHD exons Control
samples weeks
Wang et al. 200954 China Real time 78 14-40 3 3.7, 10 mntron 4, RHD  p-globin, SEY,
1227A allele 1n all RhD STRs
positive individuals
Hyland et al. 200951 Australia Real time 140 12-40 - 4.5.10 CCR5, SRY |
RASSFIA
Cardo er al. 201054 Spain Real time 111 9-13 3 5.7 HBB
Tynan et al. 201157 USA, San Mass spectrometry 150 =32 1 4.5.7,10 and RHD Albumin,
Diego pseudogene AMG, SEY*
Amaral et al. 201154 Brazil Real time 88 11-39 3 4.5.10 SRY. CCR5
Tounta et al. 201151 Greece  Multiplex fluorescent 84 724 2 7.10 SEY,
polymerase chain RASSF1A,
reaction ACTB
Macher et al 201284 Spain Real time 1146 10-28 2 3.7 SRY
Grande et al. 2013*1 Spain Real time 282 24 3 5.7.6.10 DY¥S14; SEY,
f-actin
Ordofiez ef al. 20136 Spain Real time 158 13-28 3 5.7.10 DYS14, SEY,
p-actin
Dove-Drnoviek er al. 20135 Slovenia Real time 3 =14 3 Intron 4, 5,7, 10 SEY. albumin
Avkut et al. 20135 Turkey  Real time 30 9-39 2 7.10 SRY, FOXP1
Schmidt ef al. 2014 Brazil Real time 43 12-29 2 5.7 SEY. albumin

In case of a negative result for RHD, testing for SRY was not used to confirm the presence of fetal DNA

Parchure DS, Kulkarni SS. Noninvasive Fetal RHD Genotyping from Maternal Plasma. G/ob | Transfus Med 2016;1:21-8



RhD a skrining Ab
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RhD POZ J ‘ RhD NEG \/ skrining skrining
negativny ozitivn
‘bez anti-D alebo anti-G i ¢
ak negativny ! N 1 l’
skrining, jeho fetalny RHD skrining opakovanie v | | identifikacia/kvantifikacia
opakovanie 28. tyzdni genotyp
v 28. tyzdni / \
fétus antigén fétus antigén
fétus RhD POZ fétus RhD NEG pozitivny negativny
¢ 1 ! I
RAIG niejeRicl)érebné jie riziko
imunoprofylaxia . . HChPN, nie je riziko
imunoprofylaxia nutnost advekvatneho HChPN
gynekologického

manazmentu




HChPN - kazuistika

TO: konzultacné vys. 32 rocnej pacientky pre vysoku hodnotu titra protilatky anti-K v 21. t. g
GA: P:1 x v r.2022, priebeh gravidity a pérodu bez komplikacii,

TA: 0,

OA: bez vaznejSieho predchorobia

Ob;j. nalez: vyska 170 cm, vaha 113 kg, gravidita 25 t., DK bez opuchov a zn. flebitidy

Laborat. vysetrenie: HGB: 113,0; B_Htk: 0,346; B_MCV: 86,50; B_MCH: 28,30; WBC: 11,17 PLT: 304,0; S_Fe:
0,0; S_VKFe: 75,8; S_TIBC: 82,4; S_TRF: 3,81; S_STf: 0,08, S_ITRF: 0,14; S_Ferr_: 13,7, S_AKTB12: 56,0,
S_Kys.list.: 13,18

Imunohematolgické vysetrenie 19.9.25. nalez antierytrocytovej aloprotilatky anti-K triedy IgG, podtriedy IgG1 v
titri 1:1024 (vySetrenie s K+k+ realizované sticovou aglutinaciou)

Otec diet’at’a: fenotyp ery: K+k+

Zaver: antierytrocytova aloprotilatka anti-K triedy IgG, podtriedy IgG1 v titri 1:1024 v 21 t.g. (heterozygot dg ery
SA/NAT)

l
Ustav lékafské genetiky FN Olomouc:

Zaver: KEL genotyp: 95% pravdépodobnost : NEpfitomnosti alely KEL7, kt . odpovida pfitomnosti erytrocytarniho
antigenu "K".

Popis postupu: emulzni digitalni PCR s vyuZitim TaqMan sond pro detekci varianty NM_000420.3: ¢.578C>T v
genu KEL. Popis metody:emulzni digitaln{ (droplet digital PCR, ddPCR)

V termine sa narodil Martinko s Hb 176 g/1 bez zn. HChPN.




Ustav léka¥ské genetiky FN Olomouc-
poziadavky na odber pri vyS. KEL

1) EDTA 9ml, ide4lne do 4 hod pri 4-8 °C.
Pocet skumaviek 2-4

2) Streck - Cell-Free DNA BCT®, dodanie vzorky do 96 hod pri 4-
25°C.
Pocet skimaviek 2-4

3) CellSave Preservative Tubes, dodanie vzorky do 96 hod pri 4-25°C
Pocet skumaviek 2-4

Samoplatca od 1/2020: 14590,-K¢&.
Doba odozvy je 2-3 tyZdne, Presnost’ stanovenia: 95 % - 99 %.




Droplet digital PCR

N o h_ Princip:  rozdelenie vzorky DNA do
1- Sample preparation I 5 ;,.‘ Fluo . , A v << . .
| — nanolitrovych , kvapocok® v olejove;
;;;;;vound Hydrolysls probe assays emulZﬁ > prieb eh mﬁOh?Ch
$ samostatnych reakeii:
Faz S. : partitioning, amplifikacia
: s y Vys. :partiioniis, amp >
s &5 detekcia a analyza dat P Poissonovo
N — = Statistické rozdelenie- z pomeru pozit. a
p Digital PCR Droplet Digital PCR
$ negat. kvapocok sa vypocita absolutny
| I ::0. pocet kopii v povodnej vzorke,
3- PCR amplification () 4 b o~ 1
| Negative reactions . “ d VhOdne prl geﬂOtyplzaCH SNP, ] e

citiva a presna, umoziuje priamu

b kvantifikaciu cielovych molekal a
|| Pl i deteguje rozdiely v pocte kopii,
coommameng | L * je vyhodna pre suboptimalne vzorky s
J L nizkym obsahom fetilnej frakcie
— DNA.

O’Brien H, Hyland C, Schoeman E, et al. Non-invasive prenatal testing (NIPT) for fetal Kell, Duffy and Rh blood group antigen prediction in
alloimmunised pregnant women: power of droplet digital PCR. Br | Haematol 2020;189:¢90-4.



Fetalna/neonatalna aloimunitna trombocytopenia

* materska aloimunizacia proti antigénom HPA-1a je najcastejsou pricinou
tazkych pripadov fetalnej/neonatilnej alomunitnej trombocytopénie
(FNAIT) v kaukazskej populacii- 80 % hlasenych pripadov,

* neinvazivne vySetrenie fetalneho HPA-1a sa vykonava na diagnostické ucely
v tehotenstvach u aloimunizovanych matiek deti s FNAIT,

/sucasne sa zist'uje otcovska zygozyta HPA-1a/,

* ak je otec heterozygot HPA-1alb, existuje 50 % pravdepodobnost’, Zze fétus
bude HPA-1a negativny, nie je potrebna liecba IVIG (1-2 g/kg tyzdenne) +-
kortikosteroidmi (prednizon 0,5 mg/kg/den) !!

* v Norsku, Dansku, v Spojenom kralovstve a Holandsku prebehli diskusie o
zavedeni systematického HPA-1a typizovania vSetkych tehotnych zien,

* ziadna krajina vSak zatial' nezaviedla skriningovy program na identifikaciu
tehotenstiev ohrozenych FINAIT.

Nogués N. Recent advances in non-invasive fetal HPA-1a typing. Transfusion and Apheresis Science 2022,



Antenatalny algoritmus FNAIT

(B) Pregnant woman
with previous FNAIT

-y

Partner homozygous for Partner heterozygous or

NIPT for HPA-1a,

implicated HPA _unknown for implicated | Am:me r’::i: for
HPA '
Fetus with No g
& : + / Nointervention
<_ implicated HPA > required
T\ antigen -~ .
Yes ]/ x
No Consider maternal antenatal

i 13)116) (17 ‘

Previously S ; . | intervention at 20 - 22 weeks (and
affected neonate _ > not later than 24 weeks)

_ withICH _~ [
~ o age of gestation

Yes l 13)(15)17

Commence maternal
antenatal intervention
at 12 - 16 weeks age
of gestation

Lieberman L. Fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia: recommendations for evidence-based practice, an international
approachBritish Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd British Journal of Haematology, 2019, 185, 549-56



Prehlad aktualne pouZivanych metdd fetalnej genotypizacie HPA-1

Metoda Najskorsi
mozZny Cas
vySetrenia

RT PCR post- 2.trim. 18. t.

Mspl natravenie

Alelovo- 2.trim. 18. t.

Specificka RT

PCR

PCR HRM 2.trim. 15. t.

COLD-PCR 1.trim. 12. t.

NGS 13. t.

Digitalna PCR 1.trim. 8. t

sekvencne-specificka restrikcia
enzymového natravenia HPA-1b alely s
ciefom minimalizovania jej amplifikacie

jednoducha PCR metodika

jednoducha PCR metodika

nizka cena

nie je potrebné unikatne farbivo na
oznacenie prob

jednoducha PCR metodika

vyssia senzitivita v porovnani s
konvencnou RT PCR

interna kontrola pre fetalnu DNA

rozdelenie aliel minimalizuje kompeticiu

materskych aliel
vysoka senzitivita
vysoka presnost’

COLD-PCR - co-amplification at lower denaturation temperature PCR, HRM- high-resolution melting

Nevyhody

problematické dosiahnutie alelove;j
$pecificity
bez internej kontroly pre fetalnu DNA

bez internej kontroly pre fetalnu DNA

bez internej kontroly pre fetalnu DNA

bez internej kontroly pre fetalnu DNA

vysoka cena
nutnost’ bioinformatickej podpory
potrebnej pre hodnotenie vysledkov

slaby prah signalu moze viest” k
talos$nej pozitivite

variabilita objemu kvapiek ovplyviuje
presnu kvantifikaciu

Nogués N. Recent advances in non-invasive fetal HPA-1a typing. Transfusion and Apberesis Science 2020; 59: 1-6.



Nova generacia sekvenovania

* silnou strankou sekvenovania novej generacie/masfvneho paralelného
sekvenovania je moznost’ multiplexovat’ vel'ky pocet vzoriek a cielov v
jednom teste,

* citlivost’ zavisf od hibky sekvenovania,

* technika je stale dost’ pracna a draha, vyzaduje skasenostt,

* Rieneck et al. vyvinuli sekvenacné testy pre krvné skupiny Kell a ABO z
fetalnej cfDNA,

* Orzinska et al. sa podarilo urcit’ fetalne krvnu skupinu klinicky
najdolezitejsich systémov Rh, Kell, Fy, Jk a MNS,

* Wienzek-Lischka sekvenoval indikatorové SNP tychto rovnakych
systémov, ale test bol primarne urceny na sekvenovanie l'udského
trombocytového antigénu 1, a alely krvnych skupin fungovali ako interné
znacky.




‘ Nova generacia sekvenovania

* Sedé vertikalne boxy oznacuju polohu amplikénov na réznych exénoch
génov RHD, RHDY a RHD-CE-D. Z1té pismena oznacuji rozdiely v
sekvencit baz oproti génu RHD, ktoré st detegované konkrétnymi
amplikonmi.

AGGACTATCAGGGCTTGCCCCGGGCAGAGGATGCCGACACTCACTGCTCTTACTGGGTTTTAT TGCAGACAGACTACCACATGAACATGATGCACATCTAC
TACCCGAGGGAACGGAGGATAAAGATCAGACAGCAACGATACC
TGGATGTTCTGGCCAAGTTTCAACTCTGCTCTGCTGAGAAGTCCAATCGARAGG
TCATGGGCTACAACTTCAGCTTGCTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTGATAC
’V |r TGCCTGCATTTGTACGTGAGAARCGCTCATGACAGCARAGTCTCCAATGTTCGCGCAGGCACTGGAGTCAGAGAARATGGAGTTGA

LDl 1 g 2g354g5g6g7g8ygoglol

Rh neg --[}-------=------= 1 - T -I----I}- = amplicon

XX X X X
ceas T T TET T T 1 Tal
[ I. TGCCTGCATTTGTACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGTCTCCAATGTTCGCGCAGGCACTGGAGTCAGAGAAAATGGAGTTGA
TCATGGGCTACAACTTCAGCTTGCTGGGTCTGCTTGGAGAGATCATCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTGATAC

TGGATCTTCTCGCCAAGTETCAACTTITCGCTCTGCTCAGAAGTCCAATCGARAGG
TACCCGAGGGARCGGAGGATAAAGATCAGACAGCAACAATACC
AGGACTATCAGGGCTTGCCCCGGGC-AGAGGATGCCGACACTCACTGCTCTTACTGGGTTTTATTGCAGACAGACTACCACATGAACTTACTGGGTTTTATTGCAGACAGACTACCACATGAACATGATGCACATCTAC

rnp-ce-o{ HEEHIEHIHEHIHEHIHEHEHE -

Amplicon—>m = ==

4adb 5 7 10
\- |— TGCCTGCATTTGTACGTGAGAAACGCTCATGACAGCAAAGTCTCCAATGTTCGCGCAGGCACTGGAGTCAGAGAARATGGAGTTGA
TCATGCACTCCATCTTCAGCTTGCTGTGTCTGCTTGGAGAGATCACCTACATTGTGCTGCTGGTGCTTCATAC

TGGATGTTCTGGCCAAGTGTCAACTCTGCTCTGCTGAGAAGTCCAATCCAARGG

TACCCAAGGGAACGGAGGATAATGATCAGAGAGCAACGATACC
AGGACCATCAGGGCTTTCCCCTGGGCAGAGGATGCCGACACTCACTGCTCTTACTGGEGTTTTATTGCAGACAGACTACCACATGAACCTGAGGCACTTCTAC

Moise JK. The use of free DNA for fetal RHD genotyping in the Rh negative pregnant patient—the time has come. Awserican Journal of
Obstetrics & Gynecology 2025, 188 — 193.



| MALDI-TOF MS

* je metoda zalozena na rozdieloch v hmotnostt amplifikovanych sekvencii.

* fetalna DNA sa najprv amplifikuje Specifickymi primermi a vysledné
amplikony sa potom separuji na zaklade ich velkosti kapilarnou
elektroforézou.

* casovo narocnejSta metdoda ako qPCR kvoli samostatnému kroku
elektroforézy po amplifikacit.

* na rozdiel od qPCR nie su potrebné ziadne sondy,
citliva metdda na typizaciu fetalnej RHD.

Kimura M, Sato C, Hara M, et al. Noninvasive fetal RHD genotyping by maternal plasma with capillary electrophoresis. Transfusion 2008;48:1156-
03, Doescher A, Petershofen EK, Wagner FE, et al. Evaluation of single-nucleotide polymorphisms as internal controls in prenatal diagnosis of
tetal blood groups. Transfusion 2013;53:353-62



Z.aver

* antenatalna genotypizacia génov krvnych skupin plodu je dnes Standardna
sucast’ antenatalnej diagnostiky,

* antenatalne vySetrenie RHD plodu prispieva k sofistikovanejSiemu
manazmentu gravidity RhD negativaych Zien,

* antenatalne vysetrenie RHD je dnes rutinne dostupné !ll,

* otazkou zostava moznost’ antenatialneho vySetrenia ostatnych krvnych
skupin na Slovensku




Dakujem za pozornost’
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