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PRENATALNA GENOTIPIZACIJA RHD-LOKUSA

S POMO]U LAN^ANE REAKCIJE POLIMERAZOM

U FETUSA S RIZIKOM OD HEMOLITI^KE BOLESTI

PRENATAL GENOTYPING OF THE RHD LOCUS BY POLYMERASE CHAIN REACTION

IN FETUS AT RISK OF HEMOLYTIC DISEASE
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Deskriptori: Rh-HR sustav krvnih grupa – genetika; Plodova voda – citologija; DNK – izolacija; Lan~ana reakcija

polimerazom; Prenatalna dijagnoza; Rh izoimunizacija – komplikacije; Anemija – dijagnoza; Fetusne bolesti

– dijagnoza

Sa`etak. Suvremeni na~in zbrinjavanja Rh-aloimunizacije podrazumijeva ranu dijagnozu RhD-statusa ploda i to~nu

procjenu stupnja fetalne anemije uz minimalnu uporabu invazivnih dijagnosti~kih i terapijskih postupaka. Stupanj fetalne

anemije mo`e se precizno odrediti s pomo}u doplerske tehnike, a dijagnoza fetalnog RhD-genotipa postavlja se analizom

stanica plodne vode ili fetalne DNA iz plazme RhD-negativnih majki metodom lan~ane reakcije polimerazom (PCR).

Premda se prenatalna dijagnoza RhD-genotipa iz stanica plodne vode s pomo}u metode PCR u razvijenim zemljama rutinski

primjenjuje ve} desetak godina, u Hrvatskoj donedavno nije postojala takva mogu}nost. Zbog nekori{tenja opisane tehnike

donedavno je u Hrvatskoj postojao neadekvatan pristup pacijenticama koji se o~itovao u nepotrebnim i nesvrhovitim kontro-

lama, laboratorijskim testiranjima, amniocentezama i kordocentezama. U ovom radu detaljno opisujemo prvi slu~aj prena-

talne dijagnoze fetalnog RhD-genotipa analizom DNA izolirane iz stanica plodne vode s pomo}u lan~ane reakcije polimera-

zom (PCR).

Descriptors: Rh_HR blood-group system – genetics; Amniotic fluid – cytology; DNA – isolation and purification;

Polymerase chain reaction; Prenatal diagnosis; Rh isoimmunization – complications; Anemia – diagnosis;

Fetal diseases – diagnosis

Summary. Modern management of Rh alloimmunization includes early diagnosis of fetal RhD genotype, precise assess-

ment of the severity of fetal anemia and the use of minimal number of invasive diagnostic and therapeutic procedures. The

severity of fetal anemia can be assessed by Doppler ultrasound, while fetal RhD genotype is determined from the amniotic

cells or fetal DNA extracted from the mother's serum by polymerase chain reaction (PCR). Although prenatal RhD genotype

diagnostic techniques have been used in developed countries more than 10 years, they have not been available in Croatia

until recently. As a consequence of unavailability of these techniques in Croatia there has been inadequate approach to the

patient, in whom inappropriate and unnecessary visits, amniocentesis, cordocentesis and laboratory tests were performed.

Therefore, we describe the first case of successful prenatal diagnosis of fetal RhD genotype by PCR analysis of DNA

extracted from amniotic fluid cells.
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Aloimunizacija na eritrocitne antigene posljedica je imu-

nosnog odgovora majke na eritrocitne antigene ploda koje je

plod naslijedio od oca. U klini~koj praksi naj~e{}e su-

sre}emo senzibilizaciju na Rhesus (Rh) antigene skupine D,

C/c i E/e. Uz navedene postoji i niz takozvanih neredovitih

antigena (engl. irregular antigens) koji, izuzev Kellov anti-

gen, mogu izazvati samo bla`i oblik aloimunizacije.

Klini~ki najva`niji i naj~e{}i uzro~nik aloimunizacije na eri-

trocitne antigene je RhD-antigen, a te`ina bolesti izazvane

aloimunizacijom kre}e se od klini~ki neuo~ljivog oblika pri

ro|enju do fetalnog hidropsa i intrauterine smrti ploda ako

se bolest ne lije~i.

Suvremeni na~in zbrinjavanja Rh aloimunizacije podra-

zumijeva smanjenje invazivnih dijagnosti~kih i terapijskih

procedura (amniocenteza, kordocenteza i intrauterinih

transfuzija) na {to manji broj. Zbog toga je nu`no {to ranije

odrediti RhD-status ploda i to~no procijeniti te`inu fetalne

anemije. Danas se s pomo}u doplerske tehnike i mjerenjem

vr{ne brzine protoka krvi kroz sredi{nju mo`danu arteriju

mo`e precizno odrediti te`ina fetalne anemije ploda.1 Za

dijagnozu fetalnog RhD-genotipa rabi se metoda lan~ane

reakcije polimerazom (PCR). Dijagnoza se mo`e postaviti

DNA-analizom stanica plodne vode ili izravno, analizom

fetalne DNA koja se dobije izoliranjem i umno`avanjem iz

plazme RhD-negativnih majki.2,3

Temelj prenatalne dijagnostike Rh-aloimunizacije je mo-

lekularna analiza RhD i RhCcEe-gena. Rh-lokus na prvom

kromosomu sadr`ava dva visokohomologna, premda raz-

li~ita gena: RhD i RhCcEe. Rh-pozitivne osobe imaju jedan

ili dva RhD i dva RhCcEe-gena, dok RhD-negativne osobe

imaju dva RhCcEe-gena, ali nemaju gen RhD.4 Dva

Rh-gena imaju gotovo homologni slijed nukleotida (razlika

u 5% slijeda), sastoje se od 10 egzona ukupne veli~ine

>75 kb i oba kodiraju peptide od 417 aminokiselina. Razlike

u slijedu nukleotida izme|u RhD i RhCcEe-gena koriste se u

genotipizaciji da bi se utvrdilo postoji li RhD-gen.

Utvr|ivanje prisutnosti RhD-gena s pomo}u PCR-metode

temelji se na pronala`enju strukturnih razlika u intronu 4 –

deleciji od 600 parova baza koliko je kra}a intronska sek-

venca RhD-gena u odnosu na RhCcEe-gen, te razlike u nuk-
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leotidnim sekvencama egzona 3 i egzona 10 koje su spe-

cifi~ne za RhD-gen, dok je sekvenca egzona 7 zajedni~ka za

oba gena i slu`i kao pozitivna kontrola uspje{nosti PCR-me-

tode.2,5,6

U Hrvatskoj se do sada nije prenatalno odre|ivao RhD-

genotip ploda PCR-metodom. Dijagnoza bi izostajala ili bi

se, u najboljem slu~aju, RhD-ploda odredio s pomo}u kor-

docenteze u drugom tromjese~ju trudno}e. U ovom radu

`elimo izvijestiti o prvom slu~aju prenatalne dijagnoze

RhD-genotipa ploda iz stanica plodne vode metodom

lan~ane reakcije polimerazom u Hrvatskoj te skrenuti pozor-

nost na njegovo klini~ko zna~enje.

Prikaz bolesnice

Trideset{estogodi{nja trudnica javila se u 10. tjednu

~etvrte trudno}e u na{u kliniku radi drugog mi{ljenja. Pret-

hodno joj je, temeljem ishoda tre}e trudno}e, savjetovan

prekid trudno}e. Detaljno su obja{njeni mogu}i klini~ki

ishodi koji direktno ovise o RhD-nalazu ploda. U tom kon-

tekstu ponu|ena je mogu}nost prenatalne Rh-genotipizacije

ploda. Trudnica je odlu~ila nastaviti trudno}u.

Pacijentica je imala urednu obiteljsku i osobnu anam-

nezu, krvnu grupu A, fenotip Cde/ce i bila je RhD-negativna.

Otac je imao krvnu grupu 0, fenotip Cde/ce i bio je RhD-po-

zitivan. Prve dvije trudno}e imale su uredan tijek i zavr{ile

terminskim, vaginalnim poro|ajima zdrave mu{ke novo-

ro|en~adi. Oba novoro|en~eta imala su uredne Apgar in-

dekse. Prvo je novoro|en~e bilo te{ko 3350 g, a drugo 3850

g. Nije bilo podataka o primjeni primjerene anti-D-profi-

lakse nakon tih poro|aja. U tre}oj trudno}i dijagnosticirana

je Rh-aloimunizacija na temelju pozitivnog indirektnog an-

tiglobulinskog testa, uz nepoznate podatke o dinamici titra

protutijela. Trudno}a je zavr{ila u 39. tjednu spontanim, va-

ginalnim poro|ajem mu{kog novoro|en~eta te`ine 3050 g i

Apgar indeks 7,8. Nakon ro|enja, novoro|en~e je smje{teno

u jedinicu intenzivnog lije~enja zbog izrazite anemije (eri-

trociti 1,67 x 1012/L, hemoglobin 73 g/L, hematokrit 0,20),

gdje su u~injene tri eksangvinotransfuzije. Poslijeporo|ajni

tijek bio je kompliciran konvulzijama. Dijete je otpu{teno

ku}i 19. dana `ivota. Krvna grupa djeteta bila je 0, RhD-po-

zitivna.

U 17. tjednu ove trudno}e u~injena je amniocenteza, a iz

stanica plodne vode izolirana je i umno`ena DNA s pomo}u

metode PCR. Kakvo}a i koli~ina izolirane DNA provjerila

se umno`avanjem betaglobinskoga gena. U sklopu genotipi-

zacije RhD/RhCcEe, gen RhD selektivno se poku{ao umno-

`iti s pomo}u po~etnica (engl. primers) specifi~nih za taj

gen (tablica 1). Taj se postupak temeljio na razlici u nukleo-

tidnom slijedu izme|u gena RhD i RhCcEe u egzonu 10,

razlici u veli~ini introna 4 i umno`avanju gena RhD u eg-

zonu 7.2,5,6 PCR-produkti obojeni etidijevim bromidom pri-

kazani su na 1,5%-tnom agaroznom gelu u usporedbi s mo-

lekularnim biljegom od 10 do 2000 parova baza (pb),

veli~ine pojedina~nih pruga DNA od 100 pb (Takara, Japan)

(slika 1).

Na temelju u~injene analize RhD-gena postavljena je di-

jagnoza RhD-negativnog ploda. Citogenetskom analizom

plodne vode dobiven je uredan mu{ki kariogram (46XY).

Preostali dio trudno}e protekao je uredno. Indirektni anti-

globulinski test bio je pozitivan, a titar antitijela negativan.

Budu}i da je plod bio RhD-negativan, nije do{lo do kri-

ti~nog porasta koli~ine antitijela koji bi rezultirao pozitiv-

nim titrom. U 40. tjednu trudno}e trudnica je spontanim, va-

ginalnim poro|ajem rodila mu{ko dijete, te{ko 4000 g i

urednih Apgar indeksa. Krvna grupa djeteta nakon ro|enja

bila je 0, RhD-negativna, fenotipa Cde/ce. Dijete je imalo

urednu crvenu krvnu sliku i fiziolo{ku hiperbilirubinemiju

koja je lije~ena fototerapijom i infuzijama te je otpu{teno

ku}i 5. dana poslije ro|enja.

Rasprava i zaklju~ci

Benet i suradnici2 prvi su 1993. godine uspje{no utvrdili

Rh-genotip analizom stanica plodne vode s pomo}u metode

PCR na nizu od 15 plodova. Kad su nalaze fetalnog genotipa

usporedili s fetalnim fenotipom, koji se odre|uje serolo-

{kom analizom RhD-antigena fetalnih eritrocita iz krvi

uzete kordocentezom, prona{li su potpunu podudarnost. Da-

nas je amniocenteza prihva}ena kao primarni postupak u

odre|ivanju fetalnoga genotipa, budu}i da je kordocenteza

slo`eniji zahvat i nosi vi{estruko ve}i rizik od gubitka ploda.

Biopsija korionskih resica bila bi optimalan izbor jer bi se

dijagnoza fetalnog RhD-genotipa mogla postaviti najranije.

Tablica 1. Po~etnice kori{tene kod Rh-genotipizacije

Table 1. Primers used for Rh genotyping

Po~etnica

Primer

Gen

Gene

Egzon

Exon

Nukleotidni slijed

Nucleotide sequence

A1 RhCcEe 7 TGTGTTGTAACCGAGTGCTG

A2 RhCcEe 7 ATTGCCGTTCCAGACAGTAT

A3 RhD 10 TTAAGCAAAAGCATCCAAGA

A4 RhD 10 AATAAATGGTGAGATTCTCCTC

A9 (intron 4) RhD 4 ACGATACCCAGTTTGTCT

A6 (intron 4) RhD 5 TGACCCTGAGATGGCTGT

Slika 1. Analiza RhD i RhCcEe-gena u uzorcima DNA oca, majke i

plodne vode s pomo}u lan~ane reakcije polimerazom. Majka fetusa bila

je RhD-negativna, a otac RhD-pozitivan. Zna~enje pruga: M = moleku-

larni biljeg s prugama DNA u razmaku od po 100pb; 1 = �-globin u plod-

noj vodi, 110 pb (+); 2 = otac, egzon 7 RhCcEe-gena, 129 pb (+); 3 =

majka, egzon 7 RhCcEe-gena, 129 pb (+); 4 = plodna voda, egzon 7

RhCcEe-gena, 129 pb (+); 5 = otac, egzon 10 RhD-gena, 193 pb (+); 6 =

majka, egzon 10 RhD-gena, 193 pb (–); 7 = plodna voda, egzon 10

RhD-gena, 193 pb (–); 8 = otac, intron 4 RhD-gena, 600 pb (+) i

RhCcEe-gena, 1200 pb (+); 9 = majka, intron 4 RhD-gena 600 pb (–) i

RhCcEe-gena, 1200 pb (+); 10 = plodna voda, intron 4 RhD-gena, 600

pb (–) i RhCcEe-gena, 1200 pb (+)

Figure 1. Polymerase chain reaction (PCR) bands obtained in DNA

samples from father, mother and amniocytes during Rh genotyping of

the fourth fetus. The mother was RhD negative, and the father was RhD

positive. DNA ladder bands: M = 100-bp DNA ladder, 1 = amniocyte

sample � globin 110 bp (+), 2 = father-exon 7 RhCcEe gene 129 bp (+), 3

= mother-exon 7 RhCcEe gene 129 bp (+), 4 = amniocyte sample-exon 7

RhCcEe gene 129bp (+), 5 = father-exon 10 RhD gene 193 bp (+), 6 =

mother-exon 10 RhD gene193 bp(–), 7 = amniocyte sample – exon 10

RhD gene193 bp (–), 8 = father-intron 4 RhD gene 600 bp (+) and

RhCcEe gene1200 bp (+), 9 = mother-intron 4 RhD gene 600 bp (–) and

RhCcEe gene 1200 bp (+), 10 = amniocyte sample – intron 4 RhD gene

600 bp (–) and RhCcEe gene 1200 bp (+)
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No, zbog jakih fetomaternalnih krvarenja koje izaziva i po-

sljedi~nog porasta maternalnog titra antitijela treba se izbje-

gavati.7 Iz istih razloga, prilikom izvo|enja amniocenteze,

valja izbjegavati prolaz igle kroz posteljicu.

Indikacija za amniocentezu postavlja se na osnovi utvr-

|ivanja zigotnosti RhD-lokusa oca. U rutinskoj klini~koj

praksi ona se utvr|uje na osnovi o~eva serolo{kog statusa

(o~ev RhC/c i E/e-fenotip), rasne pripadnosti oca (zbog

smanjene pojavnosti RhD-gena u populacijama koje nisu

europskog podrijetla) te Rh-statusa njegove prethodno ro-

|ene djece.8 Ako je otac Rh-pozitivan homozigot, plod }e

tako|er biti Rh-pozitivan, {to zahtijeva daljnji nadzor trud-

no}e. Ako je otac Rh-pozitivan heterozigot, indicirana je

amniocenteza da bi se utvrdilo je li plod Rh-negativan, za {to

postoji 50% {anse. Ako je plod Rh-negativan, maj~ina pro-

tutijela ne}e imati nikakvog utjecaja na plod te nije potrebno

provoditi daljnju dijagnosti~ku obradu majke i ploda. Na-

damo se da }e se u skoroj budu}nosti zigotnost RhD-lokusa

oca odre|ivati PCR-metodom, a ne serolo{ki kao do sada.

Jedno opse`no ispitivanje od 347 slu~ajeva pokazalo je da

to~nost utvr|ivanja RhD-statusa s pomo}u analize stanica

plodne vode metodom PCR iznosi 99,7%.9 Po mi{ljenju ne-

kih autora, kad se opisanim postupkom utvrdi Rh-negativan

status, nije potreban daljnji nadzor ploda.10 Me|utim, opi-

sano je nepodudaranje fetalnoga genotipa i fenotipa nakon

amniocenteze u 1,5% slu~ajeva.11 Takvo neslaganje mo`e

biti prouzro~eno pogre{no navedenim o~instvom, ali i gen-

skim preure|enjem RhD-lokusa oca koje se javlja u oko 2%

slu~ajeva.4,11 Da bi se isklju~ilo takvo neslaganje, prepo-

ru~uje se provjera o~eve krvi PCR-metodom s istim po~etni-

cama koje su se rabile u analizi stanica plodne vode. Ako

o~instvo nije poznato ili otac djeteta nije dostupan, mo-

gu}nost la`no negativnog nalaza mo`e se provjeriti serij-

skim odre|ivanjem titra antitijela. Naime, ako je plod

stvarno Rh-negativan, onda je mogu}nost neznatnog porasta

titra zbog anamnesti~ke reakcije samo 2%. Ako se zabilje`i

vi{estruki porast titra, onda se mora provjeriti to~nost

RhD-negativnog rezultata koji je dobiven PCR-analizom

stanica plodne vode. Tada je najsvrhovitije u~initi kordo-

centezu i utvrditi RhD-status ploda s pomo}u serolo{kih

ispitivanja, ili ponoviti amniocentezu i analizu stanica

plodne vode.

Posljednjih godina u nekim se europskim centrima pro-

vodi neinvazivna prenatalna RhD-genotipizacija ploda s

pomo}u izoliranja i umno`avanja fetalne DNA iz plazme

Rh-negativnih majki, {to je metoda s potvr|eno visokom

osjetljivo{}u i specifi~no{}u.2,12,13 Prema Danielsu,14 to~nost

te metode je izme|u 90% i 100%. Mogu}nost la`no negativ-

nih nalaza postoji ako se uzorci uzimaju u prvom tromje-

se~ju trudno}e, vjerojatno zato {to je koli~ina fetalne DNA

koja tada postoji vrlo mala.12,14

Smatramo da bi opisanu tehniku utvr|ivanja fetalnog

RhD-genotipa trebalo uvesti u sve tercijarne centre u Hrvat-

skoj s ciljem da postane sastavni dio budu}eg postupka. Pra-

vovremena prenatalna dijagnoza RhD-negativnog ploda eli-

minirat }e nepotrebne kontrole i laboratorijska testiranja

trudnice te nesvrhovite amniocenteze i kordocenteze. [to-

vi{e, u skoroj budu}nosti o~ekujemo da se u Hrvatskoj

uvede tehnika fetalne RhD-genotipizacije izravno iz seruma

majki.
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