HeunHBa3usHa npeHatanHa RHD
reHoTUNM3auuja Ha petyc npeky naasma oa
MajKaTa

Ha3ue Ha J3Y
UHcTuTyT 32 TpaHcdy3moHa meanumHa - CKonje
Penybanka MakKepoHuja

Ha3ue Ha uHcmumyyujama Kaoe e o0pxcaHa obykama
3aBopg, 3a TpaHcdy3noHa meguuuHa - JbybsbaHa
Penybnnka CnoBeHuja
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Buoneta lNeTKkoBCKa
1. Kagmnesa



*Rhesus D (RhD) uHKomnatubunmjata nomery RhD-HeratmuBHa majka M RhD-nosutusBeH oetyc
npocneaeHa co anoceHsnbunusauymja n NpoaykuMja Ha MajumHuM aHTM D aHTUTena e NpuuMHa 3a
XeMOoIUTUYKaA 6onect Ha HOBOPOAEHOTO.

*Co npumeHa Ha aHTeHaTa/sIHaTa U NOCTHaTanHata aHTM D npodunakca ce pegyumpa puUsnKoOT oA
RhD anoumyHu3auumja.

*Bo HawaTta nonynayumja okony 85% ce RhD nosutueHu n 15% ce RhD HeratuBHu nHgusmnayn.

*NMputoa, ce cmeta geka okony 40% op RhD HeratuBHM 6pemeHM XeHU NpUMaaT aHTEHaTa/lHa
npodunakca nako Hocat RhD HeratuseH ¢eTtyc.

*OTKkako BO 1997 roguHa e ycnewHo usonupaHa cell-free fetal DNA (cff), HemHBa3uBHaTa
AeTepMuMHauMja Ha ¢etanHata RHD reHotunusaumja op majuMHata naasma MNOYHYBa Aa ce
BOBeAyBa BO ce noseKe nabapatopuu.

*OgpeaysareTo Ha RhD KpBHorpynHa reHoTunNM3aumja Ha ¢etyc oa majumHa naasma OBO3MOXKYBa
TapreTupaHa npodunakca co IgG anti D, HameHeTa UCKNYYUBO Ha MajKu Kou HocaT RhD nosuTtuseH

deryc.

*Real time - Q PCR e metogonoruja Koja ce Kopuctu 3a gerekuyuja Ha RHD reHoTunusauuja npeky
cell free fetal - cff DNA oa nnasma Ha majkara.

*Co uen ga ce ycsojat metoaute Ha usonaumja Ha cff 1 Q PCR ja noceTuBme monekynapHaTa
nabopatopuja npu 3aBoaoT 3a TpaHchy3noHa meauumHa Bo JbybsbaHa — ChoseHuja.



* cnutyBaH reH RHD
* Jlokauuja — npBnoT Xxpomosom 1P36.11
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reHomcKa DNA — Bucoko monekynapHa DNA
cell free DNA (cf) — KpaTkun pparmeHTH



MDABX Fetal DNA

K. :

Bo nnasmarta Ha TpyaHUUUTE MMa:

*Cf DNA
Cff DNA - ce pertektMpa BO 7-ma rectaumcka Hezena u

KOJIMMMHATa pacTe BO TEK Ha bpemeHocCTa



Baby’s DNA in Mother’s Blood
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>@a Maternal cell-free DNA

Cff DNA notekHyBa oa TpodobnacT - npm anonto3a

Ha KneTkn Ha Tpodobnactot ce ocnoboaysa cff DNA

*Cff DNA - KpaTku ¢pparmeHTn og 143 6.n.

*Cff DNA oncrtaHyBa camo HeKoAKy MUHYTU (17) no parawe u
cocema Mcye3HyBa 3a 2 4aca NO parakbeTo, AoAeKa PpeTanHute
KNEeTKMN MpeXMBYyBaaT BO LUMPKyNaLMja HA MajKaTa Co roaAuUHU



*1997 - 1o u copaboTHUUMTE 3a NnpB NaT oTKpmeaaT cff DNA npeky
AeTekuuja Ha Y XpomMo30MOT.

*1998- KpaTKo Bpeme noToa bune aganTupaHuU MOIEKYNaPHU aHaAnU3M 33
RHD kaj Rh D HeratnBHu TpyaHUUM.

* Ha no4yeToK POKycoT 6 cTaBeH Ha OTKpuBatbe Ha peTtasneH RHD Kaj
NMYHU3UPAHM MAjKU HO MOKACHO Ce BKJIyyyBaaT U HeMMyHu3npanm Rh D
HEeraTUBHW TPYAHULUMN.

*2001 - Finning u copaboTHnuuTe ro ansajHunpaat Q PCR.
*Pa3BueEHU ce eceun 3a ageteKkumnja Ha cff DNA 3a RHD reHoTunm3aumja, Kou
KOPUCTAT Pa3/In4HM €r30HU NI KOMBUHALMja 04 er30HU U UHTPOHM

Kopuctejkmn Q PCR.

e[locera MHory ctyamu ce nybIMKyBaHW Ha OBaa Tema KoM ja noTeAyBaat
CUTypHOCTA Ha MeToaaTa.



3emare Ha KpB oA TpyaHuua 3a RHD reHotunusauunja

* ONTMMaNHO Bpeme 3a He MHBa3MBHa AeTeKkumnja Ha RHD cTtaTyc Ha
deTyc oa, KpB Ha MajKa e 12 rectauucka Heaena.

* [Mna3sma e nogobap n3bop BO 0A4HOC Ha CEPYM.

* KpB ce 3ema BO CTaHAapaHu enpyseTtn co K2-EDTA.

e KpBTa ce ueHTpmndyrmpa Ha 2500 rpm — 10 muHyTW.

* Ce oagBojyBa nsaamata 0,5 cm Hapg buffy coat 3a ga ce nsberne
NPUCYCTBOTO HA MAjUYNUHUN KNETKMW.

* [Mha3maTa ce yeHTpudyrmupa Ha 14000 rpm - 10 MUHYTK.

e CynepHaTaHTOT Ce KOPUCTU 3a U3onaumja Ha cff.

* ABTOMATCKKN n3onnpaHa DNA e nogobpa oa maHyenHa eKkcTpauuja, ce
n3berHyBa KOHTaMUHaLUWja.

* EKcTpaKumnjaTa ce n3seaysa BeaHal no AobmBareTo Ha KpBTa (3apaan
NN3nparbe Ha MajuMHU KPBHU KNETKU M ocnoboayBatbe reHoMcKka DNA).
 Cff DNA ce enympa Bo 60ul 1 ce nogecysa KoHu, oa 40ug/ml.

* [loctaByBarbe Ha Q PCR.



Real-time PCR- Q PCR

* Real time PCR e TexHuKa koja ce 6a3upa Ha KOHBEHLMOHASTHNOT
PCR Bkny4dyBajkn amnnundukaumja Ha tapret DNA cekBeHua.

* PCR 3ano4yHyBa coO [feHaTtypauwja Ha gsojHoBepukHata DNA Ha
94°C, cnegn aHunupawe Ha criobogHu HYKNeoTUan KOH npajMepuTte
co nomow Ha Taq nonumepasa Ha 60°C u enoHraumja Ha DNA
cekBeHuaTa Ha 72°C.

* Real-time PCR ce pasnukyBa o KoHBeHuUmnoHanHmot PCR no
TOA WTO € OBO3MOXEHO CUMYNTaHO MEpPEHE Ha KofnudyumHaTa Ha
nponssegeHntTe PCR doparMeHTn BO Cekoja pasa of peakuumjara.

‘Peakumjata ce mssegysa BO MalunHWM - thermocycler, kon ocBeH
CUCTEMOT 3a Op30 3arpeBare N Nagewe Ha TepmMobioKoT umaar
NHTErpvpaH OMTUYKM CUCTEM KOj IO OTUYMTYyBa (OryOPECLEHTHUOT
CUrHarsn Koj € npaBonponopuMoHarieH co KonuumHata Ha gobueHute
aMnIMKOHKM BO TEK Ha peakuunjaTa.



* Q PCR ocBeH npajmepwu BKAydyBa U GAyopecLeHTHO obenerkaHu OIMroOHYKNeoTuAHM Npobu Kom cneundunyHo ce
Bp3yBaaT 3a oapeaeHo mecto Bo [HK cekBeHuaTa. ObenerkyBareTo MNOTEKHyBa o ¢nyopecueHTHa 60ja
penopTep Koja ce Haora Ha egHMOT Kpaj og npobaTa, A0AEeKa Ha APYrMOT NOCTOM efeH BUA Ha NpuayLlyBad Koj ro
OHEBO3MOXYBa €EMUTYBabETO HA CBET/IMHA O, PENOPTEPOT, CE€ AO0AEKA MHTEPHO XnbpuamsmpaHaTta npoba He ce
NPeKkMHe AO/IXK Hej3suHaTa cekBeHua. [peKnHyBareTo e npegm3BMKaHO 04 NOAMMEpU3MpPaHaTa Bepura Koja co
nomow Ha Tag noammepasaTa 3anodYHyBa Aa Ce M340/KyBa M MNOJSeKa MO4YHyBa Aa ja oagenysa npobarta
xmbpuansmpana 3a HK.

* Kora HoBaTa nosanmepusvpaHa Bepura AOCTUIHE HEKaZe A0 MOJIOBMHA O, AO/KMHATA 3a ¢ayopecLeHTHaTa
npoba, penopTepoT ce oagenyBa o4 NpuaywysayoT (quencer) M NOYHyBa Aa E€MUTMPA CBETIMHA Koja e
perncTpmpaHa of CTpaHa Ha ONTUYKMOT CUCTEM Ha anapaToT.

Forward primer
%
1. Monumepusayuja =

2. NamecTyBare Ha NpobaTta

3. Pacuenysarse Ha npobaTa

4. 3aBplieHa nonumepusauyuja
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Myntunnekc QPCR ecej ru BKayuysa:

MHTPOH 4, er3oH 5, ersoH 7, er3oH 10, SRY, reH 3a anbymuH

Specificity Sequence (5'—3") Concentration Ref.
in gPCR, nM

RHD intron 4 in-house
Forward GCCCTTCCATCATGATTCATTT 300
Reverse ACAAGGAAACAAAGGCCAAGAG 800
MGB probe FAM-AAGCACTTCACAGAGCA-MGB 300

RHD exon 5 [11]
Forward CGCCCTCTTCTTGTGGATG 200
Reverse GAACACGGCATICTTCCTTTC 200
TagMan probe  FAM-TCTGGCCAAGTTTCAACTCTGCTCTGCT-TAMRA 50

RHD exon 7 [33]
Forward GTAACCGAGTGCTGGGGATT 800
Reverse CTCCAAGCAGACCCAGCAA 300
MGB probe FAM-ACAGCTCCATCATGG-MGB 350

RHD exon 10 [33]
Forward TGCCTGCATITGTACGTGAGA 800
Reverse CCTGCGCGAACATTGGA 800
MGB probe FAM-ACGCTCATGACAGCAA-MGB 300

SRY [33]
Forward CGTGCATCCACCAGCAGTAA 600
Reverse TGGTTGCTAAGGACTGGATGAA 600
MGB probe FAM-TCCCCACAACCTC-MGB 200

ALB [33]
Forward GCIGTCATCICTIGTGGGCTGT 400
Reverse ACAACAATGCCAGGGAGAGATTT 400
MGB probe FAM-ACTCITAAGCCTAGACGAT-MGH 150

MGB = Minor groove binder.

CeKBeHUMW Ha npajmepu, npobu, duHanHa

KOoHUeHTpauuja npu Q PCR peaKkuujata



KoMnoHeHTU BKAyYeHU BO UCNUTYBAHE HA: UHTPOH 4; er3oH 5,7,10; SRY; anbymuH

qPCR
PLODOVA DNA

RHD, SRY, ALB

primerji

RHD int4 - F
RHD int4 -R
RHD ekson 5 - F
RHD ekson 5-R

sonde

29.09.2016

RHD int4 - FAM-NFQ

RHD ekson 5 - FAM_TAMRA

M-NFQ

albumin - F albumin - FAM-NFQ
albumin - R
1 [RAD intron 4 St reakci (ul)
delovna konc. 10 pmol/ul 13
Reakcijska komponenta Volumen (ul) na vzorec _|Konéna konc. (nM)
TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10 1X 130
DNA vzorec |5 / /
Voda 1.2 / 15.
Forward primer 1.6 800 20.
Reverse primer 1.6 800 20.
TagMan probe (FAM-NFQ) 0.6 300 78
skupaj 20 ! 195
Po 15 ul/reakcijo.
2 RHD ekson 5 $t. reakcij (ul)
delovna konc. 10 pmol/ul 13
[Reakci'ska komponenta Volumen (ul) na vzorec |Konéna konc. (nM)
TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10 1X 130
DNA vzorec |5 ! /
Voda 41 [ [533
Forward primer 04 200 5.2
Reverse primer 0.4 200 5.2
TagMan probe (FAM-TAMRA) 0.1 50 1.3
[skupaj 20 / 195

Po 15 ullreakcijo.

3 $t. reakcij (UL
delovna konc. 10 pmol/ul 13

||-=’ ij komponenta Volumen (uL) na vz. Konéna konc. (nM)

TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10.0 1X 130

DNA vzorec 5.0 / /

Voda 4.0 7 |52

Mix primerjev in sond (assay by design) 41.00 (900/250) 113

skupaj 20.00 / 1260

Tagman_ploscica_ViiA7_20160929_RHD_SRY_ALB_Skopje

Po 15 ullreakcijo.

4

delovna konc. 10 pmol/ul

St. reakcij (uL)
13

[Reakcijska komponenta

Volumen (uL) na vz.

Konéna konc. (nM)

‘TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10.0 1X 130
DNA vzorec 5.0 / /
Voda 4.0 / 52
Mix primerjev in sond (assay by design) 41.00 (900/250) 13
skupaj p 20.00 / 260
Po 15 ul/reakcijo.
5 SRY

delovna konc. 10 pmol/ul

§t. reakcij (ul)
13

[Reakcijska komponenta

Volumen (ul) na vzorec

Konéna konc. (nM)

“TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10 1X 130
DNA vzorec 5 / /
Voda 22 / 28.6
Fol rd primer 1.2 600 15.6

se primer 1.2 600 15.6
HE probe (FAM-NFQ) 0.4 200 5.2
skup: 20 / 195

Po 15 ul/reakcijo.

6 albumin

delovna konc. 10 pmol/ul

§t. reakcij (ul)
0

Reakcijska komponenta

Volumen (ul) na vzorec

Konéna konc. (nM)

TagMan Gene Expression Master Mix (2X) 10 1X 200
DNA vzorec 5 / /
Voda 3.1 / 6:
Forward primer 0.8 400 1
Reverse primer 0.8 400 1
' TagMan probe (FAM-NFQ) 0.3 150 6
skupaj 20 / 300

Prosta (fetal) DNA - 5 ulL/reakcijo.
gDNA - 2uL gDNA + 3uL. H20 na reakcijo

Tagman_ploscica_ViiA7_20160929_RHD_SRY_ALB_Skopje

Po 15 ul/reakcijo.



Bo Real time WHCTpymeHTUTE npumepouuTe Ce CTaBaaT BO CMeUMjaZiHM ONTUYKWU MI0YM HA KOU MOXKEe
NcToBpeMeHo aa ce oasuBaaT 96 nam 384 peakuymu. MNoaroTByBaH€TO Ha MHCTPYMEHTOT 3a paboTta e npeky
KOpuCTere Ha KoMNaTMbnaHO KpenpaH copTaep.
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TAQMAN - ViiA7

PesyntaTtu:

sonde imajo TAMRO (KF) in NFQ (ZTM)

reakcija: RHD int4, ex7, ex10, ex5, SRY, albumin - ZTM, KE

datum: 29.09.2016

izvajalec: Violeta, Persida, Tadeja

RHD int 4 RHD int4 RHD int 4 RHD ex5 RHD ex5 RHD ex5
(FAM-NFQ) (FAM-NFQ) (FAM-NFQ) (EAM) (FAM) (FAM)
800-p 800-p 800-p 200-p 200-p 200-p
300-s 300-s 300-s 50-s 50-s 50-s
PK NK H20 PK NK H20 PK NK H20 PK NK H20
Stand. S5 845608, Stand. S5 843608, Stand. S5 845608. Stand. S5 845608
(Promega, RhD-neg (Promega, RhD-neg (Promega, RhD-neg (Promega, RhD-neg
moski RhD 1:10000 \/ moski RhD 1:10000 mo3ki RhD 1:10000 | moski RhD ) 1:10000 L/
poz).- | poz).- " . poz).- ] poz).- ; A
1.0e+01 \) b 1.0e+01 \/ 1.0e+01 l' J 1.0e+01 v
PK NK H20 PK NK H20 PK NK H20 PK NK H20
Stand. S5 845608, Stand. S5 8435608 Stand. S5 845608 Stand. S5 845608
(Promega, RhD-neg ‘\j (Promega, RhD-neg (Promega, | | RhD-ncg (Promega, RhD-neg /
moski RhD 1:10000 U moski RhD 110000 &/ moski RhD; 110000 / | moski RhDD 110000 \/
v U : v
poz) poz) poz) poz)
DE, roj.
02016, a0t Ry ) W
07 . 8 s 8 - ) P
lazma j " \/\ﬁ—’i M Q X ) $ §
sph.27.07,2016, izol, /\AR% \‘\LOS M'Q}‘B M \]\'L x 3 \[\j"»x N! \/\)LA?
28.09.2016, EZ1
Virus 2.0
AL, r0j.xx.xX.19xx,
F, vz.14.09.2016, 7—
anti-D, g 19t, . / ¢ P
lazma sh. PUX ]: ’)0)/ ’ ’YO:)’ * C k
l174.092016, izol.. ?O)\ VV PO‘}V VO \ \ \(fv)ﬁ W V{) k (N} ‘;/0
28.09.2016, EZ1
Virus 2.0
PK PK NK NK H20 H20 DE DE DE AL AL AL
\M=NI Stand. S5 Stand. S5 Stand. S3 Stand. S3 % L W%
00-¢ (Promega, (Promega, (Promega. (Promega 0 ) Q . )
200 moski RhD: mo3ki RhD zenska) 7enska) \/I \J \)‘ (YO v \ vbu,b W M«
poz) poz) 1.0e+01 1.0e+01
Albumin NK NK NK NK DE DE AL AL
(FAM-NF() Stand. S5 N | Swand. 85 V| 845008, V| 845008, V " "
100-p (Promega. (Promega RhD-neg RhibD-neg “(7‘6)9 5
150- 5 zenska) zenska) 1110000 110000 (?O} ?O V-O
1.0e+01 1.0et01
Albumin Stand. S2 Stand. S2 \) Stand. S3 Stand. S3 Stand. S4 Stand. S4 Stand. S5 Stand. S5 H20 H20
(FAM-NFQ) (Promega, \/ | (Promega, (Promega, 'Vl (Promega, (Promega, /| (Promega, (Promega, (Promega, / / v
400-p moski RhD moski RhD moski RhD moski RhD moski RhD moski RhD mo3ki RhD moski RhD
150-s poz).- poz).- poz).- poz).- poz).- poz).- poz).- poz).-
1.0e+04 1.0e+04 1.0e+03 1.0e+03 1.0e+02 1.0e+02 1.0e+01 1.0e+01
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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3aK/Ay4OK/Hay4yeHUn neKkumm

Bo TeK Ha eayKauujaTta BO 3aBoAoT 3a TpaHCPy3MOHa meanLMHA BO
Jbyb/baHa Bo nabopatopmjata 3a mosieKynapHa buonorunja 6esme 3ano3HaTtu
TEOPETCKU N MNPAKTUYHO CO HEKOJIKY HOBU METOAMN:

- aBTOMATCKa eKcTpakuuja Ha cff DNA so Biorobot EZ1 Qiagen

- Q PCR npu HeMHBa3MBHa nNpeHaTasnHa aetekunja Ha RHD Ha deTyc
NpeKy naa3ma o Majka.

- RHD reHoTMnmn3aumjata Ha peTtyc 61 0BO3MOKMNA TapreTupaHa
MMyHonpo@dmnaKkca camo Ha TpyaHuum kom Hocat RHD + nnog

- UctoBpemeHo nsseaysasme u PCR - SSP TexHUKM 3a reHOTMNM3aUMja
Ha MNS kKpBHorpynHuot cuctem, Kell, Kidd, Duffy, kako 1 T.H. TecT Zygo fast

RHD 3a ogpeaysatbe Ha 3MrotHocT Ha RHD reHoT Kako xomo3urot DD 1 dd nam
xeTepo3urot Dd .



