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Assesment of the fetal KEL and RHCE genotype in alloimmunized pregnant women
Durdova V.', Bohmova J., Kratochvilova T.}, Vodicka R.?, Lubusky M.}

I0bstetrics and Gynecology Clinic of the Faculty of Medicine UP and the University Hospital Olomouc
?Institute of Medical Genetics and Fetal Medicine of the Faculty of Medicine UP and the University
Hospital Olomouc

Introduction: All pregnant women in the Czech Republic undergo the screening of irregular anti-
erythrocyte antibodies in their first trimester. The result is positive in about 5 % of all cases (in the
Czech Republic 5000 women annually), but only in about 1.5 % of the cases (1500 women) there is a
clinically significant anti-erythrocyte alloantibody. The fetus and/or the newborn is threatened by the
development of a significant form of a hemolytic disease only when the complementary antigen is
present on the erythrocytes. Using the non-invasive assessment of the genotype of the fetus from
the free fetal DNA circulating in the peripheral blood of pregnant women, it is possible to exclude the
fetuses that should lack the antigen and thus they should not be threatened by the development of
the hemolytic disease. From the clinically most significant alloantibodies, the antibody anti-E is the
most frequently diagnosed antibody in the Czech Republic while the alloantibodies anti-D, ¢, K belong
between the clinically most significant alloantibodies.

The Anti-K (Kell, KEL1) is diagnosed in about 0.1 % of the cases (in the Czech Republic annually 100
women). Assessing the KEL genotype of the fetus, we can exclude up to 95 % of the fetuses (95
fetuses annually), which lack the KEL1 allele that correspond to the presence of the erythrocyte “K”
antigen.

The Anti-c is diagnosed in about 0.1 % of the cases (in the Czech Republic annually 100 women).
Assessing the RHCE genotype of the fetus, we can exclude up to 44 % of the fetuses (44 fetuses
annually). These fetuses lack the variant of the RHCE gene that correspond to the presence of the “c”
antigen.

The Anti-C is diagnosed in about 0.1 % of the cases (in the Czech Republic annually 100 women).
Assessing the RHCE genotype of the fetus, we can exclude up to 56 % of the fetuses (56 fetuses
annually). These fetuses lack the variant of the RHCE gene that correspond to the presence of the “C”
antigen.

The Anti-E is diagnosed in about 0.6 % of the cases (in the Czech Republic annually 600 women).
Assessing the RHCE genotype of the fetus, we can exclude up to 74 % of the fetuses (504 fetuses
annually). These fetuses lack the variant of the RHCE gene that correspond to the presence of the “E”
antigen.

Methods: The non-invasive assessment of the KEL genotype of the fetus from the free fetal DNA in
the plasma of pregnant women was carried out by the minisequencing method using the capillary
electrophoresis (called SNaPshot). This method is based on extending primers of different lengths by
one base (fluorescently labeled dideoxynucleotides). Using the capillary electrophoresis, the length
of the extended primer and the type of the fluorescent length is assessed. The method was
consequently used to assess the RHCE genotype of the fetus.
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Results: In the total of 295 pregnant women (between the 8" and the 23™ gestational week), the
genotype of the fetus was assessed from the peripheral blood using the minisequencing method.
Consequently, the genotype of the fetus was verified by testing the cells of the newborn from the
buccal smear. The minisequencing method has proven to be reliable. The sensitivity and specificity of
the method have reached 100 %.

Conclusion: The non-invasive assessment of the RHCE and KEL genotype of the fetus enables to
exclude the fetuses which seem to lack the erythrocyte antigen and thus are not threatened by the
development of the hemolytic disease of the fetus and the newborn. Vice versa, it determines which
fetuses might have the antigen present and thus, they should be monitored in specialized centers
focusing on the hemolytic disease of the fetus and the newborn.
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Incidence preindukci a indukci vaginalniho porodu v Perinatologickém centru FN Olomouc v roce
2017

Hostinska E., Svancarova K., Pilka R., Lubusky M.

Porodnicko-gynekologickad klinika LF UP a FN Olomouc

Cil studie: Zjistit incidenci preindukci a indukci vaginalniho porodu v Perinatologickém centru (PC)
Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL) v roce 2017.

Metodika: Retrospektivné-prospektivni kohortova studie. V roce 2017 bylo v PC FNOL celkem 2545
porodl. V lednu — Cervenci (n = 1479) byla analyza provedena retrospektivné a od srpna nasledné
prospektivné (n = 1066). Pro prospektivni analyzu byl ke klinickému informacnimu systému (KIS) ve
FNOL vytvoren nastavbovy software, ktery umoznuje vedeni elektronické zdravotni dokumentace ve
strukturované podobné a soucasti zdravotni dokumentace je u kazdé preindukce/indukce indikaéni
protokol. Preindukce porodu — pouZiti farmakologickych ¢&i jinych metod za uUcelem pfipravy
délozniho hrdla pred indukci porodu pfi nepfipraveném nalezu (cervix skore <5). Indukce porodu —
vyvolani déloznich kontrakci u téhotné zeny, u které dosud neprobiha porod, s cilem dosdhnout
vaginalniho porodu (cervix skére >5). Pti retrospektivni analyze vsak nebylo moiné ze zdravotni
dokumentace vidy spolehlivé rozlisit, zda se jednalo o preindukci nebo indukci a proto jsou ve
vysledcich uvedeny spole¢né.

Vysledky: Vlednu — &ervenci 2017 byla incidence preindukci/indukci vaginalniho porodu 20,0 %
(295/1479). V srpnu — prosinci 2017 byla incidence preindukci/indukci 17,0 % (181/1066); preindukci
7,1 % (76/1066), indukei 9,9 % (105/1066).

Zavér: V Ceské republice nejsou v soucasnosti k dispozici validni data o incidenci preindukci/indukci
vaginalniho porodu v jednotlivych zdravotnickych zatizenich, protoZe stavajici klinické informacni
systémy takto definované parametrické dotazy neumozfuji. Je tfeba vytvofit klinicky informacni
systém, ktery by umoznil vedeni zdravotni dokumentace v péci o téhotnou Zenu, plod rodi¢ku a
novorozence v definovatelné strukturované podobé a nasledné podrobnou analyzu i dalSich
parametrd.
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Screening RHD genotypu plodu u RhD negativnich Zzen
Kratochvilova T." , Durdové V., Bohmova J.?, Holuskova 1.2, Lubusky M.

Porodnicko-gynekologickd klinika LF UP a FN Olomouc
2Ustav lékarské genetiky FN Olomouc
*Transfuzni oddéleni FN Olomouc

V ramci screeningového vysetfeni vI. trimestru téhotenstvi by mélo byt vSem Zenam provedeno
laboratorni vysetfeni z periferni krve a stanovena RhD krevni skupina. Cilem screeningu je
diagnostikovat RhD negativni téhotné Zeny (cca 15%, cca 15.000 téhotnych Zen rocné v Ceské
republice), které jsou ohroZeny rozvojem RhD aloimunizace. K rozvoji RhD aloimunizace mUze dojit
pouze v pripadé, Ze plod je RhD pozitivni. V pribéhu téhotenstvi by RhD negativnim téhotnym Zenam
mél byt v indikovanych pripadech preventivné podan imunoglobulin 1gG anti-D v dostatecné ddvce, a
to v pripadech potencialné senzibilizujicich udalosti, pfi kterych mdze dojit k priniku RhD pozitivnich
erytrocytl plodu do krve matky a rozvoji RhD aloimunizace, dale se provadi antepartalni profylaxe ve
28. tydnu a po porodu RhD pozitivniho plodu. Na zac¢atku téhotenstvi je mozné u RhD negativnich Zen
stanovit RHD genotyp plodu z volné fetalni DNA cirkulujici v matefské periferni krvi. VySetfeni musi
byt presné, spolehlivé a dostupné, tak aby bylo vyuZitelné v klinické praxi.

Metodika: DNA izolovand z 1 ml plazmy periferni krve téhotné Zeny byla izolovdna pomoci kitu
QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen). Pro stanoveni RHD genotypu plodu byly vypracovany dvé metodiky.
TagMan Real Time PCR s vnitfni kontrolou amplifikace, ktera je zaloZena na detekci exonu 7 RHD
genu a pro vnitfni kontrolu amplifikace byla pouzita sekvence B-globinu. Druhou metodikou je QF-
PCR s vnitfni kontrolou amplifikace pomoci kapilarni elektroforézy. Pro amplifikaci a kvantifikaci
multiplexu byly pouZzity primery z exonu 7 RHD genu a pro vnitfni kontrolu amplifikace byly pouzity
primery pro gonozomalni sekvence AMELX/Y.

Cilem je zhodnotit efektivitu zavedeni neinvazivniho stanoveni RHD genotypu plodu u vSech RhD
negativnich zen.

Z medicinského hlediska je stanoveni RHD genotypu plodu u vSech RhD negativnich Zen na zacatku
téhotenstvi efektivni. UmozZni tak diagnostikovat cca 40 % RHD negativnich plod( kdy Zené neni tieba
podat IgG anti-D. I1gG anti-D by mélo byt podano pouze v indikovanych ptipadech, protoZe se vyrabi
z plazmy senzibilizovanych darcli, objem produkce je tudiz limitovan. Dale se jedna o heterologni
bilkovinu, kterd miZe vyvolat neZadouci reakci. Rekombinantni forma IgG anti-D zatim neni
k dispozici.

Z ekonomického hlediska vzhledem k relativné nizké cené IgG anti-D neni vpodminkach Ceské
republiky efektivni stanoveni RHD genotypu plodu u vSech RhD negativnich Zen.
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Moznost vyuZiti stanoveni poméru sFit-1/PIGF v managementu téhotenstvi se zavaznou formou
preeklampsie a HELLP syndromu

Roubalova L., Kratochvilova T., Gardlo A., Lubusky M.

Porodnicko-gynekologickad klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: T&7ka forma preeklampsie a HELLP syndromu patfi k nejzavazné&j$im komplikacim t&hotenstvi.
MozZnost diagnostiky je omezend a i u jednoznacné stanovené diagndzy je sloZité predikovat
zavaznost stavu pro téhotnou Zenu i plod a zvolit optimalni management téhotenstvi, pfipadné jeho
ukonceni. Béhem poslednich let se do diagnostiky a predikce stdle vice zapojuji angiogenni
biomarkery sFlt-1 a PIGF, resp. jejich vzdjemny pomér. Cilem nasi retrospektivni studie bylo
vyhodnotit moZnost vyuZiti stanoveni poméru sFlt-1/PIGF v managementu téhotenstvi se zavaznou
formou preeklampsie a HELLP syndromu a stanovit statisticky vyznamnou cut-off hodnotu poméru
sFlt-1/PIGF pro porod do 48 hod od posledniho odbéru.

Metodika: Do retrospektivni studie bylo zafazeno 61 téhotnych Zen, které byly hospitalizovany
z dlivodl zavaznych priznakd svédcicich pro tézkou preeklampsii nebo HELLP syndrom a splfiovaly
vybérova kritéria pro zarazeni: hodnota poméru sFlt-1/PIGF >85 (validovana hodnota studii
PROGNOSIS pro placentarni dysfunkci), posledni odbér do tydne téhotenstvi 36+0, dostupné hodnoty
vsech vybranych parametr( (pomér sFlt-1/PIGF, krevni tlak, proteinurie, hodnota ALT, AST, LDH a
pocet trombocyt(l) a kompletni follow up. Na zadkladé konecné diagndzy byly téhotné rozdéleny do tii
skupin: HELLP syndrom (n = 9), tézka preeklampsie (n = 35) a ostatni: gestacéni hypertenze,
téhotenska cholestaza, porod po tydnu téhotenstvi 37+6 (n = 17). Pro statistickou analyzu byla
pouZzita metoda hlavnich komponent a Studentiyv t-test.

Vysledky: Metoda hlavnich komponent ukazala, zZe jedinym statisticky vyznamnym faktorem ze viech
stanovenych parametrd pro predikci porodu do 48 hod je hodnota poméru sFlt-1/PIGF. Byla
stanovena cut-off hodnota poméru sFlt-1/PIGF >900 pro porod do 48 hod od posledniho odbéru na
hladiné vyznamnosti p <0.05.

Zavér: Znasich vysledkd vyplynulo, Ze stanoveni poméru sFlt-1/PIGF je vhodnym dopliikovym
markerem pro diagnostiku tézkych forem preeklampsie a HELLP syndromu. Stanovena hodnota cut-
off poméru sFlt-1/PIGF >900 s vysokou senzitivitou predikuje porod do 48 hod od stanoveni a tim
umoziuje zvolit optimalni management téhotenstvi a vhodné nacasovani ukoncéeni téhotenstvi.
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Maternal serum levels of PIGF and sFlt-1 in predicting delivery of an SGA newborn
Roubalova L.}, Langova K.?, Kroutilova V.?, Durdova V.2, Kratochvilova T.2, Lubusky M.?

I Department of Clinical Biochemistry, University Hospital Olomouc, Czech Republic

’Department of Medical Biophysics, Palacky University Olomouc, Faculty of Medicine and Dentistry,
Czech Republic

3Department of Obstetrics and Gynecology, Palacky University Olomouc, Faculty of Medicine and
Dentistry, University Hospital Olomouc, Czech Republic

Objective: Currently, there is no laboratory screening test available to identify pregnancies at risk of
delivering a small for gestational age (SGA) newborn. SGA is associated with placental dysfunction. It
can be supposed that there is an association between maternal serum levels of angiogenic factors
(PIGF - placental growth factor, sFlt-1 - solubile fms-like tyrosine kinase 1) and SGA. The aim of the
study was to assess maternal serum levels of sFlt-1, PIGF and the sFlt-1/PIGF ratio in an unselected
population of pregnant women and evaluate the cut-off value in predicting delivery of an SGA
newborn.

Methods: In a prospective cohort study, in a group of 406 unselected pregnant women with
singleton pregnancies, maternal serum PIGF and sFlt-1 were assessed using the Thermo Fisher
assays on a Kryptor Compact platform. PIGF was assessed three times (at 9-13, 30-32 and 36-37
gestational weeks) and sFlt-1 two times (at 30-33 and 36—37 weeks) and the sFlt-1/PIGF ratio was
calculated. Newborn weight centiles were evaluated according to INTERGROWTH-21 standards. A
receiver operating characteristic (ROC) analysis was used to determine the threshold of the levels of
PIGF and sFlt-1 and sFlt-1/PIGF ratio in predicting delivery of an SGA newborn.

Results: SGA (birth weight <10" centile) was diagnosed in 7% of the newborns (29/406) and 1%
(4/406) had a birth weight <3™ centile. ROC analysis showed that none of the parameters were able
to predict delivery of SGA <10" centile, the area under the curve (AUC) was poor for all parameters
regardless of gestational age and did not exceed a level of 0.75. In the group SGA <3™ centile, ROC
analysis showed an excellent accuracy for PIGF in the 3" trimester, at 30-33 weeks (AUC = 0.89),
and particularly at 36-37 weeks (AUC = 0.91). The optimal PIGF cut-off at 30-33 weeks was 182 with
sensitivity 87% and specificity 75% and at 36-37 weeks cut-off 76 with sensitivity 86% and specificity
100%, respectively.

Conclusions: Maternal serum PIGF in the 3™ trimester, particularly at 36-37 weeks, can predict the
delivery of an SGA <3" centile at term, but not <10" centile, and neither sFlt-1 nor sFlt-1/PIGF ratio
improve prediction.
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Management umélého ukonéeni téhotenstvi Farmakologickou metodou nepiesahuje-li téhotenstvi
7 tydna v Ceské republice

Slunska P.*, Hanacek J.2, Fanta M. 3, Sehnal B.*, Gerychova R.?, Hold A.?, Zdefikové A. 3,
Neumannova H.*, Dziakova M. >, Lubusky M.*

! porodnicko-gynekologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2 Ustav pro péci o matku a dité, 3. LF UK, Praha

? Gynekologicko-porodnickd klinika 1. LF UK a VFN v Praze

* Gynekologicko-porodnickd klinika 1. LF UK a Nemocnice Na Bulovce, Praha
® Gynekologicko-porodnickd klinika LF MU a FN Brno

Cil studie: V Ceské republice (CR) Ize Zené uméle ukondit téhotenstvi v I. trimestru farmakologickou
metodou od cervna roku 2014, pokud o to pisemné pozadda a je-li pfi ultrazvukovém vysetreni
prokazano nitrodélozni jednocetné prosperujici téhotenstvi od 42. do 49. dne sekundarni amenorey,
temeno-kostréni délka (crown-rump length, CRL) zarodku 2-9 mm. Cilem prace je analyza
managementu umélého ukonceni téhotenstvi Farmakologickou metodou (UUT-F), nepresahuje-li
téhotenstvi 7 tydn( v péti centrech v CR.

Metodika: Multicentricka kohortova (prospektivni) studie. V letech 2014-2016 pfislo pozadat o UUT-
F celkem 1820 téhotnych Zen, diagndza nitrodélozniho jednocetného prosperujiciho téhotenstvi byla
stanovena pfi ultrazvukovém vysetieni transvaginalni sondou, CRL 2-9 mm. UUT-F bylo provedeno
kombinaci podani mifepristonu (600 mcg peroralné) a misoprostolu (400 mcg peroralné) s odstupem
48 hodin. Kontrolni ultrazvukové vysetteni k vylouceni pokracovani téhotenstvi bylo provedeno za 2-
3 tydny.

Vysledky: Celkem u 11,0 % Zen (201/1820) bylo diagnostikovano CRL >9 mm, neprosperujici,
vicecetné nebo ektopické téhotenstvi. U 1619 Zen bylo diagnostikovano téhotenstvi nitrodélozni
jednocetné prosperujici CRL 2-9 mm a vykon byl proveden, ale v 221 ptipadech (13,7 %) byla nutna
alespon jedna klinickd navstéva navic nez bylo mozné stanovit diagndzu, v 19 pfipadech dvé navstévy
(1,2 %) a v 5 pripadech dokonce 3 (0,3 %). Délka sekundarni amenorey v den zahajeni vykonu byla 42-
49 dni (primér - 47,1; median - 47), vék zen byl 14-47 let (prdmér — 30,7; median — 30). Celkem 20,8
% zen (336/1619) se nedostavilo na kontrolni ultrazvukové vysetieni k vylouéeni pokracovani
téhotenstvi a hodnoceni vysledku tudiz mohlo byt provedeno pouze u 1283 Zen. Selhani metody
»Pokracujici téhotenstvi“ bylo diagnostikovano u 1,6 % Zen (21/1283), ,,Nelplny potrat” u 6,5 % Zen
(83/1283) a ,Kompletni potrat“ u 91,9 % (1179/1283). Nasledna chirurgicka intervence byla
provedena celkem u 7,4 % Zen (95/1283)

Zavér: Zdravotnické zatizeni provadéjici farmakologické ukonceni téhotenstvi v I. trimestru by si mélo
vypracovat vlastni metodicky postup v souladu s platnou legislativou, souhrnem udajl o pfipravcich a
doporucenim odborné spolecnosti. Soucasti metodického postupu by mél byt rovnéz zplsob
hodnoceni vysledku a management. Ndsledna chirurgicka intervence by méla byt provedena pouze
vindikovanych ptipadech. Hlavnim cilem kontrolniho vysetfeni je vyloudeni selhani metody
,Pokracovani téhotenstvi“ a pacientka by méla byt podrobné informovana o rizicich a moZnostech
feSeni, nutny je informovany souhlas.
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Umélé ukonceni téhotenstvi Farmakologickou metodou (UUT-F) v I. trimestru — vyznam stanoveni
hCG a ultrazvukového vysetieni pfi diagnostice téhotenstvi a hodnoceni vysledku UUT-F

Slunska P.*, Madérkova Tozzi M. %, Kolafova V., Langova K. 2, Lubugky M. *

! Porodnicko-gynekologickd klinika, Univerzita Palackého Olomouc, Lékarskd fakulta, Fakultni
nemocnice Olomouc, Ceskd republika
2 Ustav Iékarské biofyziky, Univerzita Palackého Olomouc, Lékarskd fakulta, Ceskd republika

Cil studie: V Ceské republice (CR) Ize 7ené& uméle ukoncit t&hotenstvi farmakologickou metodou
(UUT-F) vI. trimestru je-li pfi ultrazvukovém vySetfeni prokdzano nitrodéloini jednocetné
prosperujici téhotenstvi od 42. do 49. dne sekundarni amenorey, temeno-kostréni délka (crown-
rump length, CRL) zarodku 2-9 mm. Cilem stuide je analyza vyznamu stanoveni lidského choriového
gonadotropinu (hCG) vséru/moci a ultrazvukového (UZ) vySetfeni pti diagnostice téhotenstvi a
hodnoceni vysledku UUT-F.

Metodika: Kohortovd (prospektivni) studie. V letech 2016-2017 bylo provedeno UUT-F celkem u 109
Zen, diagndéza nitrodélozniho jednocetného prosperujiciho téhotenstvi byla stanovena pfi
ultrazvukovém vysetfeni transvaginalni sondou, CRL 2-9 mm. UUT-F bylo provedeno kombinaci
podani mifepristonu (600 mcg peroralné) a misoprostolu (400 mcg peroralné) s odstupem 48 hodin.
Stanoveni hCG v séru/modi (low sensitivity urine pregnancy test, LSUP test) a UZ vySetfeni byly
provedeny pfi diagnostice téhotenstvi i hodnoceni vysledku UUT-F za 2-5 tydn(.

Vysledky: Pri diagnostice téhotenstvi byla pozitivni a stfedné silnd korelace mezi hCG vséru a
pramérem gestacniho vacku (r = 0,711; p < 0,0001) i CRL (r = 0,605; p < 0,0001). Délka sekundarni
amenorey v den zahajeni vykonu byla 42-49 dni (pramér — 45,6; median - 45), vék Zen byl 16-44 let
(prdmér — 29,4; median — 29). Pfi kontrolnim vysetfeni po UUT-F byla u 13,8 % Zen (15/109) hodnota
hCG v séru > 1000 IU/l a u 17,4 % (20/109) byl pozitivni LSUP test. UZ vysetfeni diagnostikovalo
»Pokracujici téhotenstvi” u péti Zen a zamlklé téhotenstvi u jedné Zeny (hCG v séru bylo vidy > 1000
IU/I a LSUP test byl vidy pozitivni). Celkem u 5,5 % Zen (6/109) byla provedena nasledna chirurgicka
intervence véetné , Pokracujiciho téhotenstvi“ (n = 5); u zamlklého téhotenstvi (n = 1) byl podan dalsi
misoprostol a chirurgickou intervenci nebylo nutné provést.

Zavér: Pri diagnostice téhotenstvi je pozitivni a stfedné silnd korelace mezi hCG v séru a CRL. Pfi
kontrolnim vysetfeni po UUT-F umoZni negativni LSUP test spolehlivé vyloudit pokracujici i zamlklé
téhotenstvi, je-li LSUP test pozitivni, mélo by byt provedeno ultrazvukové vysetteni, ale chirurgicka
intervence by neméla byt indikovana pouze na zékladé rozsifrené dutiny délozni.



