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( Osszefoglalds: Az elmilt két évtizedben szdmos kutatés foglalkozott a fetomaterna-
lis és maternofetalis sejt, illetve sejtt6l fiiggetlen DNS-cserével. A magzati sejtek, illet-
ve magzati DNS jelenléte az anyai vérben szamos Uj lehetGséget nyitott a praenatalis
diagnosztika, valamint kiilonb6z6 anyai betegségek pathomechanizmusanak vizsga-
lata teriiletén. Hasonl6képpen a magzati DNS és sejtek anyai vérben tortén6 kimu-
tatasdhoz az anyai sejtek, valamint DNS jelenlétének igazoldsa a magzat, Gjsziilott
keringésében tovdbbi kérdéseket vet fel. Vizsgdlatunk célja az volt, hogy anyai erede-
tli DNS-t mutassunk ki érett, valamint korasziilottek vérébdl. Tiz Rh-pozitiv anya és
Rh-negativ djsziilott pdr esetében periférids vért gytjtottink a megsziiletést kovetd
35-120 percben. DNS-izoldldst kovetéen a RhD allél hetes exonjénak real-time po-
limeréz ldncreakcidval (PCR) torténé meghatdrozasat, illetve az tjsziildttek vérének
ellenanyag-meghatdrozasat végeztiik. Az elvégzett real-time PCR soran mind a tiz
esetben kimutathaté volt az RhD allél hetes exonja. Az ellenanyag-meghatdrozds
sordn az Ujsziilottek vérében nem volt kimutathat6 ellenanyag. Eredményeink sze-
rint az anyai eredet DNS kimutathaté az djsziilottek vérében. Ezek a sejtek, illetve
a DNS vélhet6en szerepet jatszanak a velesziiletett autoimmun betegségek, valamint

Rh-negativ nem sziilt n6k szenzitizaci6jaban.

<

Kulcsszavak: anyai DNS, real-time PCR, grandmother jelenség

Bevezetés

Az intrauterin életben az anyai és magzati
keringést az emberre jellemzé haemochorialis
tipusi méhlepény vilasztja el egymadstdl. A
méhlepény szerkezetéb6l adéddan anatomiai
€s élettani ismereteinknek megfeleléen az
anyal €s magzati vér nem keveredik egymas-
sal. Az elmult évtizedben szamos olyan kutata-

si eredmény ldtott napvildgot, amely az anyai,
illetve magzati sejteknek ,,vandorldsar6l” sza-
mol be az anyai €s magzati keringés kozott [1,
2]. A magzati sejtek kimutatdsa az anyai szo-
vetekben tobb mint egy évszazados miiltra te-
kint vissza [3]. Ennek ellenére a magzati sejtek
anyai periférids vérbdl torténd izolalasara €s
vizsgalatdra csak néhdny évtizede, a sejtt6l
fiiggetlen magzati eredeti DNS izolaldséra és
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kimutatdsara a kilencvenes évek médsodik felé-
ben keriilt sor [4, 5, 6].

A magzati eredet(i sejtek, valamint szabad
DNS jelenléte az anyai vérben 1j lehetségeket
nyitott a noninvaziv praenatdlis diagnosztika
szamdra. A szabad magzati DNS mdr a terhes-
ség 5. hetétdl kimutathat, €s mennyisége a ter-
hesség eldrehaladtdval folyamatosan novek-
szik, majd a sziilést kovetden exponencidlisan
csokken. Megfelel6 markerek felhaszndldséval
a szabad magzati DNS alkalmas a magzat ne-
mének és Rh-statusdanak meghatdrozdsara, €s
ezéltal a nemhez kototten 6rokl6dd betegsé-
gek, valamint az Rh-Osszeférhetetlenség altal
okozott magzati szovédmények praenatdlis di-
agnosztikdjara is [7, 8].

Az anyai eredet( sejtek jelenlétét a koldok-
zsinér vérében néhany kutatécsoport szintén
leirta [9, 10, 11]. Az anyai sejtek a mdsodik
és harmadik trimeszterben jelennek meg a
koldokzsinérvérben. E sejtek pontos szerepe
nem ismert. A sejtek mennyiségét illetSen ter-
minusban a koldokzsinérvérben fellelhetd
sejtek 6%-a anyai eredetl. A kozelmultban
néhany kutatécsoportnak miniszatellita régid
amplifikacidjaval sejttél fiiggetlen szabad
anyai DNS-t is sikeriilt a k6ldokzsinérvérben
fellelnie.

Az dltalunk végzett vizsgélat célja az anyai
eredetii szabad magzati DNS kimutatdsa volt a
megsziiletést kovets 35—120 percben koraszii-
16ttek €s érett Gjsziilottek vérében.

Anyag és modszer

Rh-pozitiv anyédk korasziilottjei, illetve érett Uj-
sziilottjei vérébdl szeroldgiai médszerrel vércsoport-
meghatédrozds tortént a megsziiletést kovets két 6ran
beliil. Az Rh-negativnak bizonyult djsziilottek eseté-
ben 400ul vénds vért gydjtottink EDTA tartalmu
csovekbe. A terhességi kor a megsziiletéskor 23—40.
hét kozott volt.

A levett vénds vért —20C°-on tdroltuk a DNS izo-
lal4saig. Az izoldlast 200 pl vérbdl szildrd fazisd ad-
szorptiés oszlop felhasznaldsdval (HighPure DNA
Sample Preparation Kit, Roche Diagnostics, Manhe-
im, Germany) végeztiik 1-10 6rdval a vérvételt kbve-
t6en. A DNS eluéldsa 120 pl eldcids pufferrel tortént.

Az anyai eredetd DNS kimutatdsdhoz az RhD allél
hetes exonjdnak meghatdrozdsat vdlasztottuk, sense
és antisense primerek (1. tdbldzat), valamint fluores-
cein-tetramethyl rodamine-nel (FAM-TAMRA) jelzett
probak (TimorBiol, Berlin, Germany) felhaszndlédsa-

I. tablézat

Az anyai DNS kimutatéshoz haszndlt
primerek és préba

Primer/proba  3'-5' szekvencia

FDexcn? Dlbsonse  CICCATCATGGCCIACAA
D7b-antisense  CCGGCICCGACGGTATC
D7b-probe  FAM-AGCAGCACAATG
TAGATGATCTCTCCA-
TAMRA

val. A polimerdz ldncreakciét 21 pl végtérfogati ol-
dattal végeztiik, amely tartalmazta az izoldlt DNS-t
(3 ul), 8 pl nukledzmentes vizet, 5,25 pl 25 mmol-os
MgCl,-ot, mindkét primert, a FAM-TAMRA-val je-
161t prébat, valamint 3 pl ANTP valamint Taq poli-
merdz tartalmi LC reakci6 mixet. A real-time PCR-t
LightCycler eszkozzel végeztiikk (RocheDiagnostics,
Mannheim, Germany). 8 percig tart6, 95°C-on torté-
nd denaturaciét kévetden 50 PCR ciklusra keriilt sor:
10 s 95°C, 10 s 56°C, 15 s 72°C protokoll szerint.
A terméket a PCR ciklusok amplifikdciés fazisdban a
fluorescens szigndl 530 és 640 nm-en t6rténd szimul-
tan detektdlasdval mértiik. A DNS mennyiségének
szamoldsa sordn kiils6 standard gorbét hasznaltunk.
Minden PCR sordn pozitiv és negativ kontrollt vet-
tiink tekintetbe az dlpozitiv, valamint dlnegativ ese-
tek kikiiszobolésére. A pozitiv kontrollhoz sziikséges
DNS-mintdt Rh-pozitiv néktdl, a negativ kontrollok
esetében egyrészt DNS-mentes mixet, valamint Rh
negativ nulligravid nékt6l nyert DNS-mintét hasz-
néltunk. A mintdk DNS-tartalmat globin specifikus
primer prébéval ellendriztiik.

Minden korasziilott és érett Ujsziilott esetében ellena-
nyag-meghatdrozas tortént immunszerol6giai médszerrel.

A vizsgilatok az EU Minisztérium Kutatds Etikai
Bizottsdgdnak engedélyével torténtek.

Eredmények

Az éltalunk végzett tanulmény sordn tiz Rh-
pozitiv anyat és Rh-negativ korasziilottjét, illet-
ve érett Ujsziilottjét vizsgaltuk. Mind a tiz Rh-
negativ djsziilott esetében az RhD allél hetes
exonja kimutathato volt a periférids vérben. Al- .
pozitiv, valamint dlnegativ esetet nem taldltunk.
Az anyai DNS szdmolt koncentracidja 14,66 és
5140 pg/ul kozotti értéknek adodott. Az elvég-
zett immunszeroldgiai vizsgélat sordn nem volt
kimutathaté ellenanyag az jsziilottek vérében
(Il. tablazat).
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Il. téblazat

A vizsgalt minték anyai DNS-tartalma, valamint az Gjsziilétt ellenanyagszirésének eredménye

=N NOoOOBb WM —

Minta  Terhességi Vérvétel idépontja Uj-/koraszilétt  RhD allél DNS- ellen-
kor (hét) a sziléstsl szamitva  Rh-statusa koncentrécié  anyag
(perc) (pg/1)
38 100 Rh-negativ pozitiv 3260 negativ
39 90 Rh-negativ pozitiv 5140 negativ
35 60 Rh-negativ pozitiv 2064,12 negativ
23 85 Rh-negativ pozitiv 14,66 negativ
40 35 Rh-negativ pozitiv 4420 negativ
33 120 Rh-negativ pozitiv 152 negativ
38 100 Rh-negativ pozitiv 1650 negativ
33 80 Rh-negativ pozitiv 235 negativ
32 100 Rh-negativ pozitiv 62,42 negativ
0 30 ; 40 Rh-negativ pozitiv 82,26 negativ
Megbeszélés szindsithetd, hogy a szabad DNS az anyai tiido-

Az altalunk végzett vizsgdlat sordn a nemzet-
kozi szakirodalomban elséként mutattuk ki ko-
rasziilottek és érett djsziilottek periférids véré-
ben az anyai eredetd szabad DNS-t.

Szamos kutatds tanibizonysdga szerint az
anya és a magzat kozott kétiranyu sejt- €s DNS-
,-aramlas” torténik [1, 2]. E sejtek, illetve a sza-
bad DNS szerepe jelenleg még nem tisztazott,
azonban néhany tanulmany arrdl szdmol be,
hogy bizonyos autoimmun betegségek, példaul
scleroderma, autoimmun thyreoiditis esetén a
magzati eredet( sejtek szama az érintett szervben,
szovetben joval nagyobb, mint a nem érintett
egyénekben [12, 13, 14]. Hasonloképpen vele-
sziiletett systemas lupus erythematosus esetében
az anyai eredetl sejtek nagy szdma volt megfi-
gyelhet6 az elhalt (jsziilottben. Az anyai eredetd
sejtek és DNS jelenléte az djsziilottek vérében ér-
dekes kérdéscket vet fel, és lehetséges magyara-
zata az Rh-negativ nulligravid n6k Rh-szenziti-
zacidjanak (,,grandmother effect”).

Szamos kutatasi eredmény van arra vonatkozo-
an, hogy honnan szdrmaznak az anyai keringés-
ben jelenlévé magzati sejtek. Jelenleg azt gondol-
juk, hogy a keringésben fellelhetd sejtek nagy ré-
sze magzati magvas vorosvérsejt, illetve trophob-
lastseijt, kis része magzati eredeti lymphocyta. Te-
kintettel arra, hogy a keringd szabad DNS
mennyisége meghaladja a magzati vorosvérsejtek
szétesésébll szarmazo DNS mennyiséget, valo-

ben szétesett trophoblastsejtekbdl szdrmazik [2,
4]. Az anyai sejteket tekintve a koldokzsinorban,
valamint a magzati keringésben lényegesen ala-
csonyabb sejtszammal dllunk szemben, a sejtek
eredetére vonatkozoan is kevesebb informéacio all
rendelkezésre, mivel a magzati oldalon nem talal-
hatdk a trophoblastsejtekhez hasonlé anyai sejtek,
ezért ezek a sejtek vélheten tobbségiikben fehér-
vérsejtek, illetve anyai Gssejtek. A legutobbi kuta-
tdsok a magzati eredetd DNS gyors lebomldsarol
szamolnak be a magzat megsziiletését kdvetden
[15]. Az anyai DNS-re vonatkozéan nem allnak
rendelkezésre ilyen adatok.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy az Gj-
sziilottek keringésében a megsziiletést kovetoen
jelen van az anyai eredetd sejttdl fliggetlen sza-
bad DNS. Az ujsziilottek vérében fellelhetd
DNS nagy val6sziniiséggel a magzatba kertil6
anyai sejtek szétesésébdl szarmazik. A magzati
vérbe keriil6 anyai sejtek és a DNS nagy valo-
szintiséggel szerepet jitszanak a congenitalis
autoimmun betegségek kialakuldsdban. A kora-
sziilottek és érett Gjsziilottek vérében perzisztalo
anyai sejtek és a DNS az jsziilott immunrend-
szerének fejlodésével hozzdjarulhat az Rh-nega-
tiv magzat szenzitizacidjadhoz. Emellett emlitést
érdemel a koldokzsindrvérbdl nyert Ossejtekkel
torténd transzplanticié szovédményeként je-
lentkezG graft versus host reakcid, melynek hat-
terében a koldokzsinérvér anyai ssejtekkel tor-
ténd contamindtidja is dllhat.
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Lazar L, Harmath A, Nagy B, Ban Z, Nagy
GYR, Papp Z: Detection of maternal deoxyri-
bonucleic acid in the peripheral blood of new-
born infants

In the past decade, lots of attention has been focused on the
fetomaternal and maternofetal transfer of nucleated cells and
plasma DNA. In some autoimmune diseases, the fetal DNA is
presumed to have an important role in the etiology of the dise-
ase. In the same way, the presence of maternal cells and free
plasma DNA in the fetal/newborn’s circulation arouses interes-
ting questions. The aim of our study was to detect maternal de-
oxyribonucleic acid in the peripheral blood of newborn infants.
In case of ten RhD-positive mother-RhD-negative -newborn
pairs, peripheral blood samples were collected from the new-
born infants within 35-120 min after birth. The maternal origin
of the DNA was determined by real-time PCR amplification of
the exon 7 of the RhD-positive allele. The presence of anti-D
IgG and IgM was determined. In all the ten cases, the RhD
exon 7 was amplified during the PCR reaction. The result of
our study proves that maternal DNA is present in the fetal pe-
ripheral circulation. The presence of maternal-derived
cells/DNA in the blood of the newborn infants might have a
role in the immunization of the newborn infants and could al-
s0 be a possible explanation for the ‘grandmother effect’ in ca-
se of Rh-negative nulligravida patients.

Keywords: maternal DNA, real-time PCR,
Grandmother effect
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