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Neinvazivni SRY, RHD a RHCE genotypizace plodu
z periferni krve téhotnych zen na 7300 real-time PCR systému
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SOUHRN

Cil studie: Doposud pouzivany ABI PRISM 7700 sekvenéni detekéni systém se jiz prestal vyrabét, fada laboratofi je proto
nucena prevést dosavadni neinvazivni prenatalni diagnostiku na noveé pfistrojové vybaveni. V této studii se zaméfujeme na
testovani pouziti 7300 real-time PCR systému pro Ucely rutinniho neinvazivniho uréeni pohlavi, RHD a RHCE genotypu plodu.
Nézev a sidlo pracovisté: Laboratoi bunécné biologie, Pediatricka klinika, 2. LF UK a FN Motol Praha.

Material a metody: Hodnotime amplifikaci paternalnich alel na extracelularni DNA izolované z materské periferni krve
pomoci QlAamp DSP Virus kitu (c a E alely RHCE genu) a QlAamp DNA Blood Mini kitu (SRY, RHD a C alela RHCE
gend) u 22 téhotnych zen v rozmezi 10.—38. tydne gravidity.

Vysledky: SRY (n = 6), RHD (exon 7 a exon 10, n =7) a RHCE (C alela, n = 3; c alela, n = 3; E alela, n = 3) genotypizace
plodu provedené na 7300 real-time PCR systému byly ve shodé s pohlavim a Rh fenotypem plodu &i narozeného
ditéte u vSech vySetfenych téhotnych zen.

Zaver: Prokazali jsme, ze 7300 real-time PCR systém je dostatecné citlivy pro detekci paternalnich alel na fetalni DNA pfitomné
v extracelularni DNA izolované z materské plazmy. Timto zplisobem miizeme nadéle i po vyrazeni ABI PRISM 7700 sekvencniho
detekeniho systému z provozu zajistovat spolehlivé neinvazivni uréeni pohlavi plodu u t€hotenstvi s rizikem X-vazanych onemocnéni
u plodu a neinvazivni RHD a RHCE genotypizaci plodu u aloimunizovanych téhotenstvi s rizikem fetalni erytroblastézy.
Klicova slova: extracelularni fetalni DNA, kvantitativni PCR v realném ¢ase, RHD gen, RHCE gen.

SUMMARY

Hromadnikova I., Vesela K., Schrollova R., Doucha J.: Non-invasive fetal SRY, RHD and RHCE genotyping from
maternal peripheral blood by using 7300 Real-Time PCR System

Objective: Since ABI PRISM 7700 sequence detection system has not already been commercially available, quite a
number of laboratories are obliged to perform actual non-invasive prenatal diagnosis from maternal peripheral blood
on new equipment. The purpose of this study was to test the usage of 7300 real-time PCR system for the purpose of
routine non-invasive fetal sex determination and fetal RHD and RHCE genotyping.

Settings: Cell Biology Laboratory, Paediatric Clinic, 2nd Medical Faculty and University Hospital Motol Prague.
Material and Methods: We evaluated paternal allele amplification on extracellular DNA isolated from maternal peripheral
blood by using QlAamp DSP Virus kit (c and E alleles of RHCE gene) and QlAamp DNA Blood Mini kit (SRY, RHD and
C allele of RHCE gene) in a cohort of 22 pregnant women within 10" and 38™ week of pregnancy.

Results: The results of fetal SRY (n = 6), RHD (exon 7 and exon 10, n = 7) and RHCE (C allele, n = 3; c allele, n = 3; E
allele, n = 3) genotyping performed on 7300 real-time PCR system corresponded to sex and/or Rh phenotype of the
foetus or the newborn in all tested pregnant women.

We showed that 7300 real-time PCR system is sensitive enough for paternal allele detection performed on fetal DNA
fraction within extracellular DNA isolated from maternal plasma.

Conclusion: After ABI PRISM 7700 sequence detection system would be completely taken out of service, we would be
able henceforth to provide reliable non-invasive fetal sex determination in pregnancies at risk of X-linked disorders and
non-invasive fetal RHD and RHCE genotyping in alloimmunized pregnancies at risk of haemolytic disease of newborn.
Key words: extracellular fetal DNA, real-time PCR, RHD gene, RHCE gene.

Uvod

Nenvazivni prenatalni RHD a RHCE genotypizace
plodu umoznuje identifikaci plod v riziku fetalni erytro-
blastézy u aloimunizovanych téhotenstvi [1, 2, 5, 13].
Neinvazivni uréeni pohlavi plodu umozniuje provedeni
invazivniho prenatalniho vySetfeni (biopsie choriovych
klkt, amniocentéza) pouze u téch téhotenstvi s rizi-
kem X-vazanych onemocnéni plodu, u kterych byl ne-
invazivné uréen plod muzského pohlavi [3, 4, 8].

Doposud pouzivany ABI PRISM 7700 sekvenéni de-
tekeni systém se jiz pfestal vyrabét, fada laboratofi je pro-
to nucena prevést dosavadni diagnostiku na nové pfistro-

je. V této studii se zaméfujeme na testovani pouziti 7300
real-time PCR systému pro ucely neinvazivni prenatalni
diagnostiky — ureni pohlavi, RHD a RHCE genotypu plo-
du. Hodnotime amplifikaci paternalnich alel na extracelular-
ni DNA izolované z materské periferni krve pomoci QlI-
Aamp DSP Virus kitu (c a E alely RHCE genu) a QlAamp
DNA Blood Mini kitu (SRY, RHD a C alela RHCE genu).

Material a metodika

Celkem bylo testovano 22 téhotnych zen v rozmezi
10.-38. tydne gravidity s pfevahou pacientek v 1. tri-



mestru gravidity (n = 17), kdy je neinvazivni prenatalni
diagnostika nejzadanéjsi. Pacientky daly informovany
souhlas s odbérem periferni krve pro toto vySetreni.

Priprava plazmy

Plazma byla pfipravena z 10 ml nesrazlivé peri-
ferni krve (EDTA) nejpozdéji 24 hodin po odbéru
(centrifugace 1200 g, 10 minut). Poté byla plazma
sto€ena zvovu a skladovana pfi -80°C az do dalSiho
zpracovani. Pro minimalizaci rizika kontaminace
vzorkl jsme provadéli veskeré zpracovani biologic-
kého materialu v laminarnim boxu tfidy Il a pro pi-
petovani jsme pouzivali aerosol rezistentni Spicky.

Izolace DNA z mateiské plazmy
pomoci QlAamp DSP Virus kitu

Detekce paternalnich Rhc a RhE alel RHCE genu
byla provadéna na extracelularni DNA izolované z ma-
tefské plazmy pouze pomoci QlAamp DSP Virus kitu,
jelikoz vysledky naSich pfedchozich analyz prokazaly,
ze QlAamp DSP Virus kit zvySuje vytéznost extrace-
lularni fetalni DNA pfitomné v mateiské plazmé, coz je
klicové zejména u amplifikace paternalné zdédénych
alel, které se liSi od alel maternalnich pouze v jednom
nukleotidu [14].

DNA byla extrahovana z 1 ml matefské plazmy
za pouziti QlAamp DSP Virus kitu (Qiagen, Hilden,
Germany) podle modifikovaného protokolu vyrobce.
Snizené mnozstvi QIAGEN Proteazy (20 ul) bylo
pouzito k rozstépeni proteind. Odstranéni rezidual-
nich soli a protein(l bylo provedeno vakuovym systé-
mem (QlAvac 24 Plus, Qiagen, Hilden, Germany)
a bylo rovnéz pouzito snizené mnozstvi promyva-
cich pufra (600 ul AW1, 750 ul AW2, 750 ul etanol).
DNA byla eluovana 60 pul AVE pufru a 15,0 ul eluatu
bylo pouzito pro amplifikaci paternalnich alel.

Izolace DNA z mateiské plazmy
pomoci QlAamp DNA Blood Mini kitu

Amplifikace SRY, RHD a C alely RHCE genu byla pro-
vedena na extracelularni DNA extrahované z matefské
plazmy prostrednictvim QlAamp DNA Blood Mini kitu (14).

DNA byla extrahovana z 1 ml matefské plazmy za
pouziti QlAamp DNA Blood Mini kitu (Qiagen, Hilden,
Germany) podle modifikovaného protokolu vyrobce.
Snizené mnozstvi QIAGEN Proteazy (20 ul) bylo pou-
Zito k roz&tépeni proteind. Odstranéni rezidualnich soli
a protein( bylo provedeno centrifuga¢né (bez pouziti
vakuového systému) a bylo rovnéz pouzito snizené
mnozstvi promyvacich pufrd (500 ul AW1, 500 ul AW2).
K Uplnému odstranéni promyvacich roztokd byl zara-
zen navic centrifuga¢ni krok (20 000 g, 1 minuta). DNA
byla eluovana 60 pl AE pufru a 15,0 ul eluatu bylo pou-
zito pro amplifikaci paternalnich alel (nepublikovana data
SAFE NoE workshop).

PCR v realném €ase
Analyza byla provedena na 7300 real-time PCR
systému (Applied Biosystem, Branchburg, New Jer-

sey, USA). PCR reakéni smés (celkovy objem
50 ul) obsahovala TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystem, Branchburg, New Jersey,
USA), optimalizované primery (300 nM pro SRY,
RHCE a 200 nM pro RHD exon 10), TagMan sondu
(200 nM pro SRY, RHCE a 100 nM pro RHD exon
10) a 15 ul templatu. Podminky PCR reakce byly
nastaveny podle manualu vyrobce (2minutova pre-
inkubace pfi 50 °C potfebné pro aktivaci AmpEra-
se Uracil N-glykosylazy s naslednou 10minutovou
preinkubaci pfi 95 °C nutnou pro aktivaci AmpliTaq
Gold DNA polymazy; dale 50 cyklu pfi 95 °C 15 s
(denaturace DNA) a 60 °C 1 min (anelace a synté-
za DNA).

Kazdy vzorek DNA izolovany z matefské plazmy
byl analyzovan v osmijamkovych stripech v 6 replika-
tech (2 DNA izolace). Pozitivni vysledek byl hodnocen
jako detekce fluorescencniho signalu v jamce pred 40.
cyklem (Ct < 40) po manualni analyze pfi stejné hod-
noté thresholdu (nastaveni stejného thresholdu ve viech
analyzach umoziuje srovnavat data z jednotlivych ana-
lyz i bez provedeni kvantifikace prostfednictvim stan-
dardni kfivky).

Sekvence jednotlivych primert a TagMan sond byly
jiz publikovany v pfedchozich ¢lancich [1-14].

Vysledky

Hodnotili jsme vysledky amplifikace paternalnich
alel na extracelularni DNA izolované z matefské peri-
ferni krve pomoci QlAamp DSP Virus kitu a QlAamp
DNA Blood Mini kitu na 7300 real-time PCR systému
(obr. 1, 2). Vysledky neinvazivniho prenatalniho vyset-
feni RHD a RHCE genotypu plodu jsme korelovali
s vysledky imunohematologické analyzy pupecniko-
vé krve po narozeni ditéte.
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Fig. 1. Amplification of RHD gene (exon 7 and 10) on extracellular
DNA isolated from peripheral maternal blood of RHD negative
pregnant womand using QlAamp DNA Blood Mini Kit and 7300
real-time PCR system (patient n. 1200, see Table 1)
Amplification of 3-globin gene (GLO Ct: 25.66, 26.12) detects total
DNA and amplification of RHD gene (RHD exon 10: 34.30, 33.15,
33.91 a RHD exon 7: 35.11, 34.22, 34.25) detects presence of
fetal DNA in extracellular DNA isolated from maternal peripheral
blood.
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Fig. 2 Amplification of SRY gene on extracellular DNA isolated QlAamp DSP Virus kit
from maternal peripheral blood using QlAamp DNA Blood Mini kit
and 7300 real-time PCR systém (patient n. 1194, See Table 1) RHD6e/>€(50}2|-1”(:))' '54 30
Amplification of B-globin gene (GLO Ct: 27.42, 27.00) detects total 33.15, 33.9 o
DNA and amplification of SRY gene (Ct: 35.50, 35.87, 36.50, 34.08, 10 | 1200 12 RHD exon 7: 35.11, RhD +
36.56, 35.89) detects presence of fetal DNA in extracellular DNA al A3a4r;72p2b?\‘l;2§oo d
isolated from maternal peripheral blood. Mini kit
, . — . . 6/6 RHD +
Vysledky neinvazivni SRY genotypizace plodu jsme RHD exon 10: 35.37,
srovnavali s karyotypem plodu po invazivnim vySetre- 35.05, 35.48
£y ; FR. ° ; 4 X 11 1570 12 RHD exon 7: 38.10, RhD +
ni (biopsie choriovych klkii a amniocentéza) ¢i s pohla- 3712 37.96
vim ditéte. QIAamp DNA Blood
Vysledky SRY (n=6), RHD (exon 7 aexon 10,n=7) Mini kit
a RHCE (C alela, n = 3; c alela, n = 3; E alela, n = 3) 6/6 RHD +
genotypizace plodu provedené na 7300 real-time PCR RH%g%ozn ; 2:1397.83,
systenjg byly ve ,shodfevs porvmlawm a th fgnotyvpem 12 | 1308 12 RHD exon 7: 37.06, RhD +
plodu ¢i narozeného ditéte u vSech vySetfenych téhot- 36.57, 36.58
nych Zen (tab. 1). QiAamp DNA Blood
Mini kit
Table 1. Amplification of SRY, RHD a RHCE genes on extracellular 6/6 RHD +
. . . RHD exon 10: 34.62,
DNA isolated from maternal peripheral blood by using QlAamp 35 07. 35.06
DSP Virus kit and QlAamp DNA Blood Mini kit by 7300 real-time 13 | 1855 28 RHD exor’1 7: 35.86, RhD +
PCR system 36.10, 37.18
QIAamp DNA Blood
Mini kit
Week Amplification of Rh
SN | IN of paternal alleles phenotype RHD6/6 R":Df ]
gravidity ct karyotype 38’505” 3(1)'2350'9 ;
6/6 E allele RHCE + 14 | 1856 34 RHD exor’1 7: 33.05, RhD +
37.04, 37.36, 36.27, 32.83, 32.07
1 e 12 36.87,36.17,36.00 | NE* QlAamp DNA Blood
QIAamp DSP Virus kit Mini kit
6/6 E allele RHCE + 6/6 RHD +
38.67, 37.77, 37.68, RHD exon 10: 34.49,
2 | 1420 12 36.35, 36.03, 39.45 RNE + 34.67, 34.53
QIAamp DSP Virus kit 15 | 1504 13 RHD exon 7: 35.72, RhD +
6/6 E allele RHCE + 36.28, 35.27
33.19, 33.73, 33.05, QIAamp DNA Blood
8 | 1589 12 34.57, 35.04, 35.11 ANE + Mini kit
QIAamp DSP Virus kit 3/3 RHD +
6/6 C allele RHCE + RHD exon 10: 37.79,
34.37, 34.70, 35.35, 16 | 1738 12 35.80, 34.25 RhD +
4 1230 12 34.08, 34.45, 34.00 RhC + QIAamp DNA Blood
QIAamp DNA Blood Mini kit
Mini kit
6/6 C allele RHCE + a5 50 o e o
33.32, 33.22, 33.25, e AR EA AE 0O
5 | 827 | 37 32.91, 33.39, 33.25 RAC + 171194 12 T s o | XY
QlAamp DNA Blood A’j”m. it
Mini kit
6/6 C allele RHCE + 5/6 SRY +
29.43, 29.09, 29.22, 38.51, 36.90, 50.00,
6 | 834 38 28.94, 29.04, 28.72 RhC + 18 | 1217 12 38.99, 39.66, 39.29 46,XY
QlAamp DNA Blood QIAamp DNA Blood
Mini kit Mini kit
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pokracovani tab. 1

Rh
phenotype
karyotype

Week Amplification of
SN IN of paternal alleles
gravidity Ct

5/6 SRY +
36.00, 36.19, 36.27,
35.16, 35.97, 35.12
QIAamp DNA Blood

Mini kit

6/6 SRY +
38.01, 35.41, 35.56,
36.06, 35.72, 36.00
QIAamp DNA Blood

Mini kit

6/6 SRY +
37.78, 36.84, 37.38,
36.13, 37.65, 35.35
QIAamp DNA Blood

Mini kit

6/6 SRY +
33.03, 33.32, 33.04,
32.85, 33.41, 33.24
QIAamp DNA Blood

Mini kit

19 | 1055 12 46,XY

20 | 1002 12 46,XY

21 | 1842 12 46,XY

22 | 1843 12 46,XY

Diskuse

Doposud pouzivany ABI PRISM 7700 sekven¢ni
detekeni systém se jiz pfestal vyrabét, proto je fada
laboratofi nucena prevést dosavadni diagnostiku na
nove pristroje. Néktera zahraniCni pracovisté nahradila
doposud pouzivany ABI PRISM 7700 sekvencni de-
tekeni systém Perkin-Elmer Applied Biosystems 7000
[15, 16] a nebo 7900 sekvencnim detekénim systémem
[17], jina pracovisté 7500 real-time PCR systémem [18].

7300 real-time PCR systém predstavuje novou ce-
nove dostupnéjsi generaci pfistroju pro detekci a kvan-
tifikaci nukleovych kyselin. V této studii jsme se zamé-
fili na testovani pouziti 7300 real-time PCR systému
pro ucely neinvazivni prenatalni diagnostiky — uréeni
pohlavi, RHD a RHCE genotypu plodu. Hodnotili jsme
amplifikaci paternalnich alel na extracelularni DNA izo-
lované z materské periferni krve pomoci QlAamp DSP
Virus kitu (c a E alely RHCE genu) a QlAamp DNA
Blood Mini kitu (SRY, RHD a C alely RHCE genu).

Vysledky naSich analyz prokazaly, ze 7300 real-time
PCR systém je dostatec¢né citlivy pro detekci paternal-
nich alel na fetalni DNA pfitomné v extracelularni DNA
izolované z materské plazmy.

Timto zplisobem mizeme nadale i po vyfazeni ABI
PRISM 7700 sekvenéniho detekéniho systému z pro-
vozu zajiStovat spolehlivé neinvazivni ur€eni pohlavi
plodu u téhotenstvi s rizikem X-vazanych onemocnéni
u plodu a neinvazivni RHD a RHCE genotypizaci plodu
u aloimunizovanych téhotenstvi s rizikem fetalni erytro-
oblastozy.

Literatura

1. Lo, Y. M. D., Hjelm, N. M., Fidler, C. et al. Prenatal diagnosis
of fetal RhD status by molecular analysis of maternal plasma.
N. Engl. J. Med., 1998, 339, p. 1734-1738.

2. Legler, T. J., Lynen, R., Maas, J. H. et al. Prediction of fetal
RhD and Rh CcEe phenotype from maternal plasma with real-

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

time polymerase chain reaction. Transfus. Apheresis Sci., 2002,
27, p. 217-2283.

Lo, Y. M. D., Corbetta, N., Chamberlain, P. F. et al. Presen-
ce of fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet, 1997,
350, p. 485-487.

Lo, Y. M. D., Tein, M. S. C., Lau, T. K. et al. Quantitative
analysis of fetal DNA in maternal plasma and serum. Implica-
tions for noninvasive prenatal diagnosis. Am. J. Hum. Genet.,
1998, 62, p. 768-775.

Hromadnikova, I., Vesela, K., Benesova, B. et al. Non-inva-
sive fetal RHD and RHCE genotyping from maternal plasma
in alloimmunized pregnancies. Prenat. Diagn., 2005, 25, 12,
p. 1079-1083.

Hromadnikova, I., Vechetova, L., Vesela, K. et al. Non-inva-
sive fetal RHD exon 7 and exon 10 genotyping using real-time
PCR testing of fetal DNA in maternal plasma. Fetal Diagn.
Ther., 2005, 20, p. 275-280.

Hromadnikova, I., Vechetova, L., Veseld, K., BeneSova, B.,
Doucha, J., VIk, R. Non-invasive fetal RHD and RHCE genotyping
using real-time PCR testing of maternal plasma in Rh D negative
pregnancies. J. Histochem. Cytochem., 2005, 53, p. 301-305.
Hromadnikova, l., Houbova, B., Hridelova, D. et al. Repli-
cate real-time PCR testing of DNA in maternal plasma increa-
ses the sensitivity of non-invasive fetal sex determination. Pre-
nat. Diagn., 2003, 23, p. 235-238.

Hromadnikova, I., Houbova, B., Hridelova, D. et al. Quan-
titative analysis of DNA levels in maternal plasma in normal
and Down syndrome pregnancies. BMC Pregnancy and Child-
birth, 2002, 2, p. 4.

Hromadnikova, l., Vechetova, L., Vesela, K. et al. Neinva-
zivni RHD genotypizace plodu na DNA izolované z periferni
krve RhD negativnich téhotnych zen. Transfuze a hematolo-
gie dnes, 2003, 4, s. 151-158.

Hromadnikova, l., BeneSova, B., Vechetova, L. et al. Nein-
vazivni RHD, RHC a RHE genotypizace plodu z periferni krve
RhD negativnich téhotnych zen. Transfuze a hematologie dnes,
2004, 1, s. 13-17.

Hromadnikova, I., Doucha, J., BeneSova, B., Vesela, K.,
Roznakova, E., Hakenova, A. Neinvazivni RHc genotypiza-
ce plodu z periferni krve téhotnych zen. Transfuze a hemato-
logie dnes, 2005, 1, s. 14-16.

Hromadnikova, l., Vesela, K., Benesova, B. et al. Prvni zku-
Senosti s neinvazivni RH genotypizaci plodu z periferni krve
u aloimunizovanych téhotenstvi. Transfuze a hematologie dnes,
2005, 1, s. 17-20.

Hromadnikova, I., ZejSkova, L., Vesela, K. et al. Optimali-
zace izolace extracelularni fetalni DNA pro neinvazivni SRY,
RHD a RHCE genotypizaci plodu z periferni krve téhotnych
zen. Transfuze a hematologie dnes, 2006.

Li, Y., Di Naro, E., Vitucci, A., Zimmermann, B., Holzgreve,
W., Hahn, S. Detection of paternally inherited fetal point muta-
tions for beta-thalassemia using size-fractionated cell-free DNA
in maternal plasma. JAMA, 2005, 293, p. 843-849.

Li, Y., Zimmermann, B., Rusterholz, C., Kang, A., Holzgre-
ve, W., Hahn, S. Size separation of circulatory DNA in mater-
nal plasma permits ready detection of fetal DNA polymorphis-
ms. Clin. Chem., 2004, 50, p. 1002—-1011.

Masuzaki, H., Miura, K., Yoshiura, K. et al. Placental mRNA
in maternal plasma and its clinical application to the evaluation
of placental status in a pregnant woman with placenta previa-
percreta. Clin. Chem., 2005, 51, p. 923-925.

12

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2007



18. Clausen, F. B., Krog, G. R., Rieneck, K. et al. Reliable test for
prenatal prediction of fetal RhD type using maternal plasma
from RhD negative women. Prenat. Dian., 2005, 25, p. 1040—
1044.

Tato prace vznikla za podpory MSM 0021620806 a MZO 00064203.

Do redakce doslo 7. 7. 2006.

Adresa pro korespondenci:

Doc. RNDr. llona Hromadnikova, Ph.D.
Laborator bunécné biologie

Pediatricka klinika

2. LF UK a FN Motol Praha

V Uvalu 84

150 06 Praha 5

email: ilona.hromadnikova @ Ilfmotol.cuni.cz

Zaujalo nas

Proaterogenni HDL

Uz dlouho je znamo, ze zvySena hladina choleste-
rolu v krvi nemusi vzdy znamenat zvySené riziko kar-
diovaskularnich onemocnéni, laicky fe¢eno — v krvi
koluje "cholesterol Spatny" a "cholesterol dobry". Mame
tedy lipoproteinové ¢astice: proaterogenni — LDL a anti-
aterogenni — HDL. V obojich ¢asticich vSak existuje
velka heterogenita, nejenom ve velikosti, ale téz v ucin-
ku. Vime, Ze nejnebezpecnéjsi jsou tzv. malé denzni
LDL, které jsou velmi nachylné k oxidaci (eventualné
jiné alteraci) s naslednym Skodlivym ucinkem na sténu
arterii. Nedavno publikovali Mohamed Navab et al.
v Nat. Clin. Pract. Endocrinol. Metab. [2006, 2 (9): 504
az 511] ¢lanek o proaterogennich HDL-&asticich (Me-
chanisms of Disease: Proatherogenic HDL — An Evol-
ving Field).V pokusech na laboratornich zvifatech totiz
prokazali, ze HDL hraje nejenom dilezitou funkci ve
zpétném transportu pfebyte¢ného cholesterolu ze sté-
ny arterii zpét do jater, ale Zze méa i vyznamnou ulohu
jako modulator systémové zanétlivé reakce. V nepfi-
tomnosti zanétu maji HDL k dispozici sadu antioxidac-
nich enzym( (paraoxondzu, desti¢kovy faktor aktivuji-
ci acetylhydrolazu a glutathionperoxidazu), které
zabranuji tvorbé prozanétlivych oxidovanych fosfolipi-
du v LDL ¢&asticich, podilejicich se vyznamné na tvor-
bé ateromu prostfednictvim neregulovanych zameta-
cich (scavenger) receptortl. Naopak v pfitomnosti trvajici
systémoveé zanétlivé reakce, tyto antioxidacni enzymy
v HDL ¢&asticich mohou byt inaktivovany, coz vede
k akumulaci oxidovanych lipidQ a proteint také v HDL,
které ziskaji prozanétlivy charakter, a ovlivni tak velmi

negativné reverzni transport cholesterolu blokovanim
vystupu cholesterolu z arterialni stény cestou kazeto-
vého transportéru A-1 vazajiciho ATP (ATP-binding cas-
sette transporter A-1). Antiaterogenni charakter HDL
Castic vyzaduje tedy intaktni (neoxidovanou) molekulu
ApoA-1. PFi zanétlivé reakci myeloperoxidaza uvolfio-
vana z makrofagl ateromovych Iézi navodi chlorinaci
a nitraci nejen ApoB, ale téz Apo A-1. Takto pozméné-
ny Apo A-1 na urcitém tyrosinu jeho molekuly nejenze
blokuje pfiznivy efekt HDL, tj. reverzni transport chole-
sterolu, ale téz navodi 8kodlivou chemotaktickou akti-
vitu monocytu, které pak putuji a hromadi se v misté
ateromovych lézi. Je to povazovano za formu "chro-
nické odpoveédi akutni faze" (Néco podobného jako mir-
né, ale trvalé zvySeni bazalni hodnoty CRP). Na tomto
podkladé byl vypracovan laboratorni test (HDL inflam-
matory index), diagnostikujici tuto patologickou situa-
ci. Spociva v porovnani chemotaktické aktivity mono-
cytll bez pfidani (index = 1,0) a po pfidani testovaného
HDL. Index > 1 svédcCi pro prozanétlivy charakter, in-
dex < 1 ukazuje na protizanétlivy charakter. V jedné
klinické studii (viz Ansell et al.) u skupiny pacientd s
prokézanou chronickou kardiovaskularni chorobou, ale
se zvySenym HDL cholesterolem, mél tento index pru-
mérnou hodnotu 1,28 + 0,29, zatimco kontrolni skupi-
na 0,35 + 0,11. Nové poznatky o funkci HDL nabizeji
téz moznost novych pfistupll k Ié¢eni aterosklerotic-
kych stavl. Pokusy na laboratornich mysich ukazuiji,
ze aplikace tzv. apoA-1 mimetického peptidu (D-F4)
zlepSuje aterosklerotické léze.
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