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er «Rh» det kli-
nisk viktigste blodtypesystemet. Genetisk
bestar det av to homologe, kodominante og
tett koblede genloci pa kromosom 1, RHCE
og RHD. RH-genene har ti eksoner hver og koder for to
forskjellige, men naert beslektede erytrocytere mem-
branproteiner, RhCE og RhD. Sistnevnte uttrykker det
mest immunogene Rh-antigenet, D. Omtrent 15 pro-
sent av nordmenn er RhD-negative (1), noe som oftest
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RHD-genotyping ved bruk av
allel-spesifikk «Loop-mediated
iIsothermal DNA Amplification»

de RhD-uttrykk pa grunn av mutasjoner i RHD-genet,
men ogsd noninvasiv prenatal fosterdiagnostikk der
det brukes genotyping av fritt fatalt DNA i maternalt
plasma for & bestemme fosterets RhD-fenotype og styre
prenatal Rh-profylakse (4). Flere PCR-baserte metoder
for RHD-genotyping er beskrevet (5). Det er imidlertid
en utfordring i den laboratoriemedisinske hverdagen
at alle disse avhenger av avansert utstyr og hgyspesia-
lisert kompetanse, slik at RHD-genotyping per i dag er
begrenset til referanselaboratorier.

Formalet med var studie var a preve ut Loop-Mediated-
Isothermal-Amplification (LAMP), som er en forholdsvis
ny og enkel teknikk for amplifisering av DNA eller RNA
(6). Metoden legger til rette for & kunne utfgre DNA-
baserte analyser i mindre velutstyrte laboratorier og
med lavere krav til teknisk kompetanse.

I'motsetning til PCR, skjer amplifiseringen ved kon-
stant temperatur (isotermisk), og kan derfor utferes
med enkel varmeblokk eller til og med i vannbad. I

skyldes delesjon av hele RHD-genet (2).

D-antigenet, som regel gjennom graviditet
med et RhD-positivt foster eller blodtrans-
fusjon med RhD-positivt blod, danner
noen anti-D, et antistoff som kan forar-
sake hemolytisk sykdom av fostre /nyfed-
te og alvorlige transfusjonsreaksjoner

(3). Derfor er det viktig & kjenne til RhD-
statusen til pasienter, gravide og blodgive-
re. Serologisk fenotyping av RhD er rutine
i alle norske blodbanker, men av og til er
serologi alene utilstrekkelig eller utilgjen-
gelig. Dette gjelder for eksempel blod-
givere med betydelig svekket/avviken-

Bioingenigren er godkjent som vitenska-
pelig tidsskrift. Denne artikkelen er fagfel-
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Nar RhD-negative personer kommer i kontakt med

tillegg til d vaere en enkel metode, kan sensitiviteten
til LAMP veere 100 - 1000 ganger hgyere enn stan-

Sammendrag

Bakgrunn: Med unntak av «<ABO» er «Rh» det klinisk viktigste humane blodtypesystemet.
Antistoffer mot D-antigenet (RhD) kan forarsake hemolytisk sykdom hos fostre/nyfadte
og hemolytisk transfusjonsreaksjon. RhD-typing er derfor rutine i alle immunhematolo-
giske laboratorier. Som supplement til fenotyping finnes flere RHD-genotypingsmetoder,
siden det kan veaere vanskelig a type RhD korrekt kun ved serologiske metoder.
Genotyping krever imidlertid ofte avansert utstyr og kompetanse. Formalet med denne
studien er & prove ut <loop mediated isothermal amplification» (LAMP), et raskt og min-
dre ressurskrevende alternativ for RHD-genotyping.
Materiale og metode: Femten personer ble feno- og genotypet for RhD ved bade blod-
typeserologiske standardmetoder og en selvutviklet LAMP-genotyping-protokoll. Som
utgangsmateriale ble det benyttet isolert DNA og epitelceller fra kinnslimhinne. Analytisk
sensitivitet og spesifisitet ble vurdert med hjelp av RHD-DNA- og RHD/RHCE-DNA-
fortynningsrekker.
Resultater og konklusjon: LAMP-metoden viser hgy analytisk sensitivitet idet det kan
detekteres sa lite som 9,6 pg RHD-DNA per reaksjon, og god analytisk spesifisitet; vi
paviser ingen teknisk betinget kryssreaktivitet mellom RHD og RHCE. Andelen av RHD-
DNA som kan pavises i en RHCE-DNA positiv bakgrunn er 0,4 prosent. Dette er godt nok
for & kunne pavise RHD-positivt fritt fotalt DNA i plasma fra RhD-negative gravide kvin-
ner. Per i dag gjenstar imidlertid den kliniske valideringen av LAMP-RHD-genotyping.
Metoden fungerer ogsa med varmebehandlede epitelceller som templat, og viser at
den ikke krever renset DNA for a fungere.
Nokkelord: Rh blodtypesystem, D-antigen, genotyping metoder, DNA amplifiseringsme-
toder.
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Oligo navn Sekvenser

RhD-F3 5’-CTCCATCATGGGCTACAA-3’

RhD-B3 5’-CAGCTAAGGACTCTGCACAC-3’

RhD-FIP 5’-TCCGACGGTATCAAGCACCAGTTTTCTTCAGCTTGCTGGGTCTG-3’
RhD-BIP 5’-GCCGGCAATGGCATGTGGGTTTTTCTGAGTTGGAGGGGAGTGT-3’
RhD-LF 5’-CAGCACAATGTAGATGATCTCTCC-3

RhD-LB 5-ACTGGGCTTACCCCCCATCC-3’

Bact-F3 5’-AGGCTGTGCTATCCCTGTAC-3’

Bact-B3 5’-CACGATTTCCCGCTCGG-3’

Bact-FIP 5’-GATGGGCACAGTGTGGGTGATTTTGGCCGTACCACTGGCA-3’
Bact-BIP 5’-CATCCTGCGTCTGGACCTGGCTTTTGTGAAGCTGTAGCCGCG-3’
Bact-LF 5’-CACCGGAGTCCATCACGA-3’

Bact-LB 5-GCCGGGACCTGACTGACTA-3’

LAMP-primere til deteksjon av RHD-genet og kontrollgenet beta-aktin.

dard PCR, pa linje med de mest avanserte real-time-
PCR-metodene (7). Avlesning av resultatet, det vil si
deteksjon av produktet, kan gjgres visuelt uten bruk av
avansert utstyr. Essensielt i teknikken er at reaksjonen
foregar ved 60 - 65°C, hvor tradene i DNA-molekylet er

i konstant skifte mellom hybridisering og denaturering.

Videre er det sentralt at DNA-polymerasen som benyt-
tes har strand displacement-egenskap, det vil si at den
kan skille DNA-tradene nedstrgms for syntesen.

Figur 1 (neste side) viser prinsippet for LAMP. I til-
legg til de beskrevne primerne i figur 1, kan man bruke

et ekstra sett med loop primers (LF og LB) som hybri-
diserer til den enkelttradige loopen i LAMP-produktet
(8). Dette effektiviserer amplifiseringen, og er benyttet i
dette arbeidet.

Vi beskriver i denne artikkelen hvordan man ved
hjelp av LAMP kan, med hgy sensitivitet og spesifisitet,
utfere RHD-genotyping pa renset DNA sa vel som pa
enkle slimhinnecelleprgver.

Materiale og metode
EDTA-fullblod ble tappet fra 15 frivillige personer etter

Abstract

RHD genotyping by allele specific “Loop-mediated isothermal DNA Amplification”
Background: The “Rh” cluster, with its main antigen D, is the most important blood
group system after “ABO”. Because anti-D antibodies can cause hemolytic disease of
the fetus and newborn as well as hemolytic transfusion reactions, phenotyping for RhD
is routinely used in every immunohematology laboratory. As it is not always possible

to determine RhD antigens by serology alone, several RHD genotyping methods have
been developed; these, however, necessitate advanced equipment and specially trained
operators. The aim of this study is to introduce loop mediated isothermal amplification
(LAMP) as a robust, fast and simple method for RHD genotyping.

Material and methods: Fifteen persons were feno- and genotyped for RhD by stan-
dard serology and our proprietary LAMP protocol, using isolated DNA and cheek cells,
respectively. Analytic sensitivity and specificity was determined by serial dilutions of
solutions containing RHD DNA and RHD/RHCE DNA.

Results and conclusion: LAMP is highly sensitive; it detects as little as 9.6 pg RHD
positive DNA per reaction. There is complete agreement between genotypes and phe-
notypes, while it is possible to specifically detect 0.4 percent RHD DNA in a background
of RHCE DNA. This shows that LAMP may be capable of detecting cell free fetal RHD
positive DNA in plasma from RhD negative pregnant women. Clinical evaluation of LAMP
RHD genotyping, however, is pending to date. The method also works with heat treated
epithelia cells as template, which demonstrates that the method does not require purified
DNA for successful amplification.

Keywords: Rh blood group system, D-antigen, genotyping techniques, DNA amplifica-
tion techniques.

informert samtykke. Alle prgvene ble ano-
nymisert fgr feno- og genotyping for RhD.
RhD fenotyping ble gjennomfort i rortek-
nikk etter blodbankens standardprosedyre
(9). Resultatene fra denne RhD-typingen
ble brukt som gullstandard, og benyttet til
a bekrefte riktigheten av resultatene fra
genotyping ved LAMP-analyse (tabell 2).
DNA ble isolert fra 100 pl av fullblodprgve-
ne ved hjelp av DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen) ved a folge produsentens anbefal-
te prosedyre. Konsentrasjon og renhet av
isolert DNA ble malt pa NanoDrop spektro-
fotometer (Thermo Scientific).

DNA fra epitelceller fra kinn ble isolert
ved en enkel prosedyre: Fire av forsgksper-
sonene skylte munnen med 5 ml fysiolo-
gisk saltvann. 1,5 ml av dette ble sentrifu-
gert ved 9000 g i to minutter, og pellet ble
resuspendert i 200 pl H,O for prgven ble
inkubert i vannbad ved 100°C i 10 minut-
ter. Prgvene ble satt pa is i fem minutter
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og deretter sentrifugert ved 9000 gi 30 sekunder. Alle
DNA-prgver ble lagret ved -20°C.

LAMP-analyse ble utfort i 25 pl reaksjonsvolum med
folgende sammensetning: 20 mM Tris-HCl (pH 8,8),
10mM KCl, 8 mM MgSO,, 10 mM (NH,),SO,, 0,10 %
Tween-20, 0,8 M Betaine, ANTP mix (1,4 mM av hvert
nukleotid), 120 pM Hydroxy naphtol blue (HNB, Sigma-
Aldrich), primere: 1,6 uM FIP og BIP, 0,2 uM F3 og B3 og
0,8 uM FL og BL, 8U Bst 2.0 warm start DNA polyme-
rase (New England Biolabs). Templat-DNA til LAMP ble
forst varmet opp i varmeblokk til 95°C i to minutter og
deretter kjglt ned pd is i to minutter. 2 ul DNA ble der-
etter blandet med 23 ul reaksjonslgsning og inkubert i
varmeblokk (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems)
ved 63°C i 75 minutter etterfulgt av 80°C i 15 minutter
for inaktivering av enzym. Primerne er designet ved
hjelp av online software Primer Explorer (http://prime-
rexplorer.jp/e/). Primere for spesifikk amplifisering av
RHD-genet og kontrollgenet beta-aktin er vist i tabell 1.

Avlesning ble gjort manuelt i denne studien.
Fargeskifte fra fiolett til lys bla indikerer pyrofosfatpro-
duksjon nar nukleinsyrer blir amplifisert og derved en
positiv LAMP-analyse (figur 2).

For test av analytisk sensitivitet og allelspesifisitet
til LAMP-analysen, ble det laget to 5 x fortynningsrek-
ker av RHD-positivt DNA bade i H,0 og i RHD-negativt
RHCE-positivt DNA med konsentrasjon 1,14 ng/ul
(tabell 3). Begge fortynningsrekkene ble analysert i tri-
plikater med den beskrevne LAMP-prosedyren.

Resultater

15 personer ble RhD-feno- og genotypet med blodtype-
serologiske standardmetoder og LAMP. Tabell 2 doku-
menterer 100 prosent samsvar mellom RHD-geno-

og RhD-fenotyper for renset (blodprgver) og urenset
(munnskyllpregver) DNA. Alle kontroller viser forventet
resultat, positivt for kontrollgenet beta-aktin og nega-
tivt for reaksjonene uten DNA. Sensitivitetsanalysen
viser at vir LAMP-prosedyre kan detektere ned til 9,6

Originalartikkel
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Prinsipp for LAMP-avlesning.

HNB i reaksjonslgsningen er en metallionindikator
som reagerer med Mg?‘ioner og danner fiolett farge.
Nar DNA amplifiseres dannes det store mengder
pyrofosfat som vil binde til seg Mg?*ioner i lgsnin-
gen. Dermed blir det mindre Mg?* tilgjengelig for
HNB, og fargen blir lys bla. Positivt resultat for RHD
til venstre (lys bla), negativt resultat til hgyre (fiolett).

pg RHD-positivt DNA i 25 ul reaksjonsvolum (tabell 3).
Itillegg viser vi at det er mulig a gjenfinne 9,6 pg RHD-
DNA i 2280 pg «villtype» RHCE-DNA (25ul x 91,2 pg/pl
= 2280 pg, tabell 3, rad b). RHD-positivt DNA kan altsa
detekteres i en bakgrunn av inntil 99,6 prosent RHD-
neg/RHCE-pos DNA. Analytisk spesifisitet kan dermed
demonstreres helt ned til sensitivitetsgrensen.

Diskusjon
Metode og resultater
Denne studien introduserer Loop-Mediated-Isothermal-

Samsvar mellom serologiske RhD-fenotyper og LAMP-RHD-genotyper

LAMP | RHD-positiv, | RHD-positiv, | RHD-negativ, | RHD-negativ, | LAMP-negativ | LAMP-positiv
LAMP, renset | LAMP, urenset LAMP, renset LAMP, urenset kontroll (ingen | kontroll
Serologi DNA DNA DNA DNA DNA) (B-aktin-primer)
RhD-positiv 10 2 0 0 alle negativ alle positiv
RhD-negativ 0 0 5 2 alle negativ alle positiv

Analytisk sensitivitet og allelspesifisitet for RHD-LAMP. Fortynningsrekker av RHD-DNA er analysert i
triplikater med like resultater.

RHD-DNA-mengde Neg. ktr. | Pos. ktr.

(ingen (p-aktin-
Losti 30ng 6ng 1,2ng 240pg 48pg (9,6 pg 1,9pg DNA) primer)
(a) H0 pos. pos. pos. pos. pos. neg. neg. negativ positiv
(b) RHCE-pos. DNA (91,2 pg/ul) pos. pos. pos. pos. pos. pos. neg. negativ positiv
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F3

F2
5'- .CTTGTCCACAGGGGTGTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTCSCCACAEETCCATCATGGGC TAC%[;TTCAGCTTGCTGGGTCTGIIT'I‘EGAGAGA
*

FL F1 B1

BL B2

_ICATCTACATTGTGCTGETGGTGCTTGATACCGTCGGAGCCGGCAATGGCATGTGGGTICBCTGGGCTTACCCCCCATCACCTTARCACTCCCCTCCA

* * *
B3

EBEXT]

ACTCAGGAAGAAATGTGTGCAGAGTCCTTAGCTGEGGCGTGTGCACTCGGGGCCAGGTGCTCAGTAGGCTTCGGTGAATATTTGTTGGCTGATT -3

DNA-sekvens til RHD-genet med markering av posisjon til LAMP-primerne. Symbolet * markerer forskjel-

lene mellom RHD- og RHCE-genet.

Amplification som en ny og enkel metode for allelspesi-
fikk genotyping av RHD. LAMP er en rask, sensitiv og
spesifikk nukleinsyre-amplifikasjonsteknikk som er
iferd med & etableres i kliniske laboratorier, spesielt
innenfor patogendeteksjon (11). Allelspesifikk LAMP er
imidlertid mindre etablert, siden det er kjente utfor-
dringer knyttet til metodens analytiske spesifisitet hvis
sekvensforskjellene mellom allelene er sma (12).

For a designe spesifikke primere for RHD har vi
derfor valgt en 178-baseparregion i ekson 7 med flere
nukleotider forskjell mellom RHD og RHCE (figur 3),
slik at muligheten for krysshybridisering med RHCE-
DNA blir lavest mulig.

Resultatene viser at LAMP-analysen har hgy ana-
lytisk spesifisitet med fullt samsvar mellom RhD
geno- og fenotyper. Det har veert mulig & detektere 0,4
prosent RHD-positivt DNA i en bakgrunn av RHCE-
positivt DNA (tabell 3). Den analytiske spesifisiteten
er sammenlignbar med den nyeste generasjonen av
allelspesifikk PCR («droplet-AS-PCR»), det vil si0,1- 5
prosent detekterbar «mutant» DNA i en «villtype» bak-
grunn (13). Dette er tilstrekkelig for de fleste kliniske
bruksomrdder, blant annet prenatal RhD-diagnostikk,

I trad med WHOs
«ASSURED» anbefalinger

Verdens helseorganisasjon, WHO, erklzerer at

en ideell diagnostisk test ber veere «<ASSURED»,
det vil si «Affordable, Specific, Senitive, User-
friendly, Robust and Rapid, Equipment free and
Deliverable». Nukleinsyre-amplifikasjonstester, som
for eksempel PCR, har generelt hoy sensitivitet og
spesifisitet, men er kostbare og krever avansert
instrumentering. Isotermale nukleinsyre-amplifika-
sjonstester, som LAMP, opererer ved én enkelt tem-
peratur og krever lite instrumentering og ressurser.
Disse oppfyller dermed «<ASSURED»-kravene fra
WHO.

Kilde: Research and Markets, Rapport publisert oktober 2012.
«|sothermal Nucleic Acid Amplification Technologies Market 2012-
2017: Molecular Diagnostics, Infectious Disease Testing, Blood
Screening, Cancer Research, Rapid Testing». http://www.resear-
chandmarkets.com/reports/23033380ctober
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siden fgtalt DNA utgjer ca. 3,4 - 6,2 prosent av total
DNA i maternalt plasma, riktignok med store individu-
elle variasjoner (14).

Likesa vurderes den analytiske sensitiviteten som
hey; vi kunne pavise mellom 9,6 pg og 48 pg RHD-
positivt DNA i 25 pl reaksjonsvolum, tilsvarende
omtrent den DNA-mengden som finnes i henholdsvis
1,5 og 7,5 humane cellekjerner (15). Dette er naer gren-
sen til teoretisk mulig sensitivitet og er godt nok for de
aller fleste formadl, inklusivt deteksjon av fgtalt DNA
i maternalt plasma (14). Sensitiviteten er helt pa linje
med avanserte PCR-baserte RHD-genotyping-metoder
(16). De to fortynningsrekkene (fortynnet i vann og
RHCE-positivt DNA) viser reproduserbar deteksjon
til henholdsvis 4. og 5. fortynning (48 og 9,6 pg RHD-
positivt DNA i den pafglgende 25 ul LAMP-reaksjon).
Grunnen til denne forskjellen kan vi per i dag ikke for-
klare. Dette md undersgkes i nye studier, for eksempel
ved flere replikater eller naermere studier av LAMP-
produktene ved hjelp av DNA-sekvensering.

Analysemetoden vi beskriver stiller lave krav til kva-
liteten pd materialet som skal undersgkes. Analysene
av munnskyllprgvene, hvor varmebehandlede epitel-
celler brukes som templat (tabell 2), bekrefter at uren-
set DNA kan brukes for allelspesifikk LAMP (17).

Svakheter og mangler

RHD-genotyping kan veere komplisert. Det er derfor
spesielt viktig a se separat pa analytisk og diagnostisk
spesifisitet og sensitivitet. Flere enn 200 RH-alleler er
kjent, og mange av dem kan gi opphav til svekket eller
strukturelt avvikende D-uttrykk pa erytrocyttene (18).
De fleste RhD-varianter er sjeldne, og deres kumula-
tive frekvens estimeres til 1 - 2 prosent i et multiet-
nisk, kaukasisk dominert samfunn (19, 20). Noen fa

av disse kan gi opphav til falske positive eller falske
negative resultater nar kun én RHD-genregion types
(21). Dette er for tiden et lite problem i Norge, men

kan veere en reell utfordring i andre verdensregioner.
Nullallelet RHDY, finnes for eksempel ikke sjeldent
hos personer av afrikansk etnisitet (estimert til 3,3 - 6,7
prosent av befolkningen) og vil kunne forarsake fal-
ske positive prgvesvar nar kun RHD ekson 7 types (22).
Internasjonalt brukes det derfor minst to forskjellige
genomrader for RHD-genotyping, noe som kan bidra til




okt klinisk spesifisitet i etnisk blandete samfunn (23).

I denne studien har vi kun analysert ekson 7i RHD
for & demonstrere at LAMP fungerer til a pavise genet.
Den analytiske sensitiviteten og spesifisiteten har veert
hgy, men for 3 kunne skille diagnostisk mellom de ulike
og sjeldne RH-allelene som er nevnt, vil man inkludere
analyse av flere eksoner i fremtidige undersgkelser. Per
i dag er den diagnostiske sensitiviteten og spesifisiteten
av metoden i den norske populasjonen ukjent.

Perspektiv

Denne studien underbygger nyere resultater som viser
at LAMP, ved omhyggelig primerdesign, kan veere
effektiv til 4 skille mellom lignende alleler. Metoden
har vaert benyttet til a skille mellom DNA-sekvenser
med kun én base forskjell (24). For 3 kunne implemen-
tere RHD-LAMP i rutinediagnostikk er det imidlertid
noe som gjenstar: Passende design av LAMP for flere
RHD-eksoner ma utvikles og det mad kunne vises hvor-
vidt LAMP-primere kan skille andre RHD-eksoner fra
liknende sekvenser i RHCE. Det bgr implementeres en
intern amplifikasjonskontroll som kan kjgres i samme
brgnn som selve RHD-reaksjonen. Dette oppfattes ofte
som god praksis ved diagnostisk bruk av nukleinsyre-
amplifikasjonsmetoder (25). Det ma dessuten inklu-
deres flere personer i en klinisk realistisk setting for a
kunne fastsla hvorvidt RHD-genotyping ved hjelp av
allelspesifikk LAMP er brukbar i rutinediagnostikk.

Konklusjon

Genotyping av 15 personer viser at LAMP-teknikken
prinsipielt kan benyttes i pavisning av RHD-genet.

Det er imidlertid for fa eksoner, for fa personer og for
snever etnisk bakgrunn for a betrakte LAMP-RHD-
genotyping som ferdig validert. Sensitiviteten og
spesifisiteten er hgy i denne studien, og indikerer at
metoden er sensitiv nok til 3 pavise konsentrasjoner av
mal-DNA som er like lave som fritt fgtalt DNA i serum
hos gravide kvinner. Videre studier vil vise om meto-
den kan benyttes klinisk til slik genotyping. Dersom
man finner at LAMP kan benyttes til dette, vil metoden
kunne tas i bruk i land med begrenset tilgang til velut-
styrte laboratoriefasiliteter, hvor etablerte analyseme-
toder vanskelig kan benyttes.
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