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Resumé
Fosterceller i gravide kvinders blod vil kunne anvendes til foster-
diagnostik, som således vil kunne gennemføres uden invasiv prø-
vetagning (amniocentese og chorionvillusbiopsi). Den mest op-
lagte fostercelletype til prænatal diagnostik er erytroblasten. Vi 
har bl.a. undersøgt fire metoder til berigelse/isolation af føtale 
erytroblaster. Vi fandt kun tre fosterceller i 573 ml maternelt blod. 
Det er meget mindre end de forventede 2-6 celler pr. ml maternelt 
blod. Nogle forfattere brugte en celletypeuafhængig markør til 
identifikation af fosterceller, Y-kromosom-signalet, på maternelle 
blodprøver fra gravide med et hanligt foster. Med tilsvarende tek-
nik fandt vi 28 fosterceller af ukendt celletype i 15 ml maternelt 
blod (1,9 pr. ml). Vi dokumenterede cellernes føtale oprindelse 
ved dobbelt hybridisering af Y- og X-kromosomet med to forskel-
lige farver. Efter første hybridisering gennemsøgtes præparaterne, 
og celler med positivt Y- og X-signal blev genopsøgt efter fornyet 
hybridisering med de samme prober med en anden farve. Både X- 
og Y-signalerne skulle skifte farve. Vi har anvendt automatiseret 
skanningmikroskopi til celleopsøgning. Konklusion: Erytroblaster 
udgør kun en del af de fosterceller, der findes i maternelt blod.

Det har været kendt i næsten 40 år, at celler passerer fra foster 
til mor i graviditeten. Mange har undersøgt, om disse celler 
kunne anvendes til fosterdiagnostik, så man derved kunne 
undgå den (beskedne, men veldokumenterede) abortrisiko 
efter amniocentese og moderkagebiopsi [1, 2]. Lymfoblaster, 

erytroblaster og trofoblaster har været genstand for under-
søgelse. Erytroblasten har været den foretrukne, bl.a. fordi 
lymfocytter antages at kunne overleve i mange år efter en af-
sluttet graviditet [3], og fordi talrige forsøg med trofoblaster 
ikke har ført til overbevisende resultater [4]. Som erytroblast-
markører har føtale og embryonale hæmoglobinantistoffer 
været anvendt.

For at kompensere for fostercellernes sjældne forekomst i 
maternelt blod har forskellige former for opkoncentrering 
(kaldet berigelse) været anvendt, afhængig af hvilken celle-
type, der har været fokuseret på. Hamada et al [5] og Krabchi et 
al [6] har satset på en metode, der var uafhængig af celletype. 
Ved at behandle maternelt fuldblod med hypotonisk væske 
efterfulgt af Carnoy-fiksering fjernes de fleste erytrocytter. 
Kernerne bevares, og det er efterfølgende muligt at foretage 
kromosomanalyse med fluorescens in situ-hybridisering 
(FISH). Da fiksativet imidlertid fjerner cytoplasmaet, kan cel-
letypen efterfølgende ikke identificeres. Hamada et al og
Krabchi et al brugte X- og Y-kromosom-FISH som markør for 
føtale celler og fandt en hyppighed på 1-6 fosterceller pr. ml 
maternelt blod.

Vi har undersøgt en række berigelsesmetoder med henblik 
på at selektere erytroblaster. Vi sluttede med den mest skån-
somme og begrænsede: differentieringskompleks (CD)71-posi-
tiv selektion på fuldblod. Vi brugte en kombination af zeta-
hæmoglobin og X-Y-kromosom som markører [7, 8]. Vi fandt 
meget få fosterceller, selv om vi analyserede over 560 ml blod. 
Vi har samtidig undersøgt en serie blodprøver a.m. Krabchi et 
al [6] for at verificere de hyppigheder, disse forfattere har fun-
det. Da denne metode som nævnt kun fjerner erytrocytterne, 
skal der stadigvæk analyseres et stort antal kerner. Vi har hertil 
som noget nyt anvendt halvautomatisk (ha) skanning for Y-
kromosom-signaler. Dette vurderer vi som en mere pålidelig 
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og mindre tidsrøvende metode end manuel gennemsøgning  
af præparater. Vi har i et begrænset antal prøver fundet et til-
svarende antal fosterceller (Y-kromosom-positive) som [8]. Vi 
konkluderer, at erytroblaster kun kan udgøre en mindre del af 
de fosterceller Hamada et al, Krabchi et al og vi har fundet.

Materiale og metoder
Forsøgspersoner 
Treogfyrre gravide kvinder gav en blodprøve i ethylen-
diamin-tetra-acetat (EDTA)-holdige vacutainers. Alle blod-
prøver blev taget før invasiv prøvetagning (amnionvæske 
eller chorionbiopsi). Alle kvinderne var gravide med et han-
ligt foster. Fosterkønnet blev bestemt enten ved ultralydskan-
ning før blodprøven blev taget eller ved X-Y-kromosom-
interfase-FISH på villusmateriale fra en chorionvillusbiopsi 
(CVS) udført efter blodprøvetagning. Alle kvinderne gav 
informeret samtykke. Projektet er godkendt af De Viden-
skabsetiske Komiteer for Københavns og Frederiksbergs 
Kommuner (journalnr. KF 01-039/95).

Berigelse og analyse af blodprøver 
En detaljeret beskrivelse af analysen af disse prøver findes 
i [7, 8]. Tolv prøver (1-12) blev beriget for kerneholdige celler 
ved bulk-separering (a.m. Applied Imaging) og seks prøver (13-
18) ved densitetsgradientcentrifugering (Tabel 1). Med disse 
metoder fjerner man størstedelen af erytrocytterne og beriger 
prøven for fraktioner af kerneholdige celler i over-
ensstemmelse med cellernes massefylde. Udstrygningspræ-
paraterne fra disse 18 prøver blev farvet med et monoklonalt 
antistof mod epsilon-globin-kæden i embryonalt hæmo-
globin. Epsilonpositive erytroblaster blev identificeret ved 
ha-skanning. At epsilonpositive celler var af føtal oprindelse 
blev bekræftet ved hjælp af FISH med X-Y-kromosom-
specifikke prober.

Tyve prøver (19-38) blev beriget ved densitetsgradientcen-
trifugering efterfulgt af magnetisk aktiveret celleseparation 
(dobbeltMACS, Miltenyi) i form af CD45-depletion, efterfulgt 
af CD71-positiv selektion af de CD45-negative celler. Fem 
prøver (39-43) blev beriget udelukkende ved CD71-positiv 
selektion af fuldblod ved immuniconteknik (Immunicon 
Corp., Huntingdon Valley, PA, USA). Begge procedurer er 
beregnet til at bevirke opkoncentrering af erytroblaster. Præ-

parater fra disse prøver blev analyseret manuelt for hanlige 
(føtale) celler ved to X-Y-hybridiseringer. Efter første hybridi-
sering, gennemsøgning og identificering af X-Y-positive celler 
(kandidatceller) blev der foretaget rehybridisering med X-Y-
prober med modsatte farver. Efter genopsøgning af kandidat-
cellerne sikrede man sig, at både X- og Y-signalerne havde 
skiftet farve. Udstrygningspræparater fra prøverne 39-43 blev 
også analyseret ved farvning med et monoklonalt antistof 
mod zeta-hæmoglobinkæden i embryonalt hæmoglobin. 
Zeta-positive erytroblaster blev identificeret ved ha-skanning.

Fem prøver (44-48) blev beriget ved hypotonisk behand-
ling og fiksering med Carnoy-vædske og analyseret med dob-
belthybridisering [8] med enkelte modifikationer. Vi an-
vendte ha-skanning; en tredjedel af præparaterne blev også 
manuelt skannet.

Præparatanalyse 
Føtale celler fra eksperimenterne blev hovedsagelig fundet ved 
mikroskopbaseret ha-analyse. De 20 prøver (19-38), der var be-
riget ved dobbeltMACS, blev dog alene skannet manuelt. En 
del præparater blev analyseret ved både manuel og ha-analyse. 
Der blev anvendt mindst to markører: antistoffer mod embry-
onale hæmoglobiner og/eller X-Y-kromosomspecifikke pro-
ber. RCDetect-skanneren (MetaSystems) blev brugt ved skan-
ning for cytoplasmatisk farvning, mens FISH-signaler blev op-
søgt med MDS-skanneren (Applied Imaging).

Resultater
Efter at protokollerne var dels udviklet, dels modificeret, fik vi 
intense, letaflæselige signaler. Ved sammenligning af resultater 
opnået ved manuel skanning og ved ha-skanning af samme 
præparater fandt vi ved undersøgelse af antistof-farvede præ-
parater, at metoderne gav identiske resultater. Ved X-Y-hybri-
diserede præparater gav manuel skanning og ha-skanning 
ikke altid identiske resultater. Ved begge metoder kunne man 
en sjælden gang miste en føtal celle. Endvidere fandt man ved 
ha-skanning mange falsk-positive signaler: Efter den første X-
Y-kromosom-FISH blev der ved begge metoder fundet celle-
kerner med et rødt og et grønt signal (kandidatceller). Efter 
gentagen hybridisering med X-Y-kromosomprober med 
modsatte farver blev disse kandidatceller igen opsøgt. Ved 
falsk-positive celler blev det grønne X-signal godt nok rødt, 

Antal prøver Total mængde Antal føtale Hyppighed af føtale
Berigelsesmetode analyseret blod analyseret celler identificeret celler pr. ml blod

Carnoy-fiksering . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 15 28 1,9
DobbeltMACS  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 371 0 (0)
Densitetsgradient-centrifugering  . . . . . . . 6 36 1 0,03
Bulk-separering  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12 130 0 (0)
Differentieringskompleks

(CD)71-selektion på fuldblod  . . . . . . . 5 26 1+ (1) 0,4

Tabel 1. Antal og hyppig-
hed af fosterceller fundet
i perifert blod hos gravide
kvinder.
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men det røde Y forblev rødt. Ved sandt-positive celler skiftede 
både X- og Y-signalerne farve. Alle kandidatceller blev derfor 
undersøgt i mikroskopet efter begge hybridiseringer. De falsk-
positive røde signalers natur kendes ikke. De kan måske skyl-
des uspecifik binding af probe eller være små partikler fra de 
anvendte opløsninger.

I Tabel 1 resummeres resultaterne. Antallet af føtale celler i 
hver af de Carnoy-fikserede prøver (44-48) ligger på 3-12. 

Det fremgår af Tabel 1, at der kun fandtes tre føtale celler i 
573 ml maternelt blod efter berigelse med henblik på at søge 
efter erytroblaster. Til gengæld fandtes der 28 føtale celler i 15 
ml blod efter hypotonering og Carnoy-fiksering.

Diskussion
Gennem de seneste få år har vi arbejdet på at identificere og 
isolere fosterceller fra maternelt blod. Vi har gjort mange for-
søg på at udvikle både nye markører og berigelsesmetoder. 

Vi har i forskellige samarbejdsrelationer forsøgt at udvikle 
peptidnukleinsyre (PNA)-prober mod embryonalt hæmo-
globin-ribonukleinsyre (RNA) og undersøgt en række forskel-
lige berigelsesmetoder for erytroblaster og trofoblaster. Den 
bedste erytroblastberigelsesmetode var CD71-positiv selek-
tion på fuldblod. Dette blev vist på prøver taget efter (invasiv) 
CVS (post-CVS), hvor der altså har været tale om føtomater-
nel blødning inden blodprøvetagningen [8].

Andre har fundet større antal erytroblaster end vi på præ-
CVS-prøver. Der har været publiceret tal fra en fostercelle pr. 
104 til en pr. 109 maternelle celler. Vi antager nu, at der ved 
fund af relativt høje antal føtale celler har været tale om falsk-
positive celler, som har været identificeret ved føtale hæmo-
globinantistoffer eller ved en enkelt X-Y-hybridisering. Føtalt 
hæmoglobinantistof er ikke en specifik markør.

Vi har fundet, at det er nødvendigt at anvende to uafhæn-

gige markører for føtal oprindelse af celler, f.eks. to sekven-
tielle hybridiseringer med X- og Y-kromosom-specifikke pro-
ber med omvendte farver eller fosterspecifikke embryonale 
hæmoglobinmarkører som epsilon- og zetahæmoglobinanti-
stoffer kombineret med X-Y-kromosom-FISH.
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Kokoppevirus (cowpoxvirus) er et med variolavirus tæt beslæg-
tet virus, hvis egentlige værtsdyr er gnavere såsom mus og rot-

ter. Infektionen kan overføres til en lang række dyrearter in-
klusive mennesket, og symptomerne er oftest lokaliseret til 
indgangsporte igennem huden med et mildt forløb og ringe 
mortalitet [1]. Der er rapporteret om kokoppevirus i Sverige 
[2] og Norge [3], men den er ikke tidligere blevet påvist i Dan-
mark. For en oversigt se [4].

Sygehistorie
En 13-årig dreng blev henvist pga. mistanke om et perianalt 
herpesvirusulcus. Patienten havde i 2-3 uger haft et knoppet 
udslæt og forudgående en længere periode med kløe peri-


