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Noninvasive prenatal diagnosis from maternal plasma in serological
conflicts in Poland: current practice and future prospects
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Streszczenie
W pracy przedstawiono zasade i wyniki badari nieinwazyjnych w konfliktach serologicznych. Dzieki nieinwazyjnej
diagnostyce identyfikuje sie ciezarne noszace ptody bez antygenu, do ktérego skierowane sg przeciwciata czyli
takie, ktorym nie zagraza choroba hemolityczna.
Obecnie w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii (IHIT) rutynowo bada sie RHD, RHCEc i RHCE™E pfodu.
W trakcie opracowania jest genotypowanie antygenu K.
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Abstract
The principles and results of noninvasive prenatal diagnosis in serological conflicts in Poland were described in the
following work. Noninvasive fetal genotyping from plasma of immunized mother identifies women carrying fetus
without incompatible antigen and risk of hemolytic disease.
The presence of fetal RHD gene or RHCE*c/E alleles in maternal plasma is examined routinely in Institute of Hema-
tology and Blood Transfusion in Warsaw.
Preliminary results of successful fetal KEL*1 genotyping from maternal blood were obtained.
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Znaczenie okres$lenia antygenow ptodu
w ciazy zagrozonej konfliktem
serologicznym

Alloprzeciwciata anty-D, anty-c i rzadziej anty-E z uktadu
Rh u kobiet cigzarnych moga by¢ przyczyna choroby hemoli-
tycznej ptodow/noworodkow (ChHP/N). Skutecznos$¢ profilak-
tyki poporodowej w zapobieganiu immunizacji najgrozniejszym
z nich - antygenem D - wynosi okoto 90%. U 1% RhD ujemnych
kobiet dochodzi do zimmunizowania w trakcie cigzy, zwlaszcza
w jej ostatnim trymestrze. Podanie w 28 lub 34 tygodniu ciazy
immunoglobuliny anty-D, stosowane obecnie rutynowo w wielu
krajach, obniza skutecznie tg liczbg do 0,2% [1].

Waznym elementem diagnostyki konfliktow serologicz-
nych, umozliwiajacym zawegzenie grupy kobiet wymagajacych
Scistego monitorowania i ewentualnego leczenia, jest ustalenie,
czy u ptodu wystgpuje antygen, do ktorego skierowane s prze-
ciwciala wykryte u matki. W najczesciej spotykanym konflikcie
RhD, wiedza o statusie D ptodu istotna jest tez dla kobiet niezim-
munizowanych. Gdy ptod jest RhD ujemny, kobiecie nie trzeba
podawa¢ immunoglobuliny anty-RhD, co pozwala zaoszczgdzié
deficytowy preparat [2].

Dotychczas oznaczenie antygendéw D, ¢ lub E ptodu byto
przeprowadzane metodami serologicznymi z erytrocytow pobra-
nych podczas kordocentezy albo metodami genetycznymi z am-
niocytow lub kosmkow tozyska. Zabiegi te niosa ze soba ryzyko
powiktaf, poglebienia immunizacji matki lub utraty ciazy [3, 4].

Najnowsze badania antygendéw plodu, oparte na anali-
zie DNA, mozna wykonywa¢ z materialu pobranego od matki
w sposob catkowicie nieinwazyjny dla ptodu [5].

Badania nieinwazyjne antygenoéw ptodu
z osocza matki

Poszukiwania nieinwazyjnych metod badan prenatalnych
rozpoczgto ponad pot wieku temu. Poczatkowo skupiono sig nad
komorkami krwi plodu, przenikajacymi do krwiobiegu matki
w trakcie ciazy lecz wykazano, ze moga one przetrwaé¢ w orga-
nizmie matki ponad 27 lat po porodzie [6, 7, 8]. Ten material nie
moze by¢ wige uzywany do diagnostyki aktualnej ciazy.

W 1997 roku Lo i wsp. wykazali, Ze w osoczu kobiety
cigzarnej obecne jest pozakomorkowe, wolnokrazace DNA
ptodu [9].

Stanowi 3 do 6% DNA izolowanego z osocza, jest wykry-
walne juz w 5-7 tygodniu ciazy, jego stgzenie wzrasta w trakcie
ciazy, ale szybko zanika po porodzie - wynik badania dotyczy
zatem aktualnej cigzy [10, 11].

Przebieg nieinwazyjnego badania
genotypu ptodu z osocza matki

Badanie genoéw ptodu przeprowadza si¢ od potowy drugie-
go trymestru ciazy (wczesniej zbyt niskie stgzenie DNA ptodu
w osoczu). Trzeba pobra¢ przynajmniej 10 ml krwi matki do jed-
norazowych proboéwek prézniowych z bariera zelowa i z napy-
lonym EDTA, co eliminuje niebezpieczenstwo zanieczyszczenia
probki obcym DNA. (Tabela I).

W ciagu 5 godzin od pobrania nalezy odwirowa¢ osocze
od elementéw komorkowych stosujac odpowiednie warunki
wirowania, by nie zubozy¢ osocza w DNA ptodu. Probowek nie
nalezy otwierac iprzesta¢ w ciagu 24 godzin do Pracowni Biologii
Molekularnej lub zamrozi¢ i przekaza¢ w stanie zamrozenia.
Rozmrazanie i ponowne zamrazanie osocza powoduje szybka
degradacj¢ ptodowego DNA. (Tabela I).

Do izolowania DNA ptodowego z osocza matki stosuje sig
metody automatyczne o duzej wydajnosci. (Tabela I).

W badaniu wykorzystuje si¢ wysokoczula metodg — tzw.
real-time PCR, gdzie obecnos$¢ genu jest przektadana na sygnat
fluorescencyjny. W badanym materiale poszukuje si¢ genu/
allelu pochodzacego od ptodu, a nieobecnego w genomie matki.
(Tabela II).

Badanie ma charakter ilosciowy, co pozwala stwierdzic, czy
dodatni wynik. badania pochodzi z DNA dziecka czy matki, gdyz
stgzenie DNA matczynego wielokrotnie przekracza §ladowa
ilos¢ DNA ptodu.

Jak kazde badanie diagnostyczne, oznaczanie genotypu
ptodu wiaze si¢ z ryzykiem otrzymania wynikow fatszywie
dodatnich lub ujemnych. (Tabela III).

Te pierwsze, mogace wynikaé z zanieczyszczenia probki ob-
cym DNA, spowoduja u kobiet zimmunizowanych niepotrzebne
monitorowanie cigzy technikami inwazyjnymi, a u kobiet bez
przeciwciat anty-RhD niepotrzebne podanie immunoglobuliny
anty-RhD, gdy dziecko jest RhD-ujemne.

Tabela I. Krytyczne elementy fazy przedanalitycznej — przygotowania materiatu do nieinwazyjnych badan DNA ptodu z osocza kobiety ciezarnej.

Czas pobrania materiatu od 16 tygodnia ciazy

Rodzaj materiatu .

10-15ml krwi od matki do 2-3 probéwek z napylonym EDTA i barierg zelowa,
. 2ml krwi ojca pobranej jak na morfologie

Przygotowanie materiatu przed .
wystaniem do Pracowni Biologii
Molekularnej

Krew matki: w ciggu 5h od pobrania odwirowa¢ osocze tak by bariera zelu
oddzielita je od elementdw morfotycznych (warunki wirowania $cisle wg
zalecen producenta probéwek, nie otwiera¢ probéwek)

. Krew ojca: nie wirowac

Warunki przesytania materiatu

Przesta¢ w ciagu 24h w temperaturze pokojowej lub w stanie zamrozenia

Adres
00-957 Warszawa

Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Pracownia Biologii Molekularnej ul. Chocimska 5,

Dane na skierowaniu

Pacjentka: imig, nazwisko, PESEL, adres, tydzien cigzy, zgoda na badania genetyczne,
telefon kontaktowy, ew. wywiad; informacja, gdy pacjentka lub jej partner innej rasy,
nazwisko, telefon, adres lekarza prowadzacego
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Tabela Il. Interpretacja wynikéw amplifikacji genéw/polimorfizméw ptodu z osocza cigzarnych.

Amplifikacja

Wynik PCR

genu/polimorfizmu: Dodatni (+)

Ujemny () Rozbiezny (+/-)

izolowanie DNA catkowitego z

brak DNA w badanym materiale - powtorzy¢ badanie

DNA ptodowego w badanym
materiale

CCR5 . P ) z nowo izolowanego
osocza prawidtowe powtoérzy¢ badanie DNA
4 powtorzenia (-)
RH* 4 powtorzenia (+-,)H, ptéd Rh najprawdopodobniej ptdd Rh ujemny***, powtorzyé badanie
dodatni skonfrontowaé
z amplifikacjg genu SRY
2 powtorzenia (-)
2 powtorzenia (+) ptéd jest dziewczynka?;
ptéd jest chtopcem; nie potwierdzono obecnosci i jakosci
SRY potwierdzono obecnos¢ i jakos¢ | DNA ptodowego w badanym materiale, powtérzy¢ badanie

przeprowadzi¢ amplifikacje
genu/polimorfizmu odziedziczonego
od ojca

2 powtorzenia (+)
ptdd jest dziewczynka,
potwierdzono obecnos$c i jakos¢
DNA ptodowego w badanym
materiale

polimorfizm DNA
odziedziczony od ojca,
a nieobecny u matki

DNA ptodowego w badanym materiale,

2 powtorzenia (-),
nie potwierdzono obecnosci i jakosci powtérzyé badanie

powtoérzy¢ badanie

* w zaleznos$ci od typu konfliktu amplifikacja genu RHD, lub alleli RHCE*c, E
**w przypadku badan alleli RHCE*c, E = wykryto allel, do ktérego sa przeciwciata
**w przypadku badan alleli RHCE*c, E = nie wykryto allelu, do ktérego sg przeciwciata

Tabela lll. Potencjalne przyczyny fatszywych wynikow nieinwazyjnego oznaczania genu RHD ptodu i ich konsekwencje.

Wynik fatszywie dodatni

Wynik fatlszywie ujemny

Potencjalne przyczyny .

Zanieczyszczenie probki obcym DNA .
* Obecnos$¢ u matki badz ptodu wariantu genu
RHD (jest gen RHD, ale fenotyp RhD ujemny)* |

Za mato DNA ptodu w prébce — zbyt wczesny
okres cigzy
Zta jako$¢ DNA ptodu, degradacja

Konsekwencje dla
ptodu i ciezarnej

nie wykonano.

Uznanie, ze przeciwciata sg grozne dla ptodu
i postepowanie tak jakby badan nieinwazyjnych

Uznanie, ze przeciwciata nie sg grozne dla ptodu
i grozba zaniechania ewentualnego leczenia
lub profilaktyki immunoglobuling anty-D.

*zjawisko ekstremalnie rzadkie u os6b rasy kaukaskiej; u rodzin rasy negroidalnej lub zéitej konieczno$é dodatkowych badan

Szczegblnie niebezpieczne wyniki falszywie ujemne wy-
nikaja glownie z braku DNA ptodu w probee. Opierajac si¢ na
takim wyniku, lekarz moze nie podjac leczenia ptodu z ChHP/N
u kobiety z przeciwciatami. W przypadku kobiet bez przeciwciat
anty-RhD, wynik falszywie ujemny doprowadzi do niepodania
immunoglobuliny anty-D. By wykluczy¢ ryzyko niewykrycia
genu ptodu, konieczne jest udowodnienie, ze DNA plodu jest
obecne w badanej probce. Gdy ptod jest plci meskiej badamy
geny z chromosomu Y. Dla ptodow plci zenskiej konieczne jest
poszukiwanie genu/polimorfizmu, ktory ptod odziedziczyt od
ojca, a ktorego nie ma matka. Sa one wieloetapowe i skompli-
kowane.

Nieinwazyjne badanie genotypu RHD ptodu

Antygen D kodowany jest przez gen RHD, obecny w geno-
mie 0s6b RhD dodatnich. Wystepuje u 85% osob rasy kaukaskiej,
92% negroidalnej i 99% z6ttej [12]. Podloze genetyczne fenoty-
pu RhD ujemnego jest bardzo réznorodne i odmienne u réznych
grup etnicznych.

772

W rasie kaukaskiej 99% osob RhD ujemnych nie posiada
genu RHD. W diagnostyce genetycznej daje to mozliwo$¢ okre-
slania genotypu RHD poprzez badanie wprost obecnosci genu
RHD. U o0s6b innych ras i w znikomym odsetku 0sob rasy kau-
kaskiej, podstawa fenotypu RhD ujemnego jest niefunkcjonalny
gen RHD. Gdy badania prenatalne dotycza rodziny innej rasy niz
kaukaska, nalezy to zaznaczy¢ na skierowaniu.

Jesli gen RHD zostanie wykryty w osoczu RhD ujemne;j
matki, to pochodzi on od RhD dodatniego ptodu. Ze wzgledu
na ztozona budowg genu RHD i wystgpowanie licznych jego
wariantow, w badaniu real-time PCR konieczne jest stosowanie
wigcej niz jednej pary primeréow do réznych fragmentoéw RHD.
Poszukuje si¢ 3 fragmentow genu RHD (intron 4, ekson 7 i 10)
[13].

Przez ostatnie § lat przebadano w IHiT 327 kobiet cigzarnych
RhD ujemnych. W jednym przypadku badanie nieinwazyjne
RHD ptodu nie mogto by¢ wykonane, poniewaz u cigzarnej
wystepowat wariant genu RHD (IVS3+1G>A), ktory nie ulega
ekspresji (nie wytwarza biatka RhD), ale uniemozliwia badanie
genu ptodu.
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We  wszystkich  pozostalych  326/327  przypadkach
prawidlowo okreslono genotyp RHD ptodu (240 dzieci RHD
dodatnich; 86 RHD ujemnych). Gdy badanie wskazywato na ptéd
RhD ujemny, wynik wydawano dopiero po udokumentowaniu,
ze w badanym DNA obecne bylo DNA plodu (w 49 wykryto
gen SRY — urodzili si¢ RhD ujemni chlopcy; w 36 wykryto
inny polimorfizm odziedziczony po ojcu, a nieobecny u matki —
urodzity si¢ RhD ujemne dziewczynki).

W  jednym przypadku nie znaleziono polimorfizmu
roznigcego rodzicow i wynik nie zostat wydany. We wszystkich
przypadkach RhD ujemnych dzieci, zalecono tez powtdrzenie
badania w pdzniejszej ciazy. U 5 kobiet, od ktorych krew pobrano
w I trymestrze ciazy, uzyskano rozbiezne wyniki i dopiero
ponowne badanie w II trymestrze pozwolilo jednoznacznie
okresli¢ obecno$¢ genu RHD plodu i wyda¢ wynik.

Nieinwazyjne badanie alleli genu RHCE

Mniej znany, lecz réwnie grozny, jest konflikt w zakresie
antygenu ¢ z ukladu Rh. Po antygenie RhD jest on najczgstsza
przyczyna ChHP/N [14]. ChHP/N z powodu przeciwcial anty-c
ma stosunkowo czgsto cigzki przebieg i wymaga transfuzji do-
ptodowych lub/i wymiennych. Badanie nieinwazyjne alleli genu
RHCE prowadzi sig analogicznie do badania RHD, stosujac swo-
iste dla nich primery i sondy [15]. Sa one obecnie rutynowo
wykonywane w IHiT [16].

W okresie ostatnich 3 lat zebrano i przebadano osocze od 22
zimmunizowanych kobiet cigzarnych Rhc ujemnych i uzyskano
pelna zgodnos¢ wykrywania allelu RHCE*c w osoczu z fenoty-
pem Rhe noworodkow.

Alloprzeciwciata anty-E z uktadu Rh, stosunkowo czgsto
wykrywane u cigzarnych, rzadko sa przyczyna ChHP/N [12].
Zdarzaja si¢ jednak przypadki o bardzo cigzkim przebiegu [14].
W IHIiT przebadano dotad osocze 12 kobiet RhE ujemnych.
U wszystkich wynik oznaczania allelu RHCE*E ptodu byt iden-
tyczny ze statusem RhE noworodka.

Perspektywy dalszych badan
nieinwazyjnych

Badania nieinwazyjne kolejnych klinicznie istotnych anty-
genow erytrocytow, przede wszystkim antygenu K z uktadu Kell,
kodowanego przez allel KEL*] oraz badania najistotniejszego
z punktu widzenia klinicznego antygenu HPA-la ptytek krwi,
natrafiaja na trudnosci techniczne. W najnowszych badaniach
nieinwazyjnych allelu KEL*] zastosowano zmodyfikowane
primery o podwyzszonej swoistoéci, tzw. LNA (locked nucleic
acids) [17].

Pilotazowe badania DNA z osocza 10 cigzarnych K ujem-
nych, przeprowadzone w [HiT przy zastosowaniu tej procedury,
potwierdzaja mozliwos¢ wykrywania allelu KEL*].

Dalsze badania nad doskonaleniem nieinwazyjnych badan
prenatalnych wiaza si¢ z analiza odmiennych wtasciwosci fi-
zykochemicznych DNA pochodzenia ptodowego i matczynego
(roznice w wielkosci fragmentow DNA, w metylacji) [18, 19].
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