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Obecnos¢ ,,niemego” genu RHD u RhD ujemne;j
kobiety ciezarnej z przeciwcialami

anty-RhD uniemozliwia okreslenie genotypu
RHD plodu metoda nieinwazyjna

RHD variant in RhD/-/ mother with anti-D makes noninvasive
fetal RHD genotyping impossible
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Streszczenie
Nieinwazyjna diagnostyka RHD ptodu w osoczu ciezarnych RhD ujemnych moze by¢ powszechnie stosowana
u kobiet rasy kaukaskiej, bo nie ma u nich na ogdt genu RHD. Jesli DNA ekstrahowane z osocza zawiera gen RHD,
to pochodzi on od ptodu. Liczba kopii genu ptodu w osoczu matki jest bardzo niska.
W prezentowanym przypadku kobiety RhD(-) z anty-RhD wykryto wysokg liczbe kopii genu RHD, co wskazywato,
ze pochodzi on od matki. Przeprowadzono nastepnie badania z ptynu owodniowego.
Cel pracy: Omowienie trudnosci z interpretacjg wynikow badar.
Materiat i metody: Ciezarna z anty-D o fenotypie Ccdee. DNA izolowano: z osocza ciezarnej i z ptynu owodniowego
oraz z petnej krwi ciezarnej i noworodka. W DNA z osocza i amniocytow badano RHD oraz RHCE*c technikg real-
time PCR. W DNA z krwi i amniocytéw badano RHD i RHCE™c, a z krwi dodatkowo genotypy RHd.
Wyniki: W DNA z osocza wykryto RHD na poziomie ilosci RHCE*c, co wskazywato, ze obecny w osoczu RHD
pochodzi z DNA matki. Badaniem z krwi ciezarnej zidentyfikowano ,niemy” wariant RHD(IVS3+1G>A). Wyniki
badania genu RHD w  ptynie owodniowym metoda real-time PCR i CDE SSP byly rozbiezne (stabo dodatnie
versus ujemne), wiec nie okreslono RhD pfodu. Dziecko urodzito sie RhD(-), w jego DNA nie wykryto RHD Zadng
Z metod.
Whioski:
1) Wariant RHD(IVS3+1G>A) u RhD(-) ciezarnej uniemoZliwit formalne oznaczenie RHD ptodu z jej osocza.
2) Wysoka czutosc real-time PCR sprawia, Zze metodg tg wykrywa sie w ptynie owodniowym sladowg obecnos¢
genow matki.
3) Czestosc wariantu RHD(IVS3+1G>A) w populaciji polskiej wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe: czynnik Rh / immunizacja / reakcja lancuchowa polimerazy - PCR /
/ diagnostyka prenatalna /

Adres do korespondencji:

Agnieszka Orzinska

Instytut Hematologii i Transfuzjologii

00-957 Warszawa ul. Chocimska 5 Otrzymano: 10.08.2009

tel. 0,22 34, 96 61 1 . Zaakceptowano do druku: 30.09.2009
e-mail: orzinska@ihit.waw.pl

88 Gilgloells(gogia Nr 10/2009



Ginekol Pol. 2009, 80, 786-790

poloznictwo

Orzinska A, et al.

Abstract

Objectives: Noninvasive fetal RHD genotyping from maternal plasma of RhD(/-) pregnant women of Caucasian
race may be used for predicting the risk of hemolytic disease because the RHD gene is usually absent in such
populations. If detected in plasma of such women, the RHD gene originates from the RhD(+) fetus. The number
of fetal copies of the gene in maternal plasma is extremely small. In the presented case of the RhD(/-) pregnant
woman with anti-D it was impossible to give a fetal RHD result due to mothers RHD(+) genotype. The fetal RHD
was determined from amniocytes.

Aim: to present the difficulties related to the interpretation of results of invasive and noninvasive procedures.
Material and methods: whole blood, plasma and amniotic fluid of the RhD(-) woman with anti-D (14 week of
pregnancy) as well as whole blood of the newborn. RHD and RHCE*c were genotyped by real-time PCR in DNA
isolated from maternal plasma and amniocytes and the RHD and d-genotypes were tested by SSP methods in DNA
isolated from whole blood and amniocytes .

Results: RHD and RHCE"c were detected in DNA isolated from plasma. The high level of RHD suggested its
origin from the mother's DNA therefore it was impossible to determine the fetal RHD. The d-little test identified a
RHD(IVS3+1G>A) variant in the mothers genome. A weak signal of real-time PCR for the RHD was obtained in
amniocytes but the RHD was not detected by SSF. The RHCE*c was detected by both methods.

Results were inconclusive; the fetal RHD status remained unknown. The child was RhD(-) with RHD in its DNA
undetected by either method.

Conclusions:

1/ The RHD(IVS3+1G>A) variant in the RhD(-) mother precluded formal noninvasive fetal RHD genotyping.
2/Real-time PCR is too sensitive for amniocyte testing and may lead to false results as it detects trace maternal

DNA in amniotic fluid

3/ The frequency of RHD(IVS3+1G>A) occurrence in Poland requires further studies.

Key words: rhesus blood group / immunization / polymerase chain reaction - PCR

prenatal diagnosis

Wstep

Powszechna immunoprofilaktyka konfliktu Rh, wprowa-
dzona w Polsce 30 lat temu, prawie catkowicie, wyeliminowata
chorobg hemolityczna ptodéw i noworodkow (ChHPiN) o tym
podtozu [1]. Jedna z przyczyn jest to, ze w Polsce preparat im-
munoglobuliny (Ig) podaje si¢ kobictom Rh ujemnym dopiero
po porodzie. Immunoprofilaktyka dotyczy kobiet, u ktorych nie
wykrywa sig przeciwcial, a ktorych dziecko jest RhD dodatnie.
Stosowana procedura nie zapobiega catkowicie wytwarzaniu
przeciwcial. Moga one powstawaé juz w ostatnich tygodniach
ciazy na skutek zwigkszonego przecieku matczyno-ptodowego.
Dlatego w innych krajach preparat immunoglobuliny podaje si¢
juz w 28 lub 34 tygodniu ciazy [2, 3]. Podawanie Ig wszystkim
Rh ujemnym cigzarnym, niezaleznie od faktycznego statusu
Rh plodu, wiaze si¢ z niepotrzebnym zuzyciem preparatu, gdy
dziecko jest RhD ujemne. Najnowsze badanie, wprowadzone
w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii (IHiT) od 2005 roku,
nieinwazyjna diagnostyka wykrywania genu RHD ptodu w oso-
czu RhD ujemnej cigzarnej, pozwala ustali¢c RhD ptodu, czyli
przewidzie¢ realne ryzyko wystapienia niezgodnosci lub konflik-
tu serologicznego [4]. U kobiet, ktore wytworzyty przeciwciata
anty-RhD informacja jest wazna, bo gdy ptod jest RhD ujemny
(a przeciwciala sa wynikiem poprzedniej ciazy) nie ma koniecz-
nosci inwazyjnego monitorowania hemolizy i leczenia ptodu.

Wykorzystanie badania dopplerowskiego wartosci prze-
plywow krwi w tgtnicy $rodkowej mézgu z ocena maksymal-
nej predkosci skurczowej przeptywu (MCA-PSV), opracowa-
ne przez Mari i wsp. pozwala na wiarygodng posrednia oceng
stopnia niedokrwistosci ptodu oraz selekcje¢ ciaz wymagajacych
przeprowadzenia procedur inwazyjnych [5]. Badanie obrazowe
w ciazach powiktanych immunizacja wykonuje si¢ poczawszy od
18 tygodnia cigzy. Po zmierzeniu maksymalnej predkosci prze-
pltywu (warto$¢ bezwzgledna w cm/s) uzyskany wynik odnosi si¢
do wartosci $redniej dla danego wieku ciagzowego, wyznaczajac
wielokrotno$¢ mediany korzystajac z programu kalkulacyjnego.
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Warto$ci nieprawidlowe przeplywow stanowia wskazanie do
przeprowadzenia niezwlocznej wewnatrzmacicznej transfuzji
doptodowe;j. Przy warto$ciach granicznych przeptywow w MCA
-PSV badanie dopplerowskie nalezy wykonywacé codziennie.

Nieinwazyjne badanie antygenu RhD plodu z krwi matki
moze by¢ stosowane u kobiet rasy kaukaskiej, poniewaz pod-
stawq fenotypu RhD(-) jest u nich na ogoét catkowity brak genu
RHD [6).

Jesli w osoczu takiej cigzarnej wykryjemy gen RHD, to musi
on pochodzi¢ od RhD dodatniego ptodu. Jednakze podtozem fe-
notypu RhD (-) u ludzi z innych ras czgsto jest wystgpowanie
,hiemych” wariantoéw genu RHD np.: pseudogenu RHDW lub
hybrydy RHD-CE-RHD [7]. Warianty te nazywamy ,,niemymi”
genami, poniewaz z roznych przyczyn nie ulegaja one ekspresji
— czyli nie powstaje na ich podstawie biatko — w tym przypadku
biatko RhD. Takze w rasie kaukaskiej w populacji Europy Za-
chodniej opisano nieulegajace ekspresji warianty genu RHD, ale
czgstos¢ ich wystgpowania jest bardzo niska [7]. Obecno$¢ genu
RHD w genomie badanej cigzarnej, a przez to w jej osoczu, po-
woduje, ze w badanym materiale nie mozna odrézni¢ genu RHD
pochodzenia matczynego od ptodowego.

W przedstawionej pracy prezentujemy przypadek kobie-
ty RhD(-) pochodzenia polskiego, z przeciwcialami anty-RhD
o wysokim mianie, u ktorej zlecono badanie nieinwazyjne anty-
genu RhD plodu. Stwierdzenie, Zze dziecko jest zgodne z matka
w zakresie antygenu RhD (czyli RhD ujemne), pozwolitoby na
uniknigcie leczenia kosztownym preparatem Ig anty-D. Jednakze
badanie nie moglo by¢ wykonane, gdyz w genomie kobiety wy-
kryto ,,niemy”, nieulegajacy ekspresji gen RAD. Dla ustalenia,
czy ptod jest RhD(+), podjgto dalsze badania obecnosci genu
RHD z ptynu owodniowego inwazyjnie pobranego od ptodu.

Cel pracy

Celem pracy jest omowienie trudnos$ci wystepujacych
w interpretacji wynikow obu badan genetycznych.
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Rycina 1.

a) Wyniki wykrywania genu RHD u kobiety RhD ujemnej z ,niemym” genem RHD technika real-time PCR. Sygnat fluorescencji obserwowany jest juz w 24-26 cyklu reakcji PCR,

analogicznie jak sygnat fluorescenciji wykrywania allelu RHCE*c obecnego u matki.

b) Wyniki wykrywania genu RHD ptodu u kobiety RhD ujemnej noszacej RhD dodatni ptéd technika real-time PCR. Sygnat fluorescenciji genu RHD ptodu obserwowany jest

dopiero w 30-32 cyklu reakji, a sygnat allelu RHCE*c juz w 23 cyklu.

Materiat i metody

Badania dotyczyly cigzarnej o fenotypie Ccdee — wielordd-
ki, lat 25 (ciaza druga), z obciazonym wywiadem polozniczym,
u ktérej w ciazy pierwszej doszto do wewnatrzmacicznego ob-
umarcia ptodu okoto terminu porodu z nieznanej przyczyny. Po
porodzie drogami natury pacjentka otrzymata Immunoglobuling
anty-D w dawce 150ug. Pacjentka zostata skierowana do Klini-
ki Medycyny Matczyno-Ptodowej w Szczecinie w 12 tygodniu
ciazy z powodu stwierdzonego miana przeciwciat 1:256. Wobec
trudnosci diagnostycznych podjgto wspotprace z Instytutem He-
matologii i Transfuzjologii w Warszawie w celu ustalenia rzeczy-
wistego statusu RhD ptodu. Badano pelng krew i osocze cigzar-
nej w 13 tygodniu ciazy, ptyn owodniowy w 14 tygodniu ciazy,
krew ojca dziecka (o fenotypie CcDee) i noworodka.
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DNA z krwi izolowano przy uzyciu zestawu QIAamp Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy), a z osocza i ptynu owo-
dniowego ekstraktorem easyMag (Biomerieux, Lion, Francja).
Technikg real-time PCR na aparacie ABI Prism 7700 w DNA
z osocza 1 amniocytow badano obecno$¢ 3 fragmentow gendow
RHD (ekson 7, ekson 10 i intron 4) i genu RHCE *c (kodujacego
swoistos¢ antygenowa Rhc, obecng u matki i u dziecka). W DNA
z pelnej krwi matki, noworodka i amniocytéw technika PCR
z uzyciem starterow swoistych dla allelu (tzw. SSP-PCR seque-
nce specific primers — polymerase chain reaction) przy uzyciu
zestawu CDE-SSP (InnoTrain, Kronberg/Taunus, Niemcy) po-
szukiwano 14 fragmentow genu RHD (w tym wariantu RHDY
i genu RHCE*c).
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Wyniki

W DNA wyizolowanym z osocza cig¢zarnej wykryto ekson 7,
ekson 10 i intron 4 genu RHD. Poziom sygnatu fluorescencyjne-
go wszystkich trzech fragmentow RHD byt taki sam jak poziom
sygnatu dla genu RHCE*c, co wskazywalo, ze wykryty gen RHD
wystgpuje w DNA matki. Nie mozna zatem byto stwierdzi¢, czy
w osoczu wystepuje tez gen RHD pochodzacy od ptodu. Wyniki
przedstawiono na rycinie la.

Dla poréwnania na rycinie 1b przedstawiono wyniki wykry-
wania genu RHD plodu u innej kobiety RhD ujemnej w podob-
nym okresie ciazy. Sygnat fluorescencji dla genu ptodu pojawia
si¢ w 33-34 cyklu reakcji PCR. Jesli wykryty gen pochodzi od
matki sygnat pojawia si¢ wczedniej, juz w 27-28 cyklu reakcji.

Obecno$¢ genu RHD u matki potwierdzono badajac DNA
z jej petnej krwi. Wynik uzyskany metoda SSP-PCR wskazy-
wal na obecnos¢ ,,niemego” wariantu RHD(IVS3+1G>A) w jej
genomie, co uniemozliwito formalne okreslenie genotypu RHD
ptodu metoda nieinwazyjna. (Rycina 2).

Po niepowodzeniu diagnostyki nieinwazyjnej przeprowa-
dzono badania genu RHD w DNA wyizolowanym z materialu
pobranego od ptodu. Technika real-time PCR w DNA z ptynu
owodniowego uzyskano wynik dodatni — wykryto 3 fragmenty
genu RHD, lecz poziom fluorescencji dla kazdego z badanych
regionéw byt bardzo niski w poréwnaniu z poziomem sygnatu
genu RHCE*c, obecnego u dziecka.

Sygnat fluorescencji dotyczacy genu RHCE*c uzyskano
juz w 27 cyklu reakcji. Gen RHD wykryto dopiero w 33-34
cyklu, co wskazuje na Sladowa ilo§¢ DNA zawierajacego ten gen
w badanym materiale. (Rycina 3).

Technika SSP-PCR w tym samym materiale nie wykryto
genu RHD, natomiast stwierdzono obecno$¢ genu RHCE*c
u dziecka. Ze wzgledu na rozbiezne wyniki, uzyskane dwiema
metodami PCR z inwazyjnie pobranego materiatu, nie okreslono
statusu RhD plodu. Dziecko urodzito si¢ RhD(-), a w DNA
wyizolowanym z jego krwi nie wykryto genu RHD Zadna
z zastosowanych technik PCR.

Rycina 2. Wynik badania genu RHD u kobiety ciezarnej RhD(-)/ RHD(+) testem
d-little (Innotrain, Kronberg/Taunus, Niemcy): produkt PCR 940 par zasad -
hybrydowy Rhesus box - $wiadczacy, ze badana osoba jest heterozygota pod
wzgledem genu RHD (a); 150par zasad (b) i 127par zasad (e) charakterystyczne
dla wariantu RHD (IVS3+1G>A).

Dyskusja

Nieinwazyjne badanie genu RHD ptodu z osocza cigzarnej
RhD ujemne;j jest od czterech lat rutynowo wykonywane w IHiT.
Stopien czutosci i specyficznosci badania oceniono na 99% [4].

Jak w kazdym badaniu, w ktérym badane jest DNA, nalezy
liczy¢ si¢zmozliwoscia otrzymania fatszywie dodatnich wynikow
ze wzgledu na obecno$¢ nie ulegajacych ekspresji wariantow
poszukiwanego genu. Specyficzne dosekwencjigenu RHD startery
i sondy wykrywaja takze komplementarne regiony w wariantach
,hiemych”. Z tych powodow, w opisanym w pracy przypadku
cigzarnej RhD(-) z wariantem RHD(IVS3+1G>A), gdzie mutacja
dotyczy miejsca splicingu, niemozliwe bylo nieinwazyjne
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Rycina 3. Wyniki wykrywania genu RHD ptodu z amniocytow ptodu technikg real-time PCR.
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oznaczenie genotypu RHD plodu z jej osocza. Inni autorzy,
prowadzacy nieinwazyjne badania genu RHD ptodu
u pacjentek RhD ujemnych z terendw Europy Zachodniej,
takze opisali podobne przypadki, u ktérych niemozliwe bylo
przeprowadzenie diagnostyki prenatalnej. Badacze holenderscy
u 12/2380 cigzarnych RhD ujemnych wykryli nieulegajace
ekspresji geny RHD w genomie matek [8]. Warianty najcze$ciej
wykrywane to pseudogen RHDW, za§ w jednym przypadku
wariant RHD(IVS3+1G>A4), ten sam co prezentowany
w obecnej pracy. U 563 belgijskich pacjentek badanie 6 osoczy
dato wynik silnie RHD dodatni 1 w tej grupie (wszystkie te
pacjentki byly rasy negroidalnej) potwierdzono w genomie 4
matek obecnos$¢ wariantu RHDW, a u 2 hybrydowego genu
RHD-CE-RHD [9]. Powszechnie stosowany przez badaczy
dobor starterow i sond komplementarnych do kilku eksonow
rownolegle, a w szczego6lnosci do miejsc o odmiennej sekwencji
w najczesciej spotykanym wariancie zmutowanym (np. ekson
4 RHDVY), pozwala wyeliminowaé czg§¢ fatszywie dodatnich
wynikow RHD ptodu u cigzarnych z ,niemym” genem RHD
[10]. W przypadku opisywanej przez nas ci¢zarnej ,,niemy” gen
nie byt wariantem RHD Y.

Gen RHD pochodzacy od matki daje wynik falszywie do-
datni, ktory r6zni sig iloSciowo od wyniku prawdziwego uzyski-
wanego dla RHD dodatniego ptodu, co pozwala na ustalenie, ze
pochodzi od DNA matki. Jak wiadomo DNA ptodu stanowi tylko
okoto 3% DNA obecnego w osoczu — reszta to DNA matki [11].

Nalezy podkresli¢, iz ewentualne nierozpoznanie, ze uzy-
skany wynik jest falszywie dodatni powoduje, Ze cigza traktowa-
na jest jako potencjalnie zagrozona wystapieniem ChHPiN, a to
moze narazi¢ pacjentkg na zbgdne procedury monitoringu czy
leczenia. Aby zminimalizowac ryzyko bl¢dnej diagnozy w pro-
cedurze badania osocza nalezy wprowadzi¢ dodatkowe wytycz-
ne co do stosowania kontroli, tak aby bylo mozliwe ilosciowe
poréwnanie poziomu sygnalu od genu RHD wzgledem sygnatu
innego genu pochodzenia matczynego.

Opisany w prezentowanych badaniach gen
RHD(IVS3+1G>A) u kobiety pochodzenia polskiego wyma-
ga dalszej charakterystyki i okreslenia czgstosci wystgpowania
w naszej populacji. Ze wstgpnych badan wynika, iz u 13/2907
0sob polskiego pochodzenia oznaczonych serologicznie jako
RhD ujemne wykrywa si¢ fragment/ty genu RHD. W wigkszo-
$ci tych przypadkéw mamy jednak do czynienia z wykrywaniem
tylko niektorych jego fragmentow. Czgsto§¢ wystgpowania nie-
ulegajacych ekspresji genéw RHD w rasie kaukaskiej jest kran-
cowo niska. Wedlug niemieckich badaczy wykryty ,niemy”
gen RHD(IVS3+1G>A), zaliczany do wariantow D, wystepuje
z czgstoscia 1:15000 w populacji europejskiej [7].

W Polsce nie przebadano jak dotad wystarczajaco licznej
grupy os6b RhD ujemnych by okresli¢, jak czgsto niemozliwe
bedzie wykonanie oznaczenia RhD ptodu metoda nieinwazyjna
u naszych pacjentek. Nalezy tez pamigtac, ze wzrastajaca migra-
cja ludnos$ci moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia w naszym kraju
liczby cigzarnych RhD ujemnych innych ras.

U cigzarnych RhD ujemnych z obecnym ,,niemym” genem
RHD mozliwe jest okreslenie statusu RhD plodu z inwazyjnie
pobranego materiatu od dziecka [12]. Jednakze zastosowanie
techniki real-time PCR, ze wzgledu na bardzo wysoka czulosc¢
(technika ta wykrywa nawet 1 kopi¢ genu w badanym materiale),
moze wykrywa¢ w ptynie owodniowym $ladowe iloci gendw
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pochodzacych od matki i takze dawaé¢ wyniki fatszywie RhD
dodatnie. IloSciowe pordwnanie poziomu sygnalow dla genu
pochodzenia matczynego, a innego genu, ktéry na pewno wy-
stepuje u dziecka (np. RHCE*c), pozwala na wykrycie tej nie-
zgodno$ci. Natomiast niska czuto$¢ klasycznej techniki PCR
w porownaniu z metoda fluorescencyjng real-time PCR powo-
duje, ze produkt amplifikacji sladowych ilosci matczynego DNA
nie jest wykrywany. Zbyt duza czulo$¢ techniki real-time PCR
jest w tym przypadku powodem fatszywie dodatnich wynikoéw
badan. W analizowanym przypadku nalezato si¢ oprze¢ tylko na
wynikach uzyskanych klasycznymi metodami PCR.

Whnioski

W przedstawionej pracy opisano pierwszy w Polsce
przypadek ci¢zarnej RhD ujemnej, u ktorej wykryto tzw. ,,niemy”
gen RHD, co uniemozliwito nieinwazyjne oznaczenie genotypu
RHD dziecka. Fakt ten wskazuje na ograniczenia dotyczace
tego badania prenatalnego, co jednak nie umniejsza jego
ogoblnej wartosci w ocenie statusu RhD ptodu dla prawidtowego
i ekonomicznego prowadzenia ciazy u absolutnej wigkszo$ci
kobiet RhD ujemnych.

Podzigkowania

Dzigkujemy pacjentce, lekarzom i pracownikom laboratoriow,
ktorzy zajmujq sie ciezarnymi, za Zyczliwg wspolprace
w gromadzeniu materiatu i danych do przedstawionej pracy.

Praca zgloszona na XXX Jubileuszowy Kongres Polskiego Towarzystwa
Ginekologicznego ,,Jakos¢ Zycia kobiety - Salus feminae suprema lex
esto” w dniach 16-19 wrzesnia 2009 r. w Lublinie
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