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Antygen RhD i jego stabe odmiany
— charakterystyka serologiczna i molekularna

RhD antigen and its weak variants
— serological and molecular characterization
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Streszczenie

Zaprezentowano aktualny stan wiedzy na temat stabych odmian antygenu D, ich immunogen-
nosci oraz podatnosci na immunizacje prawidlowym antygenem D.

Stowa kluczowe: antygen RhD, odmiany/warianty antygenu D, D staby, D czesciowy, DEL,

gen RHD, mutacje genu RHD

Summary
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The paper presents the current state of the knowledge on weak variants of RhD-antigen, their
immunogenicity and susceptibility to immunization by normal antigen D.

Key words: D antigen, variety/variants of D antigen, D weak, D partial, DEL, RHD gene,

mutations of the RHD gene

Antygen D z ukladu Rh ma duze znaczenie Kkli-
niczne ze wzgledu na swa wysoka immunogennos¢.
Ocena obecno$ci lub braku antygenu D na krwin-
kach czerwonych, ktora jest podstawg do rozroznie-
nia odpowiednio os6b RhD-dodatnich lub RhD-
ujemnych, oparta wylacznie na badaniach metoda-
mi serologicznymi, nie zawsze daje jednoznaczne
wyniki. Przyczyna trudnoSci w ustaleniu statusu
fenotypu RhD-dodatni lub RhD-ujemny sa tak zwa-
ne odmiany/warianty antygenu D. Na podstawie
charakterystycznych cech serologicznych i gene-
tycznych zostaly one sklasyfikowane jako: antyge-
ny D czeSciowe, antygeny D slabe oraz antygeny
DEL [1-4]. Wsrod kazdej z tych grup wystepuje
wiele odmian, ktore, szczegblnie w ostatnich latach,
zostaly scharakteryzowane przy zastosowaniu me-
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tod biologii molekularnej. Potencjalne znaczenie

kliniczne stabych odmian antygenu D nalezy rozpa-

trywa¢ w dwoch aspektach:

— czy osoba z wariantem antygenu D po kontak-
cie z krwinkami RhD-dodatnimi w wyniku
transfuzji lub cigzy moze produkowac odporno-
Sciowe przeciwciala anty-D [5-7] oraz

— czy osoba bez antygenu D, biorca krwi/kobieta
W ciazy, jest narazona na ryzyko alloimmuni-
zacji, gdy dawca krwi okreslony jako RhD-
-ujemny lub pt6d ma stabg odmiane antygenu D.
Wiadomo, ze tylko niektore z odmian/warian-

tow RhD majg znaczenie kliniczne [4]. Ustalenie ich

roli klinicznej jest mozliwe wraz z gromadzeniem
wiedzy na temat ich wystepowania oraz obserwacji
klinicznych uzyskiwanych przez transfuzjologow
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oraz ginekologéw 1 poloznikéw. W obecnym opra-
cowaniu przedstawiono aktualny stan wiedzy o mo-
lekularnym podiozu wariantow D.

Molekularne podloze
fenotypu RhD-ujemny

Czesto$¢ wystepowania u osob rasy kaukaskiej
fenotypu RhD-ujemny wynosi okolo 15%. Naj-
czestsza przyczyna tego fenotypu jest homozygo-
tyczna delecja genu RHD 1 fragmentow towarzysza-
cych mu regionéw Rhesus box [1, 2, 7-9]. Nieznacz-
ny odsetek stanowig osoby, ktére maja caly gen
RHD, ale nonsensowna mutacja badz delecja spo-
wodowaly przesuniecie ramki odczytu i powstanie
kodonu stop, a w konsekwencji brak produktu biat-
ka zawierajacego determinanty antygenu RhD.

W rasie negroidalnej az 95% stanowia osoby
o fenotypie RhD-dodatni, u pozostatych nie wykry-
wa sie antygenu D na krwinkach. Spo$rod tych
ostatnich delecja genu RHD wystepuje tylko u 18%.
Najczesciej (ok. 70%) przyczyng wystepowania fe-
notypu RhD-ujemny w tej grupie osob jest nieak-
tywny gen zwany pseudogenem RHD lub RHDY¥
(psi), ktory zawiera duplikacje 37 par zasad obejmu-
jaca 19 nukleotydow intronu 3 1 18 pierwszych nu-
kleotydow eksonu 4. Mutacje te powoduja zmiane
ramki odczytu, czego konsekwencja jest powstanie
przedwczesnego kodonu stop; RHD ¥ ma takze non-
sensowng mutacje w eksonie 6, ktora powoduje brak
ekspresji biatka RhD na btonie krwinki czerwone;.
Jako kolejng przyczyne fenotypu RhD-ujemny
u 15% os6b rasy negroidalnej wymienia sie obecno$¢
genu hybrydowego RHD-CE-Dr, ktory sklada sie
z eksonu 1, 2 1 konca 3’ eksonu 3 genu RHD, kofica
5" eksonu 3 1 eksondéw 4-7 genu RHCE oraz ekso-
nu 91 10 genu RHD. Na podstawie sekwencji tego
hybrydowego genu nie powstaje bialko o swoisto-
§ci RhD, ale, prawdopodobnie, produkowane jest
bialko z nieprawidlowym antygenem C [2]. W kra-
jach wschodniej Azji fenotyp RhD-ujemny wyste-
puje umniej niz 1% osob, a jego podlozem jest obec-
no$¢ genu hybrydowego RHD-CE(3-9)-D lub, po-
dobnie jak w rasie kaukaskiej, brak genu RHD.
Czesto, bo w 10-30% przypadkow wystepuje anty-
gen DEL, ktory, stosujac metody serologiczne, moz-
na wykry¢ jedynie za pomocg adsorpcji/elucji [10].

Antygen D staby

Historia badan nad staba ekspresjg antygenu D
siega 1948 roku, kiedy po raz pierwszy zjawisko nie-
jednoznacznie dodatnich/ujemnych wynikow w wy-
krywaniu antygenu opisal Stratton. Antygen taki

nazwal D" [11]. Antygeny D" zostaly podzielone na
tak zwane slabe antygeny niskiego stopnia (low gra-
de), jesli antygen D byt wykrywany wylacznie w po-
Srednim teScie antyglobulinowym (PTA), i wysokie-
go stopnia (high grade), gdy krwinki byty bezposred-
nio aglutynowane przez niektore przeciwciala
anty-D. Definicja D" ewoluowala i z czasem termin
ten zaczal odnosi¢ sie tylko do takich stabych odmian
antygenu D, ktore nie ulegaly aglutynacji przy po-
mocy przeciwcial anty-D klasy IgM, a ktére mozna
bylo wykry¢ w teScie PTA z przeciwciatami anty-D
klasy IgG. Z chwilg wprowadzenia do diagnostyki
przeciwcial monoklonalnych cze$¢ stabych odmian
D zaczeta by¢ typowana jako prawidtowy antygen D
[2]. Na wystapienie reakcji aglutynacji krwinek
z przeciwcialami anty-D 1na jej nasilenie wplywa licz-
ba miejsc antygenowych D na powierzchni krwinek,
co mozna bylo wykaza¢ w pozniejszych latach przy
zastosowaniu metod iloSciowych (tab. 1) [2, 12].

D" zostal wowczas uznany za czysto iloSciowy
warlant antygenu D, posiadajacy wszystkie epito-
py, rézniacy sie od prawidlowego jedynie liczbg
miejsc antygenowych na krwinkach. Konsekwencjg
tego byto zalozenie, ze osoby z D" nie moga produ-
kowacé przeciwcial anty-D po zetknieciu sie z anty-
genem D podczas transfuzji krwi lub cigzy, ale mogg
immunizowa¢ RhD-ujemnego biorce krwi lub kobie-
te w ciazy, jesli krwinki D" sa obecne w przetacza-
nej krwi lub na krwinkach piodu.

W nastepnych latach antygen D" zostat prze-
mianowany na D staby (D weak). Okreslenie anty-
genu terminem D slaby w bardzo duzym stopniu
zalezy od stosowanych do oznaczania odczynnikow
1 technik badania. Trudno jest wiec okresSli¢ cze-
sto$¢, z jaka wystepuje D staby, stosujac metody se-
rologiczne. Bardziej pomocne s3 badania metoda-
mi biologii molekularne;.

Tabela 1. Liczba miejsc antygenu D na krwince
czerwonej

Table 1. Number of D antigen sites per RBC

Wariant antygenu D Liczba miejsc antygenowych

10 000-30 000

Jak w prawidtowym antygenie D,
rzadko > 30 000

200-10 000

< 500 — jesli mutacja w czesci
przezbtonowej [12]

500-2000 — jesli mutacja

w czesci cytoplazmatycznej [12]
DEL <50

Prawidfowy antigen D
D czesciowy

D staby
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Rycina 1. Molekularne podioze najczesciej wystepujacych
typow D staby. Na podstawie [13]

Figure 1. Molecular background of the most frequent
weak D phenotypes. Based on [13]

Na poziomie molekularnym wyréznia sie kilka
mechanizmow odpowiedzialnych za powstawanie
odmiany D staby. Sa to przede wszystkim mutacje
w czeSci kodujacej aminokwasy lezace w czeSci
przezblonowej lub cytoplazmatycznej biatka RhD.
NajczeSciej jako przyczyne powstawania D staby
wymienia sie 1-3-punktowe mutacje zmiany sensu
genu RHD, co prowadzi do zamiany nukleotydow,
a ta z kolei do substytucji aminokwaséw w biatku.
Na rycinie 1 przedstawiono przykiady mutacji od-
powiedzialnych za powstawanie najczeSciej wyste-
pujacych wariantow D slaby.

Wydawaloby sie, ze skoro mutacje te nie do-
tycza zewnatrzblonowej czeSci biatka, to ich wplyw
na antygen D powinien by¢ ograniczony. Okazuje
sie jednak, ze s one przyczyng powstania zdecy-
dowanej wiekszoSci alleli genu kodujacych rézne
typy D staby. Dotychczas opisano ponad 80 typow.
Kazdy z typow D slaby rozni sie sekwencja przy-
najmniej jednego aminokwasu w bialtku RhD, a wiec
posiada odrebny fenotyp, ale serologicznie sg one
nie do odroznienia [2, 7, 14, 15].

Obecnie uwaza sie (Flegel i Wagner, Ansart-
Pirenne, Denomme), ze osoby z niektérymi typa-
mi D staby moga wytwarzac alloprzeciwciala anty-
D po stymulacji antygenem D prawidiowym w wy-
niku transfuzji/ciazy. Za niepodatnych na ten rodzaj
Immunizacji uznano osoby z D staby typu 1, 2, 3,
4.115 [5, 6, 16]. Twierdzenie o niepodatnos$ci na
alloiommunizacje jest oparte na tym, ze takich ob-
serwacji nie zanotowano w literaturze oraz ze do
utworzonego rejestru (http:/www.uni-ulm.de/
~wiflegel/RH/RIR/rirres.html) gromadzacego ob-
serwacje o przeciwcialach identyfikowanych u osob
z antygenem D slaby, nie wplynely doniesienia

o wykryciu alloprzeciwcial anty-D u 0s6b z typami
1,2, 3,4.115. Sa natomiast doniesienia o wykry-
waniu przeciwcial u oso6b z D stabym typu 11, 15,
21,4512, 17, 18].

W badaniach serologicznych obserwuje sie
rowniez przypadki ostabionej ekspresji antygenu D,
wystepujacej wtedy, kiedy haplotyp kodujacy anty-
gen D znajduje sie w pozycji trans w stosunku do
haplotypu dCe, rzadziej dCE, kodujacego antygen
C. Jest to cecha, ktorej sie nie dziedziczy 1 mowi sie
wowczas o supresorowym wplywie haplotypu dCe
na gen RHD. Osoby takie majg stabsza ekspresje
antygenu D na krwinkach, natomiast u pozostatych
cztonkow rodziny jest ona prawidtowa [2, 15, 19].

Antygen D czeSciowy

Od czasow publikacji Argall i wsp. w 1953 roku
byto wiadomo, ze niektére osoby z RhD-dodatnim
moga produkowaé przeciwciala anty-D [20]. W la-
tach 60. XX wieku ukazaly sie doniesienia o wyste-
powaniu tak zwanego czeSciowego antygenu D
(inne okresSlenia to partial D, D-czeSciowy, katego-
rie antygenu D), ktoremu towarzyszyla obecno$¢
w surowicy alloprzeciwcial anty-D. Pionierska pra-
ce nad charakterystyka serologiczng roznych kate-
gorii czeSciowego D 1 usystematyzowaniem ich
w 6 kategorii (I-VI) przeprowadzily Tippett i San-
ger [21]. Na podstawie badan rodzinnych wykazaty
one, ze kategorie antygenu D sa dziedziczone.
W latach 80. XX wieku badania nad antygenem D
zostaly zrewolucjonizowane po wyprodukowaniu
przeciwcial monoklonalnych skierowanych do po-
jedynczych epitopow antygenu D. Reakcje tych
przeciwcial z roznymi krwinkami z D czeSciowym
byly zréznicowane, przez co wykazano brak pew-
nych epitopow antygenu D na takich krwinkach.
Brak niektorych epitopéw D ma tez konsekwencje
Kkliniczne. Organizmy oso6b, u ktorych antygen D nie
ma jakiego$ epitopu/czesci ,,mozaiki” po ekspozycji
na antygen D, moga produkowac przeciwciata do bra-
kujacych fragmentow [2]. D czeSciowy jest okresla-
ny mianem jako$ciowego wariantu antygenu D.

W przeciwienstwie do odmiany D staby muta-
cje genu RHD prowadzace do powstania D czeScio-
wego odnosza sie do zewnatrzblonowej czesci bial-
ka RhD. Literatura podaje 3 mechanizmy na pozio-
mie molekularnym odpowiedzialne za powstawanie
kategorii antygenu D: allel hybrydowy, pojedyncze
mutacje zmiany sensu oraz kilka rozproszonych
punktowych mutacji w biatku RhD. Ponad 30% D
czeSciowych powstaje w wyniku utworzenia sie
genu hybrydowego RHD-CE-D lub RHCE-D-CE.
Do powstania tego genu przyczynia sie nierowny
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Rycina 2. Molekularne podtoze niektérych D czesciowych.
Na podstawie [13]

Figure 2. Molecular background of some of the partial D.
Based on [13]

crossing-over 1 konwersja genu prowadzaca do re-
kombinacji blisko potozonych homologicznych ge-
now RHD i RHCE. Moze to by¢ makrokonwersja,
ktora powoduje zastgpienie duzych fragmentow
genu RHD fragmentami genu RHCE, jak i mikro-
konwersja, w przypadku ktorej dochodzi do zamia-
ny jednego lub kilku matych regionow (czesto pro-
wadzaca do zamiany pojedynczych aminokwasow
w biatku) [2, 7, 22]. Nalezy podkres§li¢, ze wiele an-
tygenow kwalifikowanych do kategorii D czeScio-
wego cechuje sie dodatkowo malg ekspresja na
krwinkach. Okreslenia D staby i D czeSciowy s3
stosowane umownie w celu zachowania porzadku
wsrod duzej liczby polimorfizmow genu RHD. Ter-
miny te coraz czeSciej zastepuje sie mianem wa-
riantow D.

Na rycinach 2 1 3 zaprezentowano przykiady
molekularnego podioza niektérych D czeSciowych.

Antygen DEL

Badania molekularne doprowadzity do dalszych
odkryé w dziedzinie antygenu D. Okazalo sie, ze
u niektorych osob, ktore maja gen RHD ekspresja
kodowanego przez ten gen antygenu D jest tak
mala, ze nie jest on wykrywany zadnymi rutynowo
stosowanymi testami serologicznymi. Antygen D
mozna u nich wykry¢ tylko metoda adsorpcji/elucji.
W metodzie tej po inkubacji krwinek z przeciwcia-
tem anty-D nastepuje ich zwigzanie z antygenem D,
lecz w tak matych ilo§ciach, ze nie wykrywa ich
surowica antyglobulinowa. Wykonujac eluat z krwi-
nek, na ktérych zwiazaly sie anty-D, odczepia sie
je od determinantow antygenowych D, a wykrycie
aktywnoS$ci anty-D w eluacie dowodzi, ze wigzaly
sie one z determinantami antygenu D. Antygen RhD
wykrywany jedynie metoda adsorpcji/elucji okreslo-

(HHHHHHHHH] HHHHHEHHHEH
gen RHD gen RHCE

OO OO o Ve

CHHHEHEHEH H H H]oVityp?2

CHHEHEHEE{H HHIpVityp3

CHHEHER{ H HHHIpvityp4

Rycina 3. Molekularne podfoze antygenu D kategorii VI
jako przyktad genu hybrydowego RHD-CE-RHD

Figure 3. Molecular background of partial DVI as an
example of a hybrid gene RHD-CE-RHD

no mianem DEL. Wiadomo, ze osoby z takim wa-
riantem D s3 podatne na immunizacje antygenem
D, ale ich erytrocyty moga rowniez by¢ powodem
alloommunizacji, gdy przetoczone zostang osobie
RhD-ujemnej [23, 24]. Fenotyp DEL jest bardzo
rzadki w rasie biatej, lecz czesty u Azjatow (ok. 30%
0s0b serologicznie RhD-ujemnych jest DEL). Gen
DEL jest prawie zawsze polozony w pozycji cis do
allelu Ce genu RHCE, co objawia sie zwiekszong
ekspresjg antygenu C na krwinkach.

Antygen DEL moze, podobnie jak warianty
RhD, mie¢ bardzo rézne podloze genetyczne [23,
25-27]. Sa to mutacje zmiany sensu zachodzace za-
rowno w intronach, jak i eksonach genu RHD, mu-
tacje nonsensowne, ktore prowadza do powstania
kodonu stop, tak zwane splice site mutacje — po-
wodujace btedne przepisanie informacji na mRNA
1 utworzenie nieprawidlowego biatka RhD, delecje
nukleotydoéw ktorych wynikiem jest przesuniecie
ramki odczytu i kodonu start, a takze delecje cate-
go eksonu 8 lub 9 genu RHD.

Opisano dotychczas 6 roznych alleli DEL, z kto-
rych RHD(M2951) i RHD(IV3+1 g > a) wystepuja
wsrod osob rasy kaukaskiej, RHD(K409K) 1 RHD(de-
IEx9) sa najczeScie] wykrywane wsrod DEL na Da-
lekim Wschodzie, a pozostate 2 allele RHD(X418L)
1 RHD(IVS5-38del14) zostaly wykryte i opisane
w Austrii [25]. Molekularne podtoze znanych alleli
DEL przedstawiono na rycinie 4. Kérmoczi 1 wsp.
[25] na podstawie badan DEL z r6znymi przeciwcia-
tami monoklonalnymi, doszli do wniosku, zZe niektore
z nich sa pozbawione pewnych epitopdéw, a inne maja
kompletny antygen D. Mozna, wiec twierdzié, ze ist-
nieja DEL staby i DEL czeSciowy.

Metody biologii molekularnej w znacznym
stopniu rozszerzyly, wyjasnily i usystematyzowaly
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Exons 1 2 3 4 7 8 9 10
RHD 145 190 151 148167138 134 80 74 27
RHD Introns 11857 5269 101314261627 3134 10276 4843 6942

Rycina 4. Molekularne podioze znanych alleli DEL (na podstawie: [21])

Figure 4. Molecular background of known DEL alleles (based on

wiedze na temat odmian antygenu RhD. Ich zasto-
sowanie w przypadkach, gdy wyniki rutynowo sto-
sowanych metod serologicznych sa niejednoznacz-
ne, pozwala na precyzyjne ustalenie, jaki allel ko-
duje antygen RhD u badanej osoby. Dzieki stale
poszerzajacej sie wiedzy, w tym dzieki gromadze-
niu obserwacji klinicznych mozna z coraz wiekszym
prawdopodobienstwem ustali¢, czy osoba z danym
wariantem antygenu RhD jest podatna na alloimmu-
nizacje oraz czy jej erytrocyty moga by¢ powodem
alloimmunizacji. Wiedza ta ma istotne znaczenie
praktyczne. Na trudnoS$ci z interpretacja wynikow
badan serologicznych laboratoria immunologii
transfuzjologicznej napotykaja stosunkowo rzadko.
Wydaje sie, ze zasadne jest by w takich przypad-
kach kierowaly one probki krwi do pracowni kon-
sultacyjnej Instytutu Hematologii 1 Transfuzjologii
w celu wykonania badan molekularnych.
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