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Streszczenie

Nieinwazyina diagnostyka prenatalna jest oparta na analizie pozakomorkowego DNA plodu
obecnego w osoczu kobiet w cigzy. W niniejszej pracy poglgdowej autorki przeanalizowaly
przyczyny stosowania obecnie tej metodologii tylko do genotypowania niektorych antygenow
krwinek czerwonych plodu. Podsumowaly tez doswiadczenia Instytutu Hematologii 1 Transfu-
zjologii w prenatalnej diagnostyce konfliktow matczyno-plodowych w zakresie antygenow RhD,
RhC+D, Rhe, RhE i K oraz omowily perspektywy rozwoju badan prenatalnych na podstawie
nowoczesnych technologii: digital PCR, spektrometrii mas MALDI-TOF, sekwencjonowania
nowej generacyi.

Stowa kluczowe: nieinwazyjna diagnostyka prenatalna; choroba hemolityczna ptodéw/
/noworodkéw, RhD, RhC, Rhe, RhE, K, HPA1a; genotypowanie, pozakomoérkowe DNA ptodu
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Summary

Non-invasive prenatal diagnostics is based on the analysis of cell free fetal DNA present in the
plasma of pregnant women. In this review we analysed the reasons why this methodology can
be currently used only for genotyping of some fetal red blood cell antigens. We also summerised
the experience of the Institute of Haematology and Transfusion Medicine in prenatal diagnostics
of feto-maternal incompalibilities against RhD, RhC+D, Rhe, RhE and K antigens and discussed
the perspectives of development of prenatal tests based on modern technologies: digital PCR,
mass spectrometry MALDI-TOF, new generation sequencing.
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Wstep

Pozakomorkowe DNA plodowe w osoczu matki
(cff-DNA, cell free fetal DNA) odkryto w 1997 roku
[1]. Stanowi 3-6% DNA izolowanego z osocza, jest
wykrywalne juz w 5-7 tygodniu ciazy. Jego stezenie
wzrasta w trakcie cigzy, ale szybko zanika po poro-
dzie — zatem wynik jego badania dotyczy aktual-
nej ciazy [2, 3], w odréznieniu od komorek ptodo-
wych obecnych w krwiobiegu matki, ktére moga
pochodzi¢ z poprzednich cigz [4]. Analiza cff-DNA,
mimo jego niewielkiej iloSci, stala sie mozliwa dzieki
iloSciowe] technice PCR (polymerase chain reaction)
w czasie rzeczywistym (RQ-PCR, real-time quanti-
tative PCR), szczegoblnie z wykorzystaniem sond
TagMan. Pierwsze prace wykorzystujace cff-DNA
jako material do badan prenatalnych dotyczyty po-
szukiwania gendéw z chromosomu Y oraz genu RHD,
najprostszych technicznie do wykrywania, poniewaz
nie ma ich u matek (brak chromosomu Y u kobiet,
brak genu RHD u wiekszoS$ci os6b RhD-ujemnych)
[3, 5]. Dalo to mozliwo$¢ nieinwazyjnej diagnosty-
ki najpowszechniejszego konfliktu serologicznego
w zakresie antygenu RhD oraz analizy dziedzicze-
nia chorob sprzezonych z plcig [5, 6].

Duze trudno$ci metodologiczne napotkalo na-
tomiast badanie genoéw determinowanych przez po-
limorfizmy punktowe, tak zwane SNP (single nuc-
leotide polimorphism), potrzebnych do nieinwazyj-
nej diagnostyki konfliktow serologicznych innych
niz konflikt RhD Iub réznych choréb uwarunkowa-
nych genetycznie (np. w chromosomie X oraz w ge-
nach autosomalnych — miedzy innymi 3-talasemia,
choroba Huntingtona, dystrofia mieSniowa, niedo-
krwisto$c¢ sierpowata) oraz do wykrywania chromo-
somalnych anaploidii (m.in. trisomia 21, 18, 13; mo-
nosomia X i inne zaburzenia liczby chromosomow
X/Y) [7-9]. W ostatnich latach nastapil znaczacy
postep w tej dziedzinie poprzez wykorzystanie in-
nych technologii niz klasyczny RQ-PCR, takich jak
digital PCR [10], spektrometria mas MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
-flight) [11] oraz sekwencjonowanie nowej genera-
¢ji [12], ktére omoéwiono w niniejszej pracy.

Zasadniczym celem prezentowanej pracy jest
udzielenie odpowiedzi na pytania:

— jaka jest przydatno§¢ nieinwazyjnych badan
prenatalnych?

— naczym polegaja trudno$ci w ich wykonywaniu?

— dla ktorych konfliktow serologicznych badania
nieinwazyjne sg prowadzone w Polsce 1 na

Swiecie 1 jakie sa ich wyniki?

— co wymaga ulepszenia?

Przydatnos$¢ nieinwazyjnej diagnostyki
w konfliktach serologicznych

Konflikty matczyno-plodowe
w antygenach krwinek czerwonych

Badania nad nieinwazyjna diagnostyka ptodu
w konfliktach serologicznych rozpoczeto na Swiecie
pod koniec lat 90. XX wieku [1, 2], a od 2000 roku s3
prowadzone w Instytucie Hematologii i Transfuzjo-
logii w Warszawie (IHiT), gdzie wdrozono protokoly
dla konfliktu w antygenach RhD, Rhc, RhE 1 RhC
z ukladu Rh 1 w antygenie K z ukladu Kell [13-15].
Metody te sa wykorzystywane przez ginekologow
w przypadkach, gdy istnieje podejrzenie, ze wyste-
pujace u kobiety ciezarnej przeciwciala moga spo-
wodowac chorobe hemolityczng plodow/noworod-
kow (HDFN, hemolytic disease of the fetus and new-
born). Wiadomo, ze przeciwciala obecne u matki
moga by¢ grozne, jeSli ptod nosi antygen, do ktore-
go s skierowane. Wykrycie genu lub allelu ptodu,
kodujacego antygen niezgodny z matka (tj. RHD,
RHCE*C,RHCE*c, RHCE*E, KEL*1) zaweza gru-
pe kobiet wymagajacych Scistego monitorowania
HDFN i ewentualnego leczenia. Jesli dziecko jest
antygenowo ujemne, co moze mie¢ miejsce, gdy
ojciec dziecka ma heterozygotyczny genotyp, to
przeciwciala mu nie zagrazaja, gdyz sa wynikiem
poprzedniej cigzy lub immunizacji przez przetocze-
nie krwi. Wykazanie braku szukanego genu/allelu
plodu w osoczu matki, przy potwierdzeniu obecno-
Sci cff-DNA wykryciem markera dziedziczonego po
ojcu, stanowi argument do zaniechania inwazyjnych
zabiegdw pobierania materialu od ptodu (amnio-
punkcja, kordocenteza), ktore zawsze wiazg sie
z okolo 1-procentowym ryzykiem utraty cigzy i do-
datkowa immunizacja matki [16].

W latach 2007-2008 w IHiT we wspolpracy
z Regionalnymi Centrami Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa przeprowadzono analize wykrywania
przeciwcial do antygendéw krwinek czerwonych
u kobiet ciezarnych w Polsce. Zebrano dane od gru-
py stanowiacej okoto 48% wszystkich ciezarnych
[17]. Analizy te pozwolily oceni¢ skale immunizacji
antygenem RhD i1 antygenami ,,nie-RhD” w Polsce
1 tym samym przewidzieé skale ewentualnych ba-
dan nieinwazyjnych w cigzach zagrozonych HDFN.
Szacuje sie, ze kobiet ciezarnych z przeciwcialami
anty-D jest okolo 1000 rocznie. W okoto 400 przy-
padkach (40% kobiet teoretycznie powinno miec
RhD-ujemne plody) nieinwazyjne badanie RHD pto-
du pomogloby wykluczy¢ konflikt matczyno-piodo-
wy, a tylko pozostale musialyby by¢ monitorowane
pod katem objawow HDFN. U kobiet RhD-ujem-
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nych z rzadkimi przeciwcialami anty-G — obok nie-
inwazyjnego oznaczenia genu RHD istotne jest tez
oznaczenie statusu RhC plodu, poniewaz obecno$¢
RHD i/lub allelu RHCE*C potwierdza ryzyko wy-
stapienia HDFN z powodu przeciwcial anty-G.
Z przeprowadzonych badan wynika tez, ze kobiet
ciezarnych z przeciwcialami do innych antygenéw
niz antygen RhD, tak zwany ,nie-RhD”, jest sza-
cunkowo 2000 rocznie. Wéro6d nich najwiekszy od-
setek stanowig kobiety z przeciwcialami anty-K lub
anty-c (25%, czyli ~500). Przeciwciala anty-K moga
wywolacé ciezkie objawy HDFN [18], podczas gdy
HDFN z powodu przeciwcial anty-c ma zazwyczaj
fagodna postac, ale u 20% przypadkow wymaga
wymiennego przetoczenia krwi — stad duze zna-
czenie diagnostyczne opracowanych nieinwazyj-
nych badan prenatalnych. Przeciwciala anty-E tez
sg stosunkowo czesto wykrywane. Rzadko wywo-
tuja ciezka posta¢c HDFN, ale notowano pojedyncze
przypadki o takim przebiegu [19]. Wprowadzenie do
praktyki klinicznej metody nieinwazyjnego genoty-
powania plodu jest wiec zasadne. Dla diagnostyki
pozostalych konfliktow matczyno-plodowych, mie-
dzy innymi w antygenie K, Fy**, Jk**, Co?, Di*, wciaz
brakuje metod nieinwazyjnych, cho¢ warto podkre-
§li¢, ze stosunkowo rzadko wywoluja one HDFN.
Znajomo§¢ statusu RhD plodu jest takze waz-
na dla profilaktyki konfliktu RhD, prowadzone;j
u kobiet bez przeciwcial. W Polsce jak dotad immu-
noglobuline anty-D podaje sie dopiero po porodzie,
kiedy mozna oznaczy¢ antygen RhD z krwi dziec-
ka. Taki schemat obnizy! odsetek przypadkow im-
munizacji anty-D w drugiej cigzy po urodzeniu
pierwszego RhD-dodatniego dziecka z 13-20% do
poziomu 1,6% [18]. Skuteczno$¢ obecnie stosowa-
nego systemu profilaktyki szacuje sie na okolo 90%.
Przyczyny niepowodzenia wynikajg glownie z zanie-
dban w podawaniu immunoglobuliny anty-D, poda-
nia zbyt matych dawek w stosunku do liczby krwi-
nek plodu przeciekajacych do krwioobiegu matki,
z bledow w oznaczaniu antygenu RhD u noworod-
kow, ale takze z faktu, ze u 1% kobiet Rh-ujemnych
dochodzi do immunizacji juz w trakcie pierwszej
ciazy. Z tej przyczyny w wielu krajach wysoko roz-
winietych wprowadzono rekomendacje, by podawaé
immunoglobuline anty-D 2-krotnie w 28 1 34 tygo-
dniu cigzy albo jednorazowo w wiekszej dawce
w 34 tygodniu. Procedura taka zmiejsza czesto$c
alloimmunizacji antygenem RhD do poziomu 0,3%
[20]. Ponadto chroni aktualna ciaze, a nie dopiero
nastepna, ktéra moze nie mie¢ miejsca wobec ten-
dencji zmiejszajacej sie dzietnoSci spoleczenstw.
W krajach stosujacych ten schemat immunoprofi-
laktyki rozwaza sie mozliwo$ci i zasadno$¢ oznacza-

nia genu RHD plodu w osoczu matki w celu wyklu-
czania z immunoprofilaktyki kobiet z RhD-ujemnym
plodem. W dyskusjach nad takim projektem podkre-
Sla sie, ze ograniczenie liczby kobiet poddanych
immunoprofilaktyce jest wazne z punktu widzenia
ekonomii (oszczedzanie drogiego, deficytowego
preparatu anty-D), aspektow etycznych (ogranicze-
nie liczby dawcow krwi szczepionych krwinkami
RhD-dodatnimi do jego produkcji) oraz zdrowotnych
(eliminacja ryzyka przeniesienia nieznanych czyn-
nikéw zakaznych w produkcie krwiopochodnym)
[21]. Van der Schoot 1 wsp. przeanalizowala koszt
wykonania takich badan u Rh-ujemnych ciezarnych
10szacowala, jak ich wprowadzenie wplynie na kosz-
ty immunoprofilaktyki [20]. Wedlug obecnie obo-
wigzujacego schematu w Holandii immunoglo-
buline anty-D w ciazy otrzymuja tylko kobiety nie-
posiadajace dzieci. Ograniczenie to wynika ze
wzgledéw ekonomicznych oraz ze wzgledu na ogra-
niczong dostepno§¢ preparatu anty-D (w Holandii
wytwarza sie preparat anty-D tylko z osocza daw-
cow holenderskich). W tym schemacie immunopro-
filaktyki wprowadzenie nieinwazyjnego badania
genu RHD plodu kosztowaloby tyle, ile immunoglo-
bulina anty-D niepotrzebnie podana kobietom no-
szacym RhD-ujemne plody (3,1 min ». 3 mln euro).
Gdyby immunoprofilaktyka objeto wszystkie RhD-
-ujemne ciezarne, to nieinwazyjne badania przy-
czynilyby sie do 40% oszczedno$ci (6,6 mln v.
3,9 mln euro).

Konflikty matczyno-plodowe
w antygenach plytek krwi

Diagnostyka konfliktow w zakresie antygenow
plytek krwi (HPA, human platelets antigens) czeka
na opracowanie wiarygodnych metod nieinwazyj-
nych. Szczegolnie potrzebna jest prenatalna diagno-
styka konfliktu HPA1a, ktory stanowi 80-90% kli-
nicznych przypadkow alloimmunologicznej mato-
plytkowosci ptodow/noworodkow (FNAIT, fenal
and neonatal alloimmune thrombocytopenia), wyste-
pujacej z czestoscig okolo 1:1000-2400 urodzen [22,
23]. Problem ten dotyczy kobiet ciezarnych o feno-
typie HPAla-ujemnym, czyli o genotypie HPA1bb
(homozygoty w zakresie przeciwstawnego allelu
HPA*1b), wykrywanego u 2% osob w populacjach
kaukaskich. Z badan prospektywnych wynika, ze
odsetek kobiet HPAla-ujemnych ulegajacych allo-
immunizacji wynosi 10%, a u 31% z nich prowadzi
to do ciezkich objawow FNAIT [24, 25]. Istotng roz-
nicg w poréwnaniu z konfliktem RhD jest fakt, ze
25-50% przypadkow FNAIT z powodu przeciwcial
anty-HPA1la pojawia sie juz w pierwszej ciazy [22].
Dlatego nieinwazyjne wykrycie allelu HPA *1a pto-
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du jest wazne nie tylko dla diagnostyki cigz z obcia-
zonym wywiadem, ale takze dla badan przesiewo-
wych w celu rozpoznawania FNAIT w trakcie cia-
zy. Biorac pod uwage liczbe urodzen z 2009 roku
[26], w Polsce teoretycznie nalezaloby sie spodzie-
wac okoto 700 przypadkéw alloommunizacji anty-
HPA1a rocznie, w tym okolo 220 przypadkow ciez-
kiej FNAIT (41 6437 urodzen X 2% ciezarnych
HPAI1bb x 85% ptodow HPAla-dodatnich X 10%
ulegajacych alloimmunizacji X 31% z ciezka FNAIT).

Trudnos$ci nieinwazyjnych
badan prenatalnych i proby
ich przezwyciezania

Wykonywanie badan genowy/alleli ptodu w oso-
czu antygenowo ujemnej kobiety ciezarnej podej-
rzewanej o konflikt serologiczny jest wysoko spe-
cjalistycznym badaniem. Trudno$ci w wykonaniu
takich badan wynikaja z kilku przyczyn, ktore szcze-
g6lowo omoéwiono ponizej.

Niskie stezenie cff-DNA i proporcja
wzgledem DNA matczynego

Dla wykrycia genow plodu konieczne jest wy-
izolowanie odpowiedniej ilo§ci ptodowego DNA.
W osoczu, jak powiedziano we wstepie, wystepuje
tylko nieznaczna ilo§¢ cff-DNA; przewazajaca czeS¢
stanowi pozakomorkowe DNA matczyne. Konieczne
jest wiec izolowanie DNA z duzej objetoSci osocza,
a tym samym pobranie przynajmniej 15-20 ml krwi.
Dodatkowo wazne jest, by ograniczac proces rozpadu
komorek matki, poniewaz z nich jest uwalniane do-
datkowe matczyne DNA. Przeciwdziala temu pobie-
ranie krwi do probowek z bariera zelowa i napylonym
EDTA (ethylene-diamine-tetra-acetic acid), ktore trze-
ba odwirowac w ciagu 5 h, SciSle wedlug zalecen pro-
ducenta, by nie spowodowac zubozenia frakcji cff-
DNA. W tak odseparowanym osoczu cff-DNA jest sta-
bilne w temperaturze pokojowej do 48 h od pobrania
1w takich warunkach moze by¢ transportowane do la-
boratorium diagnostycznego [27]. Probowke zawiera-
jaca osocze, oddzielone od elementéw morfotycznych
barierg zelowa, mozna tez dostarczy¢ w stanie zamro-
zonym. Niedopuszczalne jest natomiast zamrazanie
rozmrozonego 0socza, poniewaz prowadzi to do de-
gradacji cff-DNA. Ostatnio Fernando 1 wsp. z firmy
Streck opisali nowy typ probowek przeznaczonych
do badan prenatalnych, ktore nie maja bariery zelo-
wej 1 nie wymaga odwirowania osocza, a cff-DNA jest
w nich stabilne do 14 dni od pobrania [28].

Metoda izolowania DNA musi by¢ efektywna,
przeznaczona dla pozyskiwania drobnoczasteczkowe-

go DNA. Poleca sie zestawy do izolowania kwasow
nukleinowych wirusow, najlepiej z duzych objeto-
§ci osocza (= 1 ml) [29, 30]. Z uwagi na przewidy-
wang skale badan i mniejsze ryzyko zanieczyszcze-
nia ,,obcym” DNA (procedury dekontaminacyjne,
bardziej zamkniety uktad izolowania) duze oczeki-
wania wigze sie z wydajnymi metodami automatycz-
nymi [30, 27]. Szczegolnie przydatne wydaja sie
metody z wykorzystaniem kuleczek magnetycznych
oplaszczonych krzemionka, ktore lepiej wychwytuja
drobnoczasteczkowe DNA niz metody ze zlozem
ubitym w kolumnie [31].

Metoda detekgji cff-DNA musi wykrywac po-
jedyncze kopie genow. Rutynowo uzywana obecnie
metodologia RQ-PCR daje takie mozliwoSci. Waz-
nym elementem jej standaryzacji jest wykazanie
czulo$ci wykrywania jednej kopii genu, poprzez
sporzadzenie krzywych wzorcowych z serii rozcien-
czen DNA pozyskanego od dawcy pozytywnego pod
wzgledem badanej cechy w DNA pozyskanym od
0soby o przeciwstawnym genotypie.

Wszystkie 3 wymienione elementy analizy
cff-DNA s3 bardzo wazne z uwagi na konieczno§¢é
ograniczania ryzyka wydania falszywie ujemnego wy-
niku badania prenatalnego (brak lub niska koncen-
tracja cff-DNA w pobranym osoczu z powodu nie-
prawidiowego odwirowania lub przechowywania
osocza; niska wydajno$¢ izolowania cff-DNA; mata
czulo$¢ metody RQ-PCR). W przypadkach z klinicz-
nym podejrzeniem HDFN (obecne alloprzeciwciala
u matki) wyniki falszywie ujemne wiaza sie z szcze-
gblnie duzym niebezpieczenstwem. Opierajac sie na
nich, lekarz moze podja¢ niewlasSciwg decyzje
o zaniechaniu leczenia plodu, ktére moze sie okazac
konieczne dla ratowania zdrowia i zycia dziecka.
W badaniach profilaktycznych kobiet RhD-ujem-
nych bez przeciwcial uzyskanie wyniku falszywie
ujemnego wigze sie z mniejszym zagrozeniem
— kobieta nie dostanie immunoglobuliny anty-D
W ci3zy, ale dostanie jg po porodzie, po okreSleniu
fenotypu D dodatniego krwinek dziecka.

Charakter polimorfizmu badanego genu

Polimorfizm delecji genu
— warianty genu RHD

Teoretycznie wykrywanie genu RHD ptodu
w osoczu ciezarnej RhD-ujemnej kobiety (czyli
nieposiadajacej genu RHD) powinno by¢ technicznie
proste, szczegodlnie, gdy operuje sie tak czulg technika,
jak RQ-PCR. Tym niemniej w badaniu tym napotyka
sie na wiele trudno$ci zwigzanych ze zréznicowanym
podiozem genetycznym fenotypu RhD-ujemnego
1 wystepowaniem licznych wariantow genu RHD.
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U 99% oso6b z populacji kaukaskiej podstawg
fenotypu RhD-ujemnego jest brak calego genu
RHD, natomiast u okoto 1% os6b sekwencje genu
RHD s3 obecne, ale z powodu réznych mechani-
zmo6w mutacji (SNP w regionach kodujacych lub na
styku intron-ekson, delecje/insercje, rekombinacje
z genem RHCE) gen RHD jest niefunkcjonalny,
czyli nie powstaje bialtko RhD albo jest on odpowie-
dzialny za tworzenie wariantow biatka RhD o obni-
zonej ekspresji (tzw. D stabe, Del) badZ pozbawio-
nych czesci epitopéw antygenowych (tzw. D cze-
Sciowe) [19, 32]. Warianty D czeSciowe (wiekszo$¢
hybryd RHD-CE-D; mutacje punktowe w sekwen-
cjach kodujacych zewnatrzkomorkowe fragmenty
biatka RhD) oraz D stabe (najczesciej mutacje punk-
towe w sekwencjach kodujacych regiony przezhto-
nowe lub wewnatrzkomorkowe biatka RhD; cze$¢
hybryd RHD-CE-D) czesto nie sa wykrywane w ru-
tynowych badaniach serologicznych. Cze§¢ z nich
moze by¢ zidentyfikowana w bardziej zaawansowa-
nych badaniach serologicznych z kombinacja roz-
nych przeciwial monoklonalnych. Warianty Del
(najczeSciej mutacje punktowe na styku intron-
-ekson, niektore mutacje w sekwencji kodujacej,
delecje eksonu 8 lub 9 RHD) charakteryzuja sie na-
tomiast tak slaba ekspesja, ze sg mozliwe do wy-
krycia jedynie technikg adsorpcji/elucji. Bardziej
szczegblowych informacji na temat czestoSci ,,nie-
typowych” fenotypéw Rh ujemnych w populacjach
europejskich dostarczaja badania genetyczne daw-
cow krwi. Ogotem odsetek os6b RhD-ujemnych
z wariantem genu RHD w Niemczech wynosi 0,21%
[32], w Austrii 0,4% [33], a w Polsce 0,45% [34].

W innych grupach etnicznych podioze gene-
tyczne fenotypu RhD-ujemnego jest odmienne:
u67% osob RhD-ujemnych w rasie negroidalnej jest
obecny pseudogen RHDW z duplikacja 37 par zasad
(pz) w 4 eksonie RHD i mutacja nonsensowna
w eksonie 6, a u 15% wystepuje gen hybrydowy
RHD-CE(3-9)-D [19]. W rasie z61tej u 20-30% oso6b
RhD-ujemnych sg obecne rézne allele RHDel,
a u 4-6% hybrydy RHD-CE(3-9)-D [19]. Z omowio-
nych powodow, diagnozujac przypadek konfliktu RhD,
powinno sie zna¢ pochodzenie etniczne rodzicow.

W Swietle tej wiedzy dla zapewnienia wiarygod-
no$ci nieinwazyjnych badan RHD plodu jest ko-
nieczne badanie kilku fragmentow genu RHD [21,
29, 35]. W publikowanych pracach zastosowano roz-
ne strategie doboru starterow (tab. 1) [36-59]. Pro-
blem najbardziej optymalnego pod wzgledem eko-
nomicznym doboru badanych fragmentow RHD byt
dyskutowany na ostatnich warsztatach genotypowa-
nia krwinki czerwonej w Berlinie podczas Zjazdu
ISBT w 2010 roku, gdzie sktaniano sie do wyklu-

czenia badan eksonu 10 RHD jako czesto dajacego
wyniki falszywie dodatnie z powodu obecnoSci
w genach hybrydowych, determinujacych fenotyp
RhD-ujemny. W protokole RQ-PCR opracowanym
w IHiT oznacza sie rownolegle obecno$¢ intronu 4,
eksonu 7110 [13]. Ten dobor region6w pozwala na
ewentualne wykrycie i zakwalifikowanie wiekszo-
Sci alleli RHD, z wyjatkiem mutacji punktowych
1pseudogenu RHDW, ktorego czesto$¢ w rasie kau-
kaskiej jest znikoma. Protokot umozliwia tez roz-
nicowanie, czy gen RHD pochodzi od matki czy od
plodu, dzieki przyroéwnaniu poziomu wykrywania
jego poszczeg6lnych fragmentow do poziomu genu
kontrolnego CCR5, wspoélnego dla cff-DNA 1 DNA
matczynego. Jesli sygnat dla wszystkich lub czeSci
fragmentow RHD jest na poziomie genu CCR5, to
niemozliwa staje sie nieinwazyjna diagnostyka pre-
natalna, poniewaz mamy do czynienia z wariantem
genu RHD u matki, ktory maskuje ewentualny gen
RHD ptodu [60].

Polimorfizmy punktowe

Nieinwazyjna diagnostyka konfliktow matczyno-
-plodowych determinowanych przez SNP jest bar-
dzo trudna do badania klasyczna technika RQ- PCR,
ze wzgledu na wysoki poziom niespecyficznej am-
plifikacji, powstajacy z przewazajacej ilosci DNA mat-
czynego. Jedynie badanie alleli RHCE*c, RHCE*E
genu RHCE daje zadowalajace wyniki ze wzgledu
na to, ze uzyte startery zawieraja dodatkowe SNP,
procz tych warunkujacych antygeny Rhc czy RhE
[49, 61, 10]. Wykrywanie allelu RHCE*C nie opie-
ra sie natomiast bezpo$rednio na roznicach SNP, ale
na analizie obecnoSci insercji w intronie 2 genu
RHCE, nieobecnej w sekwecji allelu RHCE*c [61].

Unikalng strategie badan RQ-PCR opracowa-
no dla wykrywania plodowego allelu KEL*1 [49].
Znaczne obnizenie poziomu niespecyficznej ampli-
fikacji uzyskano poprzez modyfikacje startera spe-
cyficznego dla allelu KEL *1, polegajaca na wstawie-
niu dwoch analogdéw nukleotydow tak zwanych LNA
(locked nucleic acids) tuz przed specyficznym nukle-
otydem dla KEL*I na koncu 3’. Niestety, sygnat
specyficznej amplifikacji dla KEL*1 jest stabszy niz
w przypadku genu RHD i przez to generuje wiek-
szy odsetek wynikow falszywie ujemnych we wcze-
snych cigzach.

Nowego pomysiu pokonania trudnosci tech-
nicznych badania SNP dostarcza prezentacja Schef-
fera i wsp. ze zjazdu ISBT w Berlinie w 2010 roku,
dotyczaca konfliktu HPAla [62]. W celu obnizenia
poziomu niespecyficznej amplifikacji z DNA matki,
autorzy proponuja jego eliminacje poprzez enzyma-
tyczne wytrawianie. Odpowiednio dobrany enzym
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Tabela 1. Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna konfliktéw matczyno-ptodowych — doniesienia z lat 2005-2010

Table 1. Non-invasive prenatal diagnostics of feto-maternal incompatibilities — the publications between
2005 and 2010

PiSmiennictwo Liczba  Tydzien Badany Zastosowane Zastosowana Specyficznos¢ Czutosc
kobiet cigzy fragment geny procedura, testu testu
genu kontrolne modyfikacje (%) (%)
Obecna 348 RhD~ =7 RHD intron 4, SRY, RQ-PCR 99,7* 100
praca 5 RhC ekson 7, 10 27 ins/del,
21 Rhc RHCE*C CCR5 100 100
22 RhE” RHCE*c 100 100
5K RHCE*E 100 100
KEL*1 100 100
[36] 24 11-38 RHD SRY, RHCE, RQ-PCR 100 100
ekson 7, 10 B-aktyna
[37] 274 8-35 RHD ekson 10 - Real-time PCR 100 100
[38] 45 11-40 RHD ekson 7, 10 SRY, RHCE, RQ-PCR 100 100
RHCE*C/ RHCE*E B-aktyna 100 100
100 100
[39] 20 11-16 RHD ekson 7 B-aktyna RQ-PCR 100 100
[40] 98 Brak RHD ekson 4, SRY/ RQ-PCR 98 95,9
danych 5,10 /8 ins/del
[41] 56 15-36 RHD ekson 7, 10 Bd RQ-PCR 100 100
[42] 45 28-30  RHD ekson 5 (82bp), SRY/ RQ-PCR 100 100
7 dupleks /8 ins/del
[43] 81 4-41 RHD ekson 10, - RQ 93,8 98,3
intron 4
[44] 533 7-40 RHD ekson 4, 5, 10 SRY/ RQ-PCR 99,7 99,7
/8 ins/del
[45] 54 1,10 RHD ekson 4, 7 RASSF1A RQ-PCR 100 100
[46] 2359 30 RHD ekson 7 CCR5 RQ-PCR 99,6 99,8
[47] 563 11-40 RHD ekson 4, 5, 10 SRY RQ-PCR 100 86,8
4,5 ekson; 4 ekson
94,6 97,1
10 ekson 5 ekson
96,9
10 ekson
[48] 300 10-34 RHD ekson (Free DNA RQ-PCR 99 100

7, 10 (Free DNA Fetal Kit RhD)
Fetal Kit RhD)

[49] 44 Rhc 10-36 RHCE*c CCR5 RQ-PCR 100 100
46 RhE™ RHCE*E 100 100
13 RhC RHCE*C 100 100
27 K KEL*1 LNA 96,2 96,2
[50] 32 11, 1l KEL*1 - MALDI-TOF MS 100 94
[21] 1869 8-38 RHD ekson 5, 7 CCR5 RQ-PCR 99,2 99,84
[51] 13 12-39 RHD ekson 10 SRY PCR, kapilarna 100 100
elektroforeza
[52] 78 14-40 RHD ekson 5, 7, 10 SRY, RQ-PCR 93,3 100
9 loci STR
[53] 140 - RHD 3 fragmenty  SRY, RASSF1A RQ-PCR 100 100
[54] 102 - RHD ekson 7, 10 RQ-PCR 92 100
[55] 21 20-39 RHD ekson 5 B-globina RQ-PCR 62,5 92,3
[56] 111 9-13 RHD ekson 5, 7 B-globina RQ-PCR 93 100
[57] 175 RhD~ =9 RHD ekson 5, 7 SRY/ RQ-PCR 100 100
53 Rhc RHCE*c /24 ins/del 100 100
78 RhE~ RHCE*E 100 100
9 RhC RHCE*C 100 100
48 K KEL*1 97,9 100
[58] 64 11-39 RHD ekson 5, 7, 10 SRY CCR5 RQ-PCR 100 100
[59] 121 6-38 RHD ekson 4 GADPH RQ-PCR 99,2 100

*w 1/88 przypadkéw z wynikiem RhD-ujemnym nie znaleziono markera na potwierdzenie obecnosci cff-DNA

RQ-PCR (real-time quantitative polymerase chain reaction) — reakcja taicuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym; MALDI-TOF MS (matrix assisted laser
desorption ionisation-time-of-flight mass spectrometry) — spektometria mas technika desorpcji laserowej z udziatem matrycy i analizatora czasu przelotu
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restrykcyjny rozpoznaje 1 rozcina w miejscu SNP
tylko sekwencje allelu HPA *1b, charakterystyczne-
go dla DNA matki.

Koniecznos¢ potwierdzania obecnosci
cff-DNA w badanej probce

W kazdym przypadku, w ktorym uzyska sie
wynik ujemny na poszukiwanie celowanego genu
plodu, istnieje konieczno$é udowodnienia, ze
w probce obecne bylo DNA plodu i ze jego jako§¢é
1 1lo$¢ byly odpowiednie. Taki dowod uzyskuje sie
poprzez wykrycie genu/6w plodu, dziedziczonych po
ojcu, a nie obecnych u matki. Dla ptodow pici me-
skiej poszukuje sie genu SRY z chromosomu Y,
zawsze analizowanego w podstawowym protokole.
Dla ptodow plci zenskiej jedyna mozliwosScig jest,
nie zawsze skuteczne, poszukiwanie ojcowskiego
markera typu insercja/delecja (ins/del) [13, 57]. Pew-
ne nadzieje wigzano z analiza epigenetyczng promo-
tora genu RASSFIA, poniewaz plodowe sekwencje za-
wieraja duzg ilo$c¢ reszt metylowych (hipermetylacja),
w odroznieniu od sekwencji matczynych, z niewiel-
kim odsetkiem reszt metylowych (hypometylacja)
[45]. Enzymatyczne wytrawianie hypometylowane-
go DNA matki, a potem detekcja technika RQ-PCR
tylko metylowanych sekwencji promotora
RASSF1A maja dowodzi¢ obecno$ci DNA plodowe-
go w badanej probce. Ta metodologia cechuje sie
niska specyficzno$cia z powodu niecaltkowitego do-
trawienia matczynego DNA, co stwarza niebezpie-
czenstwo falszywego potwierdzenia obecno$ci ma-
terialu plodowego.

Niebezpieczenstwo kontaminacji obcym
DNA na kazdym etapie badania cff-DNA

Pojedyncze kopie drobnoczasteczkowego DNA
z powszechnie wystepujacymi genami, a do takich
zalicza sie gen RHD czy kontrolny gen SRY, moga
sie przedosta¢ do badanej probki osocza zaro6wno
w fazie przedanalitycznej (pobieranie krwi, separa-
cja osocza), jak 1 analitycznej (izolowanie DNA, na-
stawianie reakcji RQ-PCR). ,,Obce DNA” moze po-
chodzi¢ z innej badanej probki (kropelki krwi, oso-
cza), z zanieczyszczonego sprzetu laboratoryjnego
(wirowki, bloki grzejne, automatyczne ekstraktory
DNA) lub stanowiska pracy, albo dostaje sie do prob-
ki z ciala operatora wykonujacego badanie (ztusz-
czony naskorek, wydychane powietrze z mikrokro-
pelkami §liny). Dlatego dla nieinwazyjnych badan
prenatalnych poleca sie odpowiedni sposob pobie-
rania materialu (separacja osocza bez otwierania
probéwek) oraz wykonywania izolowania DNA

1 detekcji RQ-PCR (odpowiedni stroj laboranta,
osobne pomieszczenia do izolacji 1 nastawiania RQ-
-PCR, w miare mozliwoSci praca w komorze lami-
narnej; regularne procedury czyszczenia sprzetu la-
boratoryjnego i stanowisk pracy). Sprawa bezdysku-
syjna jest restrykcyjne przestrzeganie zasad zapo-
biegania kontaminacjom produktami PCR w labo-
ratorium (odpowiednia organizacja pomieszczen
czesci ,czyste)” 1,,brudnej”).

Konsekwencje wydania wyniku falszywie do-
datniego z powodu powyzszych przyczyn nie sg
wprawdzie tak duze jak w przypadku wyniku fatszy-
wie ujemnego, ale moga by¢ falszywym tropem,
sklaniajacym lekarza do wykonania zabiegu inwa-
zyjnego (kobiety zimmunizowane), a w przypadku
profilaktyki konfliktu RhD — do niepotrzebnego
podania immunoglobuliny anty-D w ciazy.

Aktualny stan nieinwazyjnych badan
plodu w konfliktach serologicznych
w Polsce i na §wiecie

W celu podsumowania dotychczasowych badan
prenatalnych w konfliktach serologicznych zesta-
wiono je z doniesieniami opublikowanymi po 2004
roku (tab. 1). Jako parametry oceny autorki wybra-
ty swoisto§¢ 1 specyficzno$¢ uzywanych protokotow
badan.

Do tej pory w IHiT przebadano 428 RhD-ujem-
ne kobiety w cigzy. W 353 przypadkach byto mozli-
we poréwnanie wynikOw nieinwazyjnego oznacze-
nia genu RHD plodu ze statusem RhD noworodka.
U 5 kobiet nieinwazyjna diagnostyka RHD plodu nie
byta mozliwa do przeprowadzenia ze wzgledu na
wykrycie u matki wariantow genu RHD: u 4 D sita-
be, u 1 wariant RHDel (IVS3 + 1G > A). W pozo-
stalych 348 przypadkach wyniki nieinwazyjnego
oznaczenia RHD plodu byly prawidlowe: w 260
RhD-dodatnie, a w 88 RhD-ujemne. W 5 osoczach
z pierwszego trymestru cigzy sygnal RQ-PCR byt
zbyt niski 1 badania wymagaly powtérzenia w dru-
gim trymestrze. Obecno$¢ cff-DNA potwierdzono
w 87/88 przypadkach: w 51 przez wykrycie genu
SRY (noworodki byty RhD-ujemnymi chtopcami),
a w 36 przez wykrycie polimorfizmu insercja/dele-
cja odziedziczonego po ojcu, a nieobecnego u matki
(urodzity sie RhD-ujemne dziewczynki). W jednym
przypadku takiego polimorfizmu nie znaleziono i nie
udato sie potwierdzi¢ obecnosci cff-DNA przy RhD-
-ujemnym wyniku.

U 5 kobiet RhD-ujemnych z rzadkimi przeciw-
cialami anty-G dodatkowo zbhadano obecno$¢ allelu
RHCE*C , kodujacego swoisto§¢ RhC, réwnie
grozng w tym przypadku, co RhD. U 2 kobiet wy-
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kluczono obecno$§¢ obu genow RHD 1 RHCE*C,
u 3 stwierdzono ich wspolwystepowanie.

Badania nieinwazyjne gen6w plodu przeprowa-
dzono tez u 21 kobiet ciezarnych z przeciwciatami
anty-Rhc 1 22 z przeciwcialami anty-RhE oraz
u 5 kobiet z przeciwcialami anty-K. We wszystkich
przypadkach wyniki nieinwazyjnej diagnostyki byty
prawidlowe.

Wedlug doSwiadczen autorek niniejszej pracy,
testy nieinwazyjnej diagnostyki, wykorzystujace do
kontroli cff-DNA, polimorfizmy insercja/delecja, sa
wiarygodne od 18. tygodnia cigzy. Dla badan we
wczesniejszych etapach cigzy 1 opracowania nieinwa-
zyjnej diagnostyki kolejnych konfliktow matczyno-
-ptodowych, determinowanych SNP (np. w zakre-
sie HPA1la ptytek krwi), konieczne jest dalsze udo-
skonalanie procedur. Kierunki potencjalnych uspra-
wnien przedstawiono ponizej.

Perspektywy usprawnienia badan DNA
plodu w osoczu kobiet ciezarnych

Fizykochemiczne roznice miedzy
cff-DNA a DNA matczynym
Rozdzial cff-DNA od DNA matczynego staje

sie mozliwy dzieki wykryciu fizykochemicznych
wlasciwoSci rozniacych oba rodzaje DNA, obecne
w osoczu kobiet ciezarnych. Analiza porownawcza
liczby 1 wzajemnej proporcji roznej wielko§ci ampli-
konow, powielajacych gen specyficzny dla cff-DNA
lub wspolny z DNA matczynym, wykazala, ze > 99%
cff-DNA zawiera fragmety mniejsze niz 300 pz,
a wiekszo$¢ DNA matczynego skiada sie z fragmen-
tow wiekszych niz 500 pz. Fragmenty DNA matczy-
nego w osoczu kobiety ciezarnej sa zdecydowanie
dluzsze niz u mezczyzn i kobiet niebedacych w cia-
zy [63, 64]. Wyniki badan technikg mikroskopii elek-
tronowej struktur apoptycznych (tzw. APO-bodies
[apoptotic-bodies]) obecnych w osoczu kobiet ciezar-
nych udowodnily, ze cff-DNA jest uwiezione w ma-
tych strukturach odpowiadajacych pojedynczym
nukleosomom (uwolnione mono-nukleosomy), zas
DNA matki jest zawarte w wiekszych, niejednorod-
nych co do wielkoSci strukturach bogatych w chro-
matyne [65].

Trop roznicowania nukleosoméw z cff-DNA
1 chromatyny z DNA matczynym zaowocowal wy-
kryciem roznic w budowie histonu H3: wiekszo$¢
cff-DNA jest opleciona wokot histonu H3.1, charak-
terystycznego dla tkanek plodu, za§ DNA matki
oplata histon H3.3, typowy dla komorek osob doro-
stych. Na poziomie sekwencji biatkowej oba podty-
py histonéw H3 roznig sie kilkoma aminokwasami,
co pozwala na ich separacje przy uzyciu przeciwciat

monoklonalnych. Odkrycie to zostalo opatentowane,
a metoda separacji z wykorzystaniem przeciwcial
anty-H3.1 jest wlasno$cig firmy BIOCEPT, INC.
San Diego, US (nr patentu USPTO 20070243549).

Separacja cff-DNA od DNA matki byta przepro-
wadzana w zelach agarozowych, ale nie znalazta
powszechnego zastosowania z uwagi na duze ryzy-
ko kontaminacji 1 zmudno§¢ pracy przy tego typu
manipulacjach [64, 66]. Nowe perspektywy wiazg
sie z elektroforeza kapilarna, szczegolnie przepro-
wadzang z wykorzystaniem technologii mikroukta-
dow, tak zwanych lab-on-chip [67].

Opracowanie metody wzbogacenia frakcji
cff-DNA by¢ moze bedzie perspektywa poprawy nie-
inwazyjnej diagnostyki klasyczng metoda RQ-PCR
roznych chorob, determinowanych przez SNP (nie
tylko konflikty serologiczne), czy chromosomalny-
mi aneploidiami.

Nowe technologie uzywane
do genotypowania cff-DNA

Rynek nowych technologii badania kwasow
nukleinowych bardzo preznie sie rozwija. W ciggu
ostatnich 4 lat pojawily sie publikacje o jego wyko-
rzystaniu do analizy cff-DNA z osocza kobiet cie-
zarnych [68]. Opisane metody pokonuja trudnoSci
zwiazane z niekorzystng proporcja cff-DNA wzgle-
dem DNA matczynego. Jedna z propozycji jest tech-
nika spektrometrii masowej MALDI-TOF, opiera-
jaca sie na iloSciowej analizie masy czasteczkowe;j
powielonych w PCR fragmentow gendw, ktore daja
rozne wzory widm, nawet jesli roznia sie pojedyn-
czym nukleotydem czy metylacja/demetylacja DNA
[11]. Opublikowano prace o badaniu allelu KEL *1
plodu i genu kontrolnego RASSF1 [50, 69]. W mate-
rialach na stronie internetowej producenta systemu
— firmy Sequenom — mozna znalez¢ informacje
o wynikach adaptacji techniki do konfliktu RhD.

Druga aplikacja jest digital PCR, w ktérym
wykorzystuje sie mozliwo$¢ badania pojedynczych
kopii gendw, dzieki prowadzeniu reakcji PCR
w setkach kanalikow, ktore s3 obecne w specjalnie
konstruowanych mikrofluidowych ptytkach [10]. Ze
wzgledu na mniejsza wielko§¢ — czasteczki
cff-DNA efektywniej wnikaja do tych kanalikow i pod-
nosi sie odsetek wykrywanych genow plodu (w 3.
trymestrze z 6% na 20% wzgledem DNA matki) [70].

Trzecia technika jest sekwencjonowanie nowej
generacji, pozwalajace na analize ogromne]j liczby
genow jednoczes$nie. Propozycji metodologii 1 sprze-
tu jest kilka [71]. Na razie prace na temat analizy
cff-DNA ograniczajg sie do dwoch producentéw
1dotycza anaploidii, a autorzy podkreslajg mozliwos$¢
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wieloczynnikowego (w tysigcach sekwencji) po-
twierdzenia nieprawidiowej liczby chromosomow
— na przyklad trisomii chromosomu 13, 18, 21 [12].
By¢ moze jest to pomyst na wieloaspektowa anali-
ze przyczyn konfliktu serologicznego — identyfi-
kacje roznych polimorfizmow grup krwi.

Wszystkie te technologie s3 jednak na razie
w fazie opracowan i zmierzaja do wytworzenia goto-
wych testow dla nieinwazyjnej diagnostyki prenatal-
nej, ktora bedzie tania w przeliczeniu na jednost-
kowe badania, ale droga w aspekcie wyposazenia
aparaturowego 1 wyszkolenia personelu. Zmierzaja
tez do komercjalizacji badan. Powszechne ich sto-
sowanie to kierunek rozwoju diagnostyki w przy-
sztoSci, ale na obecnym etapie najbardziej przy-
stepng technika genotypowania cff-DNA wciaz po-
zostaje RQ-PCR.

Podziekowania

Opracowanie metodyki nieinwazyjnych badan
prenatalnych w konfliktach serologicznych by-
to mozliwe dzieki grantom KBN i MNiSW
(nr 6PO5E12821 i nr 2PO5E02129), ktorych inicja-
torem i kierownikiem byta prof. dr hab. n. med. Bar-
bara Zupanska.

Dziekujemy pracownikom laboratoriow i leka-
rzom, ktorzy zajmuja sie kobietami w ciazy, a takze
Im samym za zainteresowanie naszymi badaniami
— bez probek osocza, badan serologicznych oraz
obserwacji klinicznych nie bytyby mozliwe.
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