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Streszczenie
W pracy zaprezentowano najnowsze doniesienia dotyczqce nieinwazyjnych badan antygenow
krwi plodu z osocza kobiet ciezarmych — aktualny stan wiedzy 1 doswiadczen klinicznych
z tego zakresu oraz stosowane rozwiqgzania techniczne przedstawione na XXXI Miedzynaro-
dowym Kongresie International Society of Blood Transfusion.
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Summary

This article contains the newest reports about non-invasive fetal blood group testing from
maternal plasma — current state of knowledge, clinical experience and technical improve-
ments presented during the XXXI International Congress of the International Society Blood

Transfusion.

Key words: non-invasive fetal diagnostics; genotyping; RHD; RHCE; KEL*1

Nieinwazyjna diagnostyka pfodu z osocza mat-
ki to jedna z najszybciej rozwijajacych sie obecnie
galezi diagnostyki. Wolno krazace DNA ptodowe
jako nowe zrodlo informacji o przyszlym dziecku
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stwarza ogromne potencjalne mozliwos$ci diagno-
styczne. Najnowsze doniesienia z tego zakresu
przyniést XXXI Miedzynarodowy Kongres Interna-
tional Society Blood Transfusion (ISBT), ktory odbyt
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sie w tym roku w Berlinie. Przedstawione materia-
ty ze zjazdu stanowia najSwiezsze uzupelnienie in-
formacji o badaniach opisanych przez Katarzyne Guz
1wsp. w artykule ,,Aktualny stan 1 perspektywy nie-
Inwazyjnego genotypowania antygenéw plodu z oso-
cza matki w konfliktach serologicznych”.

Podczas Kongresu temat nieinwazyjnych badan
antygenow krwi ptodu, zwtaszcza w odniesieniu do
badan uktadu Rh, byt omawiany na wykladzie w se-
sji pediatrycznej pt. Pediatric transfusion medicine
1 na odrebnej sesji immunologii matczyno-ptodowe;j
pt.: Fetal-Maternal Immunology, a takze podejmo-
wany na spotkaniu Warsztatow Genotypowania
Krwinki Czerwonej i sesji pt.: Platelets-Risk of
bleeding. Przedstawiono kilkuletnie doSwiadczenia
kliniczne 1 laboratoryjne zebrane w takich krajach,
jak Holandia, Polska i Francja; oceniono przydatno$¢
metody w mieszane] etnicznie populacji Brazylii
1 mozliwo§¢ zastosowania badania we wczesnej cig-
zy — doSwiadczenia Szwecji. Zaprezentowano nowe
mozliwo$ci kontroli wewnetrznej obecno$ci DNA
plodu stosowane w Niemczech oparte na wykrywa-
niu polimorfizmow jednonukleotydowych. Na osob-
nej sesji dotyczacej plytek krwi zaprezentowano
takze doniesienie o genotypowaniu antygenow plyt-
kowych z uktadu HPA1 u ptodu z wykorzystaniem
osocza matki.

Na wyktadzie dotyczacym diagnostyki prena-
talnej antygen6w z uktadu Rh profesor Legler (Ge-
tynga, Niemcy) omoéwil stan badan wdrozonych
obecnie do pracy klinicznej. NajczeSciej dostepng
obecnie ustuga diagnostyczng jest typowanie anty-
genu D plodu, lecz takze w niektorych osrodkach
Europy Zachodniej, w tym w Polsce, sa dostepne
testy do okreslania genotypu antygenow ¢, E i1 C
dziecka [1]. Nieinwazyjna diagnostyka moze by¢
prowadzona we wczesnej cigzy (jednak nie wczes-
niej niz w 9 tygodniu ciazy), lecz stezenie DNA
przed 12 tygodniem cigzy moze wynosic ponizej po-
ziomu detekcji metody. Dlatego powszechnie zale-
ca sie powtorzenie badania w p6zniejszym okresie,
gdy wynik wskazuje, ze plod jest RhD-ujemny. Taka
adnotacja powinna by¢ podawana na wyniku wysta-
wianym dla pacjentki. Podczas wykiadu zaprezen-
towano niemieckie wytyczne dotyczace fazy przed-
analitycznej badania 1 wyniki badan dotyczace ste-
zenia catkowitego i plodowego DNA wykrywanego
W osoczu z probek krwi transportowanych do 8 dni
od pobrania. Wykazano wysoka stabilno$¢ materia-
tu plodowego w zakresie 5 dni, przy podwyzszaja-
cym sie poziomie matczynego DNA od 2 dnia. Ze
wzgledu na to, ze pdzniejsza separacja daje zbyt
wysoki poziom DNA uwolnionego z komorek mat-
ki 1 obniza istotnie czuloSc¢ testu, zalecano separa-

cje osocza od elementow morfotycznych w ciggu
2 dni od pobrania.

Przedyskutowano rézne metody ekstrakcji
kwasow wykorzystywane obecnie na $wiecie do
badan nieinwazyjnych genotypu ptodu, wskazujac na
wysoka wydajno$¢ testu QIAamp DSP Virus Kit
spoérod zestawow do izolowania manualnego.
Wsrod metod automatycznych zaprezentowano po-
rownanie ekstraktorow firmy Chemagen i firmy
Roche (MagNaPure), ktory jest obecnie najpow-
szechniej uzywany w tego typu badaniach, 1 w obu
przypadkach uzyskano pojedyncze falszywie dodat-
nie wyniki, a aparat Roche wykazal sie nizszg czu-
toScig — 4/190 falszywie ujemnych reakcji. Staty-
stycznie istotnie wyzsze stezenia DNA ptodowego
uzyskano metodami magnetycznymi (magnetic tips)
w porOéwnaniu z metodami ,,kolumnowymi” (spin
column). Rozwazano dobho6r badanych regionéw genu
RHD. Powszechnie zaleca sie badanie genu RHD
co najmniej w 2 eksonach rownolegle, ze wzgledu
na wystepowanie licznych wariantéw D dodatnich.
Sugerowano, ze technika wykrywajgca wariant
RHDW powinna by¢ wigczona do badan tylko wte-
dy, gdy populacja, z ktorej pochodzi pacjent, jest
mieszana 1 83 W niej osoby rasy negroidalnej i zo61-
tej. Ponadto postulowano zaprzestanie badan z za-
stosowaniem starterow dla eksonu 10 genu RHD,
gdyz prowadzi to do uzyskiwania fatszywie dodat-
nich wynikéw, zwlaszcza w badaniu rasy zo6ttej lub
negroidalnej, 1 podwyzsza koszt badan. Podobne uwa-
gi dotyczace tego fragmentu genu wniesiono pod-
czas dyskusji na spotkaniu Warsztatow Genotypo-
wania Krwinek Czerwonych. Omawiano tez opaten-
towane metody detekcji genow plodu — zestaw
Free DNA Fetal Kit® RHD do real-time PCR lub
Swiezo wprowadzony zestaw SensiGene ™ Fetal RhD
Genotyping do badan technika MALDI-TOF (matrix-
-assisted laser desorption tonization time-of-flight).

Wyktad o diagnostyce nieinwazyjnej zamykaty
rozwazania o dalszych perspektywach rozwoju dia-
gnostyki prenatalnej. Gléwnym zadaniem na przy-
szlo$¢ jest zastosowanie tego badania prenatalne-
go u wszystkich kobiet RhD-ujemnych tak, aby
wprowadzi¢ celowang profilaktyke immunoglobu-
ling anty-D tylko u matek noszacych RhD-dodatni
plod. Obecnie jest to proponowane opcjonalnie cie-
zarnym RhD-ujemnym w kilku krajach Europy Za-
chodniej. Dodatkowo zaleta takiego programu moze
by¢ identyfikowanie kobiet o fenotypie D stabe i wy-
taczenie ich z leczenia, wada za§ — wykluczenie
kobiet, dla ktorych uzyskano wynik falszywie ujem-
ny. Podkres§lono konieczno§¢ wprowadzenia uni-
wersalnej kontroli wynikéw ujemnych, zastosowa-
nia pelnej automatyzacji calego procesu oraz jego
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standaryzacji przed dopuszczeniem programu do
rutynowych badan przegladowych ciezarnych RhD-
-ujemnych. Dzieki prowadzeniu przez ISBT regu-
larnych miedzynarodowych warsztatow z wykorzy-
staniem referencyjnego materialu genetycznego
jest obecnie dostepna wiasciwa zewnetrzna kontro-
la jakoSci badan prenatalnych, ktéra mozna objac
takze przyszie programy profilaktyczne.

W kolejnych doniesieniach na sesji immunolo-
gil matczyno-plodowej prezentowano prace podsu-
mowujace do$wiadczenia oSrodkoéw prowadzacych
od wielu lat lub dopiero wdrazajacych badania nie-
inwazyjne. Badacze holenderscy przez 7 lat prze-
analizowali grupe 365 kobiet RhD-; Rhc-; RhE- lub
K- [2]. We wszystkich przypadkach proszono
o zwrotne przestanie wyniku dziecka lub krwi pe-
powinowej po porodzie w celu kontroli jakoSci
Swiadczonych badan. W 10 przypadkach z powodu
obecnoSci wariantu RHD u matki, braku kontroli
plodowego DNA lub niespecyficznej amplifikacji
allelu KEL*1 nie okre§lono genotypu plodu. Jako
kontrole obecno$ci DNA plodu w badanej probie
stosowano wykrywanie polimorfizmow odziedziczo-
nych tylko po ojcu. Prowadzono badania nad wpro-
wadzeniem uniwersalnej metody kontroli z zasto-
sowaniem enzymu czulego na metylacje. Jednak
z danych badaczy wynika, ze nowy sposob kontroli
moze prowadzi¢ do falszywego potwierdzenia wy-
niku RhD-ujemnego ptodu, gdyz nastepuje niecat-
kowite strawienie DNA matczynego. Zaprezento-
wane dane dla trawienia pojedynczym enzymem lub
rownoczes$nie dwoma enzymami restrykcyjnymi
zawsze wskazywaly na niekompletne zachodzenie
reakcji. Z tego wzgledu w Holandii pozostano przy
kosztownej 1 zlozonej metodzie wykrywania poli-
morfizmoéw typu insercja delecja do potwierdzania
wyniku ujemnego plodu.

Nowatorski sposob kontroli wewnetrznej za-
prezentowali na Kongresie w swoim doniesieniu nie
mieccy badacze [3]. Przeprowadzili multipleksowy
PCR dla sekwencji genu RHD 1 26 polimorfizmow
jednonukleotydowych, wykorzystujac metode skano-
wania genu na aparacie ABI310. W 85% przypadkow
zastosowana koamplifikacja pozwolita im potwierdzi¢
obecno$¢ DNA plodu. Autorzy pracy sugeruja, ze
przewaga metody jest mozliwoS¢ wykrycia w DNA
z osocza ciezarnej polimorfizmu nieobecnego
u matki, bez konieczno$ci badania krwi ojca.

W ramach wystapienia ustnego pt.: Non-inva-
stve fetal blood group genotyping: the decade of Polish
experience zaprezentowano podsumowanie badan
genotypu plodu z osocza 480 ciezarnych kobiet prze-
badanych na przestrzeni 10 lat w Instytucie Hema-
tologii 1 Transfuzjologii, jedynym o$rodku w Polsce

prowadzacym nieinwazyjng diagnostyke piodu
z krwi matki [4]. Pelny opis zebranych wynikow moz-
na znalez¢ w artykule pogladowym dr Guz pt.: ,,Ak-
tualny stan i perspektywy nieinwazyjnej diagnostyki
prenatalnej w konfliktach matczyno-ptodowych”
publikowanym na famach biezacego numeru ,,Jour-
nal of Transfusion Medicine”.

Francuskie Narodowe Centrum Hemobiologii
Perinatologicznej prezentowalo wyniki badan wy-
konane przez rok dzialania tej placowki [5]. Nie-
inwazyjng diagnostyka objeto 1378 kobiet RhD-
-ujemnych, zaro6wno zimmunizowanych, jak i bada-
nych w celach celowanej immunoprofilaktyki. W 18
przypadkach badanie nie byto mozliwe do wykona-
nia (warianty genu RHD u matki lub zbyt niskie ste-
zenie DNA w eluacie). W pozostalych zas, uzywajac
ekstraktora easyMAG (Biomerieux) oraz zestawu
komercyjnego Free DNA Fetal Kit® RhD do de-
tekcji, okresSlono prawidiowo obecno$¢ genu RHD
u plodu. W tym osrodku etap ekstrakcji DNA jest
poddany szczegodlnej kontroli ze wzgledu na mozli-
wo$C zanieczyszczenia badanej probki Sladowymi
ilo$ciami RhD-dodatniego materiatu: probki osocza
sg izolowane pojedynczo, ekstraktor stuzy tylko do
tego badania i jest w wydzielonym pomieszczeniu,
a personel nosi ubranie ochronne takze na wlosy.
Centrum prowadzi rowniez diagnostyke inwazyjng
innych antygenow piodu oraz oznacza zygotyczno$¢é
pod wzgledem genu RHD ojca, co jest waznym ele-
mentem w programie planowania rodziny przez
kobiety RhD-ujemne.

Z kolei celem doniesienia uczonych brazylij-
skich byta préba odpowiedzi, czy rutynowo stoso-
wane w Europie badanie RHD plodu jest mozliwe
1 ekonomicznie uzasadnione w mieszanej populacji
tego kraju [6]. Przebadanie eksonow 4, 51 10 genu
RHD u 64 ciezarnych RhD-ujemnych w 100% przy-
padkow pozwolilo prawidiowo przewidziec fenotyp D
dziecka. W 3 przypadkach wykryto pseudogen
RHDY u ptodu, co wskazuje na duzy udziat tego
podloza genetycznego w fenotypie RhD-ujemnym
ludnoSci Brazylii w przeciwienstwie do krajow eu-
ropejskich.

W doniesieniu badaczy szwedzkich skupiono
sie na wprowadzeniu prostej i wiarygodnej diagno-
styki nieinwazyjnej RHD do programu profilaktycz-
nego z naciskiem na okres wczesnej cigzy [7]. Po-
rownano manualng (QIAamp Virus DSP) i automa-
tyczng (Magna Pure LC) metode izolowania DNA,
uzyskujac falszywie dodatnie wyniki w metodzie
recznej, przez co wykluczono ja z dalszych badan.
Wynik badania sposobu przechowywania probek
krwi wykazal, ze ich przechowywanie bez odwiro-
wania do 72 h 1 mrozenie osocza nie majg wplywu
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na wynik. W reakcji typu multipleks prowadzono
detekcje eksonu 4 genu RHD z genem GADPH
w 3 powtorzeniach. W protokole badania przyjeto
wartoS§ci graniczne Ct dla genu GADPH, przy kto-
rych badanie jest interpretowane, aby zminimalizo-
waé ryzyko wynikow falszywych dla genu RHD.
Przebadano 170 osocz od ciezarnych RhD-ujem-
nych, 31 probek wykluczono z powodu zbyt niskie-
go lub wysokiego stezenia DNA, obecno$ci ciche-
go genu u matki, nieudanej ekstrakcji lub braku
wyniku serologicznego ptodu. We wszystkich po-
zostatych przypadkach genotyp RHD ptodu pokry-
wal sie z genotypem dziecka, w jednym status D
plodu byt niezgodny z fenotypem RhD noworodka
z powodu wystepowania u niego genu RHD nieule-
gajacego ekspresji.

NowoS$ciag w dziedzinie nieinwazyjnych badan
plodu bylo doniesienie holenderskie na temat uda-
nego genotypowania antygenu plytkowego z ukia-
du HPA1 u 34 ciezarnych kobiet HPAla-ujemnych
[8]. W przypadku oznaczania réznic jednonukleoty-
dowych w DNA z osocza matki przy zastosowaniu
technologii 7eal-time PCR napotykano na problem
niespecyficznej amplifikacji matczynego allelu, ko-
dujacego swoistos¢ antygenowa HPA1b, co skutko-
watlo falszywie dodatnim wynikiem dla allelu kodu-
jacego antygen HPA1la ptodu. Kolejne proby uzycia
modyfikowanych starterow ze sztucznie wprowa-
dzonym btedem czy starterow z modyfikacja LNA
(locked nucleic acids) lub PNA (peptide nucleic acids)
prowadzily do poprawy swoisto$ci metody, lecz
wcigz nie wyeliminowaly calkowicie problemu. Za-
stosowanie enzymu restrykcyjnego (Mspl) rozpo-
znajacego sekwencje CCGG specyficzng dla allelu
kodujacego swoisto§¢ HPA1b — obecnego u mat-
ki, pozwolilo istotnie obnizy¢ poziom niespecyficz-
nej amplifikacji. W osoczu 28 kobiet wykryto allel
kodujacy antygen HPAla pochodzacy od ptodu, co
bylo zgodne z genotypem urodzonych dzieci. U ko-
biet, ktore urodzity HPAla-ujemne dzieci, w 3 przy-
padkach allelu ,,a” nie wykryto w zadnym z 3 powto-
rzen reakcji, a u 3 pozostatych badanych uzyskano
falszywy sygnatl amplifikacji w pojedynczej reakcji.

W ramach sesji plakatowe] zaprezentowano cie-
kawa prace na temat walidacji pierwszego zestawu
komercyjnego do diagnostyki RHD plodu (Free
DNA Fetal Kit® RHD) technika real-time PCR
wyprodukowanego we Francji [9]. Autorzy ocenili
przydatno$c testu dla 30 probek DNA z osocza cie-
zarnych izolowanych rownolegle 3 metodami (QIA-
amp DSP Virus Kit, Qiagen; MagNaPure, Roche;
EasyMag, BioMerieux), w ktorych eksony 5, 7,

10 genu RHD amplifikowano na aparatach LightCyc-
ler 1.5 oraz CFX 96. Uzyskane przez autorow wy-
niki potwierdzily mozliwo$¢ szerokiego wykorzy-
stania testu na roznych platformach aparaturowych,
jakimi standardowo dysponuja pracownie biologii
molekularne;j.

Podsumowujac zaprezentowane na Kongresie
materialy, ciagly rozwoj technologiczny pozwala na
wprowadzenie coraz czulszych i bardziej specyficz-
nych narzedzi do oznaczania gen6ow plodu z osocza
ciezarnych i rozszerzanie panelu dostepnych ruty-
nowo badan oraz ich peina automatyzacje. Wciaz
najistotniejszymi zadaniami sg opracowanie uniwer-
salnej 1 prostej kontroli obecno$ci DNA ptodu dla
wyniku ujemnego i pelna standaryzacja procesu.
Nalezy takze pamietac, ze w badaniu wystepuje
wysoki odsetek przypadkow, ktérych nie mozna
interpretowac z przyczyn uwarunkowan genetycz-
nych, lub nalezy wykonywac ponownie oznaczenie
z powodow technicznych, braku kontroli materiatu
plodowego, rozbieznych wynikow pochodzacych ze
Sladowych zanieczyszczen dodatnim materialem lub
wieku ciazy.

PiSmiennictwo

1. Legler J. Prenatal Rh testing. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 1.

2. de Haas M., Schefher P., van der Schoot E. i wsp. Non-invasive
fetal blood group genotyping with DNA from maternal plasma
a seven-year clinical experience. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 24.

3. Doescher A., Muller T., Petershofen K., Wagner F. Evaluation of
26 single nucleotide polymorphisms as internal controls in prenatal
diagnosis of fetal blood groups. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 24.

4. Orzinska A., Guz K., Kope¢ 1., Michalewska B., Nowaczek-
-Migas M., Brojer E. Non-invasive fetal bloof group genotyping:
the decade of Polish experience. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 24.

5. Da Silva N., Oudin O., Saulet P. i wsp. Blood group genotype in
determination of feto-maternal red blood cells incompatibility
status: experience of the French National Center for Perinatal
Hemobiology. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 25.

6. Amaral D., Castilho L. Fetal RHD genotyping by analysis of mater-
nal plasma in a mixed population. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 25.

7. Wikman A., Tiblad E., Karlsson A., Westgren M., Lundahl J.
Detection of fetal RHD DNA in maternal plasma in early preg-
nancy in an antenatal screening program. Vox Sang. 2010; 99
(supl. 1): 25.

8. Scheffer P., de Haas M., Oepkes D., Ait Soussan A., Page-
Christiiaens G., van der Schoot C. Noninvasive fetal genotyping
of human platelet antigen HPA 1a using cell-free fetal DNA
isolated from maternal blood. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 73.

9. Rouillac-Le Sciello C., De Beaumont C., Velard C. i wsp. Non-
-invasive fetal RHD genotyping from maternal plasma: validation
of the Free DNA Fetal Kit ® RHD using the CFX96 real-time
system. Vox Sang. 2010; 99 (supl. 1): 404.

158 www.jtm.viamedica.pl



