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Streszczenie

Wstep: Podlozem fenotypu RhD ujemny u 0sob rasy bialej jest delecja genu RHD. Sq jednak
0soby, u ktorych gen lub jego fragmenty sq obecne, lecz ekspresja biatka RhD nie zachodzi, jest
obnizona lub bialko to nie posiada pewnych epitopow. Wystepowanie takich zjawisk moze sie
wiqzac z ryzykiem immunizacyi bqdz z ryzykiem falszywych wynikow badan, co jest szczegolnie
istotne przy nieinwazyjnej diagnostyce RHD plodu. Celem badania byla analiza mozliwosci
wykrywania RHD u dawcow RhD ujemnych z zastosowaniem strategii minipulowania osocza.

Material 1 metody: Badano probki osocza 2907 dawcow RhD wjemnych. Z przygotowywa-
nych pul osocza od 48 dawcow izolowano DNA i badano w nim obecnos¢ RHD metodq real-
-time PCR ze starterami do eksonu 7, 10 i intronu 4. Jesli wynik byl dodatni, prowadzono
dalsze badania, by zidentyfikowac dawce z RHD. Probki RHD dodatnie badano dodatkowo
w kierunku eksonu 4 RHD 1 pseudogenu RHDW oraz wariantow D staby 1 D czesciowy
metodami molekularnymi 1 sevologicznyma.

Wyniki: Fragmenty genu RHD wykryto u 13 z 2907 dawcow RhD wujemnych. W zadnym
przypadku nie wykryto RHDW. U 7 dawcow wykryto ekson 7, 10 1 intron 4, u 5 tylko ekson 10,
a w jednym przypadku tylko ekson 7 1 intron 4. W dalszych badaniach 3 przypadki zaklasyfikowa-
no jako D stabe typu 11 (2 dawcow) 1 DFR (1 dawca), a 4 jako hybrydowe warianty RHD-CE-D.

Whioski: Ustalono, ze genotypowanie RHD z DNA wyizolowanego z puli osocza od dawcow
RhD ujemmnych jest uzyteczng metodgq identyfikacyi wariantow genu RHD 1 moze byc stosowa-
ne do badan na szerokq skale. U 0,45% polskich dawcow RhD ujemnych wykryto fragmenty
genu RHD.

Stowa kluczowe: gen RHD, fenotyp RhD, antygen D, D staby, D czesciowy, immunizacja,
alloprzeciwciata anty-D
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Summary

Background: RhD negative phenotype in Caucasians is caused mainly by a complete deletion
of RHD gene. However, in some individuals the gene or its fragments are present but D protein
is not expressed, has a low level of expression or lacks some epitopes. RhD negative patients
transfused with some variants may be at risk of D immunization and non-invasive determi-
nation of fetal RHD may give false results.

Aim: Analysis of the minipool testing strategy and real time PCR typing for detection of RHD
in RhD negative donors.

Material and methods: 2907 RhD negative donors typed by dirvect agglutination in tubes or
microplates were studied. Plasma samples of 48 donors were pooled, DNA was extracted and
tested by real-time PCR for exon 7, 10 and intron 4 of RHD. If the result was positive, further
testing was performed to identify donors with RHD. RHD positive donors were investigated for
exon 4 of RHD and RHDWY and available donors were examined for common weak D and
partial D types by SSP-PCR and by serological methods.

Results: RHD fragments were detected in 13/2907 RhD negative donors: in 7— exon 7, 10 and
intron 4; in 5 — exon 10 and in one — exon 7 and intron 4. In none was RHDW detected. In
further analysis of available cases three donors were classified as D weak type 11 (2 cases) and
DFR (1 case) and four as hybrid RHD-CE-D variants.

Conclusions: The RHD genotyping in DNA from donor plasma pools is useful for mass
screening for RHD variants in RhD negative donors. RHD fragments were detected in 13/2907

(0.45%) Polish RhD negative donors.

Key words: RHD gene, RhD phenotype, D antigen, D weak, partial D, immunization,

alloantibody anti-D

Wstep

W populacji rasy biatej okoto 15% stanowig oso-
by RhD ujemne, a podlozem tego fenotypu wsrod
zdecydowane]j wiekszosci jest catkowita delecja
genu RHD. Sa jednak osoby, u ktérych gen ten lub
jego fragmenty sg obecne, lecz ekspresja bialek
RhD nie zachodzi lub jest bardzo ostabiona. Okre-
Sla sie je jako ,,0soby z antygenem D slaby lub D
czeSciowy”. Stanowig one grupe bardzo réznorodng
zaroOwno z punktu widzenia genetycznego, jak
1 z punktu widzenia klinicznej istotnoSci wystepu-
jacego u nich ,,szczatkowego” antygenu D [1-7].
Wiele obserwacji klinicznych wskazuje, ze siabe
1 czeSciowe odmiany antygenu D moga by¢ przy-
czyna immunizacji, dlatego przetoczenie krwi z ta-
kim antygenem osobie Rh ujemnej moze pobudzié
ja do produkcji przeciwcial anty-D. Jest to szczegol-
nie niebezpieczne dla RhD ujemnych dziewczynek
1 kobiet w wieku rozrodczym, bo wytworzenie przez
nie przeciwcial anty-D moze mieé konsekwencje dla
przebiegu ich przysziych ciaz i grozi¢ choroba he-
molityczng ptodoéw lub noworodkow, gdy ptod be-
dzie RhD dodatni [1, 2].

J. Transf. Med. 2008; 1: 40-45

W literaturze zwraca sie takze uwage na zna-
czenie badania antygenu D staby u biorcow krwi [3,
5-7]. Wykazano, ze tylko niektdrzy z nich sa nara-
zeni na immunizacje, gdy otrzymaja krew od dawcy
RhD dodatniego. Traktowanie wszystkich biorcow
ze stabym antygenem D jako RhD ujemnych nie jest
zatem zasadne. Zidentyfikowanie osob z typami D
staby, ktore nie ulegng immunizacji przez antygen
D, mozliwe jest wylacznie metodami biologii mole-
kularne;.

Dodatkowo istotna jest ocena wystepowania
w populacji polskiej tak zwanego pseudogenu
RHD WY, ktory jest czestym podiozem fenotypu RhD
ujemnego w populacjach innych niz rasa biata. Jego
obecno$¢ u osoby RhD ujemnej moze by¢ powodem
falszywie dodatniego wyniku nieinwazyjnej diagno-
styki RhD w konflikcie Rh, ktora prowadzi sie po-
przez badania genu RHD plodu w osoczu kobiety
ciezarnej. CzestoS¢ wystepowania pseudogenu
RHDW w populacji polskiej nigdy nie byta badana.

Autorzy niniejszej pracy prowadza badania
genu RHD w osoczu RhD ujemnych kobiet ciezar-
nych [8-11]. Dzieki zastosowaniu do tych badan
czulej techniki opartej na reakcji tancuchowe;j
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polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR,
polymerase chain reaction) mozna wykry¢ Sladowe
ilo$ci kopii genu plodu. Planowane jest wykorzy-
stanie tej samej techniki do identyfikacji odmian
genu RHD u 0s6b RhD ujemnych z zastosowaniem
strategii badan DNA uzyskiwanego ze zlanych
w pule probek osocza od wielu dawcow. Strategia
taka jest w krwiodawstwie wykorzystywana do wy-
krywania kwas6w nukleinowych wirusow u krwio-
dawcow [12].

Celem podjetych badan jest, po pierwsze, ana-
liza mozliwo$ci wykrywania RHD u dawcow ozna-
czonych jako RhD ujemni z zastosowaniem minipu-
lowania osocza, po drugie wykazanie, jakie odmia-
ny slabego lub czeSciowego genu RHD wystepuja
w populacji dawcow krwi okreSlonych jako RhD
ujemni, 1 po trzecie, wykazanie, czy wsrod dawcow
RhD ujemnych wystepuja tacy, u ktérych podtozem
tego fenotypu jest pseudogen RHD V.

Material i metody

Materiatem do badan byty probki osocza 2907
dawcow oznaczonych jako RhD ujemni testami mi-
krokolumnowymi w zelu (DiaMed, Cressier sur
Morat, Szwajcaria). Za pomoca automatycznej stacji
pipetujacej (Tecan Genesis RSP 150) przygotowano
61 pul osocza (kazda skiadajaca sie z osocza 48 daw-
cow) [12]. DNA izolowano manualnie przy uzyciu ze-
stawu QIAamp Blood Mini Kit Qiagen i badano w nim
obecno$¢ genu RHD metoda real-time PCR ze star-
terami i sondami do eksonu 7, 10 i intronu 4 [9-11].
Jesli wynik amplifikacji genu RHD w DNA izolowa-
nym z puli osocza byt dodatni, prowadzono strategie
minipulowania az do zidentyfikowania dawcy z ge-
nem RHD. Przed przystapieniem do badan przepro-
wadzono standaryzacje metody. Wykonano 6 powto-
rzen, w ktérych pule osocza od 47 dawcow RhD
ujemnych/RHD(-) ,,zanieczyszczano” jedna probka
dawcy RhD dodatniego/RHD(+) 1 sprawdzano, jak
maksymalnie duze moze by¢ rozcieficzenie, w kto-
rym gen RHD od dodatniego dawcy zostanie wykry-
ty. DNA izolowane z krwi dawcow RhD ujemnych
z wykrytym genem RHD badano nastepnie metoda
SSP-PCR ze starterami do alleli genu w kierunku D
slaby i D czeSciowy (weakD-SSP i CDE-SSP, Inno
Train, Kronberg/Taurus, Niemcy). Ponadto osoby
z wykrytym genem RHD badano za pomoca starte-
row 1 sond swoistych dla eksonu 4 pseudogenu
RHDW 1 eksonu 4 RHD. Po zidentyfikowaniu RHD
dodatnich probek wérod RhD ujemnych dodatkowo
wykonano badania serologiczne:

1) Poszukiwano antygenu D za pomoca szerokiej
gamy odczynnikéw monoklonalnych anty-D

roznych klonow: anty-D RUM-1 (IgM),

anty-D BS232 (IgM)/BS221/H41 11B7 (IgG),

anty-D TH28/MS26, anty-D D175/D415, w te-
stach bezposredniej aglutynacji technika pro-
bowkowa 1 mikrokolumnowa.

2) Stosujac odczynnik anty-D IgM +1gG, wykony-
wano oznaczenia w poSrednim teScie antyglo-
bulinowym (PTA).

3) Oznaczono pelen fenotyp w zakresie uktadu Rh.

4) Za pomocy zestawu przeciwcial monoklonal-
nych skierowanych do poszczego6lnych epito-
pow poszukiwano kategorii antygenu D.

U dawcow RhD ujemnych/RHD(+), u ktorych
nie wykryto antygenu D odczynnikami diagno-
stycznymi, zastosowano metode adsorpcji/elucji.
Krwinki badane uczulano surowica z niekomplet-
nymi przeciwcialami anty-D (najczeSciej pocho-
dzaca od zimmunizowanych kobiet ciezarnych).
Nastepnie wykonywano eluat metoda kwasne;j elu-
¢ji 1 badano jego swoisto§¢ wobec krwinek Dccee,
dCcee i dccEe. Dodatnie reakcje z krwinkami
Dccee, a ujemne z pozostalymi krwinkami wska-
zywaly, ze wykryto antygen D.

Wyniki

W badaniach standaryzacyjnych wykazano, ze
dodatnie wyniki amplifikacji fragmentow eksonu 7, 10
oraz intronu 4 genu RHD uzyskuje sie przy bada-
niu DNA wyizolowanego ze zmieszanego w pule
osocza 47 dawcow RHD(-) 1 jednego RHD(+), czyli
po 48-krotnym rozcienczeniu probki osocza od daw-
cy RhD dodatniego osoczem od dawcow RhD/RHD
(). Opierajac sie na tych wynikach, w dalszych ba-
daniach poszukiwano genu RHD w zlanych w pule
probkach od 48 dawcoéw RhD ujemnych.

Fragmenty genu RHD wykryto u 13 sposrod
2907 przebadanych dawcow RhD ujemnych, co sta-
nowi 0,45%. Wyniki badan molekularnych przedsta-
wiono w tabeli 1.

W badaniu przegladowym technika real-time
PCR u 7 dawcow wykryto ekson 7, 10 1 intron 4 genu
RHD (grupal), u 5 wykryto tylko ekson 10 (grupa II),
u jednego dawcy wykryto intron 41 ekson 7 (grupa III).
Sposrod dostepnych do dalszych badan dawcow
z grupy [ u 2 wykryto D staby typ 11, u jednego dawcy
kategorie antygenu D okreslang jako DFR. U 3 daw-
cow z grupy II wykryto hybrydowe warianty genu
RHD-CE-D: [RHD-CE(2-7)-D, RHD-CE(4-7)-D,
RHD-CE(2-9)-D]. U dawcy z grupy III wykryto dodat-
kowo eksony 1, 4, 5,6, 719. Przykladowe wyniki ampli-
fikacji eksonow 1-10 genu RHD przedstawia rycina 1.
W tabeli 2 zestawiono wyniki badan krwinek osob
RhD ujemnych/RHD(+), wykonanych metodami
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Tabela 1. Analiza molekularna DNA u dawcéw RhD ujemnych z wykrytymi fragmentami genu RHD

Table 1. Molecular DNA analysis in RhD negative donors with detected fragments of RHD gene

Grupa Lp. Badanie przegladowe real-time PCR Badanie wariantow RHD
" Intron 4 Ekson 7 Ekson 10 D staby/CDE SSP
Grupa |
n=7 1 + + + e D staby typ 11
2 + + + D staby typ 11
3 + + + * DFR
4-7 + + + Nie badano
Grupa Il
n=>5 8 - - + * RHD-(2-7)CE-D
9 - - + * RHD-(4-7)CE-D
10 - - + * RHD-(2-9)CE-D
11112 - - + Nie badano
Grupa lll
n=1 13 + + - Wykryto eksony 1,4,5,6,7,9

serologicznymi. Do badan serologicznych dostepny
byl materiat tylko od 6 dawcow. U wszystkich bada-
nych oznaczono fenotyp w zakresie ukladu Rh
1 wszystkie probki okazaty sie by¢ Ccee. U zadnego

- —
‘ — —--
Eksony 1 2/3 4 5 6 7 9 10 genu RHD

Rycina 1. Przyktadowy wynik amplifikacji fragmentéw RHD
metoda SSP-PCR

Figure 1. The example of RHD SSP-PCR results

badanego dawcy nie wykryto antygenu D w teScie
bezposSredniej aglutynacji przy uzyciu szerokiego
panelu odczynniko6w monoklonalnych, nie wykryto
rowniez antygenu D w PTA. W jednym przypadku
(nr 9 z grupy II) antygen D zostal wykryty metoda
adsorpcji/elucji. Eluat, wykonany z krwinek uczu-
lonych wczesniej przeciwcialami anty-D, byt aktyw-
ny tylko z krwinkami Rh dodatnimi. Obserwowano
rowniez bardzo slabe reakcje z odczynnikami mo-
noklonalnymi do wykrywania kategorii D.

Dyskusja

W opisywanych badaniach przeanalizowano wy-
krywanie fragmentow genu RHD w grupie blisko
3000 dawcow okreslonych jako RhD ujemni stan-
dardowymi metodami serologicznymi zalecanymi do
badan dawcow krwi. Dawcéw bada sie mozliwie

Tabela 2. Wyniki badan metodami serologicznymi krwinek dawcéw RhD ujemnych/RHD(+)

Table 2. Results of serological testing of red cells in donors RhD negative/RHD(+)

Prébka/Fenotyp

Badania serologiczne

Anty-D IgM  Anty-D IgM + IgG  Anty-D IgM + IgG  Adsorpcja/elucja
(Blend) PTA/LISS

(RUM-1) (Blend)

Epitopy antygenu D

1/ Ccee - -
2/ Ccee - -
8/ Ccee - -
9/ Ccee - -

10/ Ccee - -
13/ Ccee - -

Nie wykryto
- Nie badano Nie wykryto
- - Nie wykryto

Wynik bardzo
stabo dodatni

Nie wykryto

- Eluat aktywny

Nie wykryto
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najczulszymi metodami, wiaczajac rowniez test an-
tyglobulinowy, a kazda, nawet stabo dodatnia reak-
cja, interpretowana jest jako Swiadczaca o wykry-
ciu antygenu D. Podlozem stabych reakcji moze by¢
obecno§¢ wariantow RhD. Badania czestoSci ich
wystepowania nie byly do tej pory w Polsce prze-
prowadzone.

Dawcy analizowani w tej pracy byli badani
w RCKiK w Warszawie bardzo czuta metodg mikro-
kolumnowg. Wszyscy zostali zaklasyfikowani jako
RhD ujemni. Mimo to w 0,45% przypadkow wykryto
fragmenty genu RHD. Przy uzyciu poszerzonych ba-
dan serologicznych (zastosowanie odczynniko6w mo-
noklonalnych anty-D réznych klonow, zestaw do
wykrywania poszczegdlnych epitopéw antygenu D,
metoda adsorpcji/elucji) tylko u jednego sposrod
6 dostepnych dawcow wykryto bardzo stabe reak-
cje (od 0,5 do 1+) 1 aktywny eluat.

W innych krajach czesto$¢ wykrywania warian-
tow w populacji 0os6b oznaczonych serologicznie
jako RhD ujemni oceniono na okolo 0,2-1%. Dane
otrzymywane w roznych pracach sa trudne do po-
rownywania z wynikami autorOw niniejszej pracy ze
wzgledu na r6zny doboér populacji badanych [13-19].
Na przyktad w pracy Noizat-Pirenne i wsp. czesto§¢
wariantow D oceniono na 0,17%, ale autorzy badali
gen RHD tylko u os6b D ujemnych serologicznie,
u ktorych wystepowat antygen C lub E [5]. W wiek-
szoS$ci innych prac bada sie czesto$¢ wariantow RhD
w populacjach zlozonych zar6wno z biorcow, jak
1 dawcow krwi, co moze wplywaé na wyniki ze
wzgledu na inny sposob wykonywania badan sero-
logicznych 1inne zasady ich interpretacji u biorcow
1 u dawcow krwi [17]. U biorcow krwi 1 u kobiet do
okresu menopauzy oznaczenie antygenu D wyko-
nuje sie za pomocg odczynnik6w monoklonalnych,
z ktorych przynajmniej jeden nie moze wykrywac
kategorii DVI, przestrzegajac jednoczes$nie zasady,
ze badan tych nie przeprowadza sie w PTA. W wy-
padku jakichkolwiek odstepstw od prawidlowego
schematu wynikoéw osoba badana jest zawsze trak-
towana jako biorca RhD ujemny. Zasada ta zostala
sformulowana na podstawie zalozenia, ze przetocze-
nie takim osobom krwi RhD dodatniej mogtoby spo-
wodowacé immunizacje prawidlowym antygenem D,
a kobieta w cigzy moze wytwarzac przeciwciala
anty-D, jes§li ptod jest RhD dodatni.

Wsrod wykrytych w prezentowanych bada-
niach wariantéw dwa naleza do D staby typ 11.
W obu przypadkach technika real-time PCR wykryto
wszystkie 3 badane fragmenty genu RHD, co nie
jest zaskoczeniem, poniewaz w tym typie wystepuje
tylko jedna punktowa mutacja w eksonie 6 w pozy-
¢ji 885 G—T [20]. Wedlug badaczy niemieckich ten

typ slabego antygenu D stanowi tylko 0,22%
wszystkich typow D slaby i jest jednym z najrza-
dziej wystepujacych [20]. CzeSciej obserwowane
typy stabego antygenu D (typ 1 — 71%, typ 2 —
18% i typ 3 — 5%) nie byly wykryte w materiale
autorow niniejszej pracy prawdopodobnie ze wzgle-
du na to, ze badaniami objeto jedynie grupe daw-
c6w RhD ujemnych, badanych bardzo czuta metoda
serologiczna.

Wszystkie 3 badane fragmenty RHD byly tez
wykryte u dawcy, u ktorego zdefiniowano katego-
rie DFR. W obrebie kategorii DFR zidentyfikowa-
no do tej pory trzy typy: 1, 2 1 3 [21]. W dwoch
z nich (typ 11 3) stwierdza sie jedynie pojedyncze
mutacje, a podiozem typu 2 jest gen hybrydowy,
w ktorym ekson 4 genu RHD jest zastgpiony frag-
mentem genu RHCE.

U pozostatych 4 dawcow wykryto tylko niekto-
re fragmenty genu RHD. U 3 w badaniach przegla-
dowych znaleziono ekson 10, a dalsze badania wy-
kazaly, ze eksony 2-7, 4-712-9 genu RHD zostaly
zastapione genem RHCE. Sg to geny hybrydowe,
z ktorych, jak podaje literatura, najczeSciej wyste-
pujacym jest hybryda RHD-CE(2-9)-D [15].
W jednym przypadku nie wykryto eksonéw 2/3 110
genu RHD. Wnioskowanie o charakterze tego wa-
riantu wymagaloby dalszych badan, ktore wykazaly-
by, czy eksony te sa zastapione genem RHCE czy
ulegly delecji. Mozliwe jest tez, ze w niewykrytych
eksonach sa mutacje uniemozliwiajace amplifikacje
tych regiondéw z uzytymi starterami lub sondami.

W przeprowadzonych badaniach u zadnego
dawcy RhD ujemnego nie wykryto pseudogenu
RHD WY, bedacego czestym podiozem fenotypu RhD
ujemnego w innych populacjach niz rasa biata. Ob-
serwacja ta jest wazna z punktu widzenia nieinwa-
zyjnej diagnostyki RhD ptodu w konflikcie Rh. Ry-
zyko falszywie dodatniego wyniku tej diagnostyki
jest wiec w Polsce nieznaczne.

Efektem niniejszej pracy jest opracowanie me-
tody wykrywania genu RHD u RhD ujemnych osob
w celu identyfikacji antygenu D czeSciowy 1 D sta-
by. Do wykrywania genu RHD w osoczu RhD ujem-
nych dawcow wykorzystano metode real-time PCR
w systemie TagMan, stosowang dotychczas do po-
szukiwania genu RHD plodu w osoczu RhD ujem-
nych kobiet ciezarnych. Wysoka czuto$¢ metody po-
zwolila na poszukiwanie genu RHD w pulach oso-
cza od 48 dawcoéw RhD ujemnych. Zlewanie w pule
znacznie obniza koszty badania, dzieki czemu
w przyszloSci bedzie mozna zastosowaé taka metode
rutynowo do wykrywania genu RHD u os6b RhD
ujemnych. Przeprowadzenie podobnych badan
u biorcow 1 u kobiet ciezarnych okreslanych jako
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RhD ujemni pozwoli na wylonienie spo§rod nich
0so6b z typami D slaby uznawanymi za niepodatne
na immunizacje. Biorcy beda wowczas zakwalifiko-
wani jako RhD dodatni 1 beda mogli otrzymywacé
krew od dawcow RhD dodatnich. Pozwoli to oszcze-
dzi¢ okolo 5% RhD ujemnej krwi [22]. Natomiast
kobietom ciezarnym z niepodatnymi na alloimmu-
nizacje typami D staby nie trzeba bedzie podawac
immunoglobuliny anty-D, co zmniejszy o okolo 5%
zuzycie tego deficytowego 1 drogiego preparatu.
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