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Wybrane zagadnienia dotyczace nieinwazyjnych
badan antygenow krwinkowych ptodu

w $wietle doniesien prezentowanych na XXXIIl Swiatowym Zjezdzie
Miedzynarodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi w Seulu
(Korea Potudniowa)

The latest news about non-invasive fetal blood antigen typing presented
during the 33" International Congress of the International Society
of Blood Transfusion in Seul (South Korea)

Agnieszka Orzinska

Zaktad Immunologii Hematologicznej 1 Transfuzjologicznej Instytutu Hematologii i Transfuzjologii

w Warszawie

W dniach 30.05-04.06 2014 roku w Seulu
w Korei Poludniowej odbyt sie XXXIII Miedzyna-
rodowy Zjazd Miedzynarodowego Towarzystwa
Przetaczania Krwi (ISBT, International Society
of Blood Transfusion). Jednym z zagadnien poru-
szanych na zjezdzie byly najnowsze osiagniecia
w badaniach nieinwazyjnych antygenéw krwinek
plodu opartych na analizie materialu genetycznego
pochodzacego z apoptozy tozyska, znajdujacego sie
w krwiobiegu kobiet ciezarnych (tzw. wolnokraza-
ce czasteczki kwas6w nukleinowych).

Zagadnienie to bylo tematem przewodnim
sesji plenarnej Towarzystwa (Presidential Award
Session), podczas ktorej profesor Denis Lo — od-
krywca kwasu deoksyrybonukleinowego plodowe-
go w osoczu matki (cffDNA, cell-free fetal deoxyri-
bonucleic acid) i tworca dziedziny nieinwazyjnych
badan plodu — zostal uhonorowany nagroda
prezydenta ISBT. Sesje otwieral wyklad laudatum
profesora Mayra z Austrii, opisujacy osiagniecia
laureata nagrody na polu badan nad wolnokrazacym
DNA wykrywanym w osoczu pacjentdw z choroba
nowotworowa i u kobiet ciezarnych. W kolejnych
wykladach zaprezentowano nieinwazyjne badania
prenatalne oparte na tym materiale genetycznym

dziecka, wprowadzone do diagnostyki i powszech-
nie stosowane obecnie w opiece nad ciezarng.
Profesor Ellen van der Schoot przedstawila pro-
wadzona w Holandii nieinwazyjng diagnostyke
antygenow erytrocytarnych i1 ptytkowych ptodu
w przypadku cigz zagrozonych wystapieniem kon-
fliktu serologicznego u kobiet z wykrytymi prze-
ciwcialami. Opisala szczegolowo protokol badan
1 algorytm interpretacji obecno$ci lub braku alleli
kodujacych antygeny, do ktérych skierowane byly
przeciwciala matki. Dla potwierdzania poprawnosci
wyniku negatywnego pod wzgledem analizowane-
go antygenu stosowano zestaw primeréw i sond
dla polimorfizméw typu insercja/delecja oraz
genu SRY ro6znicujace rodzicow. Badania wyko-
nano u 362 zimmunizowanych kobiet ciezarnych,
stosujac technike reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (rveal-time PCR, real-time
polymerase chain reaction). W 97% przebadanych
probek konkluzywne wyniki uzyskano w ciggu
2—4 dni od pobrania materiatu; w 4/362 przypadki
badanie wymagalo powtdrzenia. Profesor van der
Schoot podkreslita, ze w badaniach nadal braku-
je uniwersalnej kontroli wyniku negatywnego,
a stosowane w Holandii polimorfizmy typu inser-
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cja/delecja oraz gen SRY roéznicujace rodzicow
pozwalaja potwierdzi¢ obecno§é DNA plodowe-
go tylko w 95% przypadkow. W badanej grupie
w 7 przypadkach nie potwierdzono obecno$§ci DNA
plodowego w probce negatywnej pod wzgledem
szukanego antygenu. W 212 przypadkach do-
stepny byl wynik serologii krwi pepowinowej od
dziecka i badacze wykazali jego 100-procentowg
zgodno$¢ z wynikami otrzymanymi z osocza matki
przed porodem (w tym takze dla 7 przypadkow
bez markera kontrolnego). Prelegentka podsu-
mowala ten fragment wykladu stwierdzeniem,
ze ze wzgledu na wysoka wiarygodno$¢ badan
antygenow krwinek opartych na DNA ptodowym
pochodzacym z osocza kobiet zimmunizowanych
badania z inwazyjnie pobranego materialu powinny
zostaé zaniechane. Rownoczes$nie podkreslita, iz
badania zmian jednonukleotydowych, lezacych
u podstaw genotypowania antygenow z ukladow
Kell lub HPA-1 powszechnie dostepng w labo-
ratoriach genetycznych technika real-time PCR,
zwiazane sa z uzyskiwaniem wynikow falszywie
pozytywnych pochodzacych z niespecyficzne]j
amplifikacji materiatu matki i protokoly do tych
badan wymagaja dodatkowych modyfikacji dla
zapewnienia odpowiedniej wiarygodno$ci badania
tych cech ptodu.

W drugiej czeSci wyktadu profesor przed-
stawila wyniki badan, ktérych celem byla ocena
pierwszych 15 miesiecy funkcjonowania w Ho-
landii narodowego programu powszechnych badan
genotypu RHD ptodu u RhD-ujemnych kobiet
w 27. tygodniu ciazy w celu wykluczenia ciezar-
nej z programu immunoprofilaktyki Srodciazowe;j
ze wzgledu na RHD-negatywny status piodu.
Program ten realizowany jest przez jedno labora-
torium Sanquin w Amsterdamie od polowy 2011
roku i ma na celu ograniczenie immunoprofilaktyki
Srodcigzowej immunoglobuling anty-D tylko do
kobiet RhD-ujemnych noszacych faktycznie ptod
RhD-dodatni. Genotyp plodu okre$lany jest na
podstawie badania DNA plodowego uzyskanego
z krwi matki. Badacze holenderscy poszukuja w re-
akcji real-time PCR dwoch fragmentoéw genu RHD
w materiale genetycznym wyizolowanym z 1 ml
osocza RhD-ujemnej kobiety ciezarnej. Poniewaz
osoby RhD-ujemne rasy kaukaskiej nie posiadajg
genu RHD, jego wykrycie w materiale matki
oznacza, ze pochodzi on od ptodu RhD-dodatniego
1 wtedy ciezarna kwalifikuje sie do podania immu-
noglobuliny. Wynik przeciwny — brak amplifikacji
genu RHD — jest interpretowany jako noszenie
przez ciezarng plodu RhD-ujemnego, zgodnego
z matka. To wyklucza wystapienie konfliktu se-

rologicznego w tej cigzy 1 umozliwia zaniechanie
profilaktyki w trakcie ciazy. Wszystkie etapy
badania zostaly zautomatyzowane, od wejScia
zakodowanej probki krwi ciezarnej do systemu
laboratoryjnego przez oddzielenie osocza za po-
moc3 stacji pipetujacej Xiril AG (Hombrechtikon),
automatyczna ekstrakcje DNA przez urzadzenie
MagNa Pure 96 (Roche), nakapanie sktadnikow
reakcji na stacji Xiril az po program komputero-
wy interpretujacy wynik amplifikacji genu RHD
jako: pozytywny, negatywny lub do powtoérzenia.
To ogromne logistyczne przedsiewziecie byto
mozliwe dzieki zcentralizowaniu badan z calego
kraju w jednym laboratorium dostosowanym do
prowadzenia badan o wysokiej przepustowosci.
W czasie programu przebadano 32 222 probek
osocza w 883 badaniach (27 000 rocznie). Jako
standard do oceny czuloSci testu stosowano pule
osocz od 10 RhD-ujemnych ciezarnych o znanym
statusie Rh plodu. W celu oceny wiarygodnoS$ci
badania wyniki genetyczne por6wnano z wyni-
kami serologicznymi z krwi pepowinowej 25 789
dzieci. W 99,09% wynikow prawidlowo okre$lono
obecno$¢ lub brak antygenu D u ptodu. Uzyskano
9 wynikow fatszywie RHD-ujemnych oraz 225 fat-
szywie RHD-dodatnich (kt6rym zalecono podanie
preparatu Ig). Jako przyczyne wynikow falszywie
ujemnych badacze wskazali bardzo niskie stezenie
DNA w 7 testowanych probkach oraz biad tech-
niczny w pozostalych dwéch. Opisane badania po-
zwolily wykluczy¢ z programu immunoprofilaktyki
Srodciazowej 38% przebadanych kobiet ciezarnych
noszacych RhD-ujemne dzieci.

W kolejnym wykladzie profesor Maria New
z USA przedstawila nieinwazyjng diagnostyke
wrodzonego przerostu nadnerczy (CAH, conge-
nital adrenal hyperplasia) — monogenowej cho-
roby dziedzicznej, rozwijajacej sie u dziewczynek
w trakcie zycia plodowego [1]. Profesor Lo wraz
z prelegentka wprowadzili z sukcesem nowoczesng
nieinwazyjna diagnostyke prenatalng tej choroby
opartg na materiale ptodowym krazacym w krwio-
biegu matki. W pierwszym etapie w 7. tygodniu
cigzy przeprowadza sie badanie obecno$ci genu
SRY z chromosomu Y w cffDNA wyizolowanym
z osocza matek. To pozwala wykluczy¢ plody pici
meskiej z niepotrzebnego leczenia farmakolo-
gicznego. Drugim etapem badan jest analiza DNA
plodowego pod katem obecno$ci mutacji genu
CYP21A2, determinujacej defekt enzymu 21-hy-
droksylazy w szlaku przemian metabolicznych
hormonow steroidowych nadnerczy. Probki osocza
pobrane od ciezarnych noszacych dziewczynki,
wysylane sa z USA do laboratorium w Hongkon-
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gu, gdzie badane sg w ciggu kilku dni przy uzyciu
metody sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS, next generation sequencing). Ta najnowsza
technologia pozwala na uzyskanie wiarygodnych
wynikéw w badaniach dotyczacych zmian pojedyn-
czych nukleotydéw w materiale genetycznym plo-
du, wyizolowanym z osocza matki w tak wczesnej
ciazy, 1 podjecie leczenia juz w 9. tygodniu ciazy
tylko plodow noszacych genetyczne obcigzenie.
Jak do tej pory statystycznie na 8 leczonych
farmakologicznie plodow w 7 przypadkach dzieci
leczone byly niepotrzebnie, bo nie byly dotkniete
ta choroba. Odkrycie profesora Lo 1 opracowanie
nieinwazyjnego badania zmienito catkowicie obo-
wigzujace dotad standardy postepowania w zapo-
bieganiu tej chorobie. Prelegentka wskazala na
ogromne mozliwo$ci wykorzystania nieinwazyjnej
diagnostyki w przyszlosci w przewidywaniu innych
choréh monogenowych z rownoczesna koniecznos$-
cig opracowywania dotyczacych ich standardow
etycznych.

Ostatni wyktad wyglosit sam uhonorowany [2],
ktory przedstawil pokrotce kierunki rozwoju
badan nieinwazyjnych po 2008 roku, kiedy to po
raz pierwszy DNA plodowe z osocza postuzylo
do zbadania calego genomu plodu dzieki zasto-
sowaniu nowoczesnej techniki NGS. Technika ta
umozliwia tak wysokie zwielokrotnienie sekwencji
docelowej, ze mozliwe staje sie wykrycie roznic
jednonukleotydowych lub poréwnanie udziatu
iloSci danego fragmentu materialu genetyczne-
go od plodu o rdéznej ploidalnosci. Opracowane
przez profesora ijego zespot algorytmy obliczania
iloSciowych zmian wykrytych fragmentéw DNA
ptodowego umozliwily przewidywanie ryzyka
wystapienia aneuploidii ptodu. Obecnie badanie
aneuploidalno$ci chromosomow 21, 18 1 13 jest
juz wprowadzone w wielu krajach jako ustuga
diagnostyczna majaca status badania przesiewo-
wego, zalecanego przed badaniem inwazyjnym.
Profesor zaprezentowal opracowana przez swoj
zespoOl prenatalna diagnostyke aneuploidii oparta
na technice PCR cyfrowego (digital PCR, digital
polymerase chain reaction), polegajacej na zliczaniu
pojedynczych powielonych czasteczek. Technika
ta znajduje takze zastosowane w wykrywaniu poli-
morfizmoéw dotyczacych pojedynczego nukleotydu
w materiale dziecka. Prelegent zaprezentowal
wyniki swoich badan nad wielkoSciag fragmentow
wolnokrazacego DNA ptodu w poréwnaniu do
matczynego DNA krazacego w osoczu, gdzie wy-
kryl réznice w iloSci wykrywanych fragmentow
pochodzenia ptodowego (gtownie frakcja o wielko-
Sci 143 par zasad) a matczynego (gidwnie 166 par

zasad). Na podstawie stosunku wielko$§ci krotszych
1 dluzszych fragmentéw wykrywanych w osoczu
ciezarne] zespot opracowal algorytmy przewidy-
wania aneuploidii pfodu i prosty sposéb obliczania
procentowego udzialu DNA piodowego w badane;j
probce. Prelegent przedstawil takze mozliwos¢
badan DNA plodowego na poziomie catego epi-
genomu. Réznica miedzy niskometylowanym
materialem genetycznym pochodzacym z tozyska,
a wysokometylowanym DNA matczynym pozwala
na rozroznienie materialu w osoczu i nieinwazyjne
monitorowanie statusu epigenomicznego plodu.
Badacze wykryli korelacje poziomu metylacji
okreslonych region6w wolnokrazacego DNA plo-
du z wystepowaniem cukrzycy cigzowej, zaplod-
nieniem ¢n vitro lub paleniem w cigzy. Wedlug
wykladowcy to wiasnie ta cecha daje mozliwo§¢
opracowania najbardziej wiarygodnej metody
przewidywania trisomii 21 i innych patologii. Na
koniec profesor opisal swoje plany, jak powrét
do diagnostyki choréb onkologicznych opartej na
wykrywaniu w osoczu pacjentow wolnokrazacego
DNA pochodzenia nowotworowego 1 okreslaniu
poziomu metylacji poszczegolnych regionow.
Temat nieinwazyjnego badania antygenow
erytrocytarnych ptodu omawiany byt takze na
wyktadach w czasie dwoch innych sesji zatytulo-
wanych Workshop Party-RBC Antigen Terminology
oraz Immunobiology of Blood Cells — Blood Group
Genotyping. Podczas pierwszej sesji profesor Fre-
derick Clausen z Danii zaprezentowal doniesienie
na temat mozliwosci przewidywania patologii,
takich jak stan przedrzucawkowy (preeklampsja),
dzieki analizie iloSciowej wolno krazacego DNA
plodowego w krwiobiegu matki z wykorzystaniem
techniki real-time PCR. Praca zostala wykonana
w grupie ciezarnych RhD-ujemnych noszacych
RHD-dodatni ptod, ktére braty udzial w narodo-
wym, duniskim programie powszechnych badan
kwalifikujacych do immunoprofilaktyki Srodcigzo-
wej. Poziom cffDNA mierzono ilo$ciag wykrytych
ekwiwalentow genomowych genu RHD w grupie
ciezarnych z obcigzonym wywiadem (38 przypad-
kow) 1 kontrolnej (982 przypadki). Porownujac
iloS§ci wykrytego materialu plodowego w obu
grupach, badacze ustalili statystycznie istotne za-
lezno$ci wystepowania choroby od podwyzszonego
stezenia materialu ptodu wykrytego w osoczu
matki. W podsumowaniu wskazali na mozliwo$¢
dolaczenia w przyszloSci tego badania do panelu
badan innych markeréw, ktorych poziom obecnie
stuzy do oceny ryzyka wystapienia preeklampsji.
Dodatkowe aspekty dotyczace diagnostyki
nieinwazyjnej antygenu RhD plodu zaprezento-
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wal zespol badaczy holenderskich podczas sesji
Blood Group Genotyping. W doniesieniu pt.: ,,Czy
chimeryzm lozyska moze dawac wyniki falszywie
dodatnie w nieinwazyjnej metodzie genotypowa-
nia antygenow grup krwi plodu?” zespét przed-
stawil szczegélowa analize wynikow falszywie
RHD-dodatnich otrzymanych w badaniach, ktoére
omowiono wczesniej na sesji plenarnej Towa-
rzystwa [3]. Autorzy przeanalizowali dokladnie
255 wynikow fatszywie RHD-dodatnich, co do-
tyczylo 0,87% przebadanych kobiet ciezarnych,
ktorym zalecono niepotrzebne podanie immuno-
globuliny. W 100 przypadkach (na 255) wykryto
w materiale genomowym matki lub dziecka wariant
genu RHD nieulegajacy ekspres;ji lub biednie okre-
§lony serologicznie u dziecka jako RhD-ujemny;
w 71 przypadkach fatszywy wynik RHD-dodatni
zostal wygenerowany automatycznie przez pro-
gram komputerowy na podstawie niespecyficznej
amplifikacji w 3 lub 4 reakcjach na 6 powtorzen,
a w 4 przypadkach stwierdzono zanieczyszczenie
w probkach krwi pepowinowej od noworodkow
RhD-ujemnych. W pozostatych przypadkach, jesli
byl dostepny material, przeprowadzono dalsze
badania. W celu potwierdzenia pokrewienstwa
23 probki DNA matek i krwi pepowinowej prze-
badano technika badania polimorfizméw krétkich
powtorzen tandemowych (STR, short tandem re-
peats) 1 stwierdzono, ze w 5 przypadkach przystano
zamiast krwi pepowinowej dziecka material matki,
a w jednym nie bylo zadnego pokrewienstwa. Po-
nowne badania zarchiwizowanych probek osocza
od 28/44 kobiet w 14 przypadkach daly powtornie
wynik RHD-dodatni, przy czym w 8 przypadkach
wykryto takze gen z chromosomu Y, a badanie
z krwi pepowinowej w 4 przypadkach nie potwier-
dzilo obecno$ci tego genu u urodzonego dziecka.
Jako przyczyne wynikow falszywie dodatnich
badacze wskazali zjawisko mikrochimeryzmu
tozyska, ktory powstaje w wyniku zanikniecia na
wczesnym etapie cigzy drugiego plodu — blizniaka
(vanishing twin). Na podstawie wiasnych wynikow
czesto$é tego zjawiska oceniono na 0,6%. Badacze
podkreslili, ze jezeli ich wniosek i szacunek jest
prawidlowy, to w diagnostyce opartej na badaniu
DNA plodu wystepujacego w osoczu matki, a doty-
czacej patologii, takich jak trisomia 21, 18 czy 13,
lub ciezarnych z przeciwciatami do antygenow ko-
morek krwi, nalezy sie liczy¢ z uzyskaniem wyniku
falszywie pozytywnego, zwlaszcza we wczesnych
etapach ciazy.

W ostatnim wyktadzie tej sesji wygloszonym
przez profesor van der Schoot pt.: ,,Aspekty

techniczne w pelni zautomatyzowanego programu
powszechnych badan genu RHD ptodu prowadzo-
nych w Holandii” zaprezentowano szczegoty tech-
niczne badan statusu RhD ptodu z osocza kobiet
ciezarnych RhD-ujemnych w celu wykluczenia
z immunoprofilaktyki §rodcigzowej ciezarnych
noszacych RhD-ujemne dzieci [4]. Opisano doklad-
nie procedure badania prezentowanego wczesniej
na sesji plenarnej. Szczeg6lna uwage zwracano
na wymagania dotyczace probek pobieranych od
ciezarnych. Probki krwi od matki (co najmniej
9 ml) pobierane sg w 26.—-30. tygodniu ciazy i trans-
portowane do laboratorium do 5 dni. Zar6wno faza
przedanalityczna, jak i analityczna badania jest
w pelni zautomatyzowana, aby zminimalizowac ry-
zyko btedu ludzkiego czy kontaminacji. W 833 cy-
klach przebadano 32 222 prébki osocza, z czego
21 powtorzono z powodu technicznych awarii
robotéw pipetujacych lub niewlas§ciwych wartoSci
referencyjnych standardu. Specjalne oprogramo-
wanie umozliwia automatyczng analize wynikow
amplifikacji dla 6 powtorzen i generacje konco-
wego wyniku RHD-dodatniego lub -ujemnego
plodu oraz wystawienie formularza sprawozdania
z badania wysylanego do pacjentki z komentarzem
o konieczno$ci podania lub zaniechaniu iniekcji
immunoglobuliny anty-D ze wzgledu na wykryty
genotyp RHD dziecka. Przez 15 miesiecy trwania
programu osoba nadzorujaca i autoryzujaca wy-
niki elektroniczne zidentyfikowala jeden wynik
falszywie pozytywny. W podsumowaniu badacze
podkreslili, ze taka autoryzacja nie jest optacalna
finansowo 1 w przyszlo$ci moze by¢ zaniechana,
podobnie jak wszelkie powtarzanie wynikow
rozbieznych, w ktorych przypadku nalezy zalecié
podanie immunoglobuliny anty-D.
Podsumowujac, wykrycie wolnego pozako-
morkowego DNA plodowego oraz dynamiczny
rozw0j wysokoczulych metod biologii molekularnej
pozwolily na znaczny postep w okre§laniu ryzyka
wystapienia patologii w cigzy 1 objecie immuno-
profilaktyka lub leczeniem wlaSciwa grupe cie-
zarnych. Powszechnie stosowana w laboratoriach
genetycznych technika real-time PCR wraz z peing
komputeryzacja procesu badania sprawdzila sie
w narodowych programach badania genu RHD
plodu w celu kwalifikacji kobiet RhD-ujemnych
do §rodcigzowej immunoprofilaktyki, a najnowsze
techniki NGS i digital PCR pozwalaja na pokona-
nie ograniczen metodycznych w badaniach DNA
plodowego krazacego w krwiobiegu ciezarnej. Nie-
inwazyjne badania przy uzyciu tych nowoczesnych
technik wymagaja jednak dalszej pelnej walidacji.
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