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Streszczenie

Nieinwazyjna diagnostyka prenatalna grup krwi oparta na pozakomorkowym DNA plodowym
wolnokrgzgcym w krwioobiegu ciezarnej jest nowym badaniem wcigz udoskonalanym wraz
z rozwojem wiedzy 1 rozwigzan technologicznych. Najistotniejszq role odgrywajq badania do-
tyczqce niezgodnosci matczyno-plodowej w zakresie antygenu RhD z ukladu Rh: u kobiet RhD
ujemnych zimmunizowanych wynik badania obecnosci genu RHD plodu pozwala przewidziec
ryzyko choroby hemolitycznej plodu i noworodka, a u kobiet bez przeciwcial anty-D jest podsta-
wq do rekomendacyi immunoprofilaktyki svodcigzowej. W niniejszej pracy omowiono wybrane
zagadnienia na temat aktualnego stanu nieinwazyjnej diagnostyki grup krwi ptodu w kontek-
scie doniesien prezentowanych na III Miedzynarodowym Spotkaniu o Wolnokrgzgcym DNA.

Stowa kluczowe: nieinwazyjna diagnostyka ptodu, konflikt Rh, immunoprofilaktyka
$rodcigzowa
J. Transf. Med. 2018; 11: 29-32

Summary

Non-invasive prenatal diagnostics of blood groups based on cell-free fetal DNA circulating in
the bloodstream of pregnant women is a new test still improved according to the development of
knowledge and technological solutions. The feto-maternal incompatibility in the RhD antigen
from the Rh system s the most important part of the non-invasive diagnostics: in the case of
immunized RhD-negative women the result of the presence of fetal RHD gene allows to predict
the risk of hemolytic disease of the fetus and newborn, and in the case of women without anti-D
antibodies — to recommend an antenatal immunoprophylaxis. This paper discusses selected
issues on the current state of non-invasive diagnostics of fetal blood groups in the context of
reports presented at the Third International Meeting of Cell-free DNA.
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Diagnostyka prenatalna grup krwi oparta na
materiale genetycznym ptodu krazacym w krwio-
obiegu kobiety ciezarnej jest jedna z najmiodszych
dziedzin badan upowszechnionych w ostatnich
latach, wcigz udoskonalanych i poszerzanych wraz
z rozwojem wiedzy podstawowej w dziedzinach
immunohematologii, badan nad wolnokrazacym
materialem genetycznym i postepami technologii
molekularnych [1-4].

Nieinwazyjne badania prenatalne (NIPT, non-
-invasive prenatal testing) dotyczace konfliktow
matczyno-plodowych sg prowadzone od 2000 roku
1do rutynowych oznaczen alleli kodujacych antygen
plodu wykorzystuje sie gtownie technike real-time
PCR. Badania przede wszystkim oparte sa na pro-
tokolach typu home-made, a program zewnetrzne;j
kontroli jakoSci (EQC) dostepny jest jedynie dla
nieinwazyjnej diagnostyki antygenu RhD plodu ko-
dowanego przez gen RHD. Nie wszystkie antygeny,
sposrod 352 obecnie poznanych, prowadza do kon-
fliktéw matczyno-plodowych. Najistotniejszg role
odgrywaja badania antygenu RhD plodu z osocza
ciezarnych RhD ujemnych. Celem nieinwazyjne;j
diagnostyki obecnos$ci genu RHD plodu s3 z jedne;j
strony badania prowadzone u kobiet z przeciwciala-
mi anty-D, pozwalajace przewidziec ryzyko choroby
hemolitycznej plodu/noworodka, natomiast z dru-
giej strony badania kobiet RhD ujemnych niezim-
munizowanych w celu rekomendacji immunopro-
filaktyki Srodcigzowej wprowadzone powszechnie
w wielu krajach [5-8]. Bezspornie najwieksza
korzyscig NIPT u ciezarnych zimmunizowanych
jest prawie calkowite zaprzestanie diagnostyki
inwazyjnej RHD ptodu poprzez amniopunkcje.
Z badan dunskich, zaprezentowanych na 3¢ Inter-
national Meeting of Cell-free DNA, 6-7.04.2017 ro-
ku w Kopenhadze, wynika, ze po wprowadzeniu
w 2010 roku programu $rodciazowe] profilaktyki
konfliktu Rh, w ktorym do kwalifikacji kobiet sto-
sowano badania nieinwazyjne RHD plodu, w ciagu
4 lat zaobserwowano istotny statystycznie spadek
liczby kobiet ciezarnych zimmunizowanych. Dzieki
badaniom RHD plodu 97% kobiet z dzieckiem zgod-
nym, czyli Rh-ujemnym, uniknelo niepotrzebnego
podania preparatu Ig anty-D. W programie dunskim
badania RHD plodu byly na tyle wiarygodne, ze
w 2015 roku Dania zaprzestala takze badan RhD
dziecka po urodzeniu. Z zestawienia opubliko-
wanych wynikow z wysokoprzepustowych badan
screeningowych RHD plodu, stosowanych obecnie
rutynowo albo bedacych w fazie wdrozenia w kra-
jach europejskich, wynika, iz czulo$¢ testow NIPT
RHD waha sie w zakresie 99,6-100%, a w I tryme-
strze ciazy wynosi 98,9-99,3%. Podohne wartoSci

99,99% czutosci 1 99,81% specyficznosci uzykali
badacze fifiscy w 2-letnim programie prowadzonym
u 10 814 kobiet [7]. Z kolei w ostatnich badaniach
holenderskich prowadzonych w grupie 25 789 ko-
biet uzyskano 9 wynikow fatszywie RHD-ujemnych
plodu z osocza matki, ale takze wykazano falszywie
Rh-ujemne wyniki serologiczne u trojga noworod-
kow, skutkujace niepodaniem preparatu anty-D po
porodzie, co stawia wiarygodno§¢ badania gene-
tycznego na poziomie oznaczen serologicznych [6].

0Od 2 lat oSrodek w Danii organizuje zewnetrz-
na kontrole jako$ci (EQC) dla nieinwazyjnej diagno-
styki RHD ptodu, w ktorej rok temu wziety udziat
22 laboratoria z 15 krajow [9].

Tematem szeroko dyskutowanym od kilku
lat jest oszczedno$¢ 1 efektywno$¢ wprowadzenia
nieinwazyjnej diagnostyki RHD plodu do celowa-
nej immunoprofilaktyki RhD jako powszechnego
programu narodowego [10-11]. Z danych z Narodo-
wego Instytutu Wdrozeniowego (NICE) w Wielkiej
Brytanii wynika, iz obecnie ryzyko immunizacji
anty-D, po zastosowaniu powszechnej immu-
noprofilaktyki Srédcigzowej 1 pourodzeniowej,
u ciezarnych RhD ujemnych wynosi 0,3% (281
na 100 000 ciagz). Statystyka pokazuje, ze 61,6%
RhD ujemnych matek rodzi dzieci RhD dodatnie,
a zatem w obecnie stosowanym schemacie opieki
nad ciezarna 37 971 kobiet rocznie niepotrzebnie
otrzymuje Ig anty-D. Podioze genetyczne antygenu
RhD u wiekszos$ci os6b RhD ujemnych w Wielkiej
Brytanii jest zwigzane z calkowita delecja genu
RHD, abadanie NIPT jest w tym kraju dostepne od
wielu lat dla indywidualnych pacjentek i mozliwe
do przelozenia na skale o wysokiej przepusto-
wosci koniecznej dla badan screeningowych. Dla
oceny wiarygodnoSci testu do diagnostyki NIPT
RHD NICE przeprowadzil przeglad publikacji
o badaniach screeningowych RHD ptodu opubli-
kowanych w latach 2011-2015. Przygotowano na
ich podstawie scenariusze strategii postepowania
przyjete przez réznych badaczy i oceniano wzgle-
dem nich wiarygodno$¢ i koszty badania. Stwier-
dzono, ze niezaleznie od strategii, oszczedno$é
wynosi 296 000-409 000 funtow rocznie wzgledem
obecnie stosowanej. Rezygnacja z badania grupy
Rh u noworodka redukuje koszty, ale tez i efek-
tywno$¢ badania. Zuzycie preparatu spada z 99%
do 65,9%. Natomiast zastosowanie wyniku NIPT
RHD jako wskazania do odstapienia od przyjecia
preparatu spowoduje, ze 1,2% kobiet nie otrzyma
Ig anty-D versus 0,6% przy obecnie stosowanej
uniwersalnej immunoprofilaktyce dla wszystkich
kobiet RhD ujemnych. Wedlug szacunkéw badaczy,
jesli grupa Rh noworodka jest badana po urodzeniu,

30 www. jtm.viamedica.pl



Agnieszka Orzifiska 1 wsp., Wybrane zagadnienia na temat aktualnego stanu nieinwazyjnej diagnostyki grup krwi ptodu

to zimmunizuje sie 284 na 100 000 kobiet. Nato-
miast, jesli wynik NIPT RHD jest takze podstawa
do podania preparatu po porodzie z pominieciem
badan serologicznych noworodka, to zimmunizuje
sie 294 na 100 000 kobiet. W 2016 roku NICE
opublikowato wytyczne dotyczace nieinwazyjnego
testu RHD plodu dla organéw decyzyjnych. Oce-
niono, ze wysokoprzepustowe badanie kosztuje
24 funty, a oszczedno$¢ powinna by¢ monitorowana
w poszczeg6lnych jednostkach, poniewaz zalezy
od przyjetej strategii postepowania. Standardowy
schemat rekomendowany przez NICE zaklada wy-
konanie testu NIPT w 16. tygodniu cigzy i podanie
1 dawki Ig anty-D w 28. tygodniu tylko dla kobiet
noszacych RhD dodatni pt6éd. W koficowym opra-
cowaniu raportu autorzy podkreslaja, ze brakuje
opublikowanych danych o ewentualnych kontami-
nacjach czy czynnikach zakaznych w preparatach
Ig anty-D, natomiast trzeba sie liczy¢ z podwyzszo-
nym ryzykiem wynikow fatszywie RhD dodatnich
plodu w populacjach niejednorodnych etnicznie, co
zmienia przedstawiong kalkulacje.

Podobng analize dostepnych danych na te-
mat NIPT RHD oraz koncowe rekomendacje
sformutowali badacze kanadyjscy, wskazujac, ze
w przypadku Kanady model badan screeningowych
w I trymetrze cigzy w powigzaniu z celowang im-
munoprofilaktyka jest najbardziej optymalny do
wprowadzenia do istniejacego obecnie programu
opieki nad ciezarng Rh ujemng. W wytycznych
autorzy okre$laja, ze ryzyko wyniku falszywie
RHD ujemnego plodu jest bardzo niskie, a korzySci
z wczesnego okreslenia genotypu RHD plodu po-
zwalaja zminimalizowac ryzyko immunizacji dzieki
zastosowaniu profilaktyki [12].

Zblizong kalkulacje oszczednoSci z wprowa-
dzenia powszechnych badan RHD ptodu podaja
badania australijskie [13]. Koszt jednostkowy ba-
dania wyceniono na 63,40 AU$. Wprowadzenie
badania NIPT RHD jako kwalifikujacego do podania
preparatu anty-D spowodowatoby, ze 14 000 kobiet
RhD ujemnych rocznie unikneloby $rodcigzowego
przyjecia preparatu Ig anty-D, co daje to 2.1 min AU$
oszczednos$ci. Dodatkowo z powodu zmniejszonego
zuzycia preparatu program szczepienia dawcow RhD
ujemnych zaoszczedzitby okolo 616 000 AU$ rocznie.

Wysoki koszt jednostkowy badania RHD ptodu,
w ktorym glowng skiadowgq jest cena etapu izolowa-
nia DNA z osocza, jest w wielu krajach przyczyna
braku wprowadzenia tego testu jako powszechnie
obowiazujacego dla celowanej immunoprofilaktyki
RhD. Ostatnio zesp6t z firmy brytyjskiej Nonacus
zaprezentowal nowatorski test diagnostyczny Cell-
3Direct: Rhesus D Fetal Blood Group Genotyping do

diagnostyki RHD plodu. Test umozliwia wykona-
nie badania wprost z 80 ul osocza ciezarnej RhD
ujemnej (w 24.—-26. tygodniu cigzy) z pominieciem
etapu izolowania DNA, co skraca czas procedury
do 3 godzin. W jednej turze badania bada sie do
13 pacjentek. Zaprezentowane wyniki tego testu
charakteryzowaly sie zaréwno 100% czuloS$cia,
jak 1 specyficznoS$ciag przy 2% odsetku wynikow
niekonkluzywnych — wymagajacych powtérzenia
badania [14].

W diagnostyce prenatalnej opartej na wolno-
krazacym DNA plodowym istotnym zagadnieniem
jest brak uniwersalnej kontroli obecnoS§ci tego ma-
terialu w przypadku uzyskania wyniku ujemnego
dla badanej cechy plodu. Szczegodlnie istotne jest
to w powszechnie prowadzonych nieinwazyjnych
badaniach RHD plodu dla celowanej immunopro-
filaktyki RhD [9]. Zespo! holenderski zaprezen-
towal prace dotyczaca wprowadzenia do testu
wykrywajacego RHD ptodu kontroli wewnetrznej
dla etapu izolowania i detekcji real-time PCR.
Kontrola oparta jest na dodaniu do probki badanego
osocza syntetycznie uzyskanej sekwencji DNA
z herpeswirusa typu 1 (PhHV-1) w okreSlonym
stezeniu i wykrywaniu tej sekwencji plazmidowej
rownolegle z sekwencja genu RHD w reakcji typu
tripleks (eksony 5, 7 genu RHD i PhHV1-gB)
[15]. Badacze wykazali, ze kontrola wewnetrzna
pozwala wykry¢ wyniki falszywie RHD negatywne
z powodu niskiej jakosci izolacji DNA lub obecnoSci
inhibitoro6w PCR w eluacie, a rownoczeS$nie nie
zmniejsza efektywnoS$ci samej izolacji cffDNA ani
czuto$ci amplifikacji genu plodu.

Dla prawidlowej interpretacji wynikow genoty-
powania antygenow grup krwi na poziomie analizy
DNA komérkowego 1 wolnokrazacego konieczne
jest doktadne poznanie podtoza molekularnego
wystepowania lub braku antygenow zar6wno na po-
ziomie polimorfizméw kodujacych dane swoistoSci
antygenowej, regulacji ekspresji genow, jak i budo-
wy 1 interakcji czasteczek noszacych dane epitopy
antygenowe. Nadal trwa proces uzupeliniania baz
alleli kodujacych swoistosci antygenowe. Na przy-
ktad prowadzone w ostatnich latach powszechne
badania genu RHD plodu u tysiecy ciezarnych RhD
ujemnych pozwolily wykry¢ i opisac szereg nowych
wariantow alleli tego genu [5-7]. Dzieki najnow-
szym technikom, takim jak SNP-array-GWAS
(single nucleotide polymorphism-array-genome wide
association study) czy sekwencjonowania nastepnej
generacji WES (whole exom sequencing), ustalo-
no podioze genetyczne wystepowania lub braku
istotnych z punktu widzenia konfliktu matczyno-
-plodowego antygenodw, takich jak Jr2 kodowanego
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przez gen ABCG2 czy antygenu SARA w ukladu
MNS [16, 17]. Naukowcy z Uniwersytetu w Lund
(w Szwecji) opublikowali baze alleli kodujacych
antygeny krwinki czerwonej, w ktorej umieszczo-
no allele wykryte u 2500 os6b badanych technika
WGS (whole genome sequencing), tzw. Erythrobase
Database [18]. W referencyjnych zrodiach badacze
zidentyfikowali 19% wariantow spo$rod 1241 wa-
riantow alleli wykrytych w grupie badanej. Wérod
pozostalych nieznanych wariantow stwierdzono, ze
20% dotyczy glikozylotransferaz i prawdopodobnie
zmiana w nich ma wplyw na aktywno$¢ lub spe-
cyficzno$é enzymatyczng, co powoduje iloSciowe
1jako§ciowe zmiany antygenow kodowanych przez
te warianty. WSrod zsekwencjonowanych niezna-
nych wariantow 36% ma zmieniong zewnetrzng
czeS¢ biatka na krwince 1 powstaje pytanie, czy sa
to nieodkryte jeszcze antygeny o nieznanej jak do-
tad immunogennoSci. Obecnie trwajg prace grupy
roboczej Miedzynarodowego Towarzystwa Trans-
fuzjologicznego (ISBT) nad ustaleniem jednolitych
sekwencji referencyjnych alleli kodujacych antyge-
ny grup krwi (nazwa projektu LRG; locus reference
genome) 1 powigzania ich z danymi fenotypowymi
oraz charakterystyka serologiczna.

Podsumowujac, wraz z upowszechnianiem
sie nieinwazyjnych badan aneuploidalnoS§ci ptodu
nastapil og6lny wzrost Swiadomos$ci 1 wiedzy na
temat badan opartych na cffDNA, a przez to takze
upowszechnienie diagnostyki nieinwazyjnej RHD
plodu w kontekscie celowanej immunoprofilak-
tyki ciezarnych RhD ujemnych. Nadal istotnymi
przeszkodami na drodze wprowadzenia tego ba-
dania jako powszechnego programu narodowego
sa czynniki: ekonomiczny — czyli bilansowanie
sie oszczedno$ci preparatu z ceng jednostkowa
badania oraz techniczny — brak uniwersalnej kon-
troli obecno$§ci DNA plodowego w osoczu matki.
Postepujacy rozwoj wiedzy genetycznej na temat
poszczegodlnych populacji i1 coraz czulszych metod
badan umozliwia, poprzez analize DNA wolnokraza-
cego W osoczu ciezarnej, przewidywanie fenotypu
antygenu u plodu zagrozonego wystapieniem kon-
fliktu matczyno-ptodowego po 10. tygodniu cigzy
z blisko 100-procentowg wiarygodno§cia.
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